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1. ZEALAND PHARMA A/S (1]
6 J DATOS DEL SOLICITANTE
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9 l D REPRESENTANTE LEGAL Xl APODERADO
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DELGADO VILLEGAS JAIME EDUARDO c.c.19.270.955 TP 43.308C.S.J.
DIRECCION Avda. Carrera 24 No. 37 - 31 Of. 202 No. TELEFONO 2444096
CIUDAD BOGOTA D.C., R Nco  Mde@mde.com
No. RADICACION DE
PAIS COLOMBIA PROTOCOLO DE
PODER GENERAL
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD [XISI [NO
(33) PAIS DE ORIGEN CcODIGO PAIS {31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMM/DD)
1. OFICINA EUROPEA DE PATENTES EP 09251780.4 13/07/2009
2. ESTADOS UNIDOS DE AMERICA us 61/225,080 13/07/2009
3. OFICINA EUROPEA DE PATENTES EP 10157240.2 22/03/2010
4. DINAMARCA DK/ PA 2010 00412 10/05/2010
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1 | DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

Llst X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
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12 J DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

Ll si X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o ‘autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
naimero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 [ REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

Osi X NO ‘
Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que
se refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas
Universidades publicas o privadas
Entidades sin &nimo de lucro -

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION ENLINEA []SI [XINO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones
en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser
notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO | N° Fecha

FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL

16
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (sj tal calidad no e ia al leer el petitorio,
’ (\ A %p\)
‘ ~
M EDUARIFJ'E ELGADO VILLEGAS
AROD DO
17 | ANEXOS
Documentacion Técnica Documentacién Juridica 3
Solicitud Internacional en castellano modificada 9. X Poderes, si fuera el caso. V& E¥P.12- 004 \9
10. X Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor al
1. [X Descripcién N° de folios: 94 solicitante 0 a su causante. yee E€X €. (2 - 00« {7
2. [ Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 4 11. [ Copia dei contrato de acceso de recursos genéticos o productos
3' I3 Dibuios y/o fi N° folios: 13 ’ derivados, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
: ibujos ylo figuras ouos: ' 12. [ Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
4, E Resumen. ) Tradicionales, certificado o nimera de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de depdsito de material biolégico si fuera el 13. Reduccion de tasas
caso. ' Micro, pequefias o medinas empresas
6. [X Listado de secuencias de nuclestidos y/o aminoacidos [ Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente

en forma digital si fuera el caso. ‘anterior, o en su defecto prueba documental idénea.
7. [] Arte final 12 x 12, FI| Do;ggqsntg:&constancia de cumplimiento con lo establecido en
s ' a ley e .
8. [ Anexo formato digital. _Universidades publicas o privadas
] Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
.Entidades sin animo de lucro .
[[1 Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[] Hoja de informacién complementaria.
O Otros, especificar:
. 14. [Xl Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
15. [J Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
* 16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. [] Comprobante de pago por reivindicacién adicional a 10.
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ANALOGOS DE GLUCAGON ACILADOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a analogos de glucagén acilados y a su
uso médico, por ejemplo, en el tratarhiento de obesidad y diabetes.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La obesidad y la diabetes son problemas de salud que estan
aumentando globalmente y que estan asociados a diversas enfermedades,
particularmente a enfermedad cardiovascular (CVD), apnea obstructiva del
suefio, accidente cerebrovascular, enfermedad de las arterias periféricas,
complicaciones microvasculares y ostéoartritis.

Mundialmente hay 246 milloneé de personas con diabetes, y se estima
que en 2025 380 millones tendran diabetes. Muchos tienen factores de riesgo
cardiovasculares adicionales que incluyen LDL vy triglicéridos altos/aberrantes y
HDL bajo. |

La enfermedad cardiovascular representa aproximadamente el 50% de
la mortalidad en personas con diabetes y las tasas de morbilidad y mortalidad
relacionadas con la obesidad y la dia“betes ponen de relieve las necesidades
médicas de opciones de tratamiento eficaces.

El pre-proglucagén es un polipéptido precursor de 158 aminoacidos que
se procesa de forma diferente en los tejidos para formar varios péptidos

derivados del proglucagén estructuraimente relacionados que incluyen
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glucagén (Glu), péptido 1 similar al Qlucagén (GLP-1), péptido 2 similar al
glucagon (GLP-2) y oxintomodulina (OXM). Estas moléculas participan en una
amplia variedad de funciones fisiolégicas que incluyen homeostasis de la
glucosa, secrecién de insulina, vacia:hiento gastrico y crecimiento intestinal,
ademas de la regulacion de la ingesta de alimentos.

El glucagén es un péptido de ."29 aminoacidos que se corresponde con
los aminoacidos 53 a 81 del pre-progiucagén y tiene la secuencia His-Ser-GIn-
GIy-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. Lé oxintomodulina (OXM) es un péptido de
37 aminoacidos que incluye la secuencia de 29 aminoacidos completa del
glucagén con una extension del extremo carboxi de octapéptidos (aminoacidos
82 a 89 de pre-proglucagén que tieﬁe la secuencia Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-
lle-Ala y llamada “péptido 1 interviniente” o IP-1; por tanto, la secuencia
completa de la oxintomodulina humana es His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-
Asp-Tyr—Ser-Lys-Tyr—Leu-Asp-Ser-Afg—Arg-AIa-GIn-Asp—Phe—VaI—GIn-Trp-Leu-
Met-Asn-Thr-Lys-Arg-Asn-Arg-Asn-Asn-lle-Ala).  El  principal  fragmento
biolégicamente activo del GLP-1 se produce como un péptido amidado en el
extremo C de 30 aminoacidos que se corresponde con los aminoacidos 98 a
127 del pre-proglucagén

El glucagdbn ayuda a mantener el nivel de glucosa en la sangre
uniéndose a receptores de glucagén sobre hepatocitos, haciendo que el higado

libere glucosa, almacenada en forma de glucdgeno, por glucogenolisis. Como
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estos almacenamientos se agotan, él glucagoén estimula al higado para
sintetizar glucosa adicional por gluconéogénesis. Esta glucosa se libera en la
circulacion  sanguinea, previniendo el desarrollo de hipoglucemia.
Adicionalmente, se ha demostrado que el glucagén aljmenta la lipblisis 'y
disminuye el peso corporal. |

El GLP-1 disminuye niveles elevados de glucosa en sangre mejorando la
secrecion de insulina estimulada por glucosa y promueve la pérdida de peso
disminuyendo principalmente la ingeéta de alimentos.

La oxintomodulina es liberada en la sangre en respuesta a la ingestion
de alimentos y en proporcién al f‘contenido de calorias de la comida. El
mecanismo de accion de la oxintomodulina no es bien entendido. En patrticular,
no se sabe si los efectos de la hormona estan mediados exclusivamente por el
receptor del glucagén y el receptor de GLP-1, o por uno o mas receptores sin
identificar hasta ahora.

Se ha mostrado que otros péptidos se unen y activan tanto el receptor
de glucagén como de GLP-1 (Hjo“rt y col., Journal of Biological Chemistry, 269,
30121-30124,1994) y suprimen el aumento de peso corpdral y reducen la
ingestion de alimentos (documeﬁtos WO 2006/134340; WO 2007/100535; WO
2008/101017, WO 2008/152403, WO 2009/155257 y WO 2009/155258).

Se ha mostrado que la estabilizaciéon de péptidos proporciona un mejor
perfil farmacocinético para variés farmacos. En particular, se ha mostrado que

la adicion de uno o mas grupos polietilenglicol (PEG) o acilo prolonga la
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semivida de péptidos tales como GLP-1 y otros péptidos con corta estabilidad
en plasma.

En los documentos WO :00/55184A1 y WO 00/55119 se desvelan
procedimientos para la acilacién de una gama de péptidos, en particular GLP-1.
Madsen y col. (J. Med. Chem. 2007, 50, 6126-6132) describen GLP-1 acilados
en la posicién 20 (liraglutida) y prdporcionan datos sobre su estabilidad.

También se ha mostrado que la estabilizacion de OXM por PEGilacion y
la acilaciéon del extremo C mejoran el perfil farmacocinético de analogos
seleccionados en los documentos WO02007/100535, WO08/071972 y en
Endocrinology 2009, 150(4), 1712-1721 por Druce, MRy col.

Se ha mostrado recientemente que la PEGiIacién de analogos de
glucagén tiene un efecto significativo sobre el perfil farmacocinético de los
compuestos probados (docum;ento WQ02008/101017), pero que también
interfiere con la potencia de estos compuestos.

RESUMEN DE LA INVENCION ;
La invencién proporciona pn compuesto que tiene la férmula:
R'-Z-R?
en la que
R'es H, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy; |
y Z es un péptido que tiene la formula |

His-X2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-X16-X17-Ala-
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Ala-X20-X21 -Phe-VaI-X24-Trp-Le‘u-X2.7—X28-AIa—X30; (N
en la que

X2 se selecciona de Aib o Ser;

X12 se selecciona de Lys, Arg y Leu;

X16 se seleccionade Argy X; \

X17 se selecciona de Arg y X;

X20 se selecciona de Arg, His y X;

X21 se selecciona de Asp y Glu;

X24 se seleccionade Alay X;

X27 se selecciona de Leu y X;

|
X28 se selecciona de Arg y X; |

X30 es X o esta ausente;

en la que al menos uno de X16, X17, X20, X24, X27, X28 y X30 es X;

y en la que cada residuo X se selecciona independientemente del grupo que
consiste en Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpry Orn;

en la que la cadena lateral de a} menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lip6filo que tiene la f6rmula:

(i) Z' en la que Z' es un resto lipdfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o

(i) Z2'Z% en la que Z' es un resto lipsfilo, Z2 es un espaciador y Z' esta

conjugado con la cadena lateral de X mediante Vi

con la condicién de que Z no s‘ea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-
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Glu)-AAHDFVEWLLRA.
X30 puede estar presente o ausente. En aquellas realizaciones en las que X30
esta presente, puede ser deseable que sea Lys. |

En ciertas realizaciones, cualquier residuo X, y especialmente cualquier
residuo X que esté conjugado coﬁ un sustituyente lipéfilo, se selecciona
independientemente de Lys, Glu o Cys.

En ciertas realizaciones, |
X16 se selecciona de Glu, Lys y Ser;
X17 se selecciona de Lys y Cys;
X20 se selecciona de His, Lys, Arg y Cys;
X24 se selecciona de Lys, Gluy Ala;
X27 se seleccionade Leu y Lys; ylo
X28 se selecciona de Ser, Arg y Lys.

Combinaciones especificas de residuos que pueden estar presentes en
el péptido de formula | incluyen las siguientes:
X2 es Aiby X17 es Lys;
X2 es Aib y X17 es Cys;
X2 es Aib y X20 es Cys;
X2 es Aib y X28 es Lys;
X12 es Argy X17 es Lys;
X12 es Leu y X17 es Lys;

X12 es Lys y X20 es Lys;

\\
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X12 es Lysy X17 es Lys;
X16 es Lys y X17 evays;
X16 es Sery X17 es Lys;
X17 es Lys y X20 es Lys;
X17 es Lys y X21 es Asp;
X17 es Lys y X24 es Glu;
X17 es Lys y X27 es Leu;
X17 es Lys y X27 es Lys;
X17 es Lys y X28 es Ser;
X17 es Lys y X28 es Arg;
X20 es Lys y X27 es Leyu;
X21 es Asp y X27 es Leu;

X2 es Aib, X12 es Lys y X16 es Ser,

X12 es Lys, X17 es Lys y X16 es Ser; |

X12 es Arg, X17 es Lys y X16 es Glu;
X16 es Glu, X17 es Lys y X20 es Lys; -
X16 es Ser, X21 es Aspy X24 es GIu;‘
X17 es Lys, X24 es Glu y X28 es Arg;
X17 es Lys, X24 es Gluy X28 es Lys;"
X17 es Lys, X27 es Leu y X28 es Ser;

X17 es Lys, X27 es Leu y X28 es Arg;;

X20 es Lys, X24 es Glu y X27 es Leu;



10

15

20

X20 es Lys, X27 es Leu y X28 es Ser;

X20 es Lys, X27 es Leu y X28 es Arg;

X16 es Ser, X20 es His, X24 es Glu y X27 es Ley;
X17 es Lys, X20 es His, X24 es Glu y X28 es Ser:;
X17 es Lys, X20 es Lys, X24 es Gluy X27 es Leu; o
X17 es Cys, X20 es Lys, X24 es Glu y X27 es Leu.

Puede ser deseable que el péptido de férmula | contenga sélo un
aminoacido del tipo que va a derivatizérse mediante la adicién del sustituyente
lipofilo. Por ejemplo, el péptido puedé contener sélo un residuo Lys, sélo un
residuo Cys o so6lo un residuo Glu para el sustituyente lipéfilo que va a
conjugarse con ese residuo.

Los compuestos de la invenéién pueden llevar uno o mas puentes
intramoleculares dentro de la secuencia de péptidos de férmula I. Cada uno de
tales puentes se forma entre las cadenas laterales de dos residuos de
aminoacidos de férmula | que normalmente estan separadas por tres
aminoacidos en la secuencia lineal de aminoacidos (es decir, entre el
aminodcido A y el aminoacido A+4). |

Mas particularmente, el puente puede formarse entre las cadenas
laterales de los pares de residuos 16 y 20,17y 21,20y 24 6 24 y 28. Las dos
cadenas laterales pueden ligarse entre si mediante interacciones i6nicas, o por
enlaces covalentes. Por tanto, estos pares de residuos pueden comprender

cadenas laterales opuestamente cargadas con el fin de formar un puente salino
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por interacciones idnicas. Por ejemplo; uno de los residuos puede ser Glu o
Asp, mientras que el otro puede ser Lys o Arg. Los emparejamientos de Lysy
Glu y Lys y Asp también pueden reaccionar para formar un anillo de lactama.
Ejemplos de pares adecuados de residuos en las posiciones 16 y 20
incluyen:
X16 es Glu y X20 es Lys;
X16 es Glu y X20 es Arg;
X16 es Lys y X20 es Glu; y
X16 es Arg y X20 es Glu.
Ejemplos de pares adecuados de residuos en las posiciones 17 y 21
incluyen:
X17 es Arg y X21 es Glu;
X17 es Lys y X21 es Glu;
X17 es Arg y X21 es Asp; ¥y
X17 es Lys y X21 es Asp.
Ejemplos de pares adecuados de residuos en las posiciones 20 y 24
incluyen:
X20 es Gluy X24 es Lys;
X20 es Glu y X24 es Arg;
X20 es'Lys y X24 es Glu; y
X20 es Arg y X24 es Glu.

Ejemplos de pares adecuados de residuos en las posiciones 24 y 28
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incluyen:

X24 es Gluy X28 es Lys;
X24 es Glu y X28 es Arg;
X24 es Lys y X28 es Glu; y
X24 es Arg y X28 es Glu.

El emparejamiento de Lys‘ y Glu, por ejemplo, para formar un anillo de
lactama puede ser particularmente deseable, especialmente entre las
posiciones 24 y 28.

Por tanto, sera evidente que un residuo que participa en un puente
intramolecular no puede derivatizarse con un sustituyente lipéfilo. Por tanto, si
un residuo X participa en un puente intramolecular, al menos uno de los otros
residuos X esta conjugado con un sustituyente o sustituyentes lip6filos.

Sin desear cefiirse a ninguna teoria particular, se cree que tales puentes
intramoleculares estabilizan la estructura de hélice alfa de la molécula y asi
aumentan la potencia y/o selectividad en el receptor de GLP-1 y posiblemente
también en el receptor de glucagén.

El compuesto puede tenér la formula:

R'-Z-R?
en la que
R'esH, alquilo C4.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;

y Z es un péptido que tiene la formula lla
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His—Aib-GIn-GIy-Thr-Phe-Thr-Ser{Asp-Tyr-Ser—X1 2-Tyr-Leu-Asp-X16-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala; (lla)
en la que
X12 se selecciona de Lys, Arg y‘Leu;
X16 se selecciona de Ser y X;
X17 es X;
X20 se selecciona de His y X; ‘
X21 se selecciona de Asp y Glu;
X24 se selecciona de Ala y Glu;
X28 se selecciona de Ser, Lys y Arg;
y en la que cada residuo X se selecciona independientemente del grupo que
consiste en Glu, Lys y Cys; |
en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lip&filo que tiene la férmula:
(i) Z' en la que Z' es un resto lipofilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o |
(i) Z'Z% en la que Z' es un resto lipofilo, Z?> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z2.

Alternativamente, el compuesto puede tener la férmula:

‘ R'-Z-R?

en la que

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

y Z es un péptido que tiene la férmL‘JIa IIb
His-Ser-GIn-GIy-Thr-Phe-Thr-Ser—Asp-Tyr-Ser-X1 2-Tyr-Leu-Asp-X16-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala; (llb)

en la que

X12 se selecciona de Lys, Arg y Leu;

X16 se selecciona de Sery X;

X17 es X;

X20 se selecciona de His y X;

X21‘se selecciona de Asp y Glu;

X24 se selecciona de Ala 'y Glu;

X28 se selecciona de Ser, Lys y Arg;

y en la que cada residuo X se selecciona independientemente del grupo que
consiste en Glu, Lys y Cys;

en la que la cadena lateral de al ‘menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lip6filo que tiene la formula:

(i) Z' en la que Z' es un resto lipdfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o

(iy 2'Z% en la que Z' es un resto lipofilo, Z> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z%;

con la condicién de que Z no séa HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-

Glu))-AAHDFVEWLLRA.
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El compuesto puede tener la formula:
“R1-Z-R2

en la que
R'es H, alquilo C44, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy; |
y Z es un péptido que tiene la formula llla
His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
AIa-X20-X21-Phe-VaI-X24-Trp-Leu;Leu-X28-AIa; (Iia)
en la que
X12 se selecciona de Lys y Arg;
X17 es X;
X20 se selecciona de His y X;
X21 se selecciona de Asp y Glu;
X24 se selecciona de Ala y Glu;
X28 se selecciona de Ser, Lys y Arg;
y en la que cada residuo X se selecciona independientemente de Glu, Lys y
Cys; |
en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lipofilo que tiene la formula:
(i) Z' en la que Z' es un resto lipdfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o

(i) Z'2> en la que Z' es un resto lipsfilo, Z° es un espaciador y Z' esta
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conjugado con la cadena Iaterél de X mediante Z2.

Alternativamente, el compuesto puede tener la formula:

R'-z-R?

en la que |
R'es H, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la férmula illb
His-Ser-GIn-GIy—Thr-Phe-Thr-Ser-Asb-Tyr-Ser—X1 2-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala; (lIb)
en la que
X12 se selecciona de Lys o Arg;
X17 es X;
X20 se selecciona de His y X;
X21 se selecciona de Asp y Glu;
X24 se selecciona de Alay Glu;
X28 se selecciona de Ser, Lys y Arg?
y en la que cada residuo X se selecciona independientemente de Glu, Lys y
Cys;
en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lip6filo que tiene la f()rm‘ula:
(i) Z' en la que Z' es un resto lipfilo conjugado directamente con la cadena

lateral de X: o
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(i) Z'Z2 en la que Z' es un resto lipsfilo, Z> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z2
con la condicién de que Z no sea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-

Glu))-AAHDFVEWLLRA.

El compuesto puede tener la formula:

R'-Z-R?

en la que
R'esH, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R% es OH o NH;
y Z es un péptido que tiene la férmula IVa
His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-His-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala; (IVa)
en la que |
X12 se selecciona de Lys y Arg;
X17 es X;
X21 se selecciona de Asp y Glu;
X24 se selecciona de Ala y Glu;
X28 se selecciona de Ser, Lys y Arg;
en la que X se selecciona del grupo que consiste en Glu, Lys y Cys;
y en la que la cadena lateral de X esta conjugada con un sustituyente lip&filo
que tiene la formula: ‘

(i) Z' en la que Z' es un resto lipdfilo conjugado directamente con la cadena
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lateral de X; o
(i) Z'2% en la que Z' es un resto lipfilo, Z* es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z.

Alternativamente el compuésto puede tener la formula:

R'-Z-R?

en la que
R'es H, alquilo C1.4, acetilo, fornﬁilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NH;
y Z es un péptido que tiene la formula IVb
His-Ser-GIn-GIy-Thr—Phe-Thr-Sef—Asp-Tyr-Ser-X1 2-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-His-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala; (IVb)
en la que
X12 se selecciona de Lys y Arg;
X17 es X;
X21 se selecciona de Asp y Glu;
X24 se selecciona de Alay Glu.
X28 se selecciona de Ser, Lys y Arg;
en la que X se selecciona del grupo que consiste en Glu, Lys y Cys;
y en la que la cadena lateral de X esta conjugada con un sustituyente lipéfilo
que tiene la formula:
() Z' en la que Z' es un resto lipéfilo conjugado directamente con la cadena

lateral de X; o
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(i) Z'Z% en la que Z' es un resto lipofilo, Z> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z%
con la condicién de que Z no sea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-
Glu))-AAHDFVEWLLRA.

Alternativamente el compuesto puede tener la formula:

'R'.ZR?

en la que ‘
R'es H, alquilo C1.4, acetilo, formil‘o, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la férrﬁula \
His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Lys-Ala-
AIa-His—Asp-Phe—Val-GIu-Trp-Leu-Leu-X28; V)
en la que
X28 es Ser o esta ausente;
X17 es X
en la que X se selecciona del grupo que consiste en Glu, Lys y Cys,
y en la que la cadena lateral de X esta conjugada con un sustituyente lipdfilo
gue tiene la férmula:
(i) Z' en la.que Z' es un resto lipdfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o
(i) Z'Z% en la que Z' es un resto lipdfilo, Z> es un espaciador y Z' esta

conjugado con la cadena lateral de X mediante Z2.
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En ciertas realizaciones de Ié invencion, el péptido de férmula | puede
tener la secuencia:
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDKKAAHDFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAKDFVEWLLRA,
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLKRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLKA,
HSQGTFTSDYSRYLDSKAAHDFVEWLLRA,
HSQGTFTSDYSLYLDSKAAHDFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLRAK;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLSAK
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLKSA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVKWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSCAAHDFVEWLLRA,
HSQGTFTSDYSKYLDSCAAHDFVEWLLSA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAACDFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDKSAAHDFVEWLLRA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLSAK;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAARDFVAWLLRA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAKDFVAWLLRA,

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLRA,

1)
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H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLKA
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAKDFVAWLLSA
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVAWLLKA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDKKAAHDFVAWLLRA,;
H-Aib-QGTFTSDYSRYLDSKAAHDFVEWLLSA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVKWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSLYLDSKAAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSCAAHDFVEWLLSA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAACDFVEWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDK()KAAE()DFVEWLLRA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVE(WLLK()A
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAK()DFVE()WLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSK()AAHE()FVEWLLKA; o
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKOAAKEOFVEWLLRA.
En ciertas realizaciones, estos péptidos pueden llevar un sustituyente
lipdfilo en la posicion marcada con “*” del siguiente modo:
HSQGTFTSDYSKYLDS-K*-AAHDFVEWLLRA,;
HSQGTFTSDYSKYLD-K*-KAAHDFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAA-K*-DFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWL-K*-RA,
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL—K*-A;

HSQGTFTSDYSRYLDS-K*-AAHDFVEWLLRA,;
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HSQGTFTSDYSLYLDS-K*-AAHDFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAH DFVEWLLRA-K*;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAH DFVEWLLSA-K*;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWL-K*-SA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFV-K*-WLLRA,;
HSQGTFTSDYSKYLDS-C*-AAHDFVEWLLRA,
HSQGTFTSDYSKYLDS-C*-AAHDFVEWLLSA,
HSQGTFTSDYSKYLDSKAA-C*-DFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLD-K*-SAAHDFVEWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K*-AAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLSA-K*
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K*-AARDFVAWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-K*-DFVAWLLRA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL-K*-A;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K*-AAHDFVEWLLKA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K*-AAHDFVEWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-K*-DFVAWLLSA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVAWLL-K*-A;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K*-KAAHDFVAWLLRA,;
H—Aib-QGTFTSDYSRYLDS-K*-AAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFV-K*-WLLSA,;

H-Aib-QGTFTSDYSLYLDS-K*-AAHDFVEWLLSA,;
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H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-C*-AAHDFVEWLLSA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-C*-DFVEWLLRA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-S*-KAAHDFVEWLLSA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDK()K*AAE()DFVEWLLRA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSK*AAHDFVE()WLLK()A;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSK*AAK()DFVE()WLLRA,;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSK()AAHE()FVEWLLK*A; o
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSK()AAK*E()FVEWLLRA.

Los residuos marcados con “()" participan en un enlace intramolecular tal
como un anillo de lactama.

La(s) cadena(s) lateral(es) de uno o mas de los residuos X estan
conjugadas con un sustituyente lipofilo. Por ejemplo, una cadena lateral de un
residuo X puede conjugarse con un sustituyente lipéfilo. Alternativamente, dos,
o incluso mas de dos, cadenas laterales de residuos X pueden conjugarse con
un sustituyente lipéfilo.

Por ejemplo, al menos uno de X16, X17, X20 y X28 puede conjugarse
con un sustituyente lipéfilo. Eh tales casos, X30 puede estar ausente. Si X30
esta presente, esta normalmente conjugado con un sustituyente lipéfilo.

Por tanto, el compuesto puede tener sélo un sustituyente lipéfilo, en la
posicion 16, 17, 20, 24, 27, 28 6 30, preferentemente en la posicion 16, 17 6
20, particularmente en la posicion 17.

Alternativamente, el compuesto puede tener exactamente dos
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sustituyentes lipofilos, cada uno en una de las posiciones 16, 17, 20, 24, 27, 28
6 30. Preferentemente, uno o ambos sustituyentes lipéfilos estan presentes en
una de las posiciones 16, 17 6 20.

Por tanto, el compuesto puede tener sustituyentes lipdfilos en las
posiciones 16 y 17, 16y 20, 16 y 24, 16y 27,16 y 28 6 16 y 30; en 17 y 20, 17
y24,17y27,17y286 17y 30;en20y 24,20y 27,20y28 620y 30;en 24y
27,24y 28024y 30;en27y 28627y 30;0en28y 30.

En todavia otras realizaciones, el compuesto puede tener uno o mas
sustituyentes lipofilos adicionales (dando tres o més en total) en otras
posiciones seleccionadas de Ias‘ posiciones 16, 17, 20, 24, 27, 28 6 30. Sin
embargo, puede ser deseable que un maximo de dos posiciones se derivaticen
de esta forma.

Z' puede comprender una cadena de hidrocarburo que tiene 10 a 24
atomos de C, por ejemplo, 10 é 22 atomos de C, por ejemplo, 10 a 20 atomos
de C. Puede tener al menos 11 atomos de C y/o 18 atomos de C o menos. Por
ejemplo, la cadena de hidrocarburo puede contener 12, 13, 14, 15, 16, 17 6 18
atomos de carbono. Por tanto, Z' puede ser un resto dodecanoilo, 2-
butiloctanoilo, tetradecanoilo, hexadecanoilo, heptadecanoilo, octadecanoilo o
eicosanoilo.

Independientemente, cuando esta presente, Z2 puede ser o comprender

uno o mas residuos de aminoéacidos. Por ejemplo, Z2 puede ser un residuo y-

Glu, Glu, B-Ala o e-Lys, o un resto 4-aminobutanoilo, 8-aminooctanoilo o 8-

Yoy
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amino-3,6-dioxaoctanoilo.

Ciertas combinaciones de Z' y Z? son dodecanoil-y-Glu, hexadecanoil-y-
Glu, hexadecanoil-Glu, hexadecanoil-[3-aminopropanoilo], hexadecanoil-[8-
aminooctanoilo], hexadecanoil-e-Lys, 2-butiloctanoil-y-Glu, octadecanoil-y-Glu y
hexadecanoil-[4-aminobutanoilo].

En realizaciones patrticulares, Z tiene la férmula:
HSQGTFTSDYSKYLD-K(hexadecanoil-y-Glu)-KAAHDFVEWLLRA,;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWL-K(hexadecanoiI-y—Glu)-RA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAA-K(hexadecanoil-y-Glu)-DFVEWLLRA;
HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL-K(hexadecanoiI-y—GIu)-A;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)-AARDFVAWLLRA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL-K(hexadecanoil-y-Glu)-A;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)-AAHDFVE()WLLK()A;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLKA;
HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-Y-Glu)-AAHDFVEWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-K(hexadecanoiI—y-GIu)-DFVAWLLRA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(dodecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[3-aminopropanail])-

AAHDFVEWLLSA;
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H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[8-aminooctanoil])-
AAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-e-Lys)-AAHDFVEWLLSA,;
HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil)-AAHDFVEWLLSA;

5 HSQGTFTSDYSKYLDS-K(octadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA,;
HSQGTFTSDYSKYLDS-K([2-butiloctanoil]-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA,;
HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[4-aminobutanoil])-AAHDFVEWLLSA;
HSQGTFTSDYSKYLDS-K(octadecanoiI-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA;
HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-E)-AAHDFVEWLLSA;

10 H-Aib-QGTFTSDYSKY.LDS-K(hexadecanoiI)-AAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(octadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA,
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([2-butiloctanoil}-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA;
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS—K(hexaéecanoiI-[4-aminobutanoil])-
AAHDFVEWLLSA;

15  H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(octadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA; o
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-E)-AAHDFVEWLLSA.

Los residuos marcados con “()” participan en un enlace intramolecular,
tal como un anillo de lactama.
En otra realizacién, Z tiene la formula:

20 H-Aib-QGTFTSDYS-K(hexadecanoil-isoGlu)-YLDSKAAHDFVEWLLSA,

H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K(hexadecanoil-isoGlu)-KAAHDFVEWLLSA,

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-K(hexadecanoil-isoGlu)-DFVEWLLSA,;
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H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFV-K(hexadecanoil-isoGlu)-WLLSA;

H—Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoiI-isoLys)-AARDFVAWLLRA;

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-isoGlu)-AAKDFVEWLLSA,

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K(hexadecanoil-isoGlu)-AAHDFVEWLLSA;

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-isoGlu)-AAHEFVEWLLSA;

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-isoGlu)-AAEDFVEWLLSA,

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-isoGlu)-AAHDFVEWLLEA.,
En otro aspecto, Z tiene la férmula:

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoiI-isoGlu)—AAHDFVEWLLS;

H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-isoGlu)-AAHDFVEWLL;
En todavia otro aspecto, Z tiene la férmula:

H-Aib-EGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-isoGilu)-AAHDFVEWLLSA;
La invencién proporciona un compuesto que tiene la férmula:

R'-Z-R?

en la que ‘

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

R? es OH o NHy;

y Z es un péptido que tiene la formula |

His—X2-GIn-GIy-Thr—Phe-Thr-Ser-Asﬁ-Tyr-Ser-X1 2-Tyr-Leu-Asp-X16-X17-Ala-

Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-X27-X28-Ala-X30;

en la que

X2 es Aib o Ser;
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X12 se selecciona de Lys, Arg o Leu;

X16 es Arg o X;

X17 es Arg 0 X;

X20 es Arg, His 0 X;

X21 es Asp o Glu;

X24 es Alao X;

X27 es Leuo X;

X28 es Arg 0 X;

X30 es X o esta ausente;

y en la que cada residuo X se selecciona independientemente del grupo que
consiste en Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpry Orn;

en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lip6filo que tiene la formula:

(i) Z' en la que Z' es un resto lipdfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o

(i) Z'Z% en la que Z' es un resto lipofilo, Z2 es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z2;

con la condicién de que Z no sea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-
Glu)-AAHDFVEWLLRA.

X30 puede estar presente o ausente. En aquellas realizaciones en las que X30
esta presente, puede ser deseable que sea Lys.

En ciertas realizaciones, cualquier residuo X, y especialmente cualquier
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residuo X que esté conjugado con un sustituyente lipdfilo, se selecciona
independientemente de Lys, Glu o Cys.

El compuesto puede tener la formula:

R'-Z-R?

en la que
R'esH, alquilo C4.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R% es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la formula lla
His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-X16-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala;
en la que |
X12 se selecciona de Lys, Arg o Leu;
X16 es Sero X;
X17 es X;
X20 es His 0 X;
X21 es Asp o Glu;
X24 es Ala o Glu;
X28 es Ser, Lys o Arg;
y en la que cada residuo X se selecciona independientemente del grupo que
consiste en Glu, Lys, o Cys;
en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un

sustituyente lipéfilo que tiene la formula:
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(i) Z' en la que Z' es un resto lipsfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o
(i) Z'Z2 en la que Z' es un resto lipsfilo, Z> es un espaciador y Z' esta '
conjugado con la cadena lateral de X mediante Vi

Alternativamente, el compuesto puede tener la férmula:

R'-Z-R?

en la que
R'esH, alquilo C4.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la formula llb
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-X16-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala;
en la que
X12 se selecciona de Lys, Arg o Leu;
X16 es Ser o X;
X17 es X;
X20 es His o X;
X21 es Asp o Glu;
X24 es Ala o Glu;
X28 es Ser, Lys o Arg;
y en la que cada residuo X se selecciona independientemente del grupo que

consiste en Glu, Lys o Cys;
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en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lipéfilo que tiene la formula:
(i) Z' en la que Z' es un resto Iipg’)filo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o
(i) 2'22 en la que Z' es un resto lipdfilo, Z> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z%
con la condicién de que Z no sea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-
Glu))-AAHDFVEWLLRA.

El compuesto puede tener Ié féormula:

R'-Z-R?

en la que
R' es H, alquilo C1, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NH;;
y Z es un péptido que tiene la férmula llla
His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala;
en la que
X12 se selecciona de Lys o Arg;
X17 es X;
X20 es His o X;
X21 es Asp o Glu;

X24 es Ala o Glu:

oM
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X28 es Ser, Lys o Arg;
y en la que cada residuo X se seledciona independientemente de Glu, Lys o
Cys;
en la que la cadena lateral de al menos un residuo X esta conjugada con un
sustituyente lipéfilo que tiene la formula:
() Z' en la que Z' es un resto lipofilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o
(i) 2'2% en la que Z' es un restolibéfilo, Z% es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante 72

Alternativamente el compuesto puede tener la formula:

R'-Z-R?

en la que
R'esH, alquilo C1.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la férmula llib
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-X20-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala;
en la que
X12 se selecciona de Lys o Arg;
X17 es X;
X20 es His 0 X;

X21 es Asp o Glu;
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X24 es Ala o Glu;
X28 es Ser, Lys o Arg;
y en la que cada residuo X se selecciona independientemente de Glu, Lys o
Cys;
en la que la cadena lateral de al menos un residuo X estd conjugada con un
sustituyente lipéfilo que tiene la formula:
(i) Z" en la que Z' es un resto Iipéfilb conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o
(i) Z'Z% en la que Z' es un resto lipsfilo, Z> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante 7%
con la condicién de que Z no sea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoiI-y—
Glu))-AAHDFVEWLLRA.

El compuesto puede tener la férmula:

R'-Z-R?

en la que |
R'esH, alquilo C4.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R? es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la férmulé IVa
His-Aib-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-His-X21-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala;
en la que

X12 se selecciona de Lys o0 Arg;
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X17 es X,
X21 es Asp o Glu;
X24 es Ala o Glu;
X28 es Ser, Lys o Arg;
en la que X se selecciona del grupo que consiste en Glu, Lys o Cys;
y en la que la cadena lateral de X esta conjugada con un sustituyente lipofilo
que tiene la formula:
(i) Z' en la que Z' es un resto lipéfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o
(i) Z'Z2 en la que Z' es un resto lipdfilo, Z% es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z2.

Alternativamente el compuest(ﬁ puede tener la formula:

R'-Z-R?

en la que
R'esH, alquilo C4.4, acetilo, formilo,“ benzoilo o trifluoroacetilo;
R% es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la férmula 1Vb
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-X12-Tyr-Leu-Asp-Ser-X17-Ala-
Ala-His-X28-Phe-Val-X24-Trp-Leu-Leu-X28-Ala;
en la que
X12 se selecciona de Lys o Arg;

X17 es X;
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X21 es Asp o Glu;

X24 es Alao Glu

X28 es Ser, Lys o Arg;

en la que X se selecciona del grupo QUe consiste en Glu, Lys o Cys;

y en la que la cadena lateral de X esta conjugada con un sustituyente lipdfilo
que tiene la formula: |

(i) Z' en la que Z' es un resto Iipéfilo conjugado directamente con la cadena
lateral de X; o

(i) Z'Z% en la que Z' es un resto lipdfilo, Z> es un espaciador y Z' esta
conjugado con la cadena lateral de X mediante Z%

con la condiciéon de que Z no sea HSQGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-
Glu))-AAHDFVEWLLRA.

En otro aspecto, la presenté invencién proporciona una composicion que
comprende un compuesto como se define en este documento, o una sal o
derivado del mismo, en mezcla con un vehiculo. En realizaciones preferidas, la
composicién es una composicioén farmacéuticamente aceptable y el vehiculo es
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La sal puede ser una sal de adicion
de acido farmacéuticamente aceptable del compuesto, por ejemplo, una sal de
acetato o de cloruro.

Los compuestos descritos se usan en prevenir el aumento de peso o
promover la pérdida de peso! Por “prevenir’ se indica inhibir o reducir el

aumento de peso cuando se compara con la ausencia de tratamiento, y no

R
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implica necesariamente el cese completo del aumento de peso. Los péptidos
pueden producir una disminucion en la ingesta de alimentos y/o aumento del
gasto de energia, produciendo el efecto observado sobre el peso corporal.
Independientemente de su efecto sobre el peso corporal, los compuestos de la
invencién pueden tener un efecto beneficioso sobre los niveles de glucosa en
circulacién, tolerancia a la glucosa y/o sobre los niveles de colesterol en
circulacién, pudiendo reducir los niveles de LDL en circulacion y aumentando
asi la relacion HDL/LDL. Por tanto, los compuestos de la invencién pueden
usarse para terapia directa o indirecta de cualquier afeccion producida o
caracterizada por peso corporal excesivo, tal como el tratamiento y/o la
prevencion de obesidad, obesidad morbida, inflamaciéh ligada a obesidad,
enfermedad de la vesicula biliar ligada a obesidad, apnea del suefio inducida
por obesidad. También pueden usarse para el tratamiento de prediabetes,
resistencia a insulina, intolerancié a la glucosa, diabetes de tipo 2, diabetes de
tipo 1, hipertensiéon o dislipidemia aterogénica (o0 una combinacion de dos o
mas de estos factores de riesgb metabdlicos), aterosclerois, arteriosclerosis,
enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad de las arterias periféricas,
accidente cerebrovascular y enfermedad microvascular. Sus efectos en estas
afecciones pueden resultar de o asociarse a su efecto sobre el peso corporal, o
pueden ser independientes de los mismos.

Por tanto, la invencion proporciona el uso de un compuesto de la

invencion en el tratamiento de una afeccion como se ha descrito anteriormente
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en un individuo en necesidad del mismo.

La invencién también proporciona un compuesto de la invencion para su
uso en un procedimiento de tratamiento médico, particularmente para su uso
en un procedimiento de tratamiento de una afeccion como se ha descrito
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 ha descrito anteriormente.

El compuesto de la invenciéon puede administrarse como parte de una
terapia de combinacion con un agente para el tratamiento de diabetes,
obesidad, dislipidemia o hipertension.

En tales casos, los dos agentes activos pueden administrarse juntos o
por separado, y como parte de la misma formulacién farmacéutica o como
formulaciones separadas.

Por tanto, el compuesto de la invencion (o la sal del mismo) puede
usarse en combinaciéon con un agente antidiabético que incluye, pero no se
limita a, metformina, una sulfonilurea, una glinida, un inhibidor de DPP-IV, una
glitazona o insulina. En una realizacion preferida, el compuesto o la sal del
mismo se usa en combinacion con inéulina, inhibidor de DPP-IV, sulfonilurea o
metformina, particularmente sulfonilurea o metformina, para conseguir el
control glucémico adecuado. En una realizacién incluso mas preferida, el

compuesto o la sal del mismo se usa en combinacién con una metformina, una
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sulfonilurea, insulina o un anélogb de insulina para conseguir el control
glucémico adecuado. Ejemplos de énélogos de insulina incluyen, pero no se
limitan a, Lantus, Novorapid, Humalog, Novomix, Actraphane HM, Levemir y
Apidra. |

El compuesto o la sal del zmismo puede usarse adicionalmente en
combinacién con un agente contra la obesidad que incluye, pero no se limita a,
un agonista del receptor 1 del péptidb similar al glucagén, péptido YY o analogo
del mismo, antagonista del réceptor1 de cannabinoides, inhibidor de la lipasa,
agonista del receptor 4 de la melanocortina o antagonista del receptor 1 de la
hormona concentrante de melanina.

El compuesto o la sal del mismo puede usarse adicionalmente en
combinacién con un agente antihipertensivo que incluye, pero no se limita a, un
inhibidor de la enzima conversora de angiotensina, bloqueante del receptor de
angiotensina ll, diurético, beta-bloquéante o bloqueante de canales de calcio.

El compuesto o la sal del miémo puede usarse en combinaciéon con un
agente antidislipidémico que incluye, pero no se limita a, una estatina, un
fibrato, una niacina o uﬁ inhibidor de}la absorcion de colesterol.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS -

Figura 1. Perfil farmacocinético del Compuesto 13 después de Ila

administracion subcutanea (s.c.) a ratones a una dosis de 100 nmol/kg.
Figura 2. Efecto de la administracién s.c. durante 21 dias del Compuesto 11

(10 nmol/kg) sobre la tolerancia a la glucosa oral en ratones C57BL/6J
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alimentados con alto contenido de grasas a largo plazo. Los datos se muestran
como media + EEM.

Figura 3. Se trataron ratones diabéticos (db/db) con vehiculo o el Compuesto 7
(12,7 nmol/kg) durante 4 semanas y se determiné la HbA1c (nota de aplicacion
de Cobas® A1C-2) en muestras de sangre completa (20 pl) recogidas de los
ratones tratados. EI AHbA1c (%) se calculé para cada ratén restando su HbA1c
(%) al principio del tratamiento de HbA1c (%) a las 4 semanas. AHbA1c (%) de
ratones db/db tratados durante 4 semanas con vehiculo = 100%. * (P = 0,03,
prueba de la t de Student).

Figura 4. Efecto de la administracion s.c. durante 21 dias del Compuesto 11
sobre el peso corporal en ratones C57BL/6J alimentados con alto contenido de
grasas a largo plazo. Los datos se muestran como media + EEM.

Figura 5. Se trataron ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) con
vehiculo o el Compuesto 7 (12,7 nmol/kg) durante 4 semanas y el plasma se
prepar6é a partir de las muestras de sangre recogidas. El colesterol total se
determiné en cada muestra de sangre (Cobas®; nota de aplicacion CHOL2).
***(P < 0,0001, prueba de la t de Student). Los datos se muestran como media
+ EEM.

Figura 6. Se trataron ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) con
vehiculo o el Compuesto 7 (12,7 nmol/kg) y el plasma se preparé a partir de las
muestras de sangre recogidas. El cdlesterol LDL y HDL se determind en cada

muestra de sangre (Cobas®; notas de aplicacion HDLC3 y LDL_C). *** (P <

(N
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0,0001, prueba de la t de Student). Los datos se muestran como media + EEM.
Figura 7. Efecto de la administracion s.c. de agonistas de GluGLP-1 sobre el
aumento de peso corporal en ratones C57BL/6J alimentados con alto contenido
de grasas. Los datos son media + EEM. Linea negra: vehiculo (PBS), linea
gris: dosis baja (0,5 nmol/kg), linea discontinua: dosis alta (5 nmol/kg).

Figura 8. Efecto de la administracién s.c. Unica del Compuesto 7 sobre la
tolerancia a la glucosa oral 2, 4, 6, 8, 10 y 12 h después de la dosificacion a
ratones C57BL/6J alimentados con dieta con alto contenido en grasas. Los
datos se expresan como media + EEM.

Figura 9. Efecto de la administracion s.c. del Compuesto 7 y exendina-4 sobre
la ingesta de alimentos/peso corporal en ratones C57BL/6J delgados jovenes.
Los datos son media + EEM. *=p < 0,05 frente a vehiculo delgado joven. Los
datos se expresan como media + EEM.

Figura 10. Efecto de la adminiétracién s.c. del Compuesto 7 y exendina-4
sobre la ingesta de alimentos/peéo corporal acumulado en ratones C57BL/6J
obesos viejos. Los datos son media + EEM. *=p < 0,05 frente a raton obeso
viejo. Los datos se expresan como media + EEM.

Figura 11. Efecto de la administracion s.c. de vehiculo, exendina-4 (10
nmol/kg) y el Compuesto 11 (10 nmol/kg) sobre la concentracion de lipidos en
plasma en ratones C57BL/6J obesos viejos. Los datos son media + EEM.
Figura 12. Se trataron ratones dos veces al dia s.c. con el Compuesto 1y el

Compuesto 11 (a dos dosis: 0,5 y 5 nmol/kg) o vehiculo durante 2 semanas. En

)
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el dia del sacrificio, el higado se expuso y se peso. El compuesto 1 aumentd
significativamente la “relacion de peso del higado/peso corporal” a la dosis alta.
El Compuesto 11 no afectd la “relacion de peso del higado/peso corporal” a las
dos dosis (0,5 y 5 nmol/kg). EI Compuesto 1 es un agonista de GluGLP-1 dual
no acilado y el Compuesto 11 es un agonista de GIuGLP-1 dual acilado de
larga duracién (Figura 12).
Figura 13. Se trataron ratones diabéticos (db/db) con vehiculo o el Compuesto
11 (12,7 nmol/kg) durante 4 semanas y se determin6 la HbA1c (nota de
aplicacion de Cobas®: A1C-2) en muestras de sangre completa (20 pl)
recogidas de los ratones tratados. El AHbA1c (%) se calculé para cada raton
restando su HbA1_c (%) al principio del tratamiento de HbA1c (%) a las 4
semanas. El AHbA1c (%) de ratones db/db tratados durante 4 semanas con
vehiculo = 100%. * (P = 0,03, prueba de la t de Student).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En toda esta memoria descriptiva se usan los cédigos de una letra y de
tres letras convencionales para aminoacidos que se producen naturalmente,
ademas de los codigos de trés letras generalmente aceptados para otros
aminoacidos, que incluyen Aib (acido a-aminoisobutirico), Orn (ornitina), Dbu
(acido 2,4-diaminobutirico) y Dpr“ (acido 2,3-diaminopropanoico).

El término “glucagén nativo” se refiere a glucagén humano naiivo que
tiene la secuencia H-His-Ser;GIn-GIy-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-OH.

M
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La secuencia de péptidos del compuesto de la invencion se diferencia de
la del glucagén nativo en al menos las posiciones 18, 20, 24, 27, 28 y 29.
Ademas, puede diferenciarse de la del glucagén nativo en una o mas de las
posiciones 12, 16y 17. |

El glucagén nativo tiene Arg en la posicién 18. ElI compuesto de la
invencion tiene el residuo hidroéfobo pequefio Ala en la posicion 18 que se cree
que aumenta la potencia en tanto los receptores de glucagén como de GLP-1,
pero particularmente el receptor de GLP-1.

Parece que los residuos en las posiciones 27, 28 y 29 de glucagén
nativo proporcionan selectividad significativa por el receptor de glucagon. Las
sustituciones en estas posiciones con respecto a la secuencia de glucagén
nativo, particularmente Ala en la poéicién 29, pueden aumentar la potencia en
ylo selectividad por el receptor ‘de GLP-1, posiblemente sin reduccion
significativa de la potencia en el receptor de glucagén. Otros ejemplos que
pueden incluirse en los compuestos de la invencién incluyen Leu en la posicion
27 y Arg en la posicién 28. Ademés, Arg en la posicion 28 puede preferirse
particularmente cuando haya Glu en la posicién 24 con la que puede formar un
puente intramolecular, ya que ésta puede aumentar su efecto sobre la potencia
en el receptor de GLP-1.

La sustitucién del residuo Met que se produce naturalmente en la
posicién 27 (por ejemplo, con Leu, Lys o Glu) también reduce las posibilidades

de oxidacion, aumentando asi la estabilidad quimica de los compuestos.
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La sus_titucién del residuo Asn que se produce naturalmente en la
posicién 28 (por ejemplo, con Arg o Ser) también reduce las posibilidades de
desamidacion en disoluciéon acida, a‘fumentando asi la estabilidad quimica de
los compuestos.

La potencia y/o selectividad en el receptor de GLP-1, posiblemente sin
pérdida significativa de potencia en“ el receptor de glucagén, también puede
aumentarse introduciendo residuos que probablemente van a estabilizar una
estructura de hélice alfa en la porcion del extremo C del péptido. Puede ser
deseable, pero no se cree esencial, que esta porcion helicoidal de la molécula
tenga un caracter anfipatico. Puede ayudar la introduccion de residuos tales
como Leu en la posicién 12 y/o Ala en la posicién 24. Residuos adicionalmente
o alternativamente cargados pueden introducirse en una o mas de las
posiciones 16, 20, 24 y 28. Por tahto, los residuos de las posiciones 24 y 28
pueden estar todos cargados, los residuos en las posiciones 20, 24 y 28
pueden estar todos cargados, o Ios residuos en las posiciones 16, 20, 24 y 28
pueden estar todos cargados. Por ‘ejemplo, el residuo en la posicion 20 puede
ser His o Arg, particularmente His. El residuo en la posicion 24 puede ser Glu,
Lys o Arg, particularmente Glu. El residuo en la posicion 28 puede ser Arg. La
introduccién de un puente intramolecular en esta porcién de la molécula, como
se frata anteriormente, también puede contribuir a estabilizar el caracter
helicoidal, por ejemplo, entre las posiciones 24 y 28.

La sustitucion de uno o ambos de los residuos GIn que se producen
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naturalmente en las posiciones 20 y 24 también reduce las posibilidades de
desamidacién en disolucién acida, aumentando asi la estabilidad quimica de
los compuestos.

Una sustitucion con respecto a la secuencia del glucagén nativo en la
posicion 12 (es decir, de Arg o Leu) puede aumentar la potencia en ambos
receptores y/o la selectividad en el receptor de GLP-1.

La truncacion del extremo C del péptido no reduce la potencia de ambos
receptores y/o la selectividad del receptor de GLP-1. En particular, la truncacion
de la posicién 29 o la truncacion de tanto la posicién 28 como 29 no reducen la
potencia del receptor en ninguno de los dos receptores.

La cadena lateral de uno o mas de los residuos designados X (es decir,
las posiciones 16, 17, 20, 24, 27 y 28, y/o 30 si esta presente) esta conjugada
con un sustituyente lipofilo. Se apreciarad que la conjugacion del sustituyente
lipofilo con una cadena lateral particular puede afectar (pdr ejemplo, reducir)
ciertos de los beneficios que la cadena lateral sin conjugar puede proporcionar
en esa posicion. Los inventores “han encontrado que los compuestos de la
invencion proporcionan un equilibrio entre los beneficios de la acilacion y los
beneficios de las sustituciones particulares con respecto a la secuencia del
glucagén nativo.

Las composiciones de la invencién pueden combinarse adicionalmente
en, o unirse a, por ejémplo, mediante interacciones covalentes, hidréfobas y

electrostaticas, un vehiculo de farmaco, sistema de administracion de farmaco
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y sistema de administracién de farmaco avanzado con el fin de potenciar
adicionalmente la estabilidad del compuesto, aumentar la biodisponibilidad,
aumentar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, lograr cronoterapia muy
conocida para aquellos expertos en la materia y aumentar el cumplimiento del
paciente o cualquier combinacion de los mismos. Ejemplos de vehiculos,
sistemas de administracién de farmaco y sistemas de administracion de
farmaco avanzados incluyen, pero no se limitan a, polimeros, por ejemplo
celulosa y derivados, polisacaridos, por ejemplo, dextrano y derivados, almidon
y derivados, poli(alcohol vinilico), polimeros de acrilato y metacrilato, acido
polilactico y poliglicolico y co-polimeros de bloques de los mismos,
polietilenglicoles, proteinas por{adoras, por ejemplo, albumina, geles, por
ejemplo, sistemas termogelificantes, por ejemplo, sistemas de copolimeros de
bloqgues muy conocidos para aquellos expertos en la materia, micelas,
liposomas, microesferas, nanoparticulas, cristales liquidos y dispersiones de
los mismos, fase L2 y dispersiones de las mismas muy conocidas para aqueilos
expertos en la materia del comportamiento de fases en sistemas lipido-agua,
micelas poliméricas, emulsiones multiples, autoemulsionante,
automicroemuisionante, ciclodextrinas y derivados de los mismos, Yy
dendrimeros.

Otros grupos han intentado prolongar la semivida de compuestos
agonistas duales de GIuGLP-1 por derivatizacién con PEG (documento

WO02008/101017). Sin embargo, parece que tal derivatizacién es mas eficaz

\e
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cuando se aplica al extremo C de la molécula en vez de en el nicleo central del
esqueleto peptidico, y la potencia de estos compuestos es todavia disminuida
en comparacion con el péptido sin modificar correspondiente.

En comparacion, los compuestos de la presente invencién retienen alta
potencia en tanto los receptores de glucagén como de GLP-1, a la vez que
tienen perfiles farmacocinéticos significativamente prolongados en comparacion
con los péptidos sin modificar correspondientes.

El glucagén nativo tiene Ser en la posicion 16. Se ha mostrado que la
sustitucion con Ala, Gly o Thr reduce significativamente la activacién de
adenilato-ciclasa en el receptor de glucagon (Unson y col. Proc. Natl. Acad. Sci.
1‘994, 91, 454-458). Por tanto, no sé habria esperado que la derivatizacion con
un sustituyente lipofilo en la posicion 16 diera compuestos que retuvieran la
potencia en el receptor de glucagén, como se muestra sorprendentemente por
los compuestos descritos en esta memoria descriptiva. En el documento
WQO2008/101017 se encontré que un residuo negativamente cargado es
deseable en la posicidén 16 para minimizar la pérdida de potencia.

Generalmente se cree que la presencia de aminoacidos basicos en las
posiciones 17 y 18 es necesaria bara la activacion completa de receptores de
glucagén (Unson y col. J. Biol. Chem. 1998, 273, 10308-10312). Los presentes
inventores han encontrado que, cﬁando la posicidn 18 es alanina, la sustitucion
con un aminoacido hidréfobo en la posicion 17 todavia puede dar un

compuesto altamente potente. Incluso los compuestos en los que el
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aminoacido en la posicién 17 esta derivatizado con un sustituyente lipéfilo
retienen casi la potencia completa en tanto los receptores de glucagén como de
GLP-1, ademas de mostrar un perfil farmacocinético significativamente
prolongado. Esto es incluso cuando se derivatiza una lisina en la posicién 17,
convirtiendo la cadena lateral de amina basica en un grupo amida neutro.

Los presentes inventores también han encontrado que los compuestos
con acilacién en la posicion 20 todavia son agonistas duales altamente activos,
a pesar de las indicaciones de otros estudios de que la sustitucion en la
posicion 20 deberia ser un amino&cido basico qué tiene una cadena lateral de
4-6 atomos de longitud para potenciar la actividad del receptor de GLP-1 en
comparacioén con glucagén (documento WO2008/101017). Los compuestos
descritos en este documento retienen tanto la actividad de receptores de GLP-1
como de glucagoén cuando la posicion 20 esta sustituida con lisina y acilada.

Sintesis de péptidos

El componente de péptido de los compuestos de la invencién puede
prepararse por procedimientos sintéticos convencionales, sistemas de
expresion recombinante o cualquier otro procedimiento adecuado. Por tanto,
los péptidos pueden sintetizarse de varias formas que incluyen, por ejemplo, un
procedimiento que comprende:

(a) sintetizar el péptido por medio de metodologia de fase sélida o fase liquida
tanto escalonadamente como por ensamblaje de fragmentos y aislamiento y

purificacién del producto de péptido final;
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(b) expresar una construccién de acido nucleico que codifica el péptido en una
célula huésped y recuperar el produCto de expresion del cultivo de células
huésped; o

(c) efectuar la expresion in vitro libre de células de una construccion de acido
nucleico que codifica el péptido y recuberar el producto de expresion;

o cualquier combinacién de los procédimientos de (a), (b) y (c) para obtener
fragmentos del péptido, posteriormente ligar los fragmentos para obtener el
péptido y recuperar el péptido.

Puede preferirse sintetizar loé analogos de la invencién por medio de
sintesis de péptidos en fase sélida jo fase liquida. En este contexto se hace
referencia al documento WO 98/111‘25 y, entre muchos otros, a Fields, GB y
col., 2002, “Principles and practicé of solid-phase peptide synthesis”. En:
Synthetic Peptides (22 edicion) y los éjemplos en su interior.

Sustituyente lipofilo

Una o mas de las cadenas laterales del aminoacido en el compuesto de
la invenciéon estan conjugadas cdn un sustituyente lipofilo Z'. Sin desear
ceflirse a ninguna teoria, se creé que el sustituyente lipofilo se une a la
albumina en la corriente sanguinea, protegiendo asi a los compuestos de la
invencioén de la degradacion enzimética que puede potenciar la semivida de los
compuestos. También puede modﬁlar la potencia del compuesto, por ejemplo,

con respecto al receptor de glucagén y/o el receptor de GLP-1.

En ciertas realizaciones, sélo una cadena lateral del aminoacido esta
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conjugada con un sustituyente lipdfilo. En otras realizaciones, dos cadenas
laterales del aminoacido estan cada una conjugadas con un sustituyente
lipdfilo. En todavia otras realizaciones, tres o incluso mas cadenas laterales del
aminoacido estan cada una conjugadas con un sustituyente lipéfilo. Si un
compuesto contiene dos o mas sustituyentes lipdfilos, pueden ser iguales o
diferentes.

El sustituyente lip6filo VA puede estar covalentemente unido a un atomo
en la cadena lateral del aminoécido, o alternativamente puede conjugarse con
la cadena lateral del aminoacido por un espaciador Z2.

El término “conjugado” se usa aqui para describir la union fisica de un
resto quimico identificable con ofro, y la relacion estructural entre tales restos.
No deberia implicar ningin procedimiento de sintesis particular. El espaciador
72, si esta presente, se usa para proporcionar un espaciado entre el compuesto
y el resto lipdfilo.

El sustituyente lipéfilo puede unirse a la cadena lateral del aminoacido o
al espaciador mediante un éster, un éster sulfonilico, un tioéster, una amida o
una sulfonamida. Por consiguiente, se entendera que preferentemente el
sustituyente lipofilo incluye un grupo acilo, un grupo sulfonilo, un atomo de N,
un atomo de O o un atomo dé S que forma parte del éster, éster sulfonilico,
tioéster, amida o sulfonamida. Preferentemente, un grupo acilo en el
sustituyente lipofilo forma parte de una amida o éster con la cadena lateral del

aminoacido o el espaciador. El sustituyente lipéfilo puede incluir una cadena de
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hidrocarburo que tiene 10 a 24 atomos de C, por ejemplo, 10 a 22 tomos de
C, por ejemplo, 10 a 20 atomos de C. Preferentemente tiene al menos 11
atomos de C, y preferentemente tiene 18 atomos de C o menos. Por ejemplo,
la cadena de hidrocarburo puedé contener 12, 13, 14, 15, 16, 17 6 18 atomos
de carbono. La cadena de hidrocarburo puede ser lineal o ramificada y puede
estar saturada o insaturada. De la discusién anterior se entendera que la
cadena de hidrocarburo esta preferentemente sustituida con un resto que forma
parte de la unién a la cadena lateral del aminoacido o el espaciador, por
ejemplo, un grupo acilo, un grupé sulfonilo, un atomo de N, un atomo de O o un
atomo de S. Lo mas preferentemiente, la cadena de hidrocarburo esta sustituida
con acilo y, por consiguiente, la cadena de hidrocarburo puede ser parte de un
grupo alcanoilo, por ejemplo, un grupo dodecanoilo, 2-butiloctanoilo,
tetradecanoilo, hexadecanoilo, heptadecanoilo, octadecanoilo o eicosanailo.
Como se menciona anteriormente, el sustituyente lipofilo Z' puede
conjugarse con la cadena lateral del aminoacido por un espaciador Z2. Si esta
presente, el espaciador esta unido al sustituyente lipéfilo y a la cadena lateral
del aminoacido. El espaciador puede unirse al sustituyente lipéfilo y a la cadena
lateral del aminoacido independientemente por un éster, un éster sulfonilico, un
tioéster, una amida o una sulfonamida. Por consiguiente, puede incluir dos
restos independientemente seleccionados de acilo, sulfonilo, un atomo de N, un
atomo de O o un atomo de S. El espaciador puede consistir en una cadena de

hidrocarburo C4.1¢ lineal o0 mas preferentemente en una cadena de hidrocarburo
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Cy5 lineal. Ademas, el espaciador puéde estar sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados de alquilo C1.¢, alquil C1.s-amina, alquil C1e-hidroxi
y alquil C4¢-carboxi.

El espaciador puede ser, por ejemplo, un residuo de cualquier
aminoacido que se produce naturalmente o no natural. Por ejemplo, el
espaciador puede ser un residuo de Gly, Pro, Ala, Val, Leu, lle, Met, Cys, Phe,
Tyr, Trp, His, Lys, Arg, GIn, Asn, a-Glu, y-Glu, e-Lys, Asp, Ser, Thr, Gaba, Aib,
B-Ala (es decir, 3-aminopropanoilo), 4-aminobutanoilo, 5-aminopentanoilo, 6-
aminohexanoilo, 7-aminoheptanoilo, 8-éminooctanoilo, 9-aminononanoilo, 10-
aminodecanoilo u 8-amino-3,6-dioxaoctanoilo. En ciertas realizaciones, el
espaciador es un residuo de Glu; v-Glu, e-Lys, B-Ala (es decir, 3-
aminopropanoilo), 4-aminobutanoilo, 8-aminooctanoilo .u  8-amino-3,6-
dioxaoctanoilo. En la presente invencion, y-Glu e isoGlu se usan
indistintamente.

La cadena lateral del aminoacido con la que el sustituyente lipdfilo esta
conjugada es una cadena lateral de un residuo Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr u
Orn. Por ejemplo, puede ser una cadena lateral de un residuo Lys, Glu o Cys.
Si dos o mas cadenas laterales llevan un sustituyente lipédfilo, pueden
seleccionarse independientemente de estos residuos. Por tanto, la cadena
lateral del aminoacido incluye un grupo carboxi, hidroxilo, tiol, amida o amina
para formar un éster, un éster sulfonilico, un tioéster, una amida o una

sulfonamida con el espaciador o sustituyente lipéfilo.
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Un ejemplo de un sustituyente lipdfilo que comprende un resto lipofilo Z'

y espaciador Z? se muestra en la siguiente formula:

Aqui, la cadena lateral de un fesiduo Lys del péptido de formula | esta
covalentemente unida a un espaciador de y-Glu (Z%) mediante un enlace amida.
Un grupo hexadecanoilo (Z") esta covalentemente unido al espaciador de y-Glu
mediante un enlace amida. Esta combinacién de resto lipéfilo y espaciador,
conjugado con un residuo Lys, puede denominarse por la notacioén abreviada
K(hexadecanoil-y-Glu), por ejemplo,‘ cuando se muestra en foérmulas de
compuestos especificos. y-Glu también puede denominarse en lo sucesivo
isoGlu, y un grupo hexadecanoilo como un grupo palmitoilo. Por tanto, sera
evidente que la notacién (hexadecanqil-y-GIu) es equivalente a las notaciones

(isoGlu(Palm)) o (isoGlu(palmitoilo)) como se usan, por ejemplo, en el

documento PCT/GB2008/004121.
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El experto sera consciente de técnicas adecuadas para preparar los
compuestos de la invencién. Para ejemplos de quimica adecuada véanse los
documentos W098/08871 WO00/55184, WO00/55119, Madsen y col. (J. Med.
Chem. 2007, 50, 6126-32) y Knudsen y col. 2000 (J. Med Chem. 43, 1664-
1669).

La PEGilaciéon y/o acilacion tienen una semivida corta (T1/2), que da
lugar a aumentos sustanciales de las concentraciones de agonista de GluGLP-
1. Por tanto, el receptor de glucagén esta siendo sometido a una exposicion
sustancial al agonismo del glucagén una vez (o dos veces) al dia durante todo
el periodo de tratamiento.

Sin ceifiirse a ninguna teoria, la exposiciéon sustancia repetida de GIuR al
agonismo de glucagén parecen céusar grandes daros al trafico de lipidos y
acidos grasos libres entre el higado y el tejido adiposo con el resultado de que
la grasa se acumula en el higado. -

La exposicion constante de GIuR al agonismo del glucagén bloquea la
acumulacién de grasa en el higado.

Por tanto, se ha encontrad;) que el tratamiento repetido con glucagbn o
agonistas de GIuGLP-1 duales de corta accion dan lugar a un higado
agrandado debido a la acumulacién de grasa y de glucégeno (Chan y col.,
1984. Exp. Mol. Path. 40, 320-327).

El tratamiento repetido con agonistas de GluGLP-1 duales acilados de

larga accion no da lugar a cambio en el tamafo del higado (agrandado o
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encogido) en sujetos de peso normal, pero normaliza el contenido de lipidos del
higado (Day y col., 2009; Nat. Chem. Biol. 5, 749 57).
Eficacia

La union de los compuestos relevantes para receptores de GLP-1 o
glucagén (Glu) puede usarse como una indicacion de actividad agonista, pero
en general se prefiere usar ﬁn ensayo biolégico que mida la sefializacion
intracelular producida por la unién del compuesto al receptor relevante. Por
ejemplo, la activacion del receptor de glucagén por un agonista de glucagén
estimulara la formacion de AMP ciclico celular (CAMP). Similarmente, la
activacion del receptor de GLP-1 por un agonista de GLP-1 estimulara la
formacion de cAMP celular. Por tanto, la produccion de cAMP en células
adecuadas que expresan uno de estos dos receptores puede usarse para
monitorizar la actividad de receptores relevantes. Por tanto, el uso de un par
adecuado de tipos de células, expresando cada uno un receptor pero no el
otro, puede usarse para determinar la actividad agonista hacia ambos tipos de
receptores.

El experto sera consciente de formas de ensayo adecuadas y mas
adelante se proporcionan ejemplos. El receptor de GLP-1 y/o el receptor de
glucagén pueden tener la secuencia de los receptores que se describe en los
ejemplos. Por ejemplo, los ensayos pueden usar el receptor de glucagdn
humano (glucagén-R) que tiene el nimero de acceso primario Gl: 4503947

(NP_000151.1) y/o el receptor del péptido 1 similar al glucagon humano (GLP-
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1R) que tiene el nimero de acceso primario Gl: 166795283 (NP_002053.3).
(por supuesto, si se mencionan ‘las secuencias de proteinas precursoras, debe
entenderse que los ensayos pueden usar la proteina madura que carece de Ia
secuencia sefal).

Los valores de CEso puéden usarse como una medida numérica de la
potencia agonista en un receptor dado. Un valor de CEso es una medida de la
concentracion de un compuesto requerida para lograr la mitad de la actividad
maxima de ese compuesto en un ensayo particular. Por tanto, por ejemplo, un
compuesto que tiene CEsq [GLP-1R] inferior a la CEsq [GLP-1R] del glucagén
nativo en un ensayo particular puede considerarse que tiene mayor potencia en
el GLP-1R que el glucagon.

Los compuestos descritos en esta memoria descriptiva son normalmente
agonistas duales de Glu-GLP-1, es decir, pueden estimular la formacion de
cAMP en tanto el receptor de glucagén como el GLP-1R. La estimulacion de
cada receptor puede medirse en ensayos independientes y después
compararse entre si.

Comparando el valor de CEso para el receptor de glucagén (CEso
[glucagon-R]) con el valor de CEs para el receptor de GLP-1 (CEso [GLP-1R])
para un compuesto dado la selectividad relativa del glucagon (%) de ese
compuesto puede encontrarse:

Selectividad relativa del glucagon-R [Compuesto] = (1/CEso [glucagon-R])

x 100% (1/CEso[glucagén-R] + 1/CEse [GLP-1R])
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Asimismo, la selectividad relativa de GLP-1R puede encontrarse:

Selectividad relativa de GLP-1R [Compuesto] = (1/CEso [GLP-1R]) x
100% (1/CEsq [glucagén-R] + 1/CEso [GLP-1R])

La selectividad relativa de un compuesto permite que su efecto sobre el
receptor de GLP-1 o de glucagén se compare directamente con su efecto sobre
el otro receptor. Por ejemplo, cuanto mayor sea la selectividad relativa de GLP-
1 por un compuesto, mas eficaz sera ese compuesto sobre el receptor de GLP-
1 con respecto al receptor de glucagon.

Usando los ensayos descritos mas adelante, los inventores han
encontrado que la selectividad relativa de GLP-1 para el glucagén humano es
aproximadamente el 5%.

Los compuestos de la invencion tienen una mayor selectividad de GLP-
1R relativa que el glucagén humano. Por tanto, para un nivel particular de
actividad agonista de glucagon-R, el compuesto mostrara un mayor nivel de
actividad agonista de GLP-1R (es decir, mayor potencia en el receptor de GLP-
1) que el glucagédn. Se entendera que la potencia absoluta de un compuesto
particular en los receptores de glucagén y de GLP-1 puede ser mayor, menor o
aproximadamente igual a la del glucagén humano nativo siempre y cuando se
logre la selectividad relativa de GLP-1R apropiada.

Sin embargo, los compuestos de la presente invencion pueden tener una
CEso, menor [GLP-1R] que el glucagén humano. Los compuestos pueden tener

una CEs, menor [GLP-1R] que el glucagoén a la vez que se mantiene una CEso
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[glucagén-R] que es menos de 10 veces superior a la del glucagén humano,
menos de 5 veces superior a la del glucagon humano o menos de 2 veces
superior a la del glucagén humano

Puede ser deseable que Ia‘ CEsy de cualquier compuesto dado para
tanto glucagén-R como GLP-1R sea inferior a 1 nM.

Los compuestos de la invencion pueden tener una CEso [glucagén-R]
que es menos de dos veces la del glucagon humano. Los compuestos pueden
tener una CEsg [glucagon-R] que es menos de dos veces de la del glucagén
humano y tener una CEso [GLP-1R] que es menos de la mitad de la del
glucagén humano, menos de un quinto de la del glucagén humano o menos de
un décimo de la del glucagén humano.

La selectividad relativa de GLP-1 de los compuestos puede ser superior
al 5% e inferior al 95%. Por ejemplo, los compuestos pueden tener una
selectividad relativa del 5-20%,‘ 10-30%, 20-50%, 30-70%, o 50-80%, o del 30-
50%, 40-60%, 50-70% o 75-95%.

Usos terapéuticos

Los compuestos de la invencién pueden proporcionar una opcién de
tratamiento atractiva para enfermedades metabdlicas que incluyen obesidad y
diabetes mellitus (diabetes).

La diabetes comprende un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de

insulina, accion de la insulina, o ambos. Los signos agudos de diabetes
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incluyen excesiva produccion de orina, sed compensatoria resultante vy
aumento del consumo de quuidog, vista borrosa, pérdida de peso sin
explicacion, aletargamiento y cambios en el metabolismo energético. La
hiperglucemia crénica de la diabetes esta asociada a lesién a largo plazo,
disfuncion e insuficiencia de diversos érganos, notablemente los ojos, rifiones,
nervios, corazén y vasos sanguineos. La diabetes se clasifica en diabetes de
tipo 1, diabetes de tipo 2 y diabetes gestacional basandose en las
caracteristicas patogenéticas.

La diabetes de tipo 1 representa el 5-10% de todos los casos de
diabetes y se produce por destruccion autoinmunitaria de linfocitos f
pancreaticos secretores de insulina.

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

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

La prediabetes incluye glucosa alterada en ayunas e intolerancia a la
glucosa y se refiere a aquellos estados que se producen cuando los niveles de
glucosa en sangre son elevados, pero estan por debajo de los niveles que

estan establecidos para el diagnéstico clinico para diabetes.
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Un gran proporcién de personas con diabetes de tipo 2 y prediabetes
tienen un riesgo elevado de morbiljdad y mortalidad debido a la alta prevalencia
de factores de riesgo metabdlicos adicionales que incluyen obesidad abdominal
(tejido adiposo en exceso alrededor de los 6rganos internos abdominales),
dislipidemia aterogénica (trastorhos de grasa en la sangre que incluye
triglicéridos altos, colesterol HDL bajo y/o colesterol LDL alto, que fomentan la
formacion de placas en las paredes arteriales), elevada tensién arterial
(hipertension) en estado protrombético (por ejemplo, fibrinégeno alto o inhibidor
1 del activador de plasmindgeno en la sangre) y estado proinflamatorio (por
ejemplo, proteina reactiva C elevada en la sangre).

En cambio, la obesidad confiere un aumento del riesgo de desarrollar
prediabetes, diabetes de tipo 2 ademas de, por ejemplo, ciertos tipos de
cancer, apnea obstructiva del suefio y enfermedad de la vesicula biliar.

La dislipidemia esta asociada a un aumento del riesgo de enfermedad
cardiovascular. La lipoproteina ‘de alta densidad (HDL) es de importancia
clinica ya que existe una correlaéién inversa entre concentraciones de HDL en
plasma y el riesgo de enfermedad aterosclerética. La mayoria del colesterol
almacenado en placas ateroscleréticas se origina a partir de LDL, y de ahi que
las elevadas concentraciones de lipoproteinas de alta densidad (LDL) estén
estrechamente asociadas a la aterosclerosis. La relacion HDL/LDL es un
indicador de riesgo clinico para aterosclerosis y aterosclerosis coronaria en

particular.
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Sin desear cefirse a ninguna teoria particular, se cree que los
compuestos de la invencién actian de agonistas duales de GIuGLP-1. El
agonista dual puede combinar el efecto del glucagén, por ejemplo, sobre el
metabolismo de las grasas con el efecto de GLP-1, por ejemplo, sobre niveles
de glucosa en sangre y la ingesta de alimentos. Por tanto, podrian actuar para
acelerar la eliminaciéon de tejido adiposo en exceso, inducir pérdida de peso
sostenible y mejorar el control glucémico. Los agonistas de GIuGLP-1 duales
también podrian actuar reduciendo los factores de riesgo cardiovasculares
tales como colesterol y colesterol LDL altos.

Por tanto, los compuestos de la presente invencion pueden usarse como
agentes farmacéuticos para prevenir el aumento de peso, promover la pérdida
de peso, reducir el peso corporal excesivo o tratar obesidad (por ejemplo,
controlar el apetito, alimentacion, ingesta de alimentos, consumo de calorias
ylo gasto de energia), que incluye obesidad moérbida, ademas de
enfermedades asociadas y afecciones de la salud que incluyen, pero no se
limitan a, inflamacion ligada a obesidad, enfermedad de la vesicula biliar ligada
a obesidad y apnea del suefio inducida por obesidad. Los compuestos de la
invencion también pueden usarse para el tratamiento de resistencia a insulina,
intolerancia a la glucosa, prediabetes, aumento de la glucosa en ayunas,
diabetes de tipo 2, hipertension, dislipidemia (0 una combinaciéon de estos
factores de riesgo metabdlicos), atérosclerois, arteriosclerosis, enfermedad

cardiaca coronaria, enfermedad de las arterias periféricas y accidente

3
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cerebrovascular. Estas son todas Ias‘ afecciones que pueden asociarse a
obesidad. Sin embargo, los efectos de los compuestos de la invencion sobre
estas afecciones pueden mediarse por completo o en parte mediante un efecto
sobre el peso corporal, 0 pueden ser independientes del mismo.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la presente invencién, o sales de los mismos,
pueden formularse como composiciones farmacéuticas preparadas para
almacenamiento o administracién que normalmente comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencién, o una sal del mismo,
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente
invencion dependera de la via de admiﬁistracién, el tipo de mamifero que esta
tratdndose y las caracteristicas fisicas del mamifero especifico en
consideracion. Estos factores y su relaciéon para determinar esta cantidad son
muy conocidos para los médicos expertos en las ciencias médicas. Esta
cantidad y el procedimiento de administracion pueden confeccionarse para
lograr la eficacia 6ptima, y puede depender de factores tales como peso, dieta,
medicacién simultanea y otros factores muy conocidos para aquellos expertos
en las ciencias médicas. Los tamarios de dosificacién y la pauta de dosificacion

mas apropiados para uso humano pueden guiarse por los resultados obtenidos

por la presente invenciéon, y pueden confirmarse en ensayos clinicos .

adecuadamente disefiados.
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Una dosificacion y protocolo de tratamiento eficaz puede determinarse
mediante medios convencionales, empezando con una dosis baja en animales
de laboratorio y luego aumentando asi la dosificacion a la vez que se
monitorizan los efectos, y variando también sistematicamente la pauta de
dosificacién. Un médico puede considerar numerosos factores cuando se
determina una dosificacion 6ptima para un sujeto dado. Tales consideraciones
son conocidas para el experto.

El espresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera
de los vehiculos farmacéuticos convencionales. Los  vehiculos
farmacéuticamente aceptables para uso terapéutico son muy conocidos en la
ciencia farmacéutica y se describen, por ejemplo, en Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985). Por
ejemplo, puede usarse solucion salina estéril y solucién salina tamponada con
fosfato a pH ligeramente &cido o fisiolégico. Los agentes de tamponamiento del
pH pueden ser fosfato, citrato, acetato, tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS),
acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico (TAPS), bicarbonato de
amonio, dietanolamina, histidina, que es un tampoén preferido, arginina, lisina o
acetato, o mezclas de los mismos. El término engloba adicionalmente cualquier
agente enumerado en la farmacopea estadounidense para su uso en animales,
que incluyen seres humanos.

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a la sal de los

compuestos. Las sales incluyen sales farmacéuticamente aceptables tales

4
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como sales de adicion de acido y sales basicas. Ejemplos de sales de adicion
de acido incluyen sales de clorhidrato, sales de citrato y sales de acetato.
Ejemplos de sales basicas incluyen sales en las que el catién se selecciona de
metales alcalinos tales como sodio y potasio, metales alcalinotérreos tales
como calcio, e iones amonio *N(R®s(R* en la que R® y R* designan
independientemente alquilo Cys opcionalmente sustituido, alquenilo Cys
opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo
opcionalmente sustituido. Otros ejemplos de sales farmacéuticamente
aceptables se describen en “‘Remington's Pharmaceutical Sciences”, 172
edicion. Ed. Alfonso R. Gennaro (Ed.), Mark Publishing Company, Easton, PA,
EE.UU., 1985, y ediciones mas recientes, y en Encyclopaedia of
Pharmaceutical Technology.

“Tratamiento” es un enfoque para obtener resultados clinicos
beneficiosos o deseados. Con los fines de la presente invencién, resultados
clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, alivio de
sintomas, disminucién del grado de enfermedad, estado de enfermedad
estabilizado (es decir, que no empeora), retardo o ralentizacion de la
progresién de la enfermedad, mejora o paliacion del estado de enfermedad y
remision (tanto si es parcial como total), tanto si es detectable como no
detectable. “Tratamiento” también puede éignificar prolongar la supervivencia
con respecto a la supervivencia esperada si no se esta recibiendo tratamiento.

“Tratamiento” es una intervencion realizada con la intencién de prevenir el

6%
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desarrollo o alterar la patologia de uh trastorno. Por consiguiente, “tratamiento”
se refiere a tanto el tratamiento {erapéutico como profilactico o medidas
preventivas. Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con el
trastorno, ademas de aquellos en los que el trastorno va a prevenirse. Por
tratamiento se indica inhibir o reducir un aumento en la patologia o sintomas
(por ejemplo, aumento de peso, hiperglucemia) cuando se compara con la
ausencia de tratamiento, y necesariamente no implica el cese completo de la
afeccion relevante.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de dosificacion
unitaria. En tal for_ma, la composicién se divide en dosis unitarias que contienen
cantidades apropiadas del componente activo. La forma de dosificacion unitaria
puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades
discretas de las preparaciones, por ejemplo, comprimidos, capsulas y polvos
envasados en viales o ampollas, La forma de dosificacion unitaria también
puede ser una capsula, sello, o comprimido de la misma, o puede ser el
numero apropiado de cualquiera de estas formas envasadas. Puede
proporcionarse en forma inyectable en dosis Unica, por ejemplo, en forma de
una pluma. Las composiciones pueden formularse para cualquier via adecuada
y medios de administracion. Los vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables incluyen aquellos usados en formulaciones adecuadas para
administracion oral, rectal, nasal o parenteral (incluyendo subcutanea,

intramuscular, intravenosa, intradérmica y transdérmica). Las formulaciones

(v
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pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y
pueden prepararse por cualquiera de los procedimientos muy conocidos en la
técnica de la farmacia.

Los modos subcutaneos o transdérmicos de administracién pueden ser
particularmente adecuados para los compuestos descritos en este documento.

Terapia de combinacion

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

En tales casos, los dos agentes activos pueden administrarse juntos o
por separado, y como parte de la misma formulacion farmacéutica o como
formulaciones separadas. Por tanto, el compuesto de la invencion (o la sal del
mismo) pueden usarse en combinacién con un agente antidiabético que
incluye, pero no se limita a, metformina, una sulfonilurea, una glinida, un
inhibidor de DPP-1V, una glitazona o insulina. En una realizacién preferida, el
compuesto o la sal del mismo se usa en combinacion con insulina, inhibidor de
DPP-1V, sulfonilurea o metformina, particularmente sulfonilurea o metformina,
para conseguir el control glucémico adecuado. En una realizacion incluso mas
preferida, el compuesto o la sal del mismo se usa en combinacion con insulina
o un analogo de insulina para conseguir el control glucémico adecuado.
Ejemplos de analogos de insulina incluyen, pero no se limitan a, Lantus,

Novorapid, Humalog, Novomix, Actraphane HM, Levemir y Apidra.
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El compuesto o la sal del miémo puede usarse adicionalmente en
combinacién con un agente contra la obesidad que incluye, pero no se limita a,
un agonista del receptor 1 del péptido similar al glucagén, péptido YY o analogo
del mismo, antagonista del receptor 1 de cannabinoides, inhibidor de la lipasa,
agonista del receptor 4 de la melanocprtina o antagonista del receptor 1 de la
hormona concentrante de melanina.

El compuesto o la sal del mismo puede usarse en combinacién con un
agente antihipertensivo que incluye, pero no se limita a, un inhibidor de la
enzima conversora de angiotensina, bloqueante del receptor de angiotensina li,
diurético, beta-bloqueante o blogueante de canales de calcio.

El compuesto o la sal del mismo puede usarse en combinacién con un
agente antidislipidémico que incluye, pero no se limita a, una estatina, un
fibrato, una niacina y/o un inhibidor de la absorcién de colesterol.
PROCEDIMIENTOS

Sintesis general de analogos de glucagén acilados

Se realizé sintesis de péptidos en fase sélida en un sintetizador de
péptidos CEM Liberty usando quimica de Fmoc convencional. Se hinché la
resina TentaGel S Ram (1 g; 0,25 mmol/g) en NMP (10 ml) antes de uso y se
transfiri6 entre tubo y recipiente de reacciéon usando DCM y NMP.
Acoplamiento:

Un Fmoc-aminoacido en NMP/DMF/DCM (1:1:1 0,2 M; 5 ml) se afiadi6 a

la resina en una unidad de microondas CEM Discover junto con HATU/NMP
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(0,5 M; 2 ml) y DIPEA/NMP (2,0 M; 1 ml).

La mezcla de acoplamiento se calenté a 75°C durante 5 min mientras
que se burbujeaba nitrégeno por la mezcla. Entonces, la resina se lavd con
NMPV (4 x 10 ml).

Desproteccion:

Se afiadi6 piperidina/NMP (20%; 10 ml) a la resina para la desproteccién
inicial y la mezcla se calenté por microondas (30 s; 40°C). El recipiente de
reaccion se drené y se afadi6 una segunda porcién de piperidina/NMP (20%;,
10 ml) y se calentd (75°C; 3 min) de nuevo. Entonces, la resina se lavé con
NMP (6 x 10 ml).

Acilacién de cadenas laterales:

Fmoc-Lys(ivDde)-OH o alternativamente otro aminoacido con un grupo
protector de la cadena lateral ortogonal se introdujo en la posicion de acilacion.
Entonces, el extremo N del esquelet;> peptidico se protegié con Boc usando
Boc,O, o alternativamente usando un aminoacido protegido con Boc en el
ultimo acoplamiento. Mientras que el péptido todavia estaba unido a la resina,
el grupo protector de la cadena lateral ortogonal se escindié selectivamente
usando hidracina hidratada recientemente preparada (2-4%) en NMP durante 2
x 15 min. La cadena lateral de lisina sin proteger se acoplé primero con Fmoc-
Glu-OtBu u otro aminoacido espaciador, que se desprotegi6 con piperidina y se
acilo con un resto lipéfilo usando la metodologia de acoplamiento de péptidos

que se ha descrito anteriormente.
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;
Las abreviaturas empleadas son las siguientes:

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

EtOH: etanol

Et,0: éter dietilico

HATU: N-6xido de hexafluorofosfato de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-
triazol[4,5-d]piridina-1-iimetilen]-N-metilmetanaminio

MeCN: acetonitrilo

NMP: N-metilpirrolidona

TFA: acido trifluoroacético

TIS: triisopropilsilano

Escision:

La resina se lavo con EtOH (3 x 10 ml) y Et;O (3 x 10 ml) y se sec6 a

peso constante a temperatura ambiente (ta). El péptido bruto se escindio de la

resina

mediante tratamiento con TFA/TIS/agua (95/2,5/2,5; 40 ml, 2 h; ta). La

mayoria del TFA se eliminé a presion reducida y el péptido bruto se precipitd y

se lavo tres veces con éter dietilico y se sec6 a peso constante a temperatura

ambiente.

Purificacion por HPLC del péptido bruto:
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El péptido bruto se purificé a ﬁés del 90% por HPLC preparativa de fase
inversa usando una estacion de' trabajo PerSeptive Biosystems VISION
equipada con una columna C-18 (5 cm; 10 um) y un colector de fracciones y se
ejecutd a 35 ml/min con un gradiente de tampén A (0,1% de TFA, ac.) y tampdn
B (0,1% de TFA, 90% MeCN, ac.). Las fracciones se analizaron por HPLC
analitica y EM vy las fracciones relevantes se reunieron y se liofilizaron. El

producto final se caracterizé por HPLC y EM.

Generacion de lineas celulares que expresan receptores de glucagdén humano

y de GLP-1

El ADNc que codifica tanto el receptor de glucagén humano (glucagén-
R) (nimero de acceso primario P47871) como el receptor del péptido 1 similar
al glucagén humano (GLP-1R) (numero de acceso primario P43220) se cloné a
partir de los clones de ADNc BC104854 (MGC:132514/IMAGE:8143857) o
BC112126 (MGC:138331/IMAGE:8327594), respectivamente. El ADN que
codifica el glucagéon-R o el GLP-1R se amplificdé por PCR usando cebadores
que codifican sitios de restriccion terminales para la subclonaciéon. Los
cebadores del extremo 5' codificaron adicionalmente una secuencia consenso
de Kozak préxima para garantizar ia traduccion eficiente. La fidelidad del ADN
que codifica el glucagén-R y el GLP-1R se confirmé por secuenciacion de ADN.
Los productos de PCR que codifican el glucagon-R o el GLP-1R se
subclonaron en un vector de expresion de mamifero que contenia un marcador

de resistencia a neomicina (G418).

s
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Los vectores de expresiéon de mamifero que codifican el glucagon-R o el
GLP-1R se transfectaron en células HEK293 por un procedimiento de
transfeccion con fosfato de calcio j convencional. 48 h después de la
transfeccién, las células se sembraron para clonacién por dilucion limitada y se
seleccionaron con 1 mg/ml de G418 en el medio de cultivo. Tres semanas
después se recogieron 12 colonias supervivientes de células que expresaban
glucagén-R y GLP-1R, se propagaron y se probaron en los ensayos de eficacia
de glucagén-R y GLP-1R como se describe mas adelante. Para la identificacion
de compuestos se eligieron un clon que expresa glucagon-R y un clon que
expresa GLP-1R.

Ensavos de eficacia de receptores de glucagén y receptores de GLP-1

Células HEK293 que expresan el glucagén humano-R, o GLP humano-
1R se sembraron a 40.000 células por pocillo en placas de microtitulacion de
96 pocillos recubiertas con 0,01% de poli-L-lisina y se cultivaron durante 1 dia
en cultivo en 100 ul de medio de crecimiento. En el dia del analisis, el medio de
crecimiento se elimind y las células “se lavaron una vez con 200 pl de tampén
Tyrode. Las células se incubaron en 100 ul de tampén Tyrode que contenia
concentraciones crecientes de pépﬁdos de prueba, IBMX 100 pM y glucosa 6
mM durante 15 min a 37°C. La reac{:ién se detuvo mediante la adicién de 25 pl
de HCI 0,5 M y se incub6 sobre hielo durante 60 min. El contenido de cAMP se

estimd usando el kit de cAMP FlashPlate® de Perkin-Elmer. La CEs y las

eficacias relativas en comparacion con los compuestos de referencia (glucagon

7
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y GLP-1) se estimaron por ajuste de curvas asistido por ordenador.

Procedimiento de cribado bioanalitico para la cuantificacion de agonistas del

péptido Glu-GLPI en plasma de ratén después de la administraciéon subcutanea

Se dosificaron ratones con 1pO nmol/kg subcutaneamente (s.c). Los
ratones se sacrificaron y la sangre se recogié en los siguientes momentos de
tiempo; 0,5, 2, 4, 6, 16 y 24 h. Las muestras de sangre se analizaron usando
precipitacion de proteinas, seguido de extraccion en fase soélida (SPE) y
espectrometria de masas-cromatografia de liquidos (EM-CL).

Prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT), lipidos en sangre y peso

corporal en ratones normales C57BL/6J alimentados con alto contenido de

agrasas v HbA1c¢c en ratones db/db

Ratones macho (C57BL/6J alimentados con alto contenido de grasas a
largo plazo, C57BL/6J y db/db alimentados con alto contenido de grasas a
corto plazo) se aclimataron con acceso libre a comida y agua. Se alojaron en
grupos de 5-6 en una sala de luz, temperatura y humedad controlada (ciclo de
12 horas de luz : 12 horas de oscuridad, encendido/apagado de la luz
20:00/08:00 horas; 24°C; 50% de humedad relativa).

Los animales se inyectaron “s.c. con 100 pl de vehiculo (una vez al dia)
durante un periodo de tres dias para aclimatar los animales a la manipulacion y
las inyecciones. Se tomaron muestras de sangre del ojo o de la punta de la
cola. Los animales se aleatorizaron antes del tratamiento. Los ratones se

trataron dos veces al dia s.c. con agonista de GluGLP-1 o vehiculo (volumen
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de inyeccion = 2,5 mi/kg). Durante‘todo el estudio, los pesos corporales se
registraron diariamente y se usaron para administrar las dosis de péptido
corregidas con el peso corporal. Las disoluciones de péptido se prepararon
frescas inmediatamente antes de la dosificacion.

Se realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) después
de someter los animales a un breve ayuno. Para prevenir la ingesta de
alimentos confusa, los animales se mantuvieron en ayunas durante las OGTT.
Después de la dosificacién de pépﬁdo se tom6 una muestra inicial de sangre.
Después sé administré una dosis de glucosa oral (1 g/kg) disuelta en tampon
fosfato (pH = 7,4) (5 ml/kg) y los animales se devolvieron a sus jaulas hogar (t =
0). La glucosa en sangre completa (BG) se midi6 a t=15 min, t=30 min, t=60
min, t=90 min y t=120 min.

La concentracién de BG se analizé6 por el procedimiento de glucosa
oxidasa inmovilizada usando una gota de sangre (< 5 pl; Elite Autoanalyser,
Bayer, Dinamarca) siguiendo las inétrucciones del fabricante.

Determinacion de HbA1c

Es posible evaluar el efecto a largo plazo de un compuesto sobre un
nivel de glucosa de un sujeto determinando el nivel de hemoglobina A1C
(HbA1c). La HbA1c es una forma glicada de la hemoglobina cuyo nivel en una
célula refleja el nivel de glucosa 1promedio al que la célula se ha expuesto
durante su vida. En ratones, la HbA1c es un biomarcador relevante para el

nivel de glucosa en sangre promedio durante las 4 semanas precedentes
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debido a que la conversion de HbA1c esta limitada por la vida de los eritrocitos
de aproximadamente 47 dias (Abbrecht & Littell, 1972; J. Appl. Physiol. 32,
443-445). La determinacion de HbA1c se basa en el inmunoensayo por
inhibicién turbidimétrica (TINIA) en el que la HbA1c en la muestra reacciona
con anti-HbA1c para formar complejos antigeno-anticuerpo solubles. Las
adiciones de polihaptenos reaccionan con anticuerpos anti-HbA1c en exceso
para formar un complejo anticuerpo-polihapteno insoluble que puede medirse
turbidimétricamente. La hemoglobina liberada en la muestra hemolizada se
convierte en un derivado que tiene un espectro de absorcion caracteristico que
se mide bicromaticamente durante las fases de preincubacién. El resultado final
se expresa como HbA1c en porcentaje de hemoglobina total (nota de
aplicacion de Cobas® A1C-2).

Determinacion del nivel de colesterol

El ensayo es un procedimiento colorimétrico enzimatico. En presencia de
iones magnesio, el sulfato de dextrano forma selectivamente complejos
solubles en agua con LDL, VLDLA y quilomicrones, que son resistentes a las
enzimas modificadas por PEG. ElI colesterol HDL se determina
enzimaticamente por la colesterol esterasa y la colesterol oxidasa acoplada con
PEG a los grupos amino. Los ésteres de colesterol se degradan
cuantitativamente dando colesterol libre y acidos grasos. El colesterol HDL se
oxida enzimaticamente a colest-4-en-3-ona y H,0,, y el H,0, formado se mide

colorimétricamente (Cobas®; nota de aplicacion HDLC3).

b
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La determinacion directa de LDL aprovecha la solubilizacion micelar
selectiva de LDL por un detergente no iénico y la interacciéon de un compuesto
de azucar y lipoproteinas (VLDL y quilomicrones). La combinaciéon de un
compuesto de azicar con detergente permite la determinacién selectiva de LDL
en plasma. El principio de prueba es el mismo que el del colesterol y HDL, pero
debido al azucar y al detergen‘te sblo se degradan ésteres de LDL-colesterol
dando colesterol libre y acidos Qrasos. Entonces, el colesterol libre se oxida y el
H,0, formado se mide colorimétricamente (nota de aplicacion LDL_C, Cobas®).
Aumento de peso corporal en ratones C57BL/6J alimentados con alto
contenido de grasas

Ratones macho C57BL/6J, 6 semanas de edad, se aclimataron en su
nuevo entorno durante 4 semanas con acceso libre a dieta con alto contenido
en grasas (HFD) (D12492, Research Diet Inc., Nuevo Brunswick, EE.UU.) y
agua. Los animales se inyectaron s.c. con 100 pl de vehiculo durante un
periodo de tres dias para aclimatar los animales a la manipulacién y las
inyecciones, antes del inicio del tratamiento con péptido. Los ratones se
trataron dos veces al dia s.c. con exendina-4, Compuesto 3, Compuesto 6,
Compuesto 7, Compuesto 8, Compuesto 11 y Compuesto 12 o vehiculo.
Durante todo el estudio, los pesos corporales se registraron diariamente y se
usaron para administrar las dosis de péptido corregidas con el peso corporal.
Todos los animales se sacrificaron en el mismo dia por dislocacién cervical.

Tolerancia a la glucosa oral 2, 4, 6, 8, 10 y 12 h después de la dosificacion
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a ratones C57BL/6J alimentados con alta cantidad de grasas

Ratones macho C57BL/6J, 6 semanas de edad, se aclimataron a su
nuevo entorno con acceso libre a una dieta con alto contenido de grasas
(D12492, Research Diet Inc., Nuevo Brunswick, EE.UU.) y agua. Los animales
se inyectaron s.c. con vehiculo durante un periodo de tres dias para aclimatar
los animales a la manipulacion y las inyecciones. Se tomaron muestras de
sangre de la punta de la cola y se midi6 la glucosa en sangre. La concentracion
de glucosa en sangre (mM) se analizé por el procedimiento de glucosa oxidasa

inmovilizada usando una gota de sangre (< 5 pl; Contour Autoanalyser, Bayer,

Dinamarca) siguiendo el manual del fabricante. Después de 4 semanas con la

dieta con alto contenido de grasas, los animales se pesaron y el peso corporal
se uso para administrar una dosis de péptidos corregida con el peso corporal.
Se realiz6 una prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) después de
someter los animales a 4 horas de ayuno. 2, 4, 6, 8, 10 y 12 horas después de
dosificar el péptido Ginico o vehiculo se tomé una muestra de sangre inicial (t=-0
min). Inmediatamente después se administré una dosis de glucosa oral (1 g/kg)
y los animales se devolvieron a sus jaulas hogar (t = 0). Los niveles de BG se
midieron a t=15 min, t=30 min, t=60 min y t=80 min. Inmediatamente tras el
muestreo de sangre, todos los animales se sacrificaron por anestes‘ia con CO;
seguido de dislocacién cervical.

Ingesta de alimentos en ratones C57BL/6J delgados jovenes y obesos

viejos.
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Ratones C57BL/6J estuvieron con una dieta con alto contenido de
grasas durante 11 dias y ratones C57BL/6J estuvieron con una dieta con alto
contenido de grasas durante 52 semanas.

3 dias antes del estudio, los ratones se transfirieron a jaulas individuales
y se pesaron. 4 dias antes del estudio se aclimataron a la manipulacién y el
tratamiento por inyecciones s.c. diarias. El dia antes del experimento la comida
se quité a las 20:00. El dia del experimento, los ratones se pesaron y se
trataron con inyecciones s.c. de exendina-4, Compuesto 7 o vehiculo a t=0 h
(8:00) y t=12 h (20:00). Inmediatamente después del tratamiento (t=0), el
alimento previamente pesado se introdujo a los ratones y la ingesta de
alimentos acumulada se midié pesando la comida restante despues de t=1, 2,
4, 8, 12 y 24 horas. Después de pesar la comida y los animales a t=24 h, los
ratones se sacrificaron por dislocacién céwical.

Formacion de cAMP por hepatocitos.
Procedimiento experimental

Los hepatocitos humanos primarios proporcionados por Lonza
Walkersvill, Inc. se lavaron cuidadosamente en tampon TB y se incubaron a
37°C con péptidos disueltos en tampén TB complementado con IBMX 100 uM y
0,1% de caseina durante 15 minutos. Antes de la adicién a las células, las
diluciones de péptido se precalentaron a 37°C. La reaccién se detuvo mediante
la adicién de 25 ul de HCI 0,5 M helado y las células se incubaron sobre hielo

durante 60 min. El contenido de cAMP en los pocilios se determiné afiadiendo
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25 ul de extractos de acido de los pocillos a 75 pl de tamp6n acetato sédico, pH
6,2, en ‘FlashPlates” de microtitulacion de 96 pocillos recubiertas con
centelleador y anticuerpos anti-cAMP. Tras la adicién de 100 pl de disolucion
['%I]cAMP 10 uCi a cada pocillo, las placas se incubaron durante la noche a
4°C, se vaciaron y la cantidad de ['®IJcAMP unida a FlashPlates se conto
usando el programa “['%[JcAMP flashplate 10 min” en TopCount NXT.

Los péptidos se probaron a un intervalo de concentraciéon de 0,1 - 1000
nM. |
Analisis de datos y estadistica

La cantidad de cAMP producida por las células se calculé6 por
extrapolaciéon a una curva estandar de c‘AMP.

Los valores de CEsp se estimaron ajustando los datos de cAMP a la
siguiente féormula usando Sigma Plot: - |

(cAMP,, - cAMP,, )x ¢
+cAMP,,
c+CE,,

Re spuesta de cAMP =

La invencién se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos.
Peso del higado/peso corporal de ratones C57BLI/6J.

Los ratones se trataron dos veces al dia s.c. con Compuesto 1 y
Compuesto 11 (a dos dosis: 0,5 y 5 nmol/kg) o vehiculo durante 2 semanas.
Durante todo el estudio, los pesos corporales se registraron diariamente y se
usaron para administrar las dosis de péptido corregidas con el peso corporal. El

dia del sacrificio, el higado se expuso y se bes().

@O
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EJEMPLOS
Ejemplo 1 Sintesis de compuestos y bropiedades de péptidos
Ejemplo de sintesis:

El Compuesto 9 se sintetizé en un sintetizador de péptidos CEM Liberty
usando la resina TentaGel S Ram (1,17 g; 0,23 mmol/g) y quimica de Fmoc
como se ha descrito anteriormente. Fmoc-Lys(ivDde)-OH se us6 en la posicion
17 y las pseudoprolinas Fmoc-Phe}Thr(.Psi. Me, Me pro)-OH y Fmoc-
Asp(OtBu)-Ser(.Psi., Me, Me pro)-OH se usaron en el esqueleto peptidico.
Después de completarse el esqueleto beptidico sobre la resina, el grupo Fmoc
del extremo N se escindi6 manualmente, seguido de proteccién con Boc
usando Boc,;0 (226 mg) y DIEA (54 ui) en DCM. Entonces, el grupo ivDde se
escindid con hidracina hidratada/NMP recientemente preparada (4%; 2 x 15
min). De vuelta al sintetizador de péptidos CEM Liberty, los dos bloques
estructurales restantes, Fmoc-Glu-OtBu y acido hexadecanoico, se afiadieron a
la cadena lateral de lisina sin proteger.

El péptido se escindi6 de la resina como se ha descrito anteriormente y
la purificacién se realizé en una columna Gemini-NX (56 cm, 10 um, C18) con un
flujo de 35 ml/min de una mezcla de fampén A (0,1% de TFA, ac.) y tamp6n B
(0,1% de TFA, 90% MeCN, ac.). El producto se eluy6é con un gradiente lineal
del 25% al 65% de tampon B durante 47 min, y las fracciones (9 ml) se
recogieron mediante un colector de fracciones.

Las fracciones relevantes se analizaron por HPLC analitica y EM y las
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fracciones con purezas superiores al 95% se reunieron y se liofilizaron dando
un polvo blanco. El rendimiento de 72 mg tuvo una pureza del 97%
determinada por HPLC analitica y la masa fue 3697,05 Da como se ha
determinado por EM (calc. 3696,97 Da).
Ejemplo 2: Eficacia sobre receptores de GLP-1 y de glucagén

La eficacia de los agonistas‘de GIUGLP-1 se estim6 exponiendo células
que expresan glucagén humano-R y hGLP-1R a los compuestos acilados
enumerados a concentraciones crecientes y midiendo el cAMP formado como
se describe en Procedimientos.

Los resultados se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1. Valores de CEs, de compuestos acilados en receptores de GLP-1y de

glucagon

CE50 CE50

(nM) de | (nM) de

Secuencia Compuesto |GLP-1R| GIuR
H-HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLLRA-NH2 Compuesto 1 0,06 0,06
H-HSQGTFTSDYSKYLD-K(hexadecanoil-y-Glu)- Compuesto 2 0,20 0,13
KAAHDFVEWLLRA-NH2
H-HSQGTFTSDYSKYLD-S-K(hexadecanoil-y-Glu)- Compuesto 3 0,11 0,12
AAHDFVEWLLRA-NH2
H-HSQGTFTSDYSKYLDSKAA-K(hexadecanoil-y-Glu)- Compuesto 4 0,10 0,04
DFVEWLLRA-NH2
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H-HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWL- Compuesto 5 0,57 0,22
K(hexadecanoil-y-Glu)-RA-NH2

H-HSQGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL- Compuesto 6 0,09 0,10
K(hexadecanoil-y-Glu)-A-NH2

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)- Compuesto 7 0,11 0,16

AAHDFVEWLLSA-NH2

Q7
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(cont)
CEso CEso
(nM) de | (nM) de
Secuencia Compuesto |GLP-1R| GIuR
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)- Compuesto 9 0,12 0,17
AAHDFVAWLLRA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-K(hexadecanoil-y- Compuesto 10 0,15 0,63
Glu)-DFVAWLLRA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoiIiy-Glu)- Compuesto 11 0,09 0,16
AAHDFVEWLLRA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL- Compuesto 12 0,27 0,27
K(hexadecanoil-y-Glu)-A-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)- Compuesto 13 0,08 0,26
AAHDFVE()WLLK()A-NH2
|
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(dodecanoil-y-Glu)- Compuesto 14 0,14 0,78
AAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[3- Compuesto 15 0,23 1,87
aminopropanoil])-AAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[8- Compuesto 16 0,24 0,46
aminooctanoil])-AAHDFVEWLLSA-NH2
N-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-e-Lys)- Compuesto 17 0,09 0,39
AAHDFVEWLLSA-NH2
Los residuos marcados con () forman un anillo de lactama
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intramolecular.

Tabla 1a. Valores de CEsy de compuestos acilados adicionales segun la

invencion
CEso | CEso
(nM) de | (nM)
GLP-1R| de
Secuencia Compuesto GluR
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 18 0,066 0,091

isoGlu)-AAHDFVEWLLS-OH

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 19 0,048 0,483

isoGlu)-AAHDFVEWLL-OH

H-H-Aib-EGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 20 0,057 13,266

isoGlu)-AAHDFVEWLLSA-OH

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 21 0,077 0,150

isoGlu)-AAHDFVEWLLSA-OH

H-H-Aib-EGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 22 0,014 26,370

isoGlu)-AAHDFVEWLLSA-NH2

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil)- Compuesto 23 0,140 0,124

AAHDFVEWLLSA-NH2

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K([2-butiloctanoil]- Compuesto 24 0,161 0,133

isoGlu)-AAHDFVEWLLSA-NH2

&
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H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(octadecanoil- Compuesto 25 0,069 0,103

isoGlu)-AAHDFVEWLLSA-NH2

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(dodecanoil-isoGlu)- Compuesto 26 0,097 0,116
!

AAHDFVEWLLSA-NH2

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[4- Compuesto 27 0,152 0,147

aminobutanoil])-AAHDFVEWLLSA-NH2

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-E)- Compuesto 28 0,149 0,108

AAHDFVEWLLSA-NH2
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(cont)
CEso CEs
(nM) de | (nM)
GLP-1R| de
Secuencia Compuesto GIuR
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[8- Compuesto 29 0,199 0,123
aminooctanoil])-AAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 30 0,132 0,110
isoLys)}-AAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-[3- Compuesto 31 0,103 0,151
aminopropanoil]}-AAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-Orn(hexadecanoil- Compuesto 32 0,195 0,193
isoGlu)-AAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYS-K(hexadecanoil-isoGlu)- Compuesto 33 0,131 0,389
YLDSKAAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLD-K(hexadecanoil-isoGlu)- Compuesto 34 0,109 0,053
KAAHDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAA-K(hexadecanoil- Compuesto 35 0,202 0,180
isoGlu)-DF VEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFV- Compuesto 36 0,191 0,213
K(hexadecanoil-isoGlu)-WLLSA-NH2
Compuesto 37 0,207 0,147

H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDSKAAHDFVEWLL-

K(hexadecanoil-isoGlu)-A-NH2

el
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(cont)

Secuencia Compuesto CES0 CE50

(nM) de | (nM) de

GLP-1R | GIuR
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 38 0,132 0,183
isoLys)-AARDFVAWLLRA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 39 0,16 0,24
isoGlu)-AAKDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDE-K(hexadecanail- Compuesto 40 0,20 0,18
isoGlu)-AAKDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 41 0,13 0,08
isoGlu)-AAHEFVEWLLSA-NH2 |
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 42 0,03 0,27
isoGIu)-AAEDFVEWLLSA-NH2
H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil- Compuesto 43 0,082 0,12
isoGlu)-AAHDFVEWLLEA-NH2

El' Compuesto 28 H-H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-E)-
AAHDFVEWLLSA-NH2 también podria escribirse H-H-Aib-
QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-aGlu)-AAHDFVEWLLSA-NH2
Ejemplo 3: Cribado farmacocinético:

Los perfiles farmacocinéticos se determinaron para diversos compuestos

acilados. Los valores Ty, calculados se muestran en la Tabla 2, en
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comparacion con el Compuesto 1 (no acilado).

2
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Tabla 2

Compuesto T12 (D)
1 0,23
2 5,8
5 53
4 2,0*
6 4.8
7 3,4
9 24"
11 4.9
12 6,0
13 6,4

* So6lo se usaron dos puntos de tiempo para el calculo de Ty2.

Todos los compuestos acilados tienen T1, mejorado en comparacion con

el Compuesto 1.

En la Figura 1 se muestra un perfil farmacocinético de muestra, para el

Compuesto 13.

Ejemplo 4: Prueba de tolerancia a la glucosa oral en ratones DIO

Efecto de la administracion s.c. durante 21 dias del Compuesto 11 (10

nmol/kg) sobre la tolerancia a la glucosa oral en ratones C57BL/6J alimentados

con alto contenido de grasas a largo plazo. Se dejaron en ayunas ratones
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alimentados con alto contenido de grasas y se tomé una muestra de sangre
inicial para determinar el nivel de glucosa en sangre en ayunas (t=0). Entonces
se administré una dosis de glucosa oral (1 g/lkg en 5 ml/kg) y se midieron los
niveles de glucosa a t=30 min, t=60 min, t=90 min y t=120 min. EI Compuesto
11 mejoro significativamente la tolérancia a la glucosa (ANOVA bilateral). Los
datos se muestran como media i'EEM.
Ejemplo 5: HbA1c en ratones db/db después de 28 dias

Se trataron ratones diabéticos (db/db) con vehiculo o el Compuesto 7
durante 4 semanas, y la HbA1c se determind (nota de aplicacion de Cobas®;
A1C-2) en muestras de sangre completa (20 pl) recogidas de los ratones
tratados. Los resultados se muestran en la Figura 3. La AHbA1c (%) se calculd
para cada raton restando su HbA1c (%) al principio del tratamiento de HbA1c
(%) a las 4 semanas. El tratamiento con el Compuesto 7 disminuyd
significativamente AHbA1c (%). (P = 0,03; prueba de la t de Student) en
comparacién con vehiculo. |
Ejemplo 6: Peso corporal reducido

Se determino el efecto de la administracion s.c. durante 21 dias del
Compuesto 11 sobre el peso corporal en ratones C57BL/6J alimentados con
alto contenido de grasas a largo plazo. Se trataron ratones macho C57BL/6J
con dieta con alto contenido de grasas (HFD) (dos veces al dia; s.c.) con
Compuesto 11 (10 nmol/kg) o vehiculo. Los pesos corporales se registraron

diariamente y usaron para administrar las dosis de péptido corregidas con el
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peso corporal durante todo el estudio. Los datos se muestran como media +
EEM en la Figura 4. El Compuesto 11 disminuyé significativamente el peso
corporal (p<0,05). |

Ejemplo 7: Colesterol total y relacion HDL/LDL

Se trataron ratones con obesidad inducida por la diefa (DIO) con
vehiculo o el Compuesto 7 durante 4 semanas y el plasma se prepar6 a partir
de las muestras de sangre recogidas. El colesterol total, LDL y HDL se
determinaron en cada muestra de sangre (nota de aplicacion de Cobas®:
CHOL2, HDLC3 y LDL_C) y los resultados se muestran en las Figuras 5y 6. El
tratamiento con el Compuesto 7 disminuyé significativamente (P < 0,0001,
prueba de la t de Student) las concentraciones de colesterol total (Figura 5y
aumenté significativamente (P < 0,0001, prueba de la t de Student) la relacion
HDL/LDL (Figura 6).

Ejemplo 8: Aumento de peso corporal en ratones C57BL/6J alimentados
con alta cantidad de grasas.

Efecto de la administracién durante 10 dias s.c. de exendina-4,
Compuesto 8, Compuesto 3, Compuesto 7, Compuesto 11 Compuesto 12 y
Compuesto 6 sobre ratones C57BL/6J alimentados con alta contenido de
grasas a corto plazo. Se trataron fatones macho C57BL/6J con dieta con alto
contenido de grasas (HFD) (dos veces al dia; s.c.) (0,5 y 5 nmol/kg) o vehiculo.
Los pesos corporales se registraron diariamente y usaron para administrar las

dosis de péptido corregidas con el peso corporal durante todo el estudio. Los

C&'Z/
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datos se muestran como media i‘ EEM en la Figura 7. El péptido de control
(exendina-4), ademas del Compuesto 8, disminuyd significativamente el
aumento de peso corporal a ambas dosis (0,5 y 5 nmol/kg). EI Compuesto 3,
Compuesto 7, Compuesto 11 y Compuesto 12 disminuyeron significativamente
el aumento de peso corporal a la dosis alta (5 nmol/kg), pero no a la dosis baja
(0,5 nmol/kg) (Fig.7). EI Compuesto 6 disminuy6 significativamente el aumento
de peso corporal s6lo a la dosis baja (0,5 nmol/kg).
Ejemplo 9: Tolerancia a la glucosa oral 2, 4, 6, 8, 10 y 12 h después de
dosificar a C57BL/6J alimentados con alto contenido de grasas

Se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) después
de someter los animales a 4 horas de ayuno. 2, 4, 6, 8, 10 y 12 horas después
de dosificar el Compuesto 7 o vehiculo se tom6 una muestra de sangre inicial
(t=-0 min). Inmediatamente después se administrd una dosis de glucosa oral (1
g/kg). Los niveles de BG se midieron a t=15 min, t=30 min, t=60 min y t=90 min.
Inmediatamente tras el muestreo de sangre, todos los animales se sacrificaron
por anestesia con CO; seguido de dislocacion cervical.

El estudio muestra que la administracion subcutanea del Compuesto 7
(10 nmol/kg) mejora significativamente la tolerancia a la glucosa (medida como
la disminucién de la ABC durante una prueba de tolerancia a la glucosa oral) 2,
4, 6, 8, 10 y 12 horas después de dosificar a ratones C57BL/6J alimentados
con alta cantidad de grasas.

Ejemplo 10: Ingesta de alimentos en ratones C57BL/6J delgados jovenes

)
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y obesos viejos.

Ratones C57BL/6J estuvieron con una dieta con alto contenido de
grasas durante 11 dias y ratonestCS?BL/GJ estuvieron con una dieta con alto
contenido de grasas durante 52 semanas.

En el dia del experimento, los ratones se pesaron y se trataron con
inyecciones s.c. de exendina-4, Cqmpuesto 7 o vehiculo at=0 h (8:00) yt=12 h
(20:00). Inmediatamente después del tratamiento (t=0), el alimento previamente
pesado se introdujo a los ratones y la ingesta de alimentos acumulada se midié
pesando la comida restante después de t=1 2, 4, 8, 12 y 24 horas.

En los ratones delgados jévenes, el Compuesto 7 redujo de forma
estadisticamente significativa (p<0,05) la ingesta de alimentos durante los
periodos de tiempo 0-4, 0-8, 0-12 y 0-24. La exendina-4 redujo de forma
estadisticamente significativa (p<0,05) la ingesta de alimentos durante los
periodos de tiempo 0-2, 0-4, 0-8, 0-12 y 0-24.

En ratones obesos viejos, el Compuesto 7 redujo de forma
estadisticamente significativa (p<0,05) la ingesta de alimentos durante los
periodos de tiempo 0-2, 0-4, 0-8, 0-12 y 0-24. La exendina-4 redujo de forma
estadisticamente significativa (p<0,05) la ingesta de alimentos en todos los
periodos de tiempo.

Ejemplo 11: Efecto de la adminisiracién subcutanea durante 3 semanas
del agonista de GIuGLP-1 el Compuesto 11 sobre lipidos en ratones

alimentados con dieta con alto contenido de grasas durante 30 semanas.

A\
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Efecto del tratamiento de 3 semanas de ratones que han estado 30
semanas con dieta con alto contenido de grasas durante 30 semanas antes del
tratamiento (s.c.) con vehiculo (PBS), 10 nmol/kg de exendina-4 o 10 nmol/kg
del Compuesto 11 dos veces al dia durante 3 semanas sobre lipidos (Figura
11). El efecto se midi6 en LDL, HDL y triglicéridos (CHO: colesterol total; HDL:
colesterol de alta densidad; LDL: colesterol de baja densidad; TRIG:
triglicéridos; HDL/LDL.: relacion entre HDL y LDL).

El Compuesto 11 disminuyé) significativamente el colesterol, HDL, LDL
(P < 0,001) y los triglicéridos (P '< 0,05) significativamente, mientras que la
relacion HDL/LDL aument6 significativamente (p < 0,001) (Fig. 11). La relacion
HDL/LDL se considera un indicador de riesgo para enfermedad cardiaca.
Cuanto mayor es la relacién, menor es el riesgo de infarto de miocardio u otros
problemas cardiovasculares.

Ejemplo 12: Efecto del Compuesto 11 sobre la formacion de cAMP por
hepatocitos.

Todos los péptidos probados se comportaron como agonista completo
con respecto a la formacién de cAMP estimulada por GIuR, excepto los
agonistas de GLP-1 puros exen“dina-4 y liraglutida. De la tabla puede
observarse que el orden de rango de la potencia es: Compuesto 1 > glucagén >
Compuesto 11 > oxintomodulina >>> exendina-4 y liraglutida (Tabla 9).

Finalmente no se observd regulacion por disminucién de la respuesta de

CAMP Ensx a las altas concentraciones, que es a diferencia de lo que se
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observa en las células HEK293 de hGIuR.
Tabla 9. Efecto agonista del glucagon sobre la formaciéon de cAMP en cultivos

primarios humanos.

CEsp de GIuR (nM)

Compuesto n°® (2) (log promedio)

Péptido

Exentidina-4

Glucagon

Oxintomodulina 1

11

} Liraglutina

5 Ejemplo 13: Peso del higado de ratones de control sanos C57 tratados
durante 2 semanas
El tratamiento repetido con agonistas de GIuGLP-1 duales acilados de
larga duracion tales como el Compuesto 11 no da lugar a cambio en el tamaiio
del higado (agrandado o encogido) en comparaciéon con los agonistas de
10  GIuGLP-1 duales no acilados el Compuesto 1 (Figura 12).
Ejemplo 14: HbA1c en ratones db/db después de 28 dias
Se trataron ratones diabéticos (db/db) con vehiculo o el Compuesto 11
durante 4 semanas, y la HbA1c se determiné (nota de aplicacion de Cobas®:

A1C-2) en muestras de sangre completa (20 pl) recogidas de los ratones
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tratados. Los resultados se muestran en la Figura 13. El AHbA1c (%) se calculd
para cada ratén restando su HbA1c (%) al principio del tratamiento de HbA1c
(%) a las 4 semanas. El tratamiento con el Compuesto 11 disminuyé el AHbA1c

(%) significativamente. (P = 0,03; prueba de la t de Student) en comparacion

con vehiculo.

D¢
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REIVINDICACIONES

Un compuesto que tiene la formula:
R'-Z-R?
en la que
R'es H, alquilo C.4, acetilo, formilo, benzoilo o trifluoroacetilo;
R* es OH o NHy;
y Z es un péptido que tiene la férmula
H-Aib-QGTFTSDYSKYLDS-K(hexadecanoil-y-Glu)-AAHDFVEWLLSA,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un compuesto segun la reivindicaciéon en el que R'esHy R?es NH..

Una composicion que comprende un compuesto segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 2, o una sal o derivado del mismo, en mezcla con

un vehiculo.

Una composicion segtn la reivindicacion 3 en la que la composicion es
una composicion farmacéuticamente aceptable, y el vehiculo es un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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RESUMEN
La invencion proporciona materiales y procedimientos para promover la
pérdida de peso o prevenir el aumento de peso, y en el tratamiento de diabetes
y trastornos metabdlicos asociados. En particular, la invencién proporciona
péptidos de analogos de glucagon acilados novedosos eficaces en tales
procedimientos. Los péptidos pueden mediar en su efecto teniendo un aumento
de la selectividad por el receptor de GLP-1 en comparacion con glucagon

humano.

K0
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Figura 1
Compuesto 13 dosificado a 100 nmol/kg a ratones SC
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Figura 2
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ZEALAND PHARMA A/S
<120> ANALOGOS DE GLUCAGON ACILADOS
<130> 057-2010 wol

<140> PCT/DK2010/000099
<141> 24-06-2010

<160> 123
<170> PatentIn versidn 3.3

<210> 1

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 1

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 ‘ 15

Arg Arg Ala ng Asp Phe val Gln Trp Leu Met Asn Thr
2 25

<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 2

Lys Arg Asn Arg Asn Asn Ile Ala
1 5

<210> 3

<211> 37

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> sSecuencia artificial

<400> 3

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala ng Asp Phe val GIn Trp Leu Met Asn Thr Lys Arg Asn
2 25 - 30

Pigina 1
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Arg Asn égn Ile Ala

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

<220>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

4
30

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2

X2 se selecciona entre Aib o Ser

MISC_FEATURE
(12)..(12)
X12 se selecciona entre Lys, Arg y Leu

MISC_FEATURE

(16)..(16)

X16 se selecciona entre Arg, Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr, Orn,
opcionalmente unido de forma covalente a un sustituyente 1ipofilo

MISC_FEATURE

az»..an

X17 se selecciona entre Arg o Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr, Orn,
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipofilo

MISC_FEATURE

(20)..(020)

X20 se selecciona entre Arg, His o Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr,

orn, opcionalmente unido de forma covalente a un sustituyente 1ip6filo

MISC_FEATURE
21)..21D)
X21 se selecciona entre Asp o Glu

MISC_FEATURE

24)..24)

X24 se selecciona entre Ala o Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr, Orn,
opcionalmente unido de forma covalente a un sustituyente T1ipéfilo

MISC_FEATURE

27)..Q27)

X27 se selecciona entre Leu o Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr, Orn,
opcionalmente unido de forma covalente a un sustituyente 1ip6filo

MISC_FEATURE
(28)..(028)
Padgina 2



<223>

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

<400>

\\S

] GRF-FP-6801385-SEQUENCES
X28 se selecciona entre Arg o Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr, Orn,
opcionalmente unido de forma covalente a un sustituyente lipéfilo

MISC_FEATURE

(30)..Q30) ‘

X30 estd ausente o es Glu, Lys, Ser, Cys, Dbu, Dpr, Orn, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente lip6filo

4

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Xaa
1 15

5 10

Xaa Ala Ala Xaa Xaa Phe val Xaa Trp Leu Xaa Xaa Ala Xaa
25

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

<220>
<223>

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

<400>

20
5
29
PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

a»n..an
K(Hexadecanoil-gamma-Glu)
5

His Ser Gln Gly Thr phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

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

<220>

6

29

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

..
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(12)..(12)
X12 se selecciona entre Lys, Arg y Leu

Pdgina 3



<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

<400>

1

GRF-FP-6801385-SEQUENCES
MISC_FEATURE
(16)..(16)
X16 se selecciona entre Ser y Glu, Lys o Cys, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

MISC_FEATURE
a»n..an . e
X17 es Glu, Lys o Cys, unido de forma covalente a un sustituyente Tipéfilo

MISC_FEATURE

20)..020)

x20 se selecciona entre His y Glu, Lys o Cys, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

MISC_FEATURE
21)..Q21) )
X21 se selecciona entre Asp y Glu

MISC_FEATURE
(24)..(24)
X24 se selecciona entre Ala y Glu

MISC_FEATURE

(28)..(28)
X28 se selecciona entre Ser, Lys y Arg
6

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Xaa
5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Xaa Phe val Xaa Trp Leu Leu Xaa Ala
25 ‘

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>

20

7

29

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(12)..02)
X12 se selecciona entre Lys, Arg y Leu

MISC_FEATURE

(16)..(16)

X16 se selecciona entre Ser y Glu, Lys o Cys, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

MISC_FEATURE
Pagina 4



<222>
<223>

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

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

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

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

<400>

1

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

an..an ) . . ex
X17 is Glu, Lys o Cys, unido de forma covalente a un sustituyente Tipofilo

MISC_FEATURE

(20)..C20)

X20 se selecciona entre His y Glu, Lys o Cys, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

MISC_FEATURE
21)..Q21)
X21 se selecciona entre Asp y Glu

MISC_FEATURE
(24)..(Q24)
X24 se selecciona entre Ala y Glu

MISC_FEATURE

(28)..(28)
X28 se selecciona entre Ser, Lys y Arg
7

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Xaa
5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Xaa Phe val Xaa Trp Leu Leu Xaa Ala
25

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

<220>
<223>

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

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

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

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

8

29

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 is Aib

MISC_FEATURE
(12)..(2)
X12 se selecciona entre Lys y Arg

MISC_FEATURE
a7n..an
X17 es Glu, Lys o Cys, unido de forma covalente a un sustituyente Tipo6filo

MISC_FEATURE

(20)..Q20)

X20 se selecciona entre His y Glu, Lys o Cys, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipo6filo

Pagina 5



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

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

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

<400>

1

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

MISC_FEATURE
(21)..(21)
X21 se selecciona entre Asp y Glu

MISC_FEATURE
(24)..(Q24)
X24 se selecciona entre Ala y Glu

MISC_FEATURE

(28)..(28)
X28 se selecciona entre Ser, Lys y Arg
8

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Xaa Ala Ala Xaa Xaa Phe val Xaa Trp Leu Leu Xaa Ala
25

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

<220>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>

9

29

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
a»n..a2)
X12 se selecciona entre Lys o Arg

/

MISC_FEATURE
azn..an _
X17 es Glu, Lys o Cys, unido de forma covalente a un sustituyente 1ipofilo

MISC_FEATURE

(20)..(20)

X20 se selecciona entre His y Glu, Lys o Cys, opcionalmente
unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

MISC_FEATURE
2D ..Q21)
X21 se selecciona entre Asp y Glu

MISC_FEATURE
(24)..(24)
X24 se selecciona entre Ala y Glu

MISC_FEATURE
pagina 6
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<222>
<223>

<400>

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

(28)..(28)
X28 se selecciona entre Ser, Lys y Arg
9

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp I%r Ser Xaa Tyr Leu Asp Ser
1 15

5

Xaa Ala Ala Xaa Xaa Phe val Xaa Trp Leu Leu Xaa Ala

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

<220>
<223>

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

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

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

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

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

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

<400>

1

20 25

10

29

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 is Aib

MISC_FEATURE
(12)..(Q12)
X12 se selecciona entre Lys y Ard

MISC_FEATURE
an..an _ )
X17 es Glu, Lys o Cys, unido de forma covalente a un sustituyente lipéfilo

MISC_FEATURE
2D ..(21)
X21 se selecciona entre Asp y Glu

MISC_FEATURE
(24)..024)
X24 se selecciona entre Ala y Glu

MISC_FEATURE

(28)..(28)
X28 se selecciona entre Ser, Lys y Arg
10

His Xaa Gln Gly ghr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Ser
10 15

Xaa Ala Ala His Xaa Phe val Xaa Trp Leu Leu Xaa Ala
25

<210>

20

11
pagina 7



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

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

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

<400>

GRF-FP-6801385-SEQUENCES
29
PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(12)..(Q12)
X12 se selecciona entre Lys y Arg

MISC_FEATURE
a7n..an . .
X17 es Glu, Lys o Cys, unido de forma covalente a un sustituyente 1lip6filo

MISC_FEATURE
D..Q2L
X21 se selecciona entre Asp y Glu

MISC_FEATURE
(24)..(24)
X24 se selecciona entre Ala y Glu

MISC_FEATURE

(28)..(28)
X28 se selecciona entre Ser, Lys y Arg
11

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Xaa Ala Ala His Xaa Phe val Xaa Trp Leu Leu Xaa Ala

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

<220>
<223>

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

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

<220>

25

12

28

PRT
artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
an..a@an
Lys se conjuga con un sustituyente 1ipo6filo

Pdgina 8



<221>
<222>
<223>

<400>

1

MISC_FEATURE
(28)..028)

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

X28 es Ser o estd ausente

12

Lys Ala Ala His Asp Phe val
20

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

<220>
<223>

<400>

1

13

29

PRT
Artificial

secuencia artificial

13

His Ser Gln Gly Thr phe Thr
5

Lys Ala Ala gés Asp Phe val

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

<220>
<223>

<400>

14

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

14

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr

1

5

Lys Ala Ala His Asp Phe val

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

<220>
<223>

<400>

20

15

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

15

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr

1

5

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Iyr Ser Lys Tyr lLeu Asp Ser
5 0 15

Glu Trp Leu Leu Xaa
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Glu ;;p Leu Leu Arg Ala

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
10 15

Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

pPagina 9



GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Arg Ala
20 5

<210> 16

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 16
His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Lys Arg Ala
20 25

<210> 17

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Arficial sequence

<400> 17

His ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala gis Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Lys Ala
0 5

<210> 18

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 18

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala gés Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Arg Ala
5

<210> 19

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

pagina 10
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES

<220> ) )

<223> Secuencia artificial

<400> 19

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

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Arg Ala
20 5

<210> 20

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 20

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala Lys
20 25 30

<210> 21
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 21

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala Lys
20 25 30

<210> 22

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<400> 22

His Sser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Pigina 11



Lys Ala Ala His Asp Phe val
20

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

<220>
<223>

<400>

1

23

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

23

Lys Ala Ala His Asp Phe val

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

<220>
<223>

<400>

20

24

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

24

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Glu Trp Leu Lys Ser Ala
25

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp T%r Ser Lys Tyr Leu égp ser
5 1

Lys Trp Leu Leu Arg Ala
25

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Cys Ala Ala His Asp Phe val
20

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

<220>
<223>

<400>

25

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

25

His Ser Gln Gly Thr phe Thr
1

5

Cys Ala Ala HBS Asp Phe val
2

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

26

29

PRT
Artificial

Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

Pagina 12
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<220>
<223>

<400>

Secuencia artificial

26

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

His Ser Gln Gly Thr phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala Cys Asp Phe val

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

<220>
<223>

<400>

20

27

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

27

Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ser Ala Ala His Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

20

28

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2
X2 es Aib
28

Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

Tis Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp I%r Ser Lys Tyr Leu ?sp Ser
5

5

Lys Ala Ala ggs Asp Phe val

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

<220>
<223>

29

30

PRT
Artificial

Secuencia artificial

Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

Pagina 13



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

<400>

1

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
29

Lys Ala Ala His Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

20

30

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2
X2 es Aib
30

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr
1 5

Lys Ala Ala égg Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

1

31

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
31

His Xaa Gin Gly Thr phe Thr
5

Lys Ala Ala 5%5 Asp Phe val

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp
5

Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Glu Trp Leu Leu Ser Ala Lys
30

25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Ala Trp Leu Leu Arg Ala
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Ala Trp Leu Leu Arg Ala

25

pPagina 14



GRF-FP-6801385-SEQUENCES

<210> 32

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 32

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 : 5 10 15

Lys Ala Ala ggs Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

<210> 33

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 33

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
20 25

<210> 34

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

Padgina 15



<400>

1

34

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

20

35

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
35

His Xaa GIn Gly Thr pPhe Thr
1 5

Lys Ala Ala His Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

20

36

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
36

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr
1 5

Lys Ala Ala His Asp Phe val

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

20

37

29

PRT
Artificial

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu isp Ser
5 10 5

Ala Trp Leu Leu Ser Ala
25 1

ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Ala Trp Leu Leu Lys Ala
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
10 15

Ala ;rp Leu Leu Arg Ala
5
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<220>
<223>

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

<400>

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
37

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr
1 5

Lys Ala Ala ggs Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

38

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
38

;is Xaa GIn Gly Thr Phe Thr
5

Lys Ala Ala His Asp Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

20

39

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2
X2 es Aib
39

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr

1

5

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Ser
10 15

Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Lys Trp Leu Leu Ser Ala
25

ser Asp Tyr Ser Leu Tyr Leu Asp Ser
10 15

Pagina 17



GRF-FP-6801385~SEQUENCES

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Ser Ala
20 5

<210> 40

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 40

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Cys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 41

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 41

qis Xaa GIn Gly ghr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Lys Ala Ala g%s Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

<210> 42

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>
Pagina 18



GRF-FP-6801385-SEQUENCES
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 42

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
1 5 10 15

Lys Ala Ala Glu Asp Phe val Glu ;gp Leu Leu Arg Ala
20

<210> 43

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 43

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
20 25

<210> 44

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<400> 44

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 | 15

Lys Ala Ala 5%5 Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25 ‘

<210> 45
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

<400>

29
PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
45

His Xaa GIn Gly Thr phe Thr

1

5

Lys Ala Ala His Glu Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

1

20

46

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib
46

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr
5

Lys Ala Ala Lys Glu Phe val

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

<220>
<223>

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

<400>

20

47

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
a7..an

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Glu Trp Leu Leu Lys Ala
25

Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1lipéfilo

47
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25

GRF-FP-6801385-SEQUENCES
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp {5r Ser Lys Tyr Leu égp Ser
1 5

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 48

<211> 28

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente lipofilo

<400> 48

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
1 5 10 15
Ala Ala His ggp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala

25

<210> 49

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(C20)

<223> Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente Tlipdfilo

<400> 49
His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 - 15

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 50

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

MISC_FEATURE
Q7..Q@27

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1lipéfilo

50

5

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ﬁgp ser
10

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Lys Arg Ala
20 5

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

<220>
<223>

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

<400>

51

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(28)..(28)

Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente lipéfilo

51

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ?sp Ser
1 5 10 5

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
25

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

<220>
<223>

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

<400>

20

52

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
an..an

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente lipéfilo

52

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu grp Leu Leu Arg Ala
20 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

<400>

53

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(17)..Q@a7

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

53

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Leu Tyr Leu ésp Ser
1 10 5

5

Lys Ala Ala Hgs Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
2 25

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

<220>
<223>

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

<400>

1

54

30

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(30)..(C30)

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente Tipéfilo

54

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala g%s
25

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

<220>
<223>

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

20

55

30

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(30)..30

Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente Tipéfilo
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES

<400> 55
His ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala Lys
20 25 ‘ 30

<210> 56

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (27)..Q27) ‘ ]

<223> Lys estad unido de forma covalente a un sustituyente Tipéfilo

<400> 56
His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Lys Ser Ala
20 25

<210> 57

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(024)

<223> Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1lipéfilo
<400> 57

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Lys Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 58
<211> 29
<212> PRT

<213> Artificial
Padgina 24



<220>
<223>

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

<400>

1

\2Y

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(17)..Q7) | . PP
Cys esta unido de forma covalente a un sustituyente Tipdéfilo

58

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp {yr Ser Lys Tyr Leu ésp Ser
5 0 5

Cys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

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

<220>
<223>

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

<400>

20

59

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

@a7..a7n
Cys estd unido de forma covalente a un sustituyente Tip6filo
59

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Cys Ala Ala His Asp pPhe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25 ‘

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

<220>
<223>

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

<400>

20
60
29
PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

20)..Q20)
Cys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo
60

qis Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

5
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys Ala Ala %ys Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
0 25

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

<220>
<223>

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

<400>

61

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(16)..(16) . PP
Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente Tip6filo

61

His ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
1 10 15

5

Sser Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

62

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(19)..(19) ) P
Lys estd unido de forma covalente .a un sustituyente lipéfilo

62

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

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

63

30

PRT
Artificial
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<220>
<223>

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

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

<400>

secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(30)..(30)

(e

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente Tip6filo

63

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala Lys
25 30

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

20
64
29
PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
az..an»n

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1ipé6filo

64

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala Arg Asp Phe val Ala Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

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

<220>
<223>

<220>

65

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial
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<221>
<222>
<223>

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

<400>

1

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(20)..C20)

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente lipdfilo

65

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Ala Trp Leu Leu Arg Ala
25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

20

66

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(D
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(28)..(28)

Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente lipofilo

66

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
25

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

<220>
<223>

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

<220>

20

67

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..Q2)
X2 es Aib

Padgina 28



<221>
<222>
<223>

<400>

1

MISC_FEATURE
@17)..@7)

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1ipofilo

67

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu égp ser
5 10

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Lys Ala
20 5 ‘

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

68

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
a7»..an

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1lip6filo

68

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

69

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..2
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(20)..(20)

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1ipdfilo

69
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1

)92

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Ala ;gp Leu Leu Ser Ala
20

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

70

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(28)..(28) . .
Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1ipo6filo

70

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Ala Trp Leu Leu Lys Ala
20

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

25

71

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(16)..(16)
Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente lipéfilo

71

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp LysS
5 10 15
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys Ala Ala His Asp Phe val Ala ;rp Leu Leu Arg Ala
20 5

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

<220>
<223>

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

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

<400>

72

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

2.7 |
X2 esta Aib

MISC_FEATURE
arn..an
Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente Tipdéfilo

72

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Ser
1 : 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

25

73

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
24)..024)
Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente lipofilo

73

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
) 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Lys Trp Leu Leu Ser Ala
25

-<210>

20

74
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

<400>

1

29
PRT
Artificia1

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
17)..(Q7)

(Y

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1ip6filo

74

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Leu Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

75

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
7)..Q7)

Cys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1lipéfilo

75

Tis Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
15

5

Cys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

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

<220>

20

76

29

PRT
Artificial
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<223>

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

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

<400>

1

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(20)..(20)

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

Cys esta unido de forma covalente a un sustituyente Tipo6filo

76

5

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Lys Ala Ala Cys Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

20

77

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(16)..(16)

Ser esta unido de forma covalente a un sustituyente Tip6filo

77

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp T%r Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 1 15

Lys Ala Ala gas Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Ser Ala
5 ‘

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

<220>
<223>

<220>
<221>

78

28

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
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<222>
<223>

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

<400>

1

6

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(16)..(16) : . . e
Lys esta unido de forma covalente a un sustituyente 1lipé6filo

78

His GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp &ys Lys
10 5

5

Ala Ala Glu Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

79

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
an..an . e
Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

79

His Xaa GlIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 15

10

Lys Ala Ala ggs Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>

25

80

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
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<222> (17)..(Q17) ) )
<223> Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente lip6filo

<400> 80

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu égp Ser
1 5 10

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 81

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28) ‘

<223> Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1ipéfilo

<400> 81

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Glu Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
20 25

<210> 82

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..020)

<223> Lys estd unido de forma covalente a un sustituyente 1lipdfilo

<400> 82
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His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala Lys Glu Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 83

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> K(Hexadecanoil-gamma-Glu)

<400> 83

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25 ‘

<210> 84

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> @7..27D

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 84

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 ‘ 15

Lys Ala Ala ggs Asp Phe val Glu Trp Leu Lys Arg Ala
25

<210> 85

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(20)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 85

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Arg Ala
20 5

<210> 86

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 86

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp T%r Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 1 15

Lys Ala Ala gis Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Lys Ala
0 5

<210> 87

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (@A7)..QA7)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 87

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
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1 5 10

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 88

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(D)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (A7)..(@A17)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 88

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala égg Asp Phe val Ala Trp Leu Leu Arg Ala
25

<210> 89

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(17)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)
<400> 89

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

<400>

1

90

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(28)..(28)

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

K (HEXADECANOIL-gamma-GLU)

90

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 15

10

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Lys Ala
20 5

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

91

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
@17)..a7)

K (HEXADECANOIL-gamma-GLU)

91

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
25

<210>
<211>
<212>

20

92
29
PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2D
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..Q7)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 92

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Lys Ala
20 25

<210> 93

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(Q17)

<223> K(HEXADECANOIL—gamma-GLU)

<400> 93

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala gas Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Arg Ala
25

<210> 94

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..020)

<223> K(HEXADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 94
His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Ala Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 95

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..Q17)

<223> K(DODECANOIL-gamma-GLU)

<400> 95
His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 96

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(@7)

<223> K(HEXADECANOIL-[3-AMINOPROPANOIL])
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<400> 96

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp- Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 97

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(Q17)

<223> K(HEXADECANOIL—[8—AMINOOCTANOIL])

<400> 97

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

<210> 98

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (A7)..AaA7n

<223> K(HEXADECANOIL-epsilon-LYS)
<400> 98

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
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Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 99

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(Q@7)
<223> K(HEXADECANOIL)

<400> 99

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 100

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(17)

<223> K(OCTADECANOIL-gamma-GLU)

<400> 100
His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 : 15-

Lys Ala Ala 985 Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

<210> 101

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

GRF-FP-6801385~SEQUENCES

MISC_FEATURE

17)..an
K([2-BUTYLOCTANOIL]-gamma-GLU)
101

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Iyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 0 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20

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

<220>
<223>

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

<400>

25

102

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

a»n..an
K(HEXADECANOIL-[4-AMINOBUTANOIL])
102

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ésp Ser
1 5 10 5

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala

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

<220>
<223>

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

<400>

20 25

103

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

an..an
K(OCTADECANOIL-gamma-GLU)
103

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyf Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu .Ser Ala
20 25

Pégina‘44

15C



GRF-FP-6801385-SEQUENCES
<210> 104
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (@A7)..QA7n

<223> K(HEXADECANOIL-E)

<400> 104
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 105

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> ((17)..(Q17)
<223> K(HEXADECANOIL)

<400> 105
His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Ser Ala
20 5 :

<210> 106

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> @A7)..Q7

<223> K(OCTADECANOIL—gamma—GLU)

<400> 106

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 107

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(Q17)

<223> K([2-BUTYLOCTANOIL]-gamma-GLU)

<400> 107

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala g%s Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

<210> 108

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

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

<400>

1

MISC_FEATURE
@7)..Q@7)

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

K (HEXADECANOIL - [4-AMINOBUTANOIL])

108

5

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ésp Ser
10 5

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;rp Leu Leu Ser Ala
5

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

20

109

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2
X2 es Aib

MISC_FEATURE
az..an

K(OCTADECANOIL-gamma-GLU)

109

5

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

110

29

PRT
Artificial

Artifical sequence

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
an..an
K (HEXADECANOIL-E)

110
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His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

111

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE"
(12)..(12)
K (HEXADECANOIL-ISOGLU)

111

5

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
15

10

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

20

112

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2
X2 es Aib

MISC_FEATURE
(16)..(16)
K (HEXADECANOIL-ISOGLU)

112

Eis Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Lys
5 10 15
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Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20 25

<210> 113

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220> )
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(C20)

<223> K(HEXADECANOIL-ISOGLU)

<400> 113

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala 555 Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

<210> 114

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..Q24%)

<223> K(HEXADECANOIL-ISOGLU)

<400> 114

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala gis Asp Phe val Lys Trp Leu Leu Ser Ala
0 25

<210> 115
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<211> 28
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> K(HEXADECANOIL-ISOLYS)

<400> 115

His GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr SSr Lys Tyr Leu Asp ier Lys
1 5 1 5

Ala Ala Arg Asp Phe val Ala Trp Leu Leu Arg Ala
20 25

<210> 116

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..Q17)

<223> K(HEXADECANOIL-ISOGLU)

<400> 116

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala Lys Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
20

25
<210> 117
<211> 29
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223>

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

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

<400>

1

secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2
X2 es Aib

MISC_FEATURE
@a7..Qa7n
K (HEXADECANOIL-ISOGLU)

117

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ?sp Glu
5 10 5

Lys Ala Ala ggs Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

118

29

PRT
Artificial

secuencia artificial

MISC_FEATURE
(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
a»n..an
K (HEXADECANOIL-ISOGLU)

118

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
5 10 15

Lys Ala Ala His Glu Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25

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

<220>
<223>

<220>
<221>

20

119

29

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
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<222>
<223>

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

<400>

1

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
a7 ..@an
K (HEXADECANOIL-ISOGLU)

119

GRF-FP-6801385-SEQUENCES

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp 5er
5 10 15

Lys Ala Ala Glu Asp pPhe val Glu ;gp Leu Leu Ser Ala
20

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

<220>
<223>

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

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

<400>

1

120

29

PRT
Artificial

secuencia artificial

MISC_FEATURE

(2)..(2)
X2 es Aib

MISC_FEATURE
a»..an
K (HEXADECANOIL-ISOGLU)

120

His Xaa GIn Gly ghr Phe Thr Ser Asp {yr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
0 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Glu Ala
20 25

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>

121

28

PRT
Artificial

Secuencia artificial

MISC_FEATURE
2)..(2
X2 es Aib

MISC_FEATURE
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<222> (17)..(Q7)
<223> K(HEXADECANOIL—ISOGLU)

<400> 121

His Xaa Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu ;gp Leu Leu Ser
20

<210> 122

<211> 27

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> @17)..A7

<223> K(HEXADECANOIL-ISOGLU)

<400> 122

His Xaa GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Lys Ala Ala His Asp Phe val Glu Trp Leu Leu
20 25

<210> 123

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> X2 es Aib

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> @A7)..(17

<223> K(HEXADECANOIL—ISOGLU)

<400> 123
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GRF-FP-6801385-SEQUENCES
His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp T%r ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 1 15

Lys Ala Ala gas Asp Phe val Glu Trp Leu Leu Ser Ala
25
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