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COMPUESTOS CO-AGONISTAS DE GIP Y GLP-1

CAMPO DE LA INVENCION

La presente 1invencidén se refiere al campo de
medicina. Mas particularmente, la presente invencidén se refiere
a compuestos miméticos del péptido de incretina dual dque
agoniza los receptores para tanto el polipéptido
insulinotrépico dependiente de 1la glucosa humana (GIP) vy
péptido-1 similar al glucagdn (GLP-1), y pueden ser Utiles para
tratar diabetes mellitus tipo 2 (T2D).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La T2D es la forma mas comun de diabetes
representando aproximadamente 90% de toda la diabetes. La T2D
es caracterizada por altos niveles de glucosa en sangre
causados por resistencia a la insulina. La corriente estéandar
de cuidado para T2D incluye dieta vy ejercicio Jjunto con
farmacos de reduccién de glucosa inyectable y oral disponible.
No obstante, muchos pacientes con T2D todavia permanecen
inadecuadamente controlados. Los miméticos de 1incretina
actualmente comercializados o© inhibidores de dipeptidil
peptidasa IV (DDP-IV) solamente utilizan un mecanismo de accidn
establecido Unico para control glicémico. Un compuesto para
T2D es necesario que utilice un mecanismo de accidén dual.

El GIP es un péptido regulador gastrointestinal de

42 aminoacidos que juega un papel fisioldgico en la homeostasis
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de glucosa estimulando la secrecidn de insulina a partir de
células beta pancredticas en la presencia de glucosa vy
proteccidén de células betas pancredticas. E1 GLP-1 es un
péptido de 37 aminodcidos que estimula la secrecidn de
insulina, protege las células beta pancredticas, e inhibe 1la
secrecidén de glucagdn, vacio gastrico y absorcidédn de alimento
el cual conduce a la pérdida de peso. El GIP y GLP-1 se conocen
como incretinas; la seflalizacidén del receptor de incretina
ejerce accidén fisioldgicamente relevante critica para la
homeostasis de glucosa. En fisiologia normal, el GIP y GLP-1
son secretados a partir del intestino después de la comida, vy
estas incretinas mejoran la respuesta fisioldgica al alimento
incluyendo sensacién de saciedad, secrecidén de insulina, vy
disposicién de nutriente. Los pacientes con T2D tienen
respuestas de incretina alterada.

La dosificacién de los andlogos de GLP-1 se han
encontrado por ser limitados por efectos adversos, tales como
nduseas y vémito, y como una consecuencia la dosificacidén muy
a menudo no puede alcanzar la eficacia completa para el control
glicémico y pérdida de peso. E1 GIP solo tiene disponibilidad
de reduccidén a la glucosa muy modesta en humanos diabéticos
tipo 2. Los GIP tanto nativos como GLP-1 son inactivados
rapidamente por la proteasa ubicua, DPP IV, y por lo tanto,
pueden solamente ser usados para control metabdlico de corto

plazo.
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El Glucacdn es un péptido de 29 aminoacidos producido
por el pancreas, y cando se une al receptor de glucagdbdn, sefiala
al higado para liberar la glucosa gque conduce a un incremento
en la glucosa en sangre. El1 GLP-2, un péptido que es similar
al GLP-1 se produce a partir del procesamiento del proglucagbdn,
conocido por estar asociado con la proliferacidédn celular en el
intestino. De este modo, la estimulacidédn del glucagdén vy
receptores de GLP-2 debe ser minimizada durante el tratamiento
crbénico de pacientes con T2D con el fin de maximizar 1la
disminucidén de glucosa y reducir el potencial de riesgos
carcinogénicos a largo plazo.

Ciertos analogos de GIP han sido descritos por
presentar actividad tanto de GIP como de GLP-1 en los
documentos WO 2013/164483, WO 2014/192284, y WO 2011/119657.

La DPP IV estéd en la clase de expopeptidasa de enzimas
proteoliticas. La introduccidén de aminodcidos no naturales en
una secuencia puede incrementar la estabilidad proteolitica de
cualquier péptido dado. Mientras el uso de aminoadcidos no
naturales puede ayudar con la estabilidad de los péptidos
contra la protedlisis de DPP IV y otras formas de degradacién,
se descubridé por los Solicitantes como parte de la presente
invencién, que los aminoadcidos no naturales pueden tener
efectos inesperados en el equilibrio de la actividad agonista
entre GIP y GLP-1. Los aminodcidos no naturales también

incrementan la probabilidad de que un péptido pueda ser visto
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como extrafio y establecer reacciones inmunes indeseables, tales
como, inmunogenicidad humana vy reacciones del sitio de
inyeccién.

Los 4cidos grasos, a través de sus porciones de unidn
a albumina, pueden mejorar las farmacocinéticas de un péptido
por extensidén de la vida media, por ejemplo. Mientras el uso
de &cidos grasos puede mejorar la vida media del péptido, se
descubridé por los Solicitantes como parte de la presente
invencidén, que la longitud, composicidén y colocacidén de 1la
cadena de acido graso y el enlazador entre el péptido y la
cadena de acido graso, pueden tener efectos inesperados en el
equilibrio de la actividad agonista de GIP y GLP-1.

La tolerabilidad de ciertos andlogos de GLP-1 se ha
encontrado por prevenir una dosis del andlogo de GLP-1 que
alcanza mejor eficacia para el control glicémico y pérdida de
peso. Los efectos secundarios mas comunes asignados a 1los
andlogos de GLP-1 son nauseas y vémito, pero algunos compuestos
también pueden impactar la frecuencia cardiaca. El1 eje HPA es
parte de la respuesta al estrés fisioldgico y el GLP-1 se
encontrd por estimular el eje HPA en ratas, resultando en los
niveles incrementados de <corticosterona proporcionando un
enlace potencial para eventos adversos tales como frecuencia
cardiaca incrementada. Como parte de la presente invencién,
los solicitantes encontraron inesperadamente, que un compuesto

de la presente invencidén no conducen a niveles elevados como
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se observan con semaglutida en un modelo de rata y asi
posiblemente puede ser dosificado a niveles de eficacia
superior que los agentes selectivos de GLP-1R.

Permanece una necesidad de proporcionar un compuesto
que es un co-agonista equilibrado de receptores GIP y GLP-1,
pero es selectivo contra los receptores del glucagdn y GLP-2
relacionados. También, permanece una necesidad de proporcionar
un compuesto con actividad co-agonista equilibrada de
receptores GIP y GLP-1, los cuales puedan proporcionar pérdida
de peso dada la actividad encontrada en modelos animales.
Adicionalmente, permanece una necesidad para proporcionar un
compuesto con actividad co-agonista equilibrada de receptores
GIP y GLP-1 que suministran estabilidad adecuada contra DPP IV
y otras formas de degradacidn, permi mientras todavia mantienen
un potencial de inmunogenicidad bajo. También, permanece una
necesidad de proporcionar un compuesto con actividad co-
agonista equilibrada de receptores GIP y GLP-1 que soportan la
dosificacidén potencial una vez a la semana en humanos.

Por consiguiente, ciertos compuestos de la presente
invencién tienen potencial inferior para inmunogenicidad vy
reacciones del sitio de inyeccidén que ciertos compuestos co-
agonistas de GIP-GLP-1 en la técnica. Ciertos compuestos de la
presente invencidén tienen potencial para producir pérdida de
peso en pacientes con base en los datos de gasto de energia

animal. Ademas, ciertos compuestos de la presente invenciodn
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tienen una actividad co-agonista equilibrada contra los
receptores GIP y GLP-1 y selectividad contra receptores tanto
de glucagdn como GLP-2, potencial de baja inmunogenicidad, vy
caracteristicas de farmacocinética (PK) que soportan la
dosificacidédn una vez a la semana en humanos.

Por consiguiente, una modalidad de la presente
invencidén proporciona un compuesto de Fdérmula I:

YX1EGTFTSDYSIX,LDKTIAQKAXSVOWLIAGGPSSGAPPPS;

en donde X; es Aib; X2 es Aib; K en la posicidédn 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu),-CO-(CH2)p,-CO2H en donde a es 1 a 2 y b
es 10 a 20; X3 es Phe o 1-Nal; y el aminodcido C-terminal es
opcionalmente amidado como una amida primaria C-terminal (SEQ
ID NO: 11), o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad adicional, la presente invencidn
proporciona un compuesto de Férmula I,

en donde X1 es Aib; X2 es Aib; K en la posicién 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)a-CO-(CH2)p,-CO2H en donde a es 1 a 2 y b
es 10 a 18; X3 es Phe; vy el aminocdcido C-terminal es
opcionalmente amidado como una amida primaria C-terminal, o
una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad adicional, la presente invencidn
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proporciona un compuesto de Férmula I, en donde X; es Aib; Xo
es Aib; K en la posicidén 20 es quimicamente modificado a través
de la conjugacidén al grupo épsilon-amino de la cadena lateral
K con ([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetil) - (yGlu)a—CO- (CH2)pb-
CO2H en donde a es 1 a 2 y b es 10 a 18; X3 es 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es opcionalmente amidado como una amida
primaria C-terminal, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad adicional, la presente invencidn
proporciona un compuesto de Férmula I, en donde X; es Aib; Xo
es Aib; K en la posicidén 20 es quimicamente modificado a través
de la conjugacidén al grupo épsilon-amino de la cadena lateral
K con ([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) - (yGlu)a—CO- (CH2)p-
CO2H en donde a es 1 a 2 y b es 14 a 18; X3 es Phe o 1-Nal; vy
el aminodcido C-terminal es opcionalmente amidado como una
amida primaria C-terminal, o) una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable. En una modalidad adicional, la
presente invencidén proporciona un compuesto en donde b es 16 a
18. Adicionalmente, la presente invencidn proporciona un
compuesto en donde b es 18.

En una modalidad adicional, 1la presente invencidn
proporciona un compuesto de Férmula I, en donde X1 es Aib; Xo
es Aib; K en la posicidén 20 es quimicamente modificado a través
de la conjugacidén al grupo épsilon-amino de la cadena lateral

K con ([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) - (yGlu)a—CO- (CH2)p-
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CO2H en donde a es 1 y b es 10 a 18; X3 es Phe o 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es opcionalmente amidado como una amida
primaria C-terminal, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad adicional, la presente invencidn
proporciona un compuesto de Férmula I, en donde X; es Aib; Xo
es Aib; K en la posicidén 20 es quimicamente modificado a través
de la conjugacidén al grupo épsilon-amino de la cadena lateral
K con ([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetil) - (yGlu)a—CO- (CH2)pb-
CO2H en donde a es 2 y b es 10 a 18; X3 es Phe o 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es opcionalmente amidado como una amida
primaria C-terminal, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad adicional, la presente invencidn
proporciona un compuesto de Férmula I, en donde X1 es Aib; Xo
es Aib; K en la posicidén 20 es quimicamente modificado a través
de la conjugacidén al grupo épsilon-amino de la cadena lateral
K con ([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) - (yGlu)a—CO- (CH2)p-
CO2H en donde a es 1 a 2 y b es 10 a 18; X3 es Phe o 1-Nal; vy
el aminodcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto de la Férmula:
YX1EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS;

en donde X1 es Aib; X2 es Aib; K en la posicién 20 es
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quimicamente modificado a través de la conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil)-(yGlu)1-CO-(CHz)18-CO2H; vy el aminoacido C-
terminal es amidado como una amida primaria C-terminal (SEQ
ID NO: 3), o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto de la Formula:
YX{EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS;

en donde X; es Aib; X2 es Aib; K en la posicidédn 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)2-CO- (CHz)18-CO2H; X3 es 1-Nal; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 4), o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad, la presente invencidédn proporciona
un compuesto de la Foérmula:

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS;

en donde X1 es Aib; X2 es Aib; K en la posicién 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)1-CO- (CH2)16—CO2H; y el aminodcido C-
terminal es amidado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID
NO: 5), o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
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un compuesto de la Férmula:

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS;

en donde X; es Aib; Xz es Aib; K en la posicidédn 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)2-CO-(CH2)16-CO2H; vy el aminoacido C-
terminal es amidado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID
NO: 6), o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto de la Férmula:

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X2 es Aib; K en la posicidédn 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)2-CO- (CH2)18—CO2H; y el aminodcido C-
terminal es amidado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID
NO: 7), o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto de la Foérmula:

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X1 es Aib; X2 es Aib; K en la posicién 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)1-CO- (CH2)16—CO2H; X3 es 1-Nal; y el

aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
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terminal (SEQ ID NO: 8), o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto de la Férmula:

YX1EGTFTSDYSIX,LDKTAQKAX3VOQWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X2 es Aib; K en la posicidédn 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)2-CO- (CH2)16—CO2H; X3 es 1-Nal; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 9), o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto de la Foérmula:

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X1 es Aib; X2 es Aib; K en la posicién 20 es
quimicamente modificado a través de la conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)1-CO- (CH2)18—CO2H; X3 es 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 10), o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
una composicidén que comprende un compuesto de la presente

invencién con un portador, diluyente, o excipiente
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farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un método para tratar diabetes mellitus tipo 2, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una cantidad
efectiva de un compuesto de la presente invencidén. En una
modalidad adicional, la presente invencidédn proporciona un
método para tratar diabetes mellitus tipo 2 gque comprende
ademéas, administrar simulténeamente, separadamente, o
secuencialmente en combinacidén con una cantidad efectiva de
uno o mas agentes seleccionados a partir de metformina,
tiazolidindionas, sulfonilureas, i1inhibidores de dipeptidil
peptidasa 4, y co-transportadores de glucosa en sodio.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un método para mejorar el control glicémico en adultos con
diabetes mellitus tipo 2, que comprende administrar a un
paciente en necesidad del mismo, una cantidad efectiva de un
compuesto de la presente invencidén como un adjunto a la dieta
y ejercicio. En una modalidad, la presente invencidn
proporciona un método para el manejo de peso crdédnico en adultos
con un indice de masa corporal inicial 2 27 y diabetes mellitus
tipo 2, que comprende administrar a un paciente en necesidad
del mismo, una cantidad efectiva de un compuesto de la presente
invencién como un adjunto a una dieta caldérica reducida vy
actividad fisica incrementada.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
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un método para tratar sindrome metabdlico, gque comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una cantidad
efectiva de un compuesto de la presente invencidén. En una
modalidad adicional, la presente invencidén proporciona un
método para tratar dislipidemia, obesidad, vy/o estatosis
hepatica asociada con resistencia a la insulina y diabetes,
que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo,
una cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.
Adicionalmente, la presente invencidn proporciona un método
para tratar fragilidad o incremento de la fuerza O&sea, que
comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo,
una cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.

En una modalidad, la presente invencidédn proporciona
un compuesto de la presente invencidén para uso en terapia. En
una modalidad adicional, la presente invencidn proporciona un
compuesto de la presente invencidn para uso en el tratamiento
de diabetes mellitus tipo 2. En una modalidad adicional, la
presente invencidén proporciona un compuesto de la presente
invencién en combinacidén simultédnea, separada, o secuencial
con uno o mas agentes seleccionados a partir de metformina,
tiazolidindionas, sulfonilureas, 1inhibidores de dipeptidil
peptidasa 4, y co-transportadores de glucosa en sodio para uso
en el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona

un compuesto de la presente invencidn para uso en el control
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glicémico en adultos con diabetes mellitus tipo 2 como un
adjunto a la dieta y ejercicio. En una modalidad, la presente
invencidén proporciona un compuesto de la presente invencidn
para uso en manejo de peso crdénico en adultos con un indice de
masa corporal inicial 2 27 y diabetes mellitus tipo 2 como un
adjunto a una dieta caldérica reducida y actividad fisica
incrementada.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
el uso de un compuesto de la presente invencidén para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de diabetes
mellitus tipo 2. En wuna modalidad adicional, la presente
invencidén proporciona el uso de un compuesto de la presente
invencién en combinacidén simulténea, separada, o secuencial
con uno o mas agentes seleccionados a partir de metformina,
tiazolidindionas, sulfonilureas, 1inhibidores de dipeptidil
peptidasa 4, y co-transportadores de glucosa en sodio para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de diabetes
mellitus tipo 2.

La presente invencidn proporciona compuestos que
presenta actividad equilibrada de GIP y GLP-1. La actividad
equilibrada contra GIP y GLP-1 como se usa en la presente, se
refiere a un compuesto que tiene afinidad para los receptores
GIP y receptores GLP-1 en un ensayo de unidén in vitro a una
relacidén molar que es cercana a 1:1, tal como 1:1 GLP-1/GIP,

2:1 GLP-1/GIP, 3:2 GLP-1/GIP, 1:2 GLP-1/GIP, o 2:3 GLP-1/GIP.
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La presente invencidn proporciona compuestos que
presentan selectividad para receptores GIP y GLP-1 contra los
receptores para glucagdn y GLP-2. El término “selectividad” o
“selectivo contra”, <cuando se usan en la presente para
referencia a la actividad de GIP y GLP-1 en comparacidén con la
actividad del glucagdn, se refieren a un compuesto que presenta
1000-, 500-, o aproximadamente 100-veces potencia superior para
GIP y GLP-1 sobre el glucagdn cuando los datos son normalizados
a partir de los ensayos de unidén in vitro respectivos. EI1
término “selectividad” o “selectivo contra’”, cuando se usan en
la presente para referencia a la actividad de GIP y GLP-1 en
comparacidédn con la actividad de GLP-2, se refiere a un
compuesto que presenta 250-, 200-, 100-, o aproximadamente 50-
veces potencia superior para GIP y GLP-1 sobre GLP-2 cuando
los datos son normalizados a partir de los ensayos funcionales
in vitro respectivos.

La presente invencidén proporciona un método para el
tratamiento de diabetes tipo 2 en un paciente que comprende
administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento, una
cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidén, o
una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. La presente
invencién también proporciona un método para el tratamiento de
diabetes tipo 2 en un paciente que comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento, una cantidad efectiva

de un compuesto de la presente invencidén, o una sal del mismo
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farmacéuticamente aceptable, en donde la administracidén es
subcutanea. La presente invencidén también proporciona un método
para el tratamiento de diabetes tipo 2 en un paciente qgue
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento, una cantidad efectiva de un compuesto de la
presente 1invencidn, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, y simultaneamente, separadamente, o secuencialmente
una cantidad efectiva de uno o mas de otros ingredientes
activos. En una modalidad, el otro ingrediente o ingredientes
activos son farmacos que disminuyen la glucosa oral actualmente
disponibles a partir de una clase de farmacos que es
considerada previo a la administracidén del estandar de cuidado
como se determina por las directrices de la industria tales
como la Asociacidén Americana de Diabetes.

Los compuestos de la presente invencidén utilizan un
dcido graso qguimicamente conjugado al grupo épsilon-amino de
una cadena lateral de lisina. El1 &cido graso es conjugado al
grupo épsilon-amino de una cadena lateral de lisina a través
de un enlazador. El enlazador comprende [2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)z2-(yGlu)as en donde a es 1 a 2. El &cido graso y
el 4cido gamma-glutédmico en el enlazador actlan como
aglutinantes de albUmina, y proporcionan el potencial para
generar compuestos de accidédn prolongada. Los compuestos de la
presente invencidén comprende una lisina en la posicidén 20 que

es quimicamente modificada a través de la conjugacidén al grupo
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épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu),-CO-(CH2)p,-CO2H en donde a es 1 a 2 y b
es 10 a 20. Como se muestra en las estructuras quimicas de los
Ejemplos 1 y 2, la primera unidad de [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetilo estd ligada al grupo épsilon-amino de la cadena lateral
de lisina. La segunda unidad de [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetilo es entonces unida al grupo amino de la primera unidad
de [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetilo. Entonces, la primera
unidad de yGlu estd unida al grupo amino de la segunda unidad
de [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetilo a través del grupo vy-
carboxilo de la cadena latera. Cuando a = 2, la segunda unidad
de yGlu estd unida al grupo a-amino de la primera unidad de
vGlu a través del grupo y-carboxilo de la cadena lateral.
Finalmente, el &cido graso simétrico estd unido al grupo o-
amino de la primera (cuando a = 1) o segunda (cuando a = 2)
unidad de yGlu.

Los compuestos de la invencidén son preferiblemente
formulados como composiciones farmacéuticas administradas por
rutas parenterales (por ejemplo, subcutanea, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, o transdermal) . Tales
composiciones y procesos farmacéuticos para preparar 1los mismos
son bien conocidos en la técnica. (Véase, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (D.B. Troy,
Editor, 2lra. Edicidén, Lippincott, Williams & Wilkins, 2006).

La ruta preferida de administracidén es subcuténea.
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Los compuestos de la presente invencidén pueden
reaccionar con cualquiera de un nuUmero de &cidos organicos e
inorganicos para formar sales de adicidn de acido
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente
aceptables y metodologia comin para prepararlas son bien
conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, P. Stahl, et al.
Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and
Use, 2da. Edicidén Revisada (Wiley-VCH, 2011); S.M. Berge, et
al., “Pharmaceutical Salts,” Journal of Pharmaceutical
Sciences, Vol. 60, No. 1, Enero 1977. Las sales
farmacéuticamente aceptables de la presente invencidn incluyen
sales de trifluoroacetato, clorhidrato y acetato.

Como se usa en la presente, el término “cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad o dosis de un compuesto de
la presente invencién, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable el cual, después de la administracidén de dosis Unica
o maltiple al paciente, proporciona el efecto deseado en el
paciente bajo diagnéstico o tratamiento. Una cantidad efectiva
puede ser facilmente determinada por el especialista que
atiende, como un experto en la técnica, por el uso de técnicas
conocidas y observando resultados obtenidos bajo
circunstancias analogas. En la determinacién de la cantidad
efectiva para un paciente, un numero de factores son
considerados por el especialista que atiende, gque incluye, pero

no se limita a: las especies de mamifero; su tamafio, edad, vy
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salud general; la enfermedad 0 trastorno especifico
involucrado; el grado o involucramiento o la severidad de la
enfermedad o trastornos; la respuesta del paciente individual;
el compuesto particular administrado; el modo de
administracidén; las caracteristicas de biodisponibilidad de 1la
preparacidn administrada; el régimen de dosis seleccionado; el
uso de medicacidén concomitante; y las otras circunstancias
relevantes.

Como se usa en la presente, el término “tratar” o
“trata” incluye restringir, reducir, detener, o invertir el
progreso o severidad de un sintoma o trastorno existente.

Como se usa en la presente, “semaglutida” se refiere
a un andlogo de GLP-1 quimicamente sintetizado que tiene la
estructura peptidica y estructura total del compuesto de aquel
encontrado en el Numero de Registro CAS 910463-68-2.

Ciertos compuestos de la presente invencidn son en
general efectivos sobre un amplio intervalo de dosificaciones.
Por ejemplo, dosificaciones para dosificacién una vez a la
semana pueden caer dentro del intervalo de aproximadamente 0.05
hasta aproximadamente 30 mg por persona por semana. Ciertos
compuestos de la presente invencidén pueden ser dosificados
diariamente. Adicionalmente, ciertos compuestos de la presente
invencién pueden ser dosificados una vez a la semana.

Las secuencias de aminodcido de la presente invencidn

contienen los cdédigos de una letra o tres letras esténdares
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para los veinte aminodcidos gque se originan naturalmente.
Adicionalmente, “Aib” es &cido alfa amino isobutirico y “1-
Nal” es 1-Naftilalanina.

La presente invencidn también abarca nuevos
intermediarios y procesos Utiles para la sintesis de compuestos
de la presente invencidn, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable. Los intermediarios vy compuestos de la presente
invencidén pueden ser preparados por una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica. En particular, el
proceso gue usa sintesis quimica es ilustrado en los Ejemplos
siguientes. Las etapas sintéticas especificas para cada una de
las rutas descritas pueden ser combinadas en diferentes formas
para preparar compuestos de la presente invencidén, o sales de
los mismos. Los reactivos vy materiales de partida son
facilmente disponibles para uno de habilidad ordinaria en la
técnica. Se entiende que estos Ejemplos no estdn propuestos
para ser limitantes del alcance de la invencidén en cualquier
forma.

EJEMPIO 1

YX1EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X1 es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)1-CO- (CH2)18—CO2H; y el aminodcido C-

terminal es aminado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID
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NO: 3)

sal de trifluoroacetato

-—Y—‘->%LEGT=T83Y5I—‘>ﬁ|—L:KIAQ—\ AFVQWLIAGGPSSGAPP P S—\,

La estructura anterior contiene el <cbédigo de
aminoadcido de una letra estandar con excepcidédn de residuos
Aib2, Aibl3 y K20 donde las estructuras de estos residuos de
aminoadcido se han ampliado.

El péptido de conformidad con la SEQ ID NO: 3 de 1la
presente invencidn es generado por sintesis del péptido de fase
sbélida wusando un portador de estrategia Fmoc/t-Bu en un
sintetizador de péptido automatizado Symphony (PTI Protein
Technologies Inc.) partiendo de RAPP AM- Resina de amida Rink
y con acoplamientos usando 6 equivalentes de aminoéacido
activado con diisopropilcarbodiimida (DIC) e
hidroxibenzotriazol (HOBt) (relacidn molar 1:1:1) en
dimetilformamida (DMF) por 90 min a 25°C.

Acoplamientos extendidos (4h cada uno) por Pro3l,
Trp25, Gln24, Val23, Phe22, Lys20, Gly4, Glu3 vy Aib2 son

necesariamente para mejorar la calidad del péptido crudo. Se
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usa un bloque de construccidén Fmoc-Lys(Alloc)-0OH para
acoplamiento de Lys20 (grupo protector ortogonal) para permitir
al sitio especifico adjunto a la porcidn de 4&cido graso mas
tarde en el ©proceso sintético. Se usan las siguientes
condiciones para el acoplamiento de Fmoc-Ile-OH en posicidn
12: Fmoc-Ile-OH (6 equiv), PyBOP (6 equiv), y DIEA (12 equiv)
en DMF por 24 h a 25°C. El residuo N-terminal es incorporado
como Boc-Tyr (tBu)-OH usando protocolos DIC-HOBt como se
describe anteriormente.

Después del terminado del alargamiento del péptido-
resina descrito anteriormente, el grupo protector Alloc
presente en Lys20 es removido usando cantidades cataliticas de
Pd (PPh3)s en la presencia de PhSiH3 como un depurador. Los
ciclos de acoplamiento/desproteccién adicionales usando una
estrategia Fmoc/t-Bu para ampliar la cadena lateral Lys20
involucrada en Fmoc-NH-PEG2;-CH,COOH (ChemPep Catalog#280102),
Fmoc-Glu (OH) -OtBu (ChemPep Catalog#100703) y HOOC- (CH2) 18-
COOtBu. En todos los acoplamientos, se usan 3 equivalentes del
blogque de construccidén con PyBOP (3 equiv) y DIEA (6 equiv) en
DMF por 4h a 25°C.

El desdoblamiento concomitante de la resina vy
remocidén del grupo protector de cadena lateral se llevan a cabo
en una solucidén qgque contiene acido trifluoroacético (TFA):
triisopropilsilano:1,2-etanditiol:agua:tioanisol 90:4:2:2:2

(v/v) por 2 h a 25°C seguido por precipitacidén con éter frio.
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El péptido crudo es purificado a > 99% de pureza (15-20% de
rendimiento purificado) por cromatografia HPLC de fase inversa
con agua/acetonitrilo (que contiene 0.05% v/v de TFA) gradiente
en una columna C18, donde las fracciones adecuadas se combinan
y liofilizan.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 1 se examind por
HPLC de fase inversa analitica, y se confirmé la identidad
usando LC/MS (observado: M+3H*/3 =1605.2; Calculado M+3H*/3
=1605.5; observado: M+4H*/4  =1204.3; Calculado M+4H'/4
=1204.4) .

EJEMPLO 2

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde Xi; es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) - (yGlu)2-CO- (CH2)18—CO2H; X3 es 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 4)

sal de trifluoroacetato
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La estructura anterior contiene el cbédigo de
aminoadcido de una letra estandar con excepcidédn de residuos
Aib2, Aibl3, K20 y 1-Nal22 donde las estructuras de estos
residuos de aminodcido se han ampliado.

El péptido de conformidad con la SEQ ID NO: 4 de 1la
presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente en el Ejemplo 1. Las siguientes
condiciones se usan para el acoplamiento de Fmoc-1Nal-OH en
posicidén 22: Fmoc-1Nal-OH (6 equiv), PyBOP (6 equiv), y DIEA
(12 equiv) en DMF por 4 h a 25°C.

EJEMPLO 3

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X; es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)1-CO-(CH2)16-CO2H; vy el aminoacido C-

terminal es aminado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID
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NO: 5).

Sal de trifluorocacetato

El compuesto de conformidad con la SEQ ID NO: 5 de
la presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente por Ejemplo 1.

EJEMPIO 4

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X; es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)2-CO-(CH2)16-CO2H; vy el aminoacido C-
terminal es aminado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID
NO: 6).

sal trifluoroacetato

El compuesto de conformidad con la SEQ ID NO: 6 de
la presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente por Ejemplo 1.

EJEMPLO 5

YX1EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X1 es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)2-CO- (CH2)18—CO2H; y el aminodcido C-
terminal es aminado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID

NO: 7)
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sal de trifluorocacetato

El compuesto de conformidad con la SEQ ID NO: 7 de
la presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente por Ejemplo 1.

EJEMPLO 6

YX1EGTFTSDYSIX,LDKTIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X; es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)1-CO-(CH2)16-CO2H; X3 es 1-Nal; vy el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 8).

sal de trifluorocacetato

El compuesto de conformidad con la SEQ ID NO: 8 de
la presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente por Ejemplo 1.

EJEMPLO 7

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde Xi; es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)2-CO- (CH2)16—CO2H; X3 es 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 9)

sal de trifluoroacetato
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El compuesto de conformidad con la SEQ ID NO: 9 de
la presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente por Ejemplo 1.

EJEMPLO 8

YX1EGTFTSDYSIX,LDKTIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X; es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)1—-CO- (CHz)18-CO2H; X3 es 1-Nal; vy el
aminoacido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO: 10).

sal de trifluorocacetato

El compuesto de conformidad con la SEQ ID NO: 10 de
la presente invencidén es sintetizado de manera similar como se
describe anteriormente por Ejemplo 1.

ENSAYOS

Se proporcionan abajo las condiciones y datos para
loe Ejemplos en varios ensayos: funcidén in vitro y perfiles de
selectividad, inmunogenicidad, farmacocinéticas, y modelos de
diabetes tipo 2 in vivo.

Funcién y Selectividad in vitro

Potencia de unidén in vitro a Receptores GLP-1 y GIP humanos
Se evalta la potencia de unién in vitro de 1los
compuestos de la presente invencidén a receptores GIP y GLP-1

humano midiendo las afinidades de wunidén, como Ki, usando
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membranas celulares crudas obtenidas de las lineas de célula
clonal que sobre-expresan ya sea el ADNc GLP1R humano o ADNc
GIP-R humano.

El ensayo de unidén del receptor de polipéptido
insulinotrdépico dependiente de glucosa humano utiliza hGIP-R
(Usdin,T.B., Gruber, C., Modi, W. y Bonner,T.I., GenBank:
AAAB4418.1) clonado en plésmido pcADN3.1 (Promega)-NeoR. El
pldsmido hGIP-R-pcADN3.1/Neo es transfectado en Células de
Ovario de Hamster Chino, CHO-S, para cultivos de suspensidén y
seleccionado en la presencia de 500 pg/mL Geneticina
(Invitrogen) .

Se prepararon membranas de plasma cruda usando
células del cultivo de suspensidén. Las células se lisaron en
hielo en amortiguador hipotdénico que contiene Tris HC1 25 mM,
pH 7.5, MgCl, 1 mM, ADNsel, 20 p/mL, y EDTA sin Inhibidores
Complete™ Roche. La suspensién celular es homogenizada con un
homogenizador de wvidrio Dounce usando una mano de mortero
Teflon® por 25 golpes. Lo homogenado se centrifugd a 4°C a 1800
X g por 15 minutos. Lo sobrenadante se recolectd y la pelotilla
se resuspendidé en amortiguador hipotdénico y se homogenizd
nuevamente. La mezcla se centrifugd a 1800 x g por 15 minutos.
El segundo sobrenadante se combindé con el primer sobrenadante.
Los sobrenadantes combinados son centrifugados nuevamente a
1800 x g por 15 minutos para clarificar. El sobrenadante

clarificado se transfiridé a tubos de alta velocidad y se
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centrifugd a 25,000 x g por 30 minutos a 4°C. La pelotilla de
membrana se resuspendid en amortiguador de homogenizacidn y se
almacend como alicuotas congeladas a -80 °C en congelador hasta
el uso.

El GIP es radioyodado por el procedimiento I-125-
lactoperoxidasa (Markalonis, J.J., Biochem. J. 113:299 (1969))
y se purificdé por HPLC de fase inversa (Perkin-Elmer Life and
Analytical Sciences NEX-402). La actividad especifica es 2200
Ci/mmol. Se realizdé la determinacidén de Kp por competicidn
homéloga usando hGIP frio en lugar de unidn por insaturacidn.
El ensayo de unidén al receptor se lleva a cabo usando un Ensayo
de Proximidad por Escintilacidén (SPA) con perlillas de
glutinina de germen de trigo (WGA) (Perkin Elmer Life and
Analytical Sciences) previamente blogueadas con BSA libre de
adcido graso al 1% (Gibco, 7.5% BSA). El amortiguador de unidn
contiene HEPES 25 mM, pH 7.4, CaClz 2.5 mM, MgCl, 1 mM, BSA
libre de &cido graso al 0.1%, 0.003% de Tween20, y EDTA sin
Inhibidores Complete™ Roche. hGIP y 1los compuestos de 1la
presente invencién se disolvieron en 100% de DMSO vy se
almacenaron a -20°C. Los compuestos son serialmente diluidos
en amortiguador de unidén. Después, 10 pL del compuesto diluido
o 100% de DMSO es transferido en placas de ensayo de fondo
claro Corning® 3632 que contienen 40 plL del amortiguador de
unién de ensayo o GIP frio (NSB a 0.1 uM final). Entonces, se

agregdé la membrana de 90 pL (3 npg/pocillo), 50 pL [12°I] GIP
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(Perkin Elmer Life and Analytical Sciences a 0.15 nM final en
la reaccidn), y 50 pL de perlillas WGA (150 npg/pocillo), se
selld, y se mezcld en un agitador de placas por 1 minuto. Las
placas se leyeron con un contador de escintilacidédn MicroBeta®
después de 12 horas de tiempo de ajuste a temperatura ambiente.

Los resultados se calcularon como un porcentaje de
unidén a I-125-GIP especifico en la presencia del compuesto.
La concentracidén de ICsp absoluta es derivada por regresidn no
lineal del porcentaje de unidn especifica de I-125-GIP contra
la concentracidén del compuesto agregado. La concentracidédn de
ICso es convertida a Ki usando la ecuacidén de Cheng-Prusoff.

El ensayo de unién del receptor GLP-1 wutiliza
receptor de péptido 1 similar a glucagona humano clonado (hGLP-
1R) (Graziano MP, Hey PJ, Borkowski D, Chicchi GG, Strader CD,
Biochem Biophys Res Commun. 196(1): 141-6, 1993) aislado de
las membranas 293HEK. El1 cADN hGLP-1R es subclonado en el
plasmido de expresidén phD (expresidédn activada con Trans de 1la
proteina C humana recombinante completamente gama-carboxilada,
un factor antitrombdético. Grinnell, B.W., Berg, D.T., Walls,
J. and Yan, S.B. Bio/Technology 5: 1189-1192, 1987). Este ADN
plasmido es transfectado en células 293HEK y seleccionado con
200 ng/mL de Hidromicina.

Se prepararon membranas de plasma cruda usando
células del cultivo de suspensidén. Las células se lisaron en

hielo en amortiguador hipotdénico que contiene Tris HC1 25 mM,
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pH 7.5, MgClz 1 mM, ADNsel, 20 p/mL, y EDTA sin Inhibidores
Complete™ Roche. La suspensidén celular es homogenizada con un
homogenizador de wvidrio Dounce usando una mano de mortero
Teflon® por 25 golpes. Lo homogenado se centrifugd a 4°C a 1800
x g por 15 minutos. Lo sobrenadante se recolectd y la pelotilla
se resuspendidé en amortiguador hipotdénico y se homogenizd
nuevamente. La mezcla se centrifugd a 1800 x g por 15 minutos.
El segundo sobrenadante se combind con el primer sobrenadante.
Los sobrenadantes combinados se centrifugaron nuevamente a 1800
x g por 15 minutos para clarificar. El sobrenadante clarificado
se transfiridé a tubos de alta velocidad y se centrifugd a 25000
x g por 30 minutos a 4°C. La pelotilla de membrana se
resuspendidé en amortiguador de homogenizacidén y se almacend
como alicuotas congeladas a -80 °C en congelador hasta el uso.

El péptido 1 similar a glucagona (GLP-1) es
radioyodado por el procedimiento de I-125-lactoperoxidasa y se
purificé por HPLC de fase inversa en Perkin-Elmer Life and
Analytical Sciences (NEX308). La actividad especifica es 2200
Ci/mmol. Se realizdé la determinacidédn de Kp por competicidn
homéloga en lugar de unidén por insaturacidédn debido a alto
contenido de propanol en el material I-125 GLP-1. El Kp es
estimado que serd 0.329 nM y se usa para calcular valores Ki
para todos los compuestos probados.

El ensayo de unién al receptor se lleva a cabo usando

un Ensayo de Proximidad por Escintilacidén (SPA) con perlillas
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de glutinina de germen de trigo (WGA) previamente blogqueadas
con BSA libre de &cido graso al 1% (Gibco). E1 amortiguador
de unidén contiene HEPES 25 mM, pH 7.4, CaCl, 2.5 mM, MgCl, 1
mM, BSA libre de &cido graso al 0.1%, 0.003% de Tween20, y EDTA
sin Inhibidores Complete™ Roche. El1 péptido 1 similar a
glucagona se disolvidé en 100% de DMSO a 1 mg/mL y se almacend
congelado a -20 °C en alicuotas de 30 pL. La alicuota del
péptido 1 similar a glucagona se diluyd y se usd en ensayos de
unidén dentro de la primera hora. El1 andlogo de péptido se
disolvidé en 100% de DMSO y serialmente se diluyd en 100% de
DMSO. Después, 10 pL de compuestos diluidos de la presente
invencidén o 100% de DMSO se transfirieron en placas de ensayo
de fondo claro Corning® 3632 gque contiene 40 pL de amortiguador
de unién de ensayo o glucagona fria (NSB a 1 uM final).
Entonces, 90 pL de membranas (0.5 pg/pocillo), 50 upuL de I-125-
Péptido 1 similar a glucagona (0.15 nM final en la reaccidn),
y se agregd 50 pL de perlillas WGA (150 ng/pocillo), se selld,
y se mezcld en un agitador de placas por 1 minuto. Las placas
se leyeron con un contador de escintilacidén MicroBeta® Trilux
PerkinElmer Life and Analytical Sciences después de 12 horas
de tiempo de ajuste a temperatura ambiente.

Los resultados se calcularon como un porcentaje de
unién I-125-Péptido 1 similar a glucagona especifica en la
presencia de los compuestos. La concentracidén ICso absoluta del

compuesto es derivada por regresidén no lineal del porcentaje



10

15

20

25

33

de unidén especifica of I-125-Péptido 1 similar a glucagona

contra la concentracidn del compuesto agregado. La

concentracidén de ICsg es convertida a Ki usando la ecuacidn de
Cheng-Prusoff.

En experimentos realizados esencialmente como se

describe en este ensayo, ciertos compuestos de la presente

invencidén exhiben una relacidn hGLP-1R/hGIPR de

aproximadamente 0.5-4.0 (Tabla 1). La relacidén de unidn molar
es normalizada a la relacidédn molar correspondiente de una

Este factor de normalizacidn es

mezcla de GIP y GLP-1 nativo.
4.53 en base a datos de unidédn por GIP

(Ki=0.793 nM).

agonista balanceada del Ejemplo 1.

Tabla 1: Afinidad de Unién del Receptor, Ki, nM (SEM,

(Ki=0.175 nM)

El valor de 1.48 demuestra la actividad co-

n)
Relacion Relacion
Compuesto | GIP-R Humano GLP-1R Humano absoluta de | molar de
hGLP- hGLP-
1R/hGIP-R 1R/hGIP-R
Ejemplo 1 34.4 (5.0, n=8) 232 (40, n=8) 6.7 1.48
GIP, 1-42 0.175 (0.022, n=8) >175 (n=14) >1000
GLP-1, 7-36-
NH, >100 (n=15) 0.793 (0.099, n=8) <0.008
Ejemplo 3 26.7 (2.3, n=17) 427 (33, n=17) 16 3.53
Ejemplo 6 44.2 (3.6, n=14) 365 (28, n=14) 8.3 1.83
Ejemplo 7 46.1 (5.9, n=11) 352 (39, n=11) 7.6 1.68
Ejemplo 8 67.5 (9.9, n=6) 307 (35, n=6) 4.5 0.99
Ejemplo 4 40.7 (5.1, n=7) 714 (76, n=7) 17.5 3.86
Ejemplo 2 63.9 (11.8, n=8) 344 (60, n=8) 5.4 1.19
Ejemplo 5 17.8 (3.0, n=5) 158 (32, n=5) 8.9 1.96

y GLP-1
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Las medias son expresadas como medias geométricas
con el error estédndar de la media (SEM) y el numero de réplicas
(n) indicado en paréntesis. Un calificador (>) indica los datos
no alcanzan un 50% de inhibicidén y el K;i es calculado usando
la concentracidén més alta probada en el ensayo.

Ensayos hGIP-R, hGLP-1R, y hGCGR funcionales.

La actividad funcional in vitro hacia receptores GIP,
GLP-1, vy glucagona humanos para compuestos de la presente
invencidén se determinan en lineas de célula clonal HEK-293 que
expresan estos receptores. Cada uno receptor gque sobre expresa
la linea de célula es tratado con compuestos de la presente
invencién en DMEM (Gibco Cat# 31053) suplementado con 1X
GlutaMAX™ (Gibco Cat# 35050), 0.25% de FBS, 0.05% de fraccidn
V BSA, IBMX 250 pyM y HEPES 20 mM en 40 pl de volumen de ensayo.
Después de una incubacién de 60 minutos a temperatura ambiente,
el incremento resultante en cAMP intracelular es
cuantitativamente determinado usando el Kit de Ensayo HTRF
Dynamic 2 CisBio cAMP (Bedford, MA). De manera Dbreve, 1los
niveles de cAMP dentro de la célula se detectan agregando el
conjugado cAMP-d2 en amortiguador de 1lisis celular (20 nl)
seguido por el anticuerpo anti-cAMP-Eu3*-Criptato, también en
amortiguador de lisis celular (20 pl). El ensayo competitivo
resultante es incubado por al menos 60 minutos a temperatura
ambiente, entonces se detectd usando el instrumento Envision®

PerkinElmer con excitacidén a 320 nm y emisidén a 665 nm y 620
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nm. Las unidades Envision (emisidén a 665nm/620nm*/10,000) son
inversamente proporcional a la cantidad de cAMP presente y se
convierten a cAMP nM por pocillo usando una curva estandar
cAMP. La cantidad d ecAMP generada (nM) en cada pocillo es
convertida a un porcentaje de la respuesta médxima observada
con ya sea controles GIP(1-42)NH, humano, GLP-1(7-36)NH>
humano, o glucagona humano. Un valor ECso relativo y porcentaje
superior (Emax) se deriva por andlisis de regresidén no lineal
usando el porcentaje de respuesta maxima contra la
concentracidén del compuesto de la presente invencidn, ajustada
a una ecuacidén logistica de cuatro parédmetros.

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo, ciertos compuestos de la presente
invencidén demuestran actividad contra receptores GIP y GLP-1
humanos, mientras también se demuestra selectividad sobre el
receptor de glucagona. En la tabla 2, se muestra la potencia
funcional contra los receptores para los controles hGIP(1-
42)NH2, hGLP-1(7-36)NH2, vy hGlucagona nativos, y clertos

compuestos de la presente invenciédn.
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Tabla 2. Potencial funcional (ECso) contra receptores

GIP, GLP-1, y glucagona humanos.

Compuesto | GIP-R Humano GLP-1R Humano GCGR Humano
ECso, Emax, % ECso, Emax, % ECso, Emax, %
5 nM+SEM nM+SEM NM+SEM,
(n) (n) (n)
Ejemplo 1 11.0£0.9 97.9+3.0 71.247.2 85.2+4.4 | >1000 (13) ND
(17) (17)
Ejemplo 3 3.15+0.34 10643 33.9+3.2 96.2+6.2 | >1000 (10) ND
(14) (14)
Ejemplo 6 4.40+0.71 10613 28.4+4.2 10414 >1000 (9) ND
(13) (13)
10 Ejemplo 7 8.07+0.70 10613 35.5+2.6 97.2+3.4 | >1000 (13) ND
(17) (17)
Ejemplo 8 21.1£2.7 10814 57.916.8 88.4+2.3 | >1000 (10) ND
(14) (13)
Ejemplo 4 3.76+0.83 10213 66.9+14.9 10015 >1000 (2) ND
(6) (6)
Ejemplo 2 17.5£2.0 94.7+£2.0 75.716.0 98.2+5.5 >1000 (9) ND
(13) (13)
15 Ejemplo 5 8.76+0.86 10542 70.919.7 10514 >1000 (10) ND
(10) (10)
hGLP-1(7- 0.176 10212
36)NH2 +0.015 (17)
hGIP(1- 0.135 1001
42)NH: +0.010 (17)
hGlucagona 0.0208 11542
20 +0.0024 (13)
Las medias para ECspo son expresadas como medias

25

de réplicas

(n) indicado en paréntesis.

geométricas +/- error estandar de la media

(SEM)

con el numero
Las medias para Emax

son expresadas como la media aritmética +/- error estandar. ND
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significa que la actividad agonista no se detectd. Un
calificador (>») indica que un ECsp no puede ser determinado.
Todos los wvalores muestran que son de tres digitos
significantes.
Activacién funcional de células hGIP-R para generar cAMP
intracelular en linea de células que secretan incretina

La actividad funcional de hGIP-R para compuestos de
la presente invencidén se demuestra por la capacidad de 1los
compuestos para generar cAMP intracelular en células GLUTag,
una linea de célula enteroendocrina de murino relativamente
diferenciada inmortalizada estable que expresa el gen
proglucagona y secreta los péptidos similares a glucagona en
una manera regulada. Las células son mantenidas a 37°C, 5% de
CO2, 95% de humedad en medio DMEM suplementado con glucosa 5.5
mM, 10% de FBS y glutamina 2 mM. Previo al ensayo, las células
son tripsinizadas, formadas en pelotillas y sembradas en placas
de ensayo de cultivo de tejido de 96 pocillos a una densidad
de 20,000 células/pocillo. Las células se dejaron unirse y se
incubaron por 48 horas a 37°C, 5% de CO:. En el dia del ensayo,
el medio se decantd de las células y 50 pl de Amortiguador EBSS
(0.1% de BSA, glucosa 2 mM y IBMX 0.25 mM) gque contiene un
intervalo de concentraciones del compuesto (0.001 - 3 uM) se
agrega a las células. La placa se incubdé a 37°C por una hora y
se determinaron los niveles de cAMP usando el kit HTRF cAMP

Dynamic 2 Cisbio (Bredford, MA). Se agregd 25 pl de criptato
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anti-cAMP y 25 pl de cAMP d2 a cada pocillo y las placas se
incubaron por una hora a temperatura ambiente. Las placas se
leyeron a 620 nm y 665 nm en un Tecan Genios Pro. Los resultados
se calcularon de la relacién 665nm/620 nm multiplicado por
10000, y convertido a cAMP nM por cavidad usando una curva
estandar cAMP. Los datos se analizaron usando GraphPad usando
un algoritmo logistico no lineal de 4 parédmetros.

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo, ciertos compuestos de la presente
invencién muestran una acumulacidén cAMP intensificada,
dependiente de la dosis de las células GLUTag (Tabla 3). E1
control de GLP-1 nativo falla al inducir cualquiera de 1los
cambios en cAMP en todas las concentraciones probadas e indica
que este sistema celular exclusivamente expresa el receptor
GIP, por lo tanto, ciertos compuestos de la presente invenciodn
se puede mostrar por ejercer un efecto a través del receptor
GIP.

Tabla 3: EC50 en células GLUTag.

Compuesto EC50 promedio, nM (n)
Ejemplo 3 1610 (1)
Ejemplo 7 2746 (1)
Ejemplo 4 2186 (1)
Ejemplo 2 2918 (1)
Ejemplo 1 1494 (2)
Nativo GIP 11.62 (3)
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Medicién de CAMP Intracelular en Células HEK293 Temporalmente
Que expresan el Receptor GLP-2 Humano

La actividad funcional de hGLP-2R en la presencia de
los compuestos de la presente invencidn es demostrada midiendo
cAMP Intracelular en Células HEK293. Estas células se hacen
pasar en medio completo, transfectadas en suspensidén con
reactivo Fugene6 Promega y cADN GLP-2R de longitud completa
humano en vector de expresidén pcADN3.1, y se dejaron adherirse
a hojuelas de cultivo de tejido en un ambiente humidificado a
37°C, 5% de CO2. Después de aproximadamente 48 horas de
propagacién, las células se recogieron, se filtraron vy
criopreservaron con congelacidén de indice controlado y 10% de
DMSO como un crioprotector. En ensayos subsecuentes, un vial
listo para el ensayo Unico de la misma congelacidén celular es
descongelado para minimizar la variacidén inter-ensayo. En el
dia de ensayo del ensayo celular, el medio de congelacidédn se
intercambidé con DMEM Invitrogen 31053 que contiene 0.5% de FBS.

Las células se cuantificaron para viabilidad y se
equilibraron por aproximadamente una a dos horas a 37°C antes
del tratamiento. Los compuestos de la presente invencidén son
solubilizados en DMSO e inmediatamente se diluyeron con medio
DMEM que contiene 0.1% de BSA fraccién V e inhibidor de
fosfodiesterasa no especifico, IBMX. La duracién del
tratamiento es 30 minutos a 37°C. La concentracidén de DMSO

final no excede 1.1%, y la concentracién de IBMX final es
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250pM. Se mide el cAMP ciclico usando el ensayo dynamic 2 con
tecnologia fluorescente resuelto con tiempo homogéneo (Cisbio
Bioassays, Bedford, MA) . Las concentraciones de cAMP
respectivas se deducen del método de relacidén del célculo y
estadndares externos. Las respuestas de la dosis sigmoidal de
los compuestos probados son examinadas usando la ecuacidn
logistica de cuatro parametros y se comparan al ligando Cig-
acilado nativo.

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo, los controles de GLP-2 humano Cig-—
acilado tiene un valor ECso para la activacidédn del receptor de
1.71 nM mientras ciertos compuestos de la presente invencidn
tienen valores ECso de aproximadamente 100x a 1000x mayores.
Los valores ECso para ciertos compuestos de la presente
invencién demuestran selectividad contra el receptor GLP-2.

Tabla 4: medicién de la actividad funcional de GLP-

2R en Células HEK293.

Compuesto Rel EC50 (nM) n
GLP2-C1s-diacido 1.857 4
Ejemplo 3 199.3 4
Ejemplo 7 1,800 4
Ejemplo 4 405 2
Ejemplo 1 238 4
Ejemplo 2 1612 2
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Secrecién de Insulina de isletas de Roedor

Para valorar la accidédn de los compuestos de la
presente invencidédn en un sistema que representa secrecidn de
insulina en niveles de expresidén de GLP-1R y GIP-R fisioldgico,
los compuestos se prueban para efectos en secrecidn de insulina
de isletas de roedor tipo silvestre.

Después de la canulacidén de conducto biliar comin en
ratones C57B1/6 (22-26 g) o ratas Sprague-Dawley machos (aprox.
250 g), el pancreas se distendidé con amortiguador de Hank (3
ml por ratdén o 10 ml para ratas, que contienen 2% de BSA y 0.75
mg/ml de colagenasa Clzyme (VitaCyte). Subsecuentemente, los
tejidos se digieren en amortiguador de Hank a 37°C por 11-13
minutos (ratones) o 14-16 minutos para péancreas de rata. Se
cultivaron isletas purificadas (gradiente Histopaque-1100
[Sigma-Aldrich], 18 min a gravedad 750x) durante la noche en
medio RPMI-1640 (Invitrogen) que contiene 10% de FBS, 100 u/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina y preacondicionado

por inanicidén en Solucidén Salina Balanceada de Earle (EBSS)

o°

suplementado con 0.1 de BSA % glucosa 2.8 mM.
Subsecuentemente, las isletas se incuban en EBSS (Invitrogen)
suplementado con 0.1% de BSA, glucosa 2.8-11.2 mM y niveles
incrementados del compuesto (6 lotes de 4 isletas/condiciédn).
Se us6 la amida GLP-1 (7-36) (30 nM) como un control positivo.

Se mididé la insulina durante 90 minutos en sobrenadante usando

el Ensayo de Insulina MSD (Meso Scale, Gaithersburg, MD).
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Ciertos compuestos de secrecidn de insulina
incrementada dependiente de la dosis de la presente invencidn
de isletas tanto de rata como de ratdn como se describe en la
Tabla 5.

Tabla 5. Secrecién de Insulina de Isleta de Roedor

Secrecion de insulina de isleta de rata

Compuesto ED50 Media (nM) N
Ejemplo 3 34.9 2
Ejemplo 1 15.5

Secrecion de Insulina de Isleta de raton

Compuesto ED50 Media (nM) N
Ejemplo 3 58.9 2
Ejemplo 6 514 1
Ejemplo 7 11.3 1
Ejemplo 4 3.5 1
Ejemplo 2 30.0 1
Ejemplo 1 47.2 2

Perfil de Inmunogenicidad

El riesgo de inmunogenicidad para compuestos de la
presente invencidén se valord usando programas de prediccidn in
silico, tal como anélisis in silico Epivax. El1 riesgo de
inmunogenicidad para compuestos de la presente invenciédn
también se valordé por un método ex-vivo para medir las
respuestas de células T cultivadas (absorcidén de 3H-timidina vy
secrecidén de citocina IL-2) en la presencia de compuestos de
la presente invenciédn.

Con herramientas inmune-informédticas Epivax, se
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realizdé una valoracidn in silico en compuestos de la presente
invencidén para pronosticar una respuesta inmune después de la
administracidén. El1 andlisis utiliza la probabilidad de una
estructura 9-mer para unirse a un alelo de antigeno de
leucocito antigeno de leucocito humano dado (HLA) y después la
deteccidén de estos Epi-Bars. Por ejemplo 1, un registro
EpiMatrix de aproximadamente +1.13 indica un potencial mucho
menor para inducir una respuesta inmune comparada a un armazdn
de péptido GIP nativo con un registro EpiMatrix de +15.4. Un
co-agonista GIP/GLP-1 del Ejemplo del documento WO 2011/119657
tiene un registro de +29.5.

También se examind una medicidén de la inmunogenicidad
clinica prevista para compuestos de la presente invencidn
usando la caracterizacién de proliferacidédn de célula T CD4+ vy
secreciébn de citocina IL-2 en un cohorte de 50 donadores
saludables representativos de la poblacién de halotipo HLA
mundial. Ciertos compuestos de la presente invencidén demuestran
un grado de estimulacién de la célula T y secrecidn de IL-2
después de la exposicidédn que no excede el umbral asociado con
compuestos inmunogénicos conocidos o positivos, indicando un
bajo riego de inmunogenicidad clinica producida.

Farmacocinéticas

Farmacocinéticas en Monos Cinomélogos.
Las propiedades de farmacocinética in vivo para

compuestos de la presente invencidén se demuestran usando monos
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cinomdélgos. Los compuestos se administran por una dosis
intravenosa o subcutdnea unica (0.2 mg/kg) en amortiguador de
citrato 20 mM (pH 7.0) a un volumen de 0.21 ml/kg. La sangre
se recolectd de cada animal a 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 204, 240 vy 312 horas post-dosificacidén. Las
concentraciones de plasma de los compuestos de la presente
invencidén se determinan por un método LC/MS. De manera breve,
un compuesto de la presente invencidn se extrae de muestra de
plasma de Mono al 100% (50 pl) diluida con 1X PBS (150 pl) vy
se mezclan con N-butanol (400 upl). Se formaron tres capas de
ligquido distintas con el compuesto localizado en la capa
superior. Un volumen de 200 pl se transfiere a una placa de 96
pocillos de fondo en V, se secd usando gas Nitrdgeno calentado
y se reconstituyé con 100 pl de 30% de acetonitrilo/0.1% de
dcido férmico. Se inyectd 20 pl de la muestra reconstituida en
una columna de 3 pm C5 amplia Supelco AnalyticalDiscovery bio.
El efluente de columna se dirige en un espectrémetro de masa
Q-Exactive Thermo para deteccidén y cuantificacidn.

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo. El ejemplo 1 alcanzd una concentracidn
de plasma médxima media de aproximadamente 8 horas después de
la dosis subcutédnea. La vida Util media es 55 horas y la
separacién media es 0.73 ml/hr/kg. La biodisponibilidad es
aproximadamente 83%. Estos datos soportan el potencial de una

dosificacidén semanal por el Ejemplo 1. Los datos de otros
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compuestos de la presente invencidn se resumen en la Tabla 6.
Tabla 6: Parametros de Farmacocinética Media después

de una Dosis Subcutanea Unica de 0.2 mg/kg a Monos Cinomélogos

Macho.
Compuesto Media Tmax Cmax Media AUC.ins media CL/F media
Tas2(hr) Media (hr) (ng/mL) (hr*pug/mL) (mL/hr/kg)

Ejemplo 3 34 8 3.0 153 1.3
Ejemplo 7 31 6 2.9 136 1.5
Ejemplo 6 23 4 2.2 72.3 2.8
Ejemplo 8 23 10 1.0 42.8 4.7
Ejemplo 2 43 24 21 173 1.2

n = 2, AUCo-inr = &rea bajo la curva desde 0 a infinito,
CL/F = separacién/biodisponibilidad, Tméax = tiempo de

concentracidédn maxima, Ti/2 vida util.

Proyeccidén de Potencia de la dosis

Se usdé la prueba de tolerancia a la glucosa
intravenosa (ivGTT) en la rata para estimar 1la potencia
relativa de compuestos de la presente invencidén en comparacidn
a semaglutida. Se administraron dosis subcutédneas (SC) unica
de 0.1-10 nmol/kg de cada compuesto a las ratas y se administrd
una ivGTT a cada rata 16 horas después de la dosificacidén. La
exposicién se midid en el momento de la ivGTT, y para modelado
de respuesta a la exposicidédn, la AUC de insulina en respuesta
a la ivGTT se usd como el punto final primario.

Se usd un modelo Epix para comparar los perfiles de

respuesta a la exposicidén por el Ejemplo 1 para semaglutida.
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En experimentos realizados esencialmente como se describe por
este ensayo, la exposicidén es esencialmente la misma para el
Ejemplo 1 y semaglutida para los niveles de dosis que tienen
niveles de farmacos por arriba del limite de la cuantificacidn
del ensayo. Ambas series de datos se fijan simultdneamente vy
los wvalores Eo y Emax se vn limitados para ser el mismo para
ambos compuestos. Solamente los valores EDsp se fijan
separadamente para los compuestos. E1l wvalor EDsp para
semaglutida es estimado como 0.6 +/- 0.2 nmol/kg. La potencial
del Ejemplo 1 es estimada como una potencia relativa para
semaglutida y es 1.7 +/- 0.6 veces la potencia de semaglutida.
Ajustando para las diferencias CL/F (separacidn aparente) entre
las dos moléculas en monos y también para la diferencia en peso
molecular, la dosis equivalente humana media proyectada a 1 mg
de semaglutida es aproximadamente 1.3 mg/semana para el Ejemplo
1.

Diabetes Tipo 2

Secrecién de insulina in vivo en ratas después de la glucosa
intravenosa (IVGTT)

Ratas Wistar macho (Harlan Labs, Indianédpolis, IN)

se aleatorizaron por peso corporal y se dosificaron con 1.5

ml/kg s.c, 16 horas antes de la administracidén de glucosa vy

entonces se sometieron a ayuno. Las dosis son el vehiculo 0.1,

0.3, 1, 3 y 10 nmol/kg. Los animales se pesaron y entonces se

anestesiaron con pentobarbital de sodio (solucidén Nembutal
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Sédico: Ovation Pharmaceuticals) dosificado i.p. (65 mg/kg, 30
mg/ml) . En el tiempo cero, las muestras se recolectaron en
tubos EDTA después de lo cual se administrd glucosa (0.5 mg/kg,
5 ml/kg) . Las muestras se recolectaron a 2, 4, 6, 10, 20, y 30
minutos después de 1la glucosa. Se determinaron niveles de
glucosa en plasma usando un analizador Hitachi (Roche) y se
mididé la insulina en plasma por el ensayo de insulina MSD (Meso
Scale, Gaithersburg, MD).

Como se muestra en la Tabla 7, ciertos compuestos de
secrecidén de insulina mejorada dependiente de la dosis de 1la
presente invencidén después de la inyeccidn i.v. de glucosa. El
EDsp para insulina y los maximos incrementos en secrecidn de
insulina (medido como &rea bajo la curva de insulina) se
proporciona en la Tabla 7.

Tabla 7. Mejoramiento de secrecién de insulina en

el ensayo IVGTT de rata.

Compuesto EDso (nmol/kg) % de incremento max de insulina AUC
Ejemplo 3 1.00 314 +/- 38%
Ejemplo 3 1.42 219 +/- 19%
Ejemplo 6 2.58 289 +/- 4%
Ejemplo 7 4.33 335 +/- 35%
Ejemplo 7 1.10 278 +/- 26%
Ejemplo 8 6.13 324 +/- 30%
semaglutida 0.70 231 +/-13%
Ejemplo 2 1.62 233 +/- 19%
Ejemplo 1 0.87 298 +/- 17%
Ejemplo 5 1.02 349 +/- 39%
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Efecto en pérdida de peso, composicién corporal y esteatosis
hepatica en ratones obesos inducidos con dieta (DIO)

Los efectos en pérdida de peso, composicidédn corporal
y esteatosis hepatica en ratones DIO para los compuestos de la
presente invencidén se evaluaron en ratones DIO C57/BL6. Estos
animales, a pesar de no ser diabéticos, exhiben resistencia a
la insulina, dislipidemia y esteatosis hepatica, las cuales
son todas caracteristicas de sindrome metabdlico, después de
ser colocadas en una dieta alta en grasa (60% de Kcal de grasa)
por 12 semanas.

En este estudio, se wusaron ratones macho C57/Bl6
obesos inducidos con dieta (DIO) de 23-24 semanas de edad, cada
uno pesando 41-49 g y gue tienen una masa de grasa inicial que
varia desde 10.5-17.5 g. Los animales son individualmente
alojados en una instalacién de temperatura controlada (24°C)
con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas (luces a las 22:00), vy
libre acceso a alimento y agua. Después de 2 semanas de
aclimatacidén a la instalacidén, los ratones se aleatorizaron a
grupos de tratamiento (n=5/grupo) en base al peso corporal de
manera que cada grupo tiene similar peso corporal medio de
partida.

El control de vehiculo, los compuestos de la presente
invencién (con dosis que varia de 10 a 100 nmol/kg), o una
semaglutida andlogo de GLP1l de accidén prolongada (30 nmol/kg),

disueltos en el vehiculo (Amortiguador de Citrato 20 nM a pH
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7.0), se administraron por inyeccidén SC a ratones DIO
alimentados ad libitum 30-90 minutos antes del inicio del ciclo
de oscuridad cada tres dias por 15 dias. Se realizaron
inyecciones SC en el Dia 1, 4, 7, 10 y 13. Se midieron el peso
corporal e 1ingesta de alimento diariamente a través del
estudio. Se calcularon los cambios absolutos en peso corporal
sustrayendo el peso corporal del mismo animal antes de 1la
primera inyeccidén del compuesto. En los dias 0 y 14, se midibd
la masa de grasa total por resonancia magnética nuclear (NMR)
usando in instrumento Echo Medical System (Houston, TX).

En el dia 15, se midié la glucosa en sangre con
glucdémetro Accu-Chek (Roche) de sangre de la vena de la cola y
después los animales se sacrificaron y se removieron los
higados y se congelaron. Se midieron los triglicéridos en
higado, determinado de homogenados de higados recolectados en
el sacrificio, y el colesterol en plasma en un analizador
clinico Hitachi Modular P. Se realizaron comparaciones
estadisticas entre los grupos usando ANOVA de una via seguido
por la prueba de comparacidén maltiple de Dunnett. El EDso para
pérdida de peso disminuida se determindé en GraphPad Prism
usando la herramienta de ajuste no lineal.

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo, ciertos compuestos de la presente
invencién reducen el peso corporal y masa de grasa de una

manera dependiente de la dosis (Tabla 8-13), y se compard a
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de peso corporal es

intervalo

confianza

5.442 nmol/kg

50

(95%

[nmol/kg] = 2.2

de 1los

a 13.6).

niveles

puede ser 3-5x mas eficaz en la disminucidén del

El EDso del Ejemplo 1 en porcentaje de pérdida

de

El peso

corporal reducido se encontrd ser principalmente debido a 1la

reduccidén de masa en grasa.

Tabla 8. Porcentaje de peso corporal o cambio en masa

de grasa en ratones DIO.

Tratamiento Dosis (nmol/kg) | % de Cambio de peso % de Cambio de la
corporal de partida masa de grasa de
partida
Control 0 -3.14 £ 0.88 -4.84+£1.79
Semaglutida 10 -12.36 + 1.00**** -18.21 + 2.24*
Semaglutida 30 -14.20 £ 1.01%*** -21.90 = 2.07***
Semaglutida 100 -19.30 + 1.38**** -33.51 + 3.30***
Ejemplo 3 10 -13.38 £ 0.88**** -20.76 + 2.42***
Ejemplo 3 30 -18.13 £ 1.44*+** -30.90 * 2.06****
Ejemplo 3 100 -25.84 + 1.93**** -45.92 + 2.15****
Ejemplo 6 10 -15.31 £ 1.25%*** -24.75 £ 1.89****
Ejemplo 6 30 -21.62 £ 0.92%*** -36.30 £ 2.47****
Ejemplo 6 100 -33.95 £ 1.93**** -64.64 + 4.04**
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 del grupo de
control (ANOVA de una Via, de Dunnett). Los resultados son

expresados como Media =

SEM de 5 ratones por grupo.
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Tabla 9. Porcentaje de peso corporal o cambio de masa

de grasa en ratones DIO.

Tratamiento Dosis (nmol/kg) | % de Cambio del peso | % de Cambio de masa
corporal de partida de grasa de partida
Control 0 -0.74 £ 1.49 3.04 £+ 3.65
Semaglutida 30 -17.03 + 0.98**** -35.94 + 4.09****
Ejemplo 2 10 -23.27 + 1.72%*** -49.89 + 5.62****
Ejemplo 2 30 33.07 £ 1.65%*** -72.80 + 4.04****
Ejemplo 2 100 -34.66 + 1.80**** -76.20 + 3.78****
Ejemplo 5 10 -23.42 + 1.43%** -51.28 + 1.89****
Ejemplo 5 30 -26.84 + 3.14**** -62.77 £ 5.49****
Ejemplo 5 100 -37.86 + 2.25%*** -81.08 + 1.68****
Ejemplo 1 10 -25.18 + .1.82**** -50.98 + 2.87****
Ejemplo 1 30 -26.58 + 2.49%*** -59.98 + 6.60****
Ejemplo 1 100 -38.14 + 1.67**** -79.79 £ 3.10%***
***x*p<0.0001 del grupo control (ANOVA de una via, de
Dunnett) . Los resultados son expresados como Media = SEM de 5

ratones por grupo.

Tabla 10.

masa de grasa en ratones DIO.

Porcentaje de peso corporal o cambio de

Tratamiento Dosis (nmol/kg) | % de Cambio del peso % de Cambio de la
corporal de partida masa de grasa de
partida
Control 0 -2.43+2.06 -1.49 £ 3.69
Ejemplo 6 10 -17.54 £ 1,17 -34.30 £ 1.20****
Ejemplo 6 30 -19.52 + 1.18**** -39.52 + 3.18****
Ejemplo 6 100 -29.36 + 2.62**** -56.66 + 4.96****
Ejemplo 7 10 -15.08 + 1.22%*** -26.46 + 2.31***
Ejemplo 7 30 -20.70 = 1.95**** -43.49 + 5.47****
Ejemplo 7 100 -24.36 + 2.06**** -49.92 + 3.40****
Ejemplo 8 10 -17.13 £ 0.81**** -34.20 £ 1.62****
Ejemplo 8 30 -25.27 £ 0.70*** -54.24 + 2 35
Ejemplo 8 100 -29.91 £ 2.03**** -65.23 £ 6.69****
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****p<0.001 del grupo control (ANOVA de una via, de
Dunnett) . Los resultados son expresados como Media = SEM de 5
ratones por grupo.

Tabla 11. Glucosa en sangre, colesterol en plasma y

5 triglicéridos en plasma en ratones DIO.

Tratamiento Dosis Glucosa en sangre | Colesterol en | Triglicéridos en
(nmol/kg) (mg/dl) Plasma (mg/dl) Plasma (mg/dl)
Control 0 141.6 £ 5.59 303.2 £ 13.97 542+ 11.14
Semaglutida 10 1476 £6.13 226.8 + 13.86** 27.36 + 3.56*
Semaglutida 30 146.8 + 8.43 229.8 £ 10.96** 279 +6.01*
Semaglutida 100 134.3+9.22 218.4 £ 18.70** 36.46 £ 5.34
10 Ejemplo 3 10 109.5 + 2.35*** 213.2 + 15.54*** 30.38 £ 8.23
Ejemplo 3 30 107.6 + 1.32*** 177.4 + 16.58**** 21.32 £ 2.48*
Ejemplo 3 100 102.00 £0.50**** 194.00 + 14.40*** 20.55 + 4.60**
Ejemplo 6 10 105.8 + 2.10*** 198.4 + 6.76**** 20.78 + 4.40**
Ejemplo 6 30 100.1 + 3.29%*** 186.4 + 17.04**** 26.12 + 6.85*
Ejemplo 6 100 103.6 + 3.20**** 151.4 + 14.32*** 17.26 + 1.67***
15
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 del
grupo de control (ANOVA de una via, de Dunnett). Los resultados
son expresados como Media * SEM de 5 ratones por grupo.
20

25
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Tabla 12. Glucosa en sangre, colesterol en plasma y

triglicéridos en higado en ratones DIO.

10

Tratamiento Dosis Glucosa en | Colesterol en | Triglicéridos en
(nmol/kg) | Sangre (mg/dl) Plasma (mg/dl) Higado (mg/g de
tejido)
Control 0 144.30 £ 8.16 233.6 £ 12.99 206.65 + 29.47
Semaglutida 30 136.3 + 3.81 161.0 £13.92*** 67.63 + 23.40****
Ejemplo 2 10 110.8 + 3.87** 121.8 + 13.64**** 60.77 £ 13.24****
Ejemplo 2 30 110.8 + 3.20** 114.00 £ 9.70**** 65.78 £ 17.07****
Ejemplo 2 100 113.2 + 4.86** 109.4 + 8.83**** 56.74 + 17.76****
Ejemplo 5 10 111.00 £ 6.56** 126.6 + 9.67**** 48.30 + 8.14****
Ejemplo 5 30 104.5 + 5.30*** 108.2 + 13.84**** 39.60 £ 4.71%***
Ejemplo 5 100 105.3 + 6.16*** 108.6 + 4.83**** 67.96 + 13.53****
Ejemplo 1 10 102.3 + 5.59**** 120.6 + 8.55**** 60.74 £ 5.33****
Ejemplo 1 30 110.7 + 5.85** 118.2 £ 10.11**** 45.24 + 5.87****
Ejemplo 1 100 106.7 £ 7.33*** 107.6 £ 10.43**** 66.98 + 17.29****
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***x*p<0.0001 del

grupo de control (ANOVA de una via, de Dunnett). Los resultados

son expresados como Media * SEM de 5 ratones por grupo.

20

25

Tabla 13. Glucosa en sangre y colesterol en plasma
en ratones DIO.
Tratamiento Dosis (nmol/kg) Glucosa en Sangre | Colesterol en Plasma
(mg/dl) (mg/dl)

Control 0 152.4 + 3.63 243.6 +13.12
Ejemplo 6 10 121.4 £ 2,74 167.8 £ 15.59****
Ejemplo 6 30 121.9 + 6.65** 159.8 + 9.99****
Ejemplo 6 100 116.1 £ 4.67** 144.2 £ 7.12%***
Ejemplo 7 10 113.6 + 4.16%*** 161.8 £ 6.2****
Ejemplo 7 30 114.7 £ 4.70%*** 153.6 + 13.47**
Ejemplo 7 100 114 £ 2.36**** 145.4 + 9.48****
Ejemplo 8 10 114.7 £ 4.61%*** 158.8 + 7.57****
Ejemplo 8 30 117.1 + 8.26*** 139.4 + 6.83****
Ejemplo 8 100 125.4 + 6.30* 127.8 + 6.34****
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 del
grupo control (ANOVA de una via, de Dunnett). Los resultados
son expresados como Media * SEM de 5 ratones por grupo.

El efecto en metabolismo de energia en ratones DIO

Se evaluaron los efectos en metabolismo de energia
en ratones DIO para compuestos de la presente invencidn en
ratones macho DIO C57/B16 de 26 semanas de edad, pesando 43-50
g. Los ratones son individualmente alojados en instalaciones
con temperatura controlada (24°C) con un ciclo luz/oscuridad
de 12 horas (luces en 22:00) y con libre acceso a alimento
TD95217 (Teklad) y agua. Después de 2 semanas de aclimataciédn
a la instalacidén, los ratones se aleatorizaron a grupos de
tratamiento (n=6/grupo) en base al peso corporal de manera de
cada grupo tiene similar peso corporal medio de partida. Los
animales se colocaron en un calorimetro PhenoMaster/LabMaster
(TSE Systems, Chesterfield, MO) por 3 dias de aclimatacidén. E1
control de vehiculo (amortiguador de citrato 20 mM a pH 7.0,
10 ml/kg), compuestos de la presente invencidén, o un analogo
de GLP1 de accidédn prolongada, semaglutida, (30 nmol/kg) se
administran subcutdneamente a ratones DIO alimentados ad
libitum por 30-90 minutos al inicio del ciclo de oscuridad cada
tres dias por 22 dias. Se midieron el calor vy cociente
respiratorio (RER) por calorimetria indirecta como se describe
usando un sistema de calorimetria de circuito abierto. La RER

es la relacidén de volumen de CO2 producido (Vcoz) al volumen de
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Oz consumido (Voz). Se calculd el calor con considerado en peso
corporal total.

VO2= FlujoML* (V1+V2)/N2Ref*Peso animal*100)

VCO2=FlujowML*dC0O2/Peso animal*100)

Calor= (CVO2*VO2+CVCO2*VC0O2)/1000;

donde CV02=3.941; CVC02=1.106

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo, los ratones tratados con el Ejemplo 1
significativamente incrementan su indice metabdélico 10 a 15%
en comparacidédn al grupo de control, partiendo de la semana 2,
y manteniendo el efecto a través del periodo de tratamiento.
La semaglutida, sin embargo, no tiene efecto en el indice
metabdélico. El1 incremento en indice metabdlico para el Ejemplo
1 parcialmente considera la pérdida de peso adicional observado
con el tratamiento del Ejemplo 1 en comparacidén con el
tratamiento con semaglutida.

El efecto en vaciado gastrico en ratones DIO

Los efectos en vaciado gastrico en ratones DIO para
compuestos de la presente invencidén se evallla en ratones
(Harlan) macho obesos inducidos con dieta (DIO) de 23 semanas
de edad. Se sometidé a ayuno a los ratones por 16-17 horas.
Durante el inicio de periodo de ayuno los ratones se
dosificaron subcutdneamente con el control de wvehiculo
(amortiguador de citrato 20 mM a pH 7.0); dosis escalada de

los compuestos de la presente invencién (3, 10, 30 y 100
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nmol/kg), o andlogo de GLP1l de accidn prolongada, semaglutida,
(30 nmol/kg). Al siguiente dia, los ratones se administrd a
los ratones 0.5 ml (0.5 gramos) de dieta semi-liquida
recientemente preparada (2 minutos después) por sonda oral. Se
removidé el agua en este momento para prevenir la dilucidn de
la dieta administrada. Dos horas de la administracidén de la
dieta, los ratones se sacrificaron dos minutos después con gas
COz2. El estdémago se removid mientras se sujeta en las aberturas
tanto cardiaca como pildrica, entonces las pizas se remueven y
en estdémago se pesa totalmente en un bote previamente pesado.
Entonces se cortd el estdmago y los contenidos se removieron.
El estdémago se lavd y se secd, y se pesd nuevamente para valorar
los contenidos de alimento en el estdémago. E1 % de vaciado
gastrico iguala 100x (1-(resto de alimento en el
estémago/alimento administrado oralmente)).

En experimentos realizados esencialmente como se
describe en este ensayo. El ejemplo 1 mostrd el indice de
vaciado gastrico de 1la dieta semi-liquida en una manera
dependiente de la dosis. La inhibicidén méxima del wvaciado
gastrico se observd a una dosis de 10 nmol/kg +/- dosis (Tabla

14).
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Tabla 14. Vaciado gastrico de una dieta semi-liquida

en ratones DIO C57/BL6 flacos.

Tratamiento Dosis (nmol/kg) | Porcentaje de Vaciado Gastrico (Media + SEM)
Vehiculo (n=5) 0 69.50 +/- 6.60
Semaglutida (n=5) 30 30.56 +/- 7.53**
Ejemplo 1 (n=4) 3 49.11 +/- 8.52
Ejemplo 1 (n=5) 10 9.76 +/- 7.69****
Ejemplo 1 (n=5) 30 26.53 +/- 8.14**
Ejemplo 1 (n=5) 100 18.45 +/- 6.87***

Se realizaron comparaciones estadisticas entre 1los
grupos usando ANOVA de wuna via, seguido por prueba de
comparacioén miltiple de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001 del grupo control. Los resultados son
expresados como media +/- SEM de 4-5 ratones por grupo.

Mediciones de Corticosterona en Plasma en Ratas Sprague
Dawley

Como se sugiere en ciertos estudios publicados, los
niveles de corticosterona en plasma elevados con un indicador
de posible tolerabilidad reducida para andlogos GIP y GLP-1.
Los niveles de corticosterona en plasma se evaluaron usando
Ratas Sprague Dawley (Harlan, Indianéapolis), pesando
aproximadamente 220 g y se aclimataron por al menos 72 horas
antes de la manipulacidén. Las ratas son entonces dosificadas
con el vehiculo (amortiguador de citrato 20 mM, pH 7),
semaglutida (10 nmol/kg), o los compuestos de la presente

invencién a 3, 10 o 30 nmol/kg s.c., con 8 ratas por grupos de
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dosis. Las ratas se decapitaron 16 horas mas tarde. Se
recolectd la sangre en tubos EDTA en hielo, entonces se
centrifugaron por 5 minutos a 8000 RPM en una centrifugadora
tabletop Eppendorf 5402. El1 plasma se almacend a -80°C hasta
el analisis.

Para analisis de <corticosterona, se prepararon
estadndares de corticosterona (Sigma, 27840) por diluciones
seriales en metanol grado HPLC, H2O y la adicidén de 5% de suero
de rata sin carbdédn mineral (Bioreclamation, RATSRM-STRPD-HEV).
Las muestras de plasma de rata se diluyeron con PBS, se
precipitaron con metanol frio, se incubaron por 20 minutos a
-20°C, y entonces se centrifugaron bajo una corriente de gas
N2 y se reconstituyd en solucidn MeOH/H,O (1:1). Las muestras
se analizaron en el LC/MS egquipado con una columna HPLC C18
3.5 um XSelect CSH (2.1 mm x 30 mm) (Waters #186005254).

En experimentos realizados esencialmente como se
describe para este ensayo, el Ejemplo 1 no demostrdé incremento
en niveles de corticosterona en plasma en cualquiera de las
dosis probadas mientras semaglutida tiene un incremento

aproximadamente 4x sobre el control.
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Tabla 15. Analisis de corticosterona en plasma en

Ratas Sprague Dawley

Corticosterona (ng/ml)
Compuesto Media SEM
Vehiculo 60.78 8.41
10 nmol/lkg Semaglutida 274.57 42.06
3 nmol/kg Ejemplo 1 52.21 19.39
10 nmol/kg Ejemplo 1 32.46 9.78
30 nmol/kg Ejemplo 1 31.35 5.86

Secuencias de Aminoacido

SEQ ID NO: 1 (GIP Humano)

YAEGTFISDYSIAMDKIHQODEVNWLLAQKGKKNDWKHNITOQ

SEQ ID NO: 2 (GLP-1Humano)

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFTIAWLVKGR

SEQ ID NO: 3

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; Xy es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)1-CO- (CHz)18-CO2H; vy el aminoacido C-
terminal es aminado como una amida primaria C-terminal.

SEQ ID NO: 4

YX1EGTFTSDYSIX,LDKTAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X1 es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo

épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
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etoxi]-acetil) - (yGlu)-CO- (CH2)18-CO2H; X3 es 1-Nal; vy el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal.

SEQ ID NO: 5

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X; es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)1-CO-(CH2)16-CO2H; vy el aminoacido C-
terminal es aminado como una amida primaria C-terminal.

SEQ ID NO: 6

YX1EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde Xi; es Aib; Xz es Aib; K en posicién 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2- (yGlu)2-CO- (CH2)16—CO2H; y el aminodcido C-
terminal es aminado como una amida primaria C-terminal.

SEQ ID NO: 7

YX1EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAFVOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde Xi; es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)2-CO- (CH2)18—CO2H; y el aminodcido C-
terminal es aminado como una amida primaria C-terminal.

SEQ ID NO: 8
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YX1EGTFTSDYSIX,LDKTIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) - (yGlu)1-CO- (CH2)16-CO2H; X3 es 1-Nal; vy el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal.

SEQ ID NO: 9

YX1EGTFTSDYSIX,LDKTAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde X; es Aib; X; es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacidén al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil)2-(yGlu)2-CO- (CH2)16—CO2H; X3 es 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal.

SEQ ID NO: 10

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS

en donde Xi; es Aib; Xz es Aib; K en posicidén 20 es
quimicamente modificado a través de conjugacién al grupo
épsilon-amino de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(yGlu)1-CO- (CH2)18—CO2H; X3 es 1-Nal; y el
aminoadcido C-terminal es aminado como una amida primaria C-
terminal.

SEQ ID NO: 11

YX1EGTFTSDYSIX2LDKIAQKAX3VOWLIAGGPSSGAPPPS
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en donde X; es Aib; X2 es Aib; K en posicidén 20 es gquimicamente
modificado a través de conjugacidn al grupo épsilon-amino de
la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)-
(yGlu) a—CO- (CH2),—-CO2H en donde a es 1 hasta 2 y b es 10 hasta
20; X3 es Phe o 1-Nal; vy el aminocacido C-terminal es

opcionalmente aminado como una amida primaria C-terminal,



