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CONJUGADO DE ACCION PROLONGADA DEL AGONISTA TRIPLE
RECEPTOR DEL GLUCAGON /GLP-1/GIP

[Campo técnico]

La presente invencidn se refiere a un conjugado de accion prolongada
de un agonista triple que tiene actividades en todo el glucagén, GLP-1, y
receptores de GIP, y uso de los mismos.

[Técnica anterior]

Obesidad y diabetes, incluida la diabetes tipo 2 son trastornos
metabolicos tipicos que se producen en la sociedad moderna. Estos trastornos
se consideran factores que amenazan la salud en el mundo y, debido a la
incidencia de estos trastornos, los costos econémicos aparejados aumentan
rapidamente en la actualidad.

Péptido similar al glucagoén tipo 1 (GLP-1) y polipéptido insulinotropico
dependiente de glucosa (GIP) son las principales hormonas gastrointestinales y
hormonas neuronales y son materiales que participan en el control de los
niveles de glucosa en sangre segun la ingesta de alimentos. El glucagon es
una hormona peptidica que se segrega el pancreas y participa en el control de
los niveles de glucosa junto con los dos materiales descritos anteriormente.

El GLP-1 es una hormona segregada por el intestino delgado que se
estimula por la ingesta de alimentos. El GLP-1 estimula la secrecion de insulina
en el pancreas de manera dependiente de la glucosa en sangre e inhibe la
secrecion de glucagén, de este modo ayuda a reducir los niveles de glucosa en
sangre. Ademas, el GLP-1 tiene las funciones de aminorar la accion digestiva

en el tracto gastrointestinal al actuar como un factor de saciedad, y reducir la
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cantidad de ingesta de alimentos al retrasar el tiempo para el vaciamiento de
los alimentos ingeridos en el tracto gastrointestinal. Asimismo, se informé que
la administracion GLP-1 a ratas tiene efectos para inhibir la ingesta de
alimentos y reducir el peso corporal, y se conformé que estos efectos ocurren
en igual medida tanto en estados normales y obesos, por lo tanto muestra el
potencial de GLP-1 como un agente para tratar la obesidad.

El GIP, una de las hormonas gastrointestinales segregadas por la
estimulacién de la ingesta de alimentos como es el caso de GLP-1, es una
hormona de que consiste en 40 aminoacidos segregados por las células K
intestinales. Se inform6 que el GIP tiene la funcidén de estimular la secrecion de
insulina en el pancreas de manera dependiente de la glucosa en sangre y
ayuda a reducir los niveles de glucosa en sangre, de este modo muestra los
efectos del aumento de la activacion de GLP-1, antiinflamatorio, etc.

El glucagdon se produce en el pancreas cuando bajan los niveles de
glucosa en sangre por motivos tales como medicaciones, trastornos, deficiencia
de hormonas o enzimas, etc. El glucagén envia una sefial para la dispersion de
glucégeno en el higado para provocar la liberacidén de glucosa y aumentar a un
nivel normal los niveles de glucosa en sangre. Ademas del efecto de aumentar
los niveles de glucosa en sangre, el glucagén elimina el apetito en animales y
humanos y activa la lipasa sensible a hormonas de adipocitos para estimular la
lipolisis y el gasto energético, de este modo muestra un efecto anti-obesidad.

En tal sentido, se estan llevando a cabo estudios activos para
desarrollar GLP-1 como un agente terapéutico para tratar la diabetes y la
obesidad, basado en los efectos del GLP-1 que controla los niveles de glucosa

en sangre y reduce el peso corporal. Actualmente, la exendina-4, que se
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prepara a partir del veneno del lagarto y tiene una homologia del aminoacido
de aproximadamente el 50 % con GLP-1, esté bajo desarrollo como un agente
terapéutico para tratar el mismo tipo de trastornos. No obstante, se inform6 que
los agentes terapéuticos que contienen GLP-1 y exendina-4 muestran efectos
secundarios tales como vomitos y nauseas (Syed YY., Drugs, 2015 Jul; 75 (10):
1141 - 52).

Ademas, para maximizar de la reduccion del peso corporal y como una
alternativa al material terapéutico basado en el GLP-1 descrito anteriormente,
los estudios se han enfocado en agonistas duales que tienen actividades tanto
en los receptores de GLP-1 como en los receptores del glucagon, y
demostraron ser mas eficaces en la reduccion de peso corporal debido a la
activacion de los receptores del glucagén, comparado cuando el GLP-1 se
trataba solo (Jonathan W et al., Nat Chem Bio., 2009 Oct (5); 749 - 757).

Ademas, en el estudio que se refiere a los agonistas triples, que
simultdneamente tienen actividades en todos los receptores del GLP-1, GIP, y
glucagon, recientemente se han realizado esfuerzos para aumentar la vida
media de los agonistas triples sustituyendo una secuencia de aminoécido para
aumentar la resistencia a la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), la cual descompone
las hormonas gastrointestinales para deshacerse de sus actividades, seguida
de la adicion de un grupo acilo a una regién particular de la misma (Finan B et
al., Nat Med., 2015 Jan; 21 (1): 27 - 36). Sin embargo, sus efectos de activar
tres tipos distintos de receptores no resultaron significativos y ningdn agonista
triple mostro varios radios activos a los mismos.

Por consiguiente, existe la necesidad de desarrollar un material

novedoso que pueda activar altamente el GLP-1, GIP, y los receptores del
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glucagoén y tenga los efectos para controlar los niveles de glucosa en sangre y
reducir el peso corporal sin causar efectos secundarios tales como vomitos y
nauseas.

Ademas, se necesita que se desarrolle un material novedoso que tenga
varios radios activos al GLP-1; GIP, y receptores del glucagon. Por ejemplo,
existe una necesidad en aumento para el desarrollo de un material que tenga el
efecto de reducir el peso corporal, pero que tenga un efecto significativamente
mas alto para controlar los niveles de glucosa en sangre debido a las altas
actividades del GLP-1 y GIP, pero con actividad de glucagén relativamente baja
para un efecto hipoglucémico; o un material que tenga actividades altas para
todos los GLP-1, GIP y glucagon, por lo tanto que tenga un efecto
significativamente alto en la reduccién de peso corporal.

Ademas, el GLP-1, el GIP y el glucagdn poseen una baja estabilidad in
vivo y por lo tanto tienen la desventaja que se deben administrar diariamente o
dos veces al dia cuando se aplican a los humanos para usos terapéuticos.
[Divulgacion]

[Problema técnico]

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un conjugado de
un péptido que tiene actividades en un receptor de glucagén, un péptido similar
al glucagon tipo 1 (GLP-1) y un receptor polipéptido insulinotrépico dependiente
de la glucosa (GIP).

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un polinucleétido
que codifica el conjugado, un vector que incluye el polinucleétido y un
transformante que incluye el polinucle6tido o el vector.

Incluso un objetivo adicional de la presente invencidén es proporcionar
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una composicion que contiene el conjugado.

Incluso otro objetivo de la presente invencidbn es proporcionar un
procedimiento para tratar un trastorno clave, el cual incluye administrar el
conjugado o0 una composicion que contiene el conjugado a un sujeto que lo
necesite.

Incluso otro objeto de la presente invencion es proporcionar un uso del
conjugado o una composicion del mismo para el uso en la preparacién de un
medicamento.

[Solucidn técnica]

Para alcanzar los objetivos anteriores, en un aspecto, la presente
invencion proporciona un conjugado de un péptido que tiene actividades en un
receptor de glucagén, un péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y un
receptor polipéptido insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP).

En una realizacion especifica, el conjugado esta representado por la
Formula Quimica 1 a continuacion:

[Formula Quimica 1]

X-lLa-F

en la que,

X es un péptido que tiene actividades en un receptor de glucagon, un
péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y un receptor polipéptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP);

L es un conector;

a es 0 0 un nimero entero positivo, con la condicion que cuando a es 2
0 mayor, cada L es independiente una de otra; y

F es un material que puede aumentar la vida media de X.
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En otra realizacion especifica, X es un analogo del glucagén nativo con
una variacién seleccionada del grupo que consiste en sustitucion, adicion,
eliminacion, modificacion y una combinacion de los mismos, en al menos un
aminoacido de la secuencia del glucagon nativo.

Incluso en otra realizacién especifica, la secuencia del aminoacido con
adicion deriva de una secuencia del aminoacido GLP-1 nativo, una secuencia
del aminoacido GIP nativo o una secuencia del aminoacido exendina-4 nativo.

Incluso en otra realizacion especifica, la X es un péptido que incluye
una secuencia de aminoacido representada por la Formula General 1 a
continuacion:

Xaal-Xaa2-Xaa3-Gly-Thr-Phe-Xaa7-Ser-Asp-XaalO-Ser-Xaal2-Xaal3-
Xaal4-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-
Trp-Leu-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Xaa30-R1 (Férmula General 1, SEQ ID NO: 103)

en la que, en la Formula General 1,

Xaal es histidina (His, H), 4-imidazoacetilo (CA), o tirosina (Tyr, Y);

Xaa2 es glicina (Gly, G), acido a-metil-glutamico, o Aib (&cido
aminoisobutirico);

Xaa3 es &cido glutdmico (Glu, E) o glutamina (GlIn, Q);

Xaa7 es treonina (Thr, T) o isoleucina (lle, 1);

Xaalo es leucina (Leu, L), tirosina (Tyr, Y), lisina (Lys, K), cisteina (Cys,
C) o valina (Val, V);

Xaalz2 es lisina (Lys, K), serina (Ser, S) o isoleucina (lle, 1);

Xaal3 es glutamina (GIn, Q), tirosina (Tyr, Y), alanina (Ala, A) o cisteina
(Cys, C);

Xaal4 es leucina (Leu, L), metionina (Met, M), o tirosina (Tyr, Y);
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Xaal5 es cisteina (Cys, C), acido aspértico (Asp, D), &cido glutamico
(Glu, E) o leucina (Leu, L);

Xaalb es glicina (Gly, G), acido glutamico (Glu, E) o serina (Ser, S);

Xaal7 es glutamina (GlIn, Q), arginina (Arg, R), isoleucina (lle, 1), acido
glutamico (Glu, E), cisteina (Cys, C), o lisina (Lys, K);

Xaal8 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R), o
histidina (His, H);

Xaal9 es alanina (Ala, A), glutamina (GlIn, Q), cisteina (Cys, C), o valina
(Val, V);

Xaa20 es lisina (Lys, K), glutamina (GlIn, Q), o arginina (Arg, R);

Xaa21l es acido glutamico (Glu, E), glutamina (GIn, Q), leucina (Leu, L),
cisteina (Cys, C), o acido aspértico (Asp, D);

Xaa23 es isoleucina (lle, 1) o valina (Val, V);

Xaa24 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C),
asparagina (Asn, N), acido aspértico (Asp, D), o acido glutamico (Glu, E);

Xaa27 es valina (Val, V), leucina (Leu, L), lisina (Lys, K), o metionina
(Met, M);

Xaa28 es cisteina (Cys, C), lisina (Lys, K), alanina (Ala, A), asparagina
(Asn, N), o &cido aspértico (Asp, D);

Xaa29 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), glutamina (GIn, Q), treonina
(Thr, T), &cido glutamico (Glu, E), o histidina (His, H);

Xaa30 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), lisina (Lys, K), o histidina
(His, H), o esta ausente; y

R1 es cisteina (Cys, C), GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), m-
SSGAPPPS-n (SEQ ID NO: 107), 0 m-SSGQPPPS-n (SEQ ID NO: 108), o esta
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ausente;

en la que,

m es -Cys-, -Pro-, 0-Gly-Pro-,

n es -Cys-, -Gly-, -Ser-, 0-His-Gly-, 0 est4 ausente.

Incluso en otra realizacion especifica,

en la Formula General 1,

Xaal4 es leucina o metionina; y

Xaals es cisteina, acido aspartico, o leucina.

Incluso en otra realizacion especifica, en la Férmula General 1,

XaaZ es glicina, acido a-metil-glutdmico, o Aib;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, glutamina, o cisteina;

Xaal4 es leucina, cisteina, o metionina;

Xaals es cisteina, leucina, acido glutamico, o &cido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, acido glutamico, o
lisina;

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, valina, o cisteina;

Xaa20 es lisina, arginina, o glutamina;

Xaa2l es é&cido glutamico, glutamina, leucina, cisteina, o &cido
aspartico;

Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, acido glutamico, o
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acido aspértico; y

Xaa27 es leucina o lisina.

Incluso en otra realizacion especifica, en la Formula General 1,

Xaa2 es glicina, acido a-metil-glutamico, o Aib;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, o cisteina;

Xaal4 es leucina o metionina;

Xaals es cisteina o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, o cisteina,

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico, cisteina, o 4cido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina, cisteina, asparagina, o acido aspartico; y

Xaa27 es leucina o lisina.

Incluso en otra realizacion especifica, en la Férmula General 1,

Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;
Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaal2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, o cisteina;

Xaal4 es leucina o metionina;
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Xaals es cisteina o acido aspartico;

Xaalb6 es acido glutamico;

Xaal?7 es arginina, isoleucina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico o 4cido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es glutamina, asparagina, o acido aspartico;
Xaa27 es leucina; y

XaaZ28 es cisteina, alanina, asparagina, o acido aspartico.
Incluso en otra realizacion especifica, en la Férmula General 1,
Xaal es histidina o 4-imidazoacetilo;

Xaa?2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina;

Xaal2 es isoleucina;

Xaal3 es alanina o cisteina;

Xaal4d es metionina;

Xaals es acido aspartico;

Xaal6 es acido glutamico;

Xaal7 es isoleucina o lisina;

Xaal8 es alanina o histidina;

Xaal9 es glutamina o cisteina;
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Xaa20 es lisina;

Xaa21l es acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es asparagina,;

Xaa27 es leucina;

Xaa28 es alanina o asparagina;

Xaa29 es glutamina o treonina; y

Xaa30 es cisteina, o lisina, 0 est4 ausente.
Incluso en otra realizacion especifica,

en la Formula General 1,

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico, o Aib;
Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaal2 es lisina,

Xaal3 es tirosina;

Xaal4 es leucina;

Xaals es acido aspartico;

Xaalé es glicina, acido glutamico, o serina;
Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina, o lisina,;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina o glutamina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico, cisteina, o 4cido aspartico;

Xaa23 es valina;
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Xaa24 es alanina, glutamina, o cisteina;
Xaa27 es leucina o lisina; y
Xaa29 es glicina, glutamina, treonina, o histidina.

Incluso en otra realizacién especifica, X es un péptido que incluye una

secuencia de aminoacido representada por la Foérmula General 2 a

continuacion:

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaal0-Ser-Lys-Xaal3-

Xaal4-Xaalb-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-

Trp-Leu-Leu-Xaa28-Xaa29-Xaa30-Xaa3l-  Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-

Xaa40 (General Formula 2, SEQ ID NO: 104)

lisina;

En la Férmula General 2,

Xaal es 4-imidazoacetilo, histidina, o tirosina;

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico, o Aib;
Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaal3 es alanina, glutamina, tirosina, o cisteina;
Xaal4 es leucina, metionina, o tirosina;

Xaals es acido aspartico, acido glutamico, o leucina;
Xaalé es glicina, acido glutamico, o serina;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, acido glutamico, cisteina, o

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina, o histidina;
Xaal9 es alanina, glutamina, cisteina, o valina;
XaaZ20 es lisina, glutamina, o arginina,

Xaa2l es cisteina, acido glutdmico, glutamina, leucina, o acido

aspartico;
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Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, o 4cido glutamico;

XaaZ28 es lisina, cisteina, asparagina, o acido aspartico;

Xaa29 es glicina, glutamina, cisteina, o histidina;

Xaa30 es cisteina, glicina, lisina, o histidina;

Xaa31l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

Incluso en otra realizacion especifica, en la Férmula General 2,

Xaal3 es alanina, tirosina, o cisteina,;

Xaals es acido aspartico o acido glutamico;

Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina, o lisina;

Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaa21 es cisteina, acido glutamico, glutamina, o 4cido aspartico;

Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, glutamina, o asparagina;

XaaZ28 es cisteina, asparagina, o acido aspartico;

Xaa29 es glutamina, cisteina, o histidina; y

Xaa30 es cisteina, lisina, o histidina.

Incluso en otra realizacién especifica, X es un péptido que incluye una
secuencia de aminoacido representada por la Férmula General 3 a
continuacion:

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Xaal3-Leu-Asp-
Glu-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Lys-Xaa21l-Phe-Val-Xaa24-Trp-Leu-Leu-Xaa28-
Xaa29-Xaa30-Xaa31l-Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40 (Férmula
General 3, SEQ ID NO: 105).
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En la Férmula General 3,

Xaal es histidina o tirosina;

Xaa?2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaal3 es alanina, tirosina, o cisteina;

Xaal7 es arginina, cisteina, o lisina;

Xaal8 es alanina o arginina;

Xaal9 es alanina o cisteina;

Xaa21 es acido glutamico o 4cido aspartico;

Xaa24 es glutamina o asparagina;

Xaa28 es cisteina o acido aspartico;

Xaa29 es cisteina, histidina, o glutamina;

Xaa30 es cisteina o histidina,;

Xaa31l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

Incluso en otra realizacion especifica, R1 es cisteina, GKKNDWKHNIT
(SEQ ID NO: 106), CSSGQPPPS (SEQ ID NO: 109), GPSSGAPPPS (SEQ ID
NO: 110), GPSSGAPPPSC (SEQ ID NO: 111), PSSGAPPPS (SEQ ID NO:
112), PSSGAPPPSG (SEQ ID NO: 113), PSSGAPPPSHG (SEQ ID NO: 114),
PSSGAPPPSS (SEQ ID NO: 115), PSSGQPPPS (SEQ ID NO: 116), o
PSSGQPPPSC (SEQ ID NO: 117), o est4 ausente.

Incluso en otra realizacion especifica, en las Férmulas Generales 1 a 3,
el aminoécido 16 y el aminoacido 20 del extremo N-terminal juntos forman un
anillo.

Incluso en otra realizacién especifica, X es un péptido que incluye una

secuencia de aminoacido seleccionada a partir del grupo que consiste en SEQ
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ID NOS: 1 a 102.

Incluso en otra realizacion especifica, F se selecciona del grupo que
consiste en un polimero, &cido graso, colesterol, albimina y un fragmento de
los mismos, un material de union de albamina, un polimero de unidades de
repeticion de secuencias de aminodcido particulares, un anticuerpo, un
fragmento del anticuerpo, un material de union del FcRn, un tejido conectivo in
vivo, un nucledtido, fibronectina, transferrina, un sacarido, heparina, y elastina.

Incluso en otra realizacion especifica, F es un polimero seleccionado
del grupo que consiste en polietilenglicol, propilenglicol, un copolimero de
propilenglicol - etilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol de polivinilo,
polisacarido, dextrano, polivinil éter etilico, un polimero biodegradable, un
polimero lipido, quitinas, acido hialurénico, un oligonucleétido y una
combinacion de los mismos.

Incluso en otra realizacion especifica, F es una region Fc de
inmunoglobulina.

Incluso en otra realizacion especifica, F es una region 1gG Fc.

Incluso en otra realizacion especifica, L se selecciona del grupo que
consiste en un péptido, acido graso, un sacérido, un polimero, un compuesto
de peso molecular bajo, un nucleétido, y una combinacion del mismo.

Incluso en otra realizacion especifica, L es un polimero seleccionado del
grupo que consiste en polietilenglicol, propilenglicol, un copolimero de
propilenglicol - etilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol de polivinilo,
polisacarido, dextrano, polivinil éter etilico, un polimero biodegradable, un
polimero lipido, quitinas, acido hialurénico, un oligonucleétido y una

combinacién de los mismos.
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Incluso en otra realizacion especifica, L es polietilenglicol.

Incluso otro aspecto de la presente invencion proporciona un
polinucledtido que codifica el conjugado, un vector que incluye el polinucle6tido
y un transformante que incluye el polinucleétido o el vector.

Incluso otro aspecto de la presente invencion es proporcionar una
composicién que contiene el conjugado.

En una realizacion especifica, la composicibn es una composicién
farmacéutica.

En otra realizacién especifica, la composicién es para prevenir o tratar
el sindrome metabdlico.

Incluso en otra realizacion especifica, el sindrome metabdlico puede
incluir intolerancia a la glucosa, hipercolesterolemia, dislipidemia, obesidad,
diabetes, hipertension, arteriosclerosis debido a la dislipidemia, ateroesclerosis,
arteriosclerosis, o cardiopatias coronarias.

Incluso otro aspecto de la presente invencion proporciona un
procedimiento para tratar un trastorno clave, que incluye la administracion del
conjugado o0 una composicion que contiene el conjugado a un sujeto que lo
necesite.

En una realizacién especifica, el trastorno es sindrome metabdlico.

Incluso otro aspecto de la presente invencién proporciona un uso del
conjugado o una composicion que contiene el conjugado en la preparacién de
un medicamento.

En una realizacion especifica, el medicamento es para evitar o tratar el
sindrome metabdlico.

[Efectos ventajosos de lainvencion]
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El conjugado del agonista triple segun la presente invencién tiene
actividades en un receptor de glucagon, un receptor de glucagon, un receptor
del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1), y un receptor polipéptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP), y por lo tanto se puede aplicar
para el tratamiento del sindrome metabdlico.

[Breve descripcion de los dibujos]

La Fig. 1 muestra un histograma que ilustra el resultado de medicion del
cambio de peso corporal en un modelo de animal obeso (ratones) en un
intervalo de dos dias, durante la administracion de un conjugado de accion
prolongada de un agonista triple mediante una dieta rica en grasas para los
ratones una vez cada dos dias durante 28 dias (p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
vs. vehiculo por analisis de varianza con un factor (ANOVA)).

La Fig. 2 muestra un histograma que ilustra el resultado de medicion de
la cantidad de grasa mesentérica en un modelo de animal obeso (ratones) en
un intervalo de dos dias, durante la administracién de un conjugado de accion
prolongada de un agonista triple mediante una dieta rica en grasas para los
ratones una vez cada dos dias durante 28 dias (p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
vs. analisis de varianza con un factor (ANOVA)).

[DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION]

A continuacion en el presente documento, se describir4 la presente
invencion en mas detalle.

Asimismo, cada una de las explicaciones y realizaciones ejemplares
divulgadas en el presente documento se pueden aplicar a otras explicaciones y
realizaciones ejemplares. Es decir, todas las combinaciones de diversos

factores divulgados en el presente pertenecen al alcance de la presente
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invencion. Ademas, el alcance de la presente invencion no deberia estar
limitado a la divulgacion especifica proporcionada a continuacion.
A lo largo de toda la especificacion de la presente invencion no solo se
usan los codigos convencionales de una letra y tres letras para los aminoacidos
5 que ocurren normalmente, sino también aquellos cédigos de tres letras que
generalmente se permiten para otros aminoacidos, tales como o acido a-
aminoisobutirico (Aib), Sar (N-metilglicina), y acido a-metil-glutdmico.
Ademas, los aminoacidos que se mencionan en el presente documento
se abrevian segun las reglas de la nomenclatura de IUPAC-IUB de la siguiente

10 manera:

alanina(Ala, A) arginina (Arg, R)
asparagina (Asn, N) acido aspartico (Asp, D)
cisteina (Cys, C) acido glutamico (Glu, E)
glutamina (GIn, Q) glicina (Gly, G)

histidina (His, H) isoleucina (lle, 1)
leucina (Leu, L) lisina (Lys, K)
metionina (Met, M) fenilalanina (Phe, F)
prolina (Pro, P) serina (Ser, S)

treonina (Thr, T) triptéfano (Trp, W)
tirosina (Tyr, Y) valina (Val, V)

Un aspecto de la presente invencion proporciona un conjugado de un
péptido que tiene actividades en un receptor de glucagon, un péptido similar al
glucagén tipo 1 (GLP-1) y un receptor polipéptido insulinotrépico dependiente

15 de la glucosa (GIP).
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En la presente invencion, el conjugado de un péptido, el cual tiene
actividades en un receptor de glucagon, un receptor de GLP-1, y un receptor
GIP, puede estar en una forma en la cual el material biocompatible se conjugue
al péptido para aumentar la vida media in vivo del péptido. En la presente
invencion, el material biocompatible se puede usar indistintamente con un
transportador.

En la presente invencion, el conjugado del péptido puede mostrar una
duracion en aumento de la eficacia comparada con el péptido, en el cual el
transportador no esta conjugado, y en el presente documento el conjugado se
denomina "conjugado de accion prolongada”.

Asimismo, puede ser que dicho conjugado no ocurra naturalmente.

En una realizacion especifica de la presente invencion, el conjugado es
un conjugado representado por la Formula Quimica 1 a continuacion:

[Formula Quimica 1]

X-lLa-F

en la que,

X es un péptido que tiene actividades en un receptor de glucagon, un
péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y un receptor polipéptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP);

L es un conector;

a es 0 0 un nimero entero positivo, con la condicion que cuando a es 2
0 mayor, cada L es independiente una de otra; y

F es un material que puede aumentar la vida media de X.

En la presente invencion el "péptido que tiene actividades en un

receptor de glucagon, un receptor (GLP-1) y un receptor (GIP)" puede
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corresponder a una constitucion de una fraccién que constituye el conjugado
anterior. Especificamente, el péptido corresponde a X en la Formula Quimica 1
anterior.

En la presente invencion, el péptido que tiene actividades en un
receptor de glucagén, un receptor GLP-1 y un receptor (GIP) se puede usar
indistintamente con un agonista triple.

El péptido puede incluir diversos materiales (por ejemplo, varios
péptidos) que tienen un nivel significante de actividades en los receptores de
glucagén, de GLP-1y GIP.

El agonista triple que tiene niveles significantes de actividades en los
receptores de glucagon, GLP-1 y GIP pueden mostrar actividades in vitro de
0,1 % o superior, 1 % o superior, 2 % o superior, 3 % o superior, 4 % 0 superior,
5 % o superior, 6 % o superior, 7 % o superior, 8 % o superior, 9 % 0 superior,
10 % o superior, 20 % o superior, 30 % o superior, 40 % o superior, 50 % o
superior, 60 % o superior, 70 % o superior, 80 % o superior, 90 % o0 superior, y
100 % o superior, a uno 0 mas receptores, especificamente dos o mas
receptores, y mas especificamente los tres de los receptores entre el glucagon,
receptores de GLP-1 y GIP, comparado con los ligandos nativos de los
receptores correspondientes (glucagon nativo, GLP-1 nativo y GIP nativo), pero
no se limita particularmente a ello.

El procedimiento para medir las actividades in vitro del agonista triple se
puede referir al ejemplo experimental 1 de la presente invencion, pero no se
limita particularmente a ello.

Asimismo, el agonista triple se caracteriza por tener uno 0 mas, dos o

mas, y especificamente las tres de las siguientes actividades de i) a iii),
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especificamente una actividad o actividades significantes de las mismas:

i) activacion de un receptor del GLP-1; ii) activacion de un receptor del
glucagon; vy iii) activacion de un receptor del GIP.

En particular, la activacion de los receptores puede incluir, por ejemplo,
aquellos casos en los cuales las actividades in vitro del péptido son 0,1 % o
superior, 1 % o superior, 2 % o superior, 3 % o superior 4 % o superior, 5 % o
superior, 6 % o superior, 7 % o superior, 8 %0 superior, 9 % o superior, 10 % o
superior, 20 % o superior, 30 % o superior, 40 % o superior, 50 % o superior, 60
% o superior, 70 % o superior, 80 % o superior, 90 % o superior, y 100 % o
superior, comparado con los ligandos nativos de los receptores
correspondientes, pero no se limita particularmente a ello.

Ademas, el agonista triple puede ser uno que tenga una vida media in
vitro incrementada relativa a algun GLP-1 nativo, glucagén nativo, y GIP nativo,
pero no se limita particularmente a ello.

El analogo del glucagbn anterior puede ser uno que no ocurre
naturalmente, pero no se limita particularmente a ello.

Especificamente, el péptido aislado puede ser un analogo del glucagén
nativo, pero no se limita particularmente a ello.

El anédlogo del glucagén nativo segun la presente invencion puede
incluir péptidos que tienen al menos una diferencia en la secuencia del
aminoacido comparado con la del glucagén nativo; péptidos que se modificaron
mediante modificacion de la secuencia del glucagdén nativo; y miméticos del
glucagdn nativo.

Sin embargo, el glucagén nativo puede tener la siguiente secuencia de

aminoacido, pero no se limita particularmente a ello:
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His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-
Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO: 118)

Especificamente, el péptido aislado puede ser un analogo del glucagén
nativo con una variacion seleccionada del grupo que consiste en sustitucion,
adicion, eliminacion, modificacién y una combinacion de los mismos, en al
menos un aminoacido de la secuencia del glucagon nativo, pero no se limita
particularmente a ello.

Ademas, la sustitucion del aminoacido puede abarcar tanto una
sustitucion a un aminoacido como una sustitucion a un compuesto no nativo.

Ademas, la adicion se puede llevar a cabo en el extremo N-terminal y/o
extremo C-terminal de un péptido. Sin embargo, la longitud del aminoé&cido
para adicion no esté particularmente limitada, pero se pueden afadir 1 o0 mas, 2
0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o méas, 10 o
mas, y 11 o mas aminoacidos, y en un sentido amplio, la adicion puede incluir
la adicion de un polipéptido, pero no se limita particularmente a ello.

Més especificamente, el analogo del glucagon pueden ser aquellos
donde 1 o mas, 2 o més, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 0 mas, 8 o
mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o més, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15 o mas,
16 o més, 17 0 mas, 18 o més, 19 o mas, o 20 aminoé&cidos seleccionados del
grupo compuesto de aminoécidos en posiciones 1, 2, 3, 7, 10, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28, y 29 en la secuencia de aminoacidos del
glucagén nativo se sustituyen con otros aminoacidos, y ademas, pueden ser
aquellos donde 1 0 mas, 2 o mas, 3 o0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o
mas, 8 0 mas, 9 o mas, 10 o més, o 11 o mas aminoacidos se afiaden de

manera independiente o adicional al extremo C-terminal del mismo, pero no se



10

15

20

25

23

limita particularmente a ello.

Incluso mas especificamente, el andlogo del glucagén pueden ser
aquellos donde 1 o mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o
mas, 8 0 mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15
0 mas, 16 o més, 17 o mas, 18 o méas, o 19 aminoacidos seleccionados del
grupo compuesto de aminoacidos en posiciones 1, 2, 3, 10, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28, y 29 en la secuencia de aminoacidos del
glucagdn nativo se sustituyen con otros aminoacidos, y ademas, pueden ser
aquellos donde 1 o mas, 2 o0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o més, 7 o
mas, 8 0 mas, 9 o0 mas, 10 o mas, o 11 o0 mas aminoécidos se afiaden de
manera independiente o adicional al extremo C-terminal del mismo, pero no se
limita particularmente a ello.

Incluso mas especificamente, el andlogo del glucagén pueden ser
aquellos donde 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o
mas, 8 0 mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15
0 més, 16 o mas, o 17 amino&cidos seleccionados del grupo compuesto de
aminoacidos en posiciones 1, 2, 3, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24,
28, y 29 en la secuencia de aminoacidos del glucagdn nativo se sustituyen con
otros aminoacidos, y ademas, pueden ser aquellos donde 1 o0 més, 2 o mas, 3
0 Mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o més, o 11 o
mas aminoacidos se afiaden de manera independiente o adicional al extremo
C-terminal del mismo, pero no se limita particularmente a ello.

Incluso mas especificamente, el analogo del glucagén pueden ser
aquellos donde 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o

mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, o 14
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aminoacidos seleccionados del grupo compuesto de aminoacidos en
posiciones 1, 2, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28, y 29 en la secuencia
de aminoacidos del glucagbén nativo se sustituyen con otros aminoéacidos, y
ademds, pueden ser aquellos donde 1 o0 més, 2 o mas, 30 mas, 4 o mas, 50
mas, 6 o mas, 7 0 mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, o 11 o mas aminoacidos
se afladen de manera independiente o adicional al extremo C-terminal del
mismo, pero no se limita particularmente a ello.

Los aminoacidos que se introduciran en el glucagon nativo anterior se
pueden seleccionar del grupo que consiste en tirosina, acido a-metil-glutdmico,
Aib, metionina, &cido glutdmico, histidina, lisina, leucina, isoleucina, glutamina,
valina, glicina, alanina, cisteina, serina, alanina, acido aspartico, y arginina,
pero no se limitan particularmente a los mismos.

Por ejemplo, la(s) secuencia(s) de aminoacido que sera(n) afadida(s)
puede(n) ser de al menos una secuencia de aminoacido derivada de un GLP-1
nativo, GIP nativo o exendina-4 nativa de la secuencia del aminoécido.

El analogo de glucagén o el agonista triple pueden incluir un puente
intramolecular (por ejemplo, una reticulacion covalente o una reticulacion no
covalente), y especificamente, estda en una forma que incluye un anillo, por
ejemplo, esta en una forma donde se forma un anillo entre el aminoacido 16 y
el aminoé&cido 20 del anélogo del glucagon o el agonista triple, pero no se limita
particularmente a ello.

El ejemplo no limitante del anillo puede incluir un puente lactama (o un
anillo lactama).

Ademas, el analogo del glucagbn o el agonista triple incluye todos

aquellos que estan modificados para incluir un anillo, o incluir un aminoécido
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capaz de formar un anillo en una posicion deseada.

Por ejemplo, el analogo del glucagon o el agonista triple pueden ser uno
en el cual el par de aminoacido de los aminoacidos 16 y 20 se sustituye con
acido glutadmico o lisina, lo cual puede formar un anillo, respectivamente, pero
el analogo del glucagon o el agonista triple no se limitan a ello.

El anillo se puede formar entre cadenas laterales de aminoacidos
dentro del anélogo del glucagon o el agonista triple; por ejemplo, pueden estar
en la forma de un anillo lactama entre una cadena lateral de lisina y una
cadena lateral de &cido glutamico, pero el anillo no se limita particularmente a
ello.

Ejemplos del analogo del glucagén preparado por una combinacion de
estos procedimientos pueden incluir péptidos, cuyas secuencias de aminoécido
difieren de aquella del glucagon nativo en al menos un aminoécido, y en la cual
se quita el carbono a en el extremo N-terminal del mismo, mientras tienen
actividades en un receptor del glucagon, un receptor del GLP-1 y un receptor
del GIP, etc., pero no se limitan a ello, y se pueden preparar analogos del
glucagon nativo aplicable a la presente invencion mediante la combinacion de
diversos procedimientos para la preparacién de analogos.

Ademas, con respecto al agonista triple de la presente invencion, se
puede sustituir una parte de los aminoacidos con otros aminoacidos o
compuestos no naturales para evitar el reconocimiento por parte de peptidasa
para aumentar la vida media in vivo del agonista triple, pero el agonista triple no
se limita particularmente a ello.

Especificamente, el péptido puede ser un péptido donde se aumenté la

vida media in vivo evitando el reconocimiento por parte de las peptidasas
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mediante la sustitucion de la segunda secuencia de aminoacido entre las
secuencias de aminoé&cido del agonista triple, pero se incluye sin limitacién
cualquier sustitucion o modificacion de aminoécidos para evitar el
reconocimiento por parte de las peptidasas in vivo.

Ademas, dicha modificacion para preparar analogos del glucagon nativo
puede incluir todas las modificaciones mediante el uso de aminoacidos del tipo
L o D y/o aminoacidos no naturales; y/o una modificacion de la secuencia
nativa, por ejemplo, una modificaciéon de un grupo funcional de la cadena
lateral, una unién covalente intramolecular (por ejemplo, una formacion de un
anillo entre cadenas laterales), metilacion, acilacién, ubiquitinizacion,
fosforilacion, aminohexanacion, biotinilacion, etc.

Ademaés, la modificacion también puede incluir todos aquellos en los
cuales se afiade uno o mas aminoacidos al amino y/o carboxilo terminal del
glucagdn nativo.

Durante la sustitucion o adicién de aminoacidos se pueden usar no solo
los 20 aminoacidos que comunmente se encuentran en proteinas humanas,
sino también los amino&cidos atipicos o que no ocurren naturalmente. Las
fuentes comerciales de aminoacidos atipicos pueden incluir Sigma-Aldrich,
ChemPep Inc., y Genzyme Pharmaceuticals. Los péptidos que incluyen estos
aminoacidos y secuencias de péptidos tipicas pueden ser sintetizarse y
adquirirse en proveedores comerciales, por ejemplo, American Peptide
Company, Bachem (Estados Unidos), o Anygen (Corea).

Los derivados de aminoéacidos se pueden obtener de la misma manera,
y como tal ejemplo, se puede usar acido imidazol-4.

Ademas, el péptido segun la presente invencién puede estar en la
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forma de una variante donde el amino y/o el carboxilo terminal, etc. del péptido
esté quimicamente modificado o protegido por grupos organicos, o se pueden
agregar aminoacidos a la terminal del péptido, para que lo protejan de las
peptidasas in vivo mientras aumenta su estabilidad.

En particular, en el caso de un péptido quimicamente sintetizado, sus
extremos C y N terminal se cargan eléctricamente y por lo tanto el extremo C y
N-terminal del péptido se puede acetilar y/o amidar, pero el péptido no se limita
particularmente a ello.

Ademas, el péptido segun la presente invencién puede incluir todos
aquellos en la forma de un péptido en si, una sal del mismo (por ejemplo, un
sal del mismo farmacéuticamente aceptable), o un solvato del mismo. Ademas,
el péptido puede estar en cualquier forma farmacéuticamente aceptable.

El tipo de sal no esta particularmente limitado. Sin embargo, se prefiere
que sea una sal segura y eficaz para un sujeto, por ejemplo, un mamifero, pero
no se limita particularmente a ello.

El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material que
se puede usar eficazmente para el uso previsto dentro del alcance de la
decision farmaco-médica, sin provocar toxicidad excesiva, irritacion, reacciones
alérgicas, etc.

Como se usa en el presente documento, el término "sal
farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal derivada de &cidos
inorganicos farmacéuticamente aceptables, acidos orgénicos, o bases.
Ejemplos de sales apropiadas pueden incluir &cido clorhidrico, &cido brémico,
acido sulfarico, acido nitrico, acido perclérico, acido fumarico, acido maleico,

acido fosférico, acido glicélico, acido lactico, acido salicilico, acido succinico,
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acido p-toluenosulfénico, acido tartéarico, acido acético, acido citrico, &acido
metanosulfonico, acido foérmico, &cido benzoico, acido maldnico, &cido
naftaleno-2-sulfénico, acido bencensulfonico, etc. Ejemplos de las sales
derivadas de bases apropiadas pueden incluir metales alcalinos tales como el
sodio, potasio, etc.; metales alcalinotérreos tales como el magnesio; amonio,
etc.

Como se usa en el presente documento, el término "solvato" se refiere
a un complejo formado entre el péptido segun la presente invencién o una sal
del mismo y una molécula de solvente.

En una realizacién especifica, X puede ser un péptido que incluye una
secuencia de aminoacido representada por la Férmula General 1 a
continuacion.

Xaal-Xaa2-Xaa3-Gly-Thr-Phe-Xaa7-Ser-Asp-XaalO-Ser-Xaal2-Xaal3-
Xaal4-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-
Trp-Leu-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Xaa30-R1 (Férmula General 1, SEQ ID NO: 103)

En la Férmula General 1 anterior,

Xaal es histidina (His, H), 4-imidazoacetilo (CA), o tirosina (Tyr, Y);

Xaa2 es glicina (Gly, G), acido a-metil-glutamico, o Aib;

Xaa3 es &cido glutdmico (Glu, E) o glutamina (GlIn, Q);

Xaa7 es treonina (Thr, T) o isoleucina (lle, 1);

Xaalo es leucina (Leu, L), tirosina (Tyr, Y), lisina (Lys, K), cisteina (Cys,
C) o valina (Vval, V);

Xaalz2 es lisina (Lys, K), serina (Ser, S) o isoleucina (lle, 1);

Xaal3 es glutamina (GIn, Q), tirosina (Tyr, Y), alanina (Ala, A) o cisteina

(Cys, C);
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Xaal4 es leucina (Leu, L), metionina (Met, M), o tirosina (Tyr, Y);

Xaal5 es cisteina (Cys, C), acido aspértico (Asp, D), &cido glutamico
(Glu, E) o leucina (Leu, L);

Xaalb es glicina (Gly, G), acido glutamico (Glu, E) o serina (Ser, S);

Xaal7 es glutamina (GlIn, Q), arginina (Arg, R), isoleucina (lle, 1), acido
glutamico (Glu, E), cisteina (Cys, C), o lisina (Lys, K);

Xaal8 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R), o
histidina (His, H);

Xaal9 es alanina (Ala, A), glutamina (GlIn, Q), cisteina (Cys, C), o valina
(Val, V);

XaaZ20 es lisina (Lys, K), glutamina (GIn, Q), o arginina (Arg, R);

Xaa21l es acido glutamico (Glu, E), glutamina (GIn, Q), leucina (Leu, L),
cisteina (Cys, C), o acido aspértico (Asp, D);

Xaa23 es isoleucina (lle, 1) o valina (Val, V);

Xaa24 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C),
asparagina (Asn, N), acido aspértico (Asp, D), o acido glutdmico (Glu, E);

Xaa27 es valina (Val, V), leucina (Leu, L), lisina (Lys, K), o metionina
(Met, M);

Xaa28 es cisteina (Cys, C), lisina (Lys, K), alanina (Ala, A), asparagina
(Asn, N), o &cido aspértico (Asp, D);

Xaa29 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), glutamina (GIn, Q), treonina
(Thr, T), &cido glutamico (Glu, E), o histidina (His, H);

Xaa30 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), lisina (Lys, K), o histidina
(His, H), o esta ausente;

R1 es cisteina (Cys, C), GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), m-
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SSGAPPPS-n (SEQ ID NO: 107), 0 m-SSGQPPPS-n (SEQ ID NO: 108), o esta
ausente;

en la que,

m es -Cys-, -Pro-, 0-Gly-Pro-;

n es -Cys-, -Gly-, -Ser-, 0-His-Gly-, o esta ausente.

Por ejemplo, el agonista triple puede ser uno que incluye una secuencia
de aminoacido seleccionada a partir del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1
a 102; y una que (fundamentalmente) consiste en una secuencia de
aminoacido seleccionada a partir del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1 a
102, pero no se limita a ello.

Ademas, aunque en la presente invencién se describe como "un
péptido que consiste en un SEQ ID NO particular”, no excluye una mutacion
que puede ocurrir mediante la adicion de una secuencia insignificante
ascendente o descendente de la secuencia del aminoécido de correspondiente
SEQ ID NO, o una mutacion que puede ocurrir naturalmente, o una mutacién
silenciosa de la misma, en tanto que el péptido tiene una accion igual o que
corresponde a aquella del péptido que consiste en una secuencia de
aminoécido del correspondiente SEQ ID NO, e incluso cuando la adicion de la
secuencia o mutacion esta presente, ésta obviamente pertenece al alcance de
la presente invencion.

Lo anterior puede aplicarse en otras realizaciones 0 aspectos de la
presente invencion, pero no se limita a ello.

Especificamente, en la Formula General 1 anterior, Xaal4 puede ser
leucina 0 metionina, y Xaal5 puede ser cisteina, acido aspartico, o leucina.

Ejemplos del péptido puede ser un péptido que incluye una secuencia
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de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 1 a 12,
14 a 17,y 21 a 102 o un péptido que (fundamentalmente) consiste en el mismo,
pero se limitan particularmente a ello.

El péptido puede activar significativamente al menos un receptor del
glucagén, receptor del GLP-1 y receptor del GIP, pero no se limita
particularmente a ello. Especificamente, el péptido puede ser uno que
significativamente active el receptor del GLP-1, o ademas el receptor del
glucagon y/o el receptor del GIP, pero no se limita particularmente a ello.

Incluso mas especificamente, el péptido puede ser:

en la Férmula General 1 anterior,

Xaa2 es glicina, acido a-metil-glutamico, o Aib;

Xaa7 es treonina,

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, glutamina, o cisteina;

Xaal4 es leucina, cisteina, o metionina,;

Xaals es cisteina, leucina, acido glutdmico, o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, acido glutamico, o
lisina;

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, valina, o cisteina;

Xaa20 es lisina, arginina, o glutamina;

Xaa2l es &cido glutamico, glutamina, leucina, cisteina, o &cido
aspartico;

Xaa?23 es isoleucina valina;
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Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, acido glutamico, o

acido aspértico; y
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Xaa27 es leucina o lisina, pero no se limita particularmente a ello.
Incluso, mas especificamente,

En la Férmula General 1 anterior,

Xaa2 es glicina, acido a-metil-glutamico, o Aib;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, o cisteina;

Xaal4 es leucina o metionina;

Xaals es cisteina o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, o cisteina,

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico, cisteina, o 4cido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina, cisteina, asparagina, o acido aspartico; y
Xaa27 es leucina o lisina, pero no se limita particularmente a ello.
Incluso, mas especificamente,

En la Férmula General 1 anterior,

Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina o cisteina;
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Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, o cisteina;

Xaal4 es leucina o metionina;

Xaals es cisteina o acido aspartico;

Xaalb6 es acido glutamico;

Xaal?7 es arginina, isoleucina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico o 4cido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es glutamina, asparagina, o acido aspartico;
Xaa27 es leucina; y

XaaZ28 es cisteina, alanina, asparagina, o acido aspartico.
Especificamente,

en la Férmula General 1 anterior,

Xaal es histidina o 4-imidazoacetilo;

Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina;

Xaal2 es isoleucina;

Xaal3 es alanina o cisteina;

Xaal4d es metionina;

Xaals es acido aspartico;
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Xaal6 es acido glutamico;

Xaal7 es isoleucina o lisina;

Xaal8 es alanina o histidina,

Xaal9 es glutamina o cisteina;

XaaZ20 es lisina;

Xaa21l es acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es asparagina;

Xaa27 es leucina;

Xaa28 es alanina o asparagina;

Xaa29 es glutamina o treonina; y

Xaa30 es cisteina o lisina, o esta ausente.
Més especificamente,

en la Formula General 1 anterior,

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico, o Aib;
Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina,

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaal2 es lisina,

Xaal3 es tirosina;

Xaal4 es leucina;

Xaals es acido aspartico;

Xaalsé es glicina, acido glutamico, o serina;
Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina, o lisina,;

Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;
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Xaal9 es alanina o glutamina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico, cisteina, o 4cido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina, o cisteina;

Xaa27 es leucina o lisina; y

Xaa29 es glicina, glutamina, treonina, o histidina;

pero no se limita particularmente a ello.

Estos péptidos pueden corresponder a un caso donde el péptido tiene
niveles de activacion significantes tanto en el receptor del GLP-1 y el receptor
del glucagoén, o niveles de activacion mas altos comparados con aquel en el
receptor del GIP; un caso donde el péptido tiene niveles de activacion
significantes en todo el receptor del GLP-1, receptor del glucagén, y receptor
del GIP; o un caso donde el péptido tiene niveles de activacion significantes
tanto en el receptor del GLP-1 y receptor del GIP y niveles de activacibn mas
altos comparados con aquel en el receptor del glucagén; pero no se limitan
particularmente a los mismos.

Cuando el péptido tiene niveles de activacion significantes tanto en el
receptor del GLP-1 como en el receptor del GIP, y también niveles de
activacion mas altos comparados con aquel en el receptor del glucagon, es
posible proporcionar un péptido con mayor capacidad mejorada para controlar
los niveles de glucosa en sangre ademas del efecto de reducir el peso corporal,
mientras cuando el péptido tiene niveles de activacion significantes en todo el
receptor del GLP-1, receptor del glucagon, y receptor del GIP, existe una

ventaja en que el efecto de reduccion de peso corporal se puede maximizar,
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pero los efectos no se limitan particularmente a los mismos.

Ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que abarca una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOS: 8, 9, 21 a 37, 39, 42, 43,49 a 61, 64 a 83, 85, 86, 88,89,91a93,y9 a
102; o un péptido que (fundamentalmente) consiste en lo mismo, pero no se
limita particularmente a ello.

En una realizacion especifica, el péptido puede incluir una secuencia de
aminoacido representada por la Formula General 2 a continuacion.

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaal0-Ser-Lys-Xaal3-
Xaal4-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa21l-Phe-Xaa23-Xaa24-
Trp-Leu-Leu-Xaa28-Xaa29-Xaa30-Xaa3l-  Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-
Xaa40 (Férmula General 2, SEQ ID NO: 104)

En la Férmula General 2 anterior,

Xaal es 4-imidazoacetilo, histidina, o tirosina;

Xaaz2 es glicina, acido a-metil-glutdmico, o Aib;

Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaal3 es alanina, glutamina, tirosina, o cisteina;

Xaal4 es leucina, metionina, o tirosina,

Xaals es acido aspartico, acido glutamico, o leucina;

Xaals es glicina, acido glutamico, o serina;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, acido glutamico, cisteina, o
lisina;

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, cisteina, o valina;

XaaZ20 es lisina, glutamina, o arginina,
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Xaa2l es cisteina, acido glutdmico, glutamina, leucina, o acido
aspartico;

Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, o 4cido glutamico;

XaaZ28 es lisina, cisteina, asparagina, o acido aspartico;

Xaa29 es glicina, glutamina, cisteina, o histidina;

Xaa30 es cisteina, glicina, lisina, o histidina;

Xaa31l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

Més especificamente, en la Férmula General 2 anterior,

Xaal3 es alanina, tirosina, o cisteina;

Xaals es acido aspartico o acido glutamico;

Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina, o lisina,;

Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaa21 es cisteina, acido glutamico, glutamina, o 4cido aspartico;

Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, glutamina, o asparagina;

XaaZ28 es cisteina, asparagina, o acido aspartico;

Xaa29 es glutamina, cisteina, o histidina; y

Xaa30 es cisteina, lisina, o histidina.

Ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que abarca una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOS: 21, 22, 42, 43, 50, 64 a 77, y 95 a 102; méas especificamente, un péptido
que incluye una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste

en SEQ ID NOS: 21, 22, 42, 43, 50, 64 a 77, y 96 a 102; o un péptido que



10

15

20

25

38

(fundamentalmente) consiste en lo mismo, pero no se limita particularmente a
ello.

En una realizacion especifica, el péptido puede incluir una secuencia de
aminoacido representada por la Formula General 3 a continuacion.

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Xaal3-Leu-Asp-
Glu-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Lys-Xaa21l-Phe-Val-Xaa24-Trp-Leu-Leu-Xaa28-
Xaa29-Xaa30-Xaa31-Ser-Ser-Gly-GlIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40 (Férmula
General 3, SEQ ID NO: 105)

En la Férmula General 3 anterior,

Xaal es histidina o tirosina;

Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaal3 es alanina, tirosina o cisteina,;

Xaal7 es arginina, cisteina, o lisina;

Xaal8 es alanina o arginina;

Xaal9 es alanina o cisteina;

Xaa21 es acido glutamico o 4cido aspartico;

Xaa24 es glutamina o asparagina,

Xaa28 es cisteina o acido aspartico;

Xaa29 es cisteina, histidina, o glutamina;

Xaa30 es cisteina o histidina;

Xaa31l es prolina o cisteina; y

Xaa40 es cisteina o esta ausente.

Ejemplos del péptido pueden incluir un péptido que abarca una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID

NOS: 21, 22, 42, 43, 50, 64 a 77, 75 a 77, y 96 a 102; o un péptido que
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(fundamentalmente) consiste en lo mismo, pero no se limita particularmente a
ello.

Ademas, en la Férmula General 1 anterior, R1 puede ser cisteina,
GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), CSSGQPPPS (SEQ ID NO: 109),
GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 110), GPSSGAPPPSC (SEQ ID NO: 111),
PSSGAPPPS (SEQ ID NO: 112), PSSGAPPPSG (SEQ ID NO: 113),
PSSGAPPPSHG (SEQ ID NO: 114), PSSGAPPPSS (SEQ ID NO: 115),
PSSGQPPPS (SEQ ID NO: 116), 0 PSSGQPPPSC (SEQ ID NO: 117), o esta
ausente, pero no se limita particularmente a ello.

Ademas, el péptido de la presente invencion se puede sintetizar
mediante un procedimiento conocido en la técnica, segun su longitud, por
ejemplo, mediante un sintetizador de péptido automatico, y se puede producir
mediante tecnologia de ingenieria genética.

Especificamente, el péptido de la presente invencion se puede preparar
mediante un procedimiento de sintesis estandar, un sistema de expresion
recombinante, o cualquier otro procedimiento conocido en la técnica. Por
consiguiente, el péptido de la presente invencion se puede sintetizar mediante
muchos procedimientos, por ejemplo, los procedimientos que se describen a
continuacion:

(& un procedimiento para sintetizar un péptido mediante un
procedimiento gradual de fase solida o fase liquida o mediante un montaje de
fragmento, seguido por aislamiento y purificacion del producto final del péptido;
0

(b) un procedimiento para expresar una formacién del &cido nucleico

que codifica un péptido en una célula huésped y recupera el producto de
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expresion del cultivo de la célula huésped; o

(c) un procedimiento para llevar a cabo una expresion libre de células in
vitro de una formacion del acido nucleico que codifica un péptido y recupera el
producto de expresion partir de alli; o

un procedimiento para obtener fragmentos de péptido mediante alguna
combinacion de los procedimientos (a), (b) y (c), obtener el péptido mediante la
union de los fragmentos de péptido y luego recuperar el péptido.

En el conjugado anterior, F es un material que puede aumentar la vida
media de X, por ejemplo., un péptido que tiene actividades en un receptor del
glucagoén, receptor del GLP-1 y receptor del GIP, y corresponde a una
constitucién de una fraccion que constituye el conjugado de la presente
invencion.

La F y la X pueden estar ligadas mutuamente mediante una unién
quimica covalente o una union quimica no covalente; o F y X pueden estar
ligadas mutuamente a través de L mediante una unién quimica covalente, una
unién quimica no covalente, o una combinacion de la misma.

El material que puede aumentar la vida media de X puede ser un
material biocompatible, por ejemplo, uno seleccionado del grupo que consiste
en un polimero, &cido graso, colesterol, albumina y un fragmento de los
mismos, un material de union de albimina, un polimero de unidades de
repeticion de secuencias de aminodcido particulares, un anticuerpo, un
fragmento del anticuerpo, un material de uniéon del FCRn, un tejido conectivo in
vivo, un nucledtido, fibronectina, transferrina, un sacarido, heparina, y elastina,
pero no se limita particularmente a ello.

La elastina puede ser tropoelastina humana, que es un precursor
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soluble, y puede ser una secuencia determinada de tropoelastina o un polimero
de determinadas unidades de repeticion de éstos, por ejemplo, incluye todos
los polipéptidos analogos de elastina, pero no se limita particularmente a los
mMismos.

Ejemplos del polimero puede ser uno seleccionado del grupo que
consiste en polietilenglicol (PEG), propilenglicol, un copolimero de propilenglicol
- etilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol de polivinilo, polisacarido, dextrano,
polivinil éter etilico, un polimero biodegradable, un polimero lipido, quitinas,
acido hialurdnico, un oligonucleétido y una combinacién de los mismos, pero no
se limitan particularmente a ello.

El polietilenglicol abarca todas las formas de homopolimero de
etilenglicol, copolimeros PEG, y polimeros PEG sustituidos por monometil
(mPEG), pero no se limita particularmente a ello.

Ademas, el material biocompatible puede incluir poliaminoacidos tales
como polilisina, poli-acido aspértico, y poli-acido glutdmico, pero no se limita a
ello.

Ademas, el 4cido graso puede ser uno que tenga una afinidad de union
con albamina in vivo, pero no se limita particularmente a ello.

En otra realizacion méas especifica, el material de unién FcRn puede ser
una region Fc de inmunoglobulina, y mas especificamente, una region IgG Fc,
pero no se limita particularmente a ello.

Al menos un aminoacido de la cadena lateral dentro del péptido de la
presente invencion puede adjuntarse al material biocompatible con el fin de
aumentar la solubilidad y/o vida media in vivo, y/o aumentar la biodisponibilidad

de la misma. Estas modificaciones pueden reducir la depuracion de péptidos y
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proteinas terapéuticas.

El polimero biocompatible puede ser soluble (anfipatico o hidroéfilo) y/o
no téxico y/o farmacéuticamente aceptable.

F puede estar directamente conectada con X (por ejemplo, a es 0 en la
Formula Quimica 1) o puede estar conectada mediante un conector (L).

Especificamente, L puede ser un péptido conector o un péptido no
conector, pero no se limita a ello.

Cuando L es un péptido conector, éste puede incluir uno o mas
aminoacidos, por ejemplo, de 1 a 1000 amino&cidos, pero no se limita
particularmente a ello. En la presente invencién, se pueden usar varios
péptidos conectores conocidos para unir entre F y X (por ejemplo, se incluyen
[GS]x conector, [GGGS]x conector, y [GGGGS]x conector, etc., en las que x es
un namero natural de al menos 1), pero los péptidos conectores no se limitan a
ello.

En la presente invencion, el “péptido no conector” incluye un polimero
biocompatible al cual se conectan al menos dos unidades de repeticion. Las
unidades de repeticién estan conectadas unas con otras mediante una union
covalente en vez de una union de péptido. El péptido no conector puede ser
una constitucion que establece una fraccién del conjugado de la presente
invencion y corresponde a L en la Formula Quimica 1 anterior.

En La de la Férmula Quimica 1, a puede ser 1 o mayor, y cada L puede
ser independiente una de otra cuando a es 2 0 mayor.

Como se usa en el presente documento, el término "péptido no
conector" se puede usar indistintamente con "polimero no péptido”.

Ademas, en una realizacion especifica, el conjugado puede ser uno en
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el cual Fy X estén conectados covalentemente entre si mediante un péptido no
conector que tiene dos grupos terminales reactivos que estdn conectados a X,
especificamente farmaco péptido, y F, especificamente region Fc de
inmunoglobulina, respectivamente.

Especificamente el péptido no conector puede ser uno seleccionado del
grupo que consiste en un 4cido graso, un sacarido, un polimero, un compuesto
de peso molecular bajo, un nucleétido, y una combinacion de los mismos.

Aunque no esté particularmente limitado, el péptido no conector puede
ser uno seleccionado del grupo que consiste en polietilenglicol, propilenglicol,
un copolimero de propilenglicol - etilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol de
polivinilo, un polisacarido, dextrano, polivinil éter etilico, un polimero
biodegradable tales como &cido polilactico (PLA) y &cido poli(lactico-co-
glicélico) (PLGA), polimero lipido, quitinas, acido hialurénico, un oligonucleétido
y una combinacién de los mismos. En otra realizacion mas especifica, el
polimero no péptido puede ser polietilenglicol, pero no se limita a ello. Ademas,
los derivados de los materiales anteriores ya conocidos en la técnica y los
derivados se pueden producir facilmente al nivel de tecnologia en la técnica
que pertenece al alcance de la presente invencion.

El péptido no conector que se usara en la presente invencion puede ser
cualquier polimero que tenga resistencia a la peptidasa in vivo, sin limitacion. El
peso molecular del polimero no péptido puede estar en un intervalo de 1 kDa a
100 kDa, y especificamente, 1 kDa a 20 kDa, pero no se limita a ello. Ademas,
el péptido no conector de la presente invencion, que esta conectado al
polipéptido correspondiente a F puede incluir no solo un dnico tipo de un

polimero, sino también una combinacion de diferentes tipos de polimeros.
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En una realizacion especifica, ambos extremos del péptido no conector
pueden estar respectivamente conectados a un grupo amino o grupo tiol de F,
por ejemplo una regién Fc de inmunoglobulina, 0 un grupo amino o grupo tiol
de X.

Especificamente, el polimero no péptido puede incluir un grupo reactivo
que puede estar conectado a F (por ejemplo, una regiébn Fc de
inmunoglobulina) y X en ambos extremos del mismo, respectivamente, y
especificamente, un grupo reactivo que puede estar conectado a un grupo
amino ubicado en el extremo N o lisina, o un grupo tiol de cisteina de X, o un
grupo amino ubicado en el extremo N o lisina, o un grupo tiol de cisteina de F
(por ejemplo, una regién Fc de inmunoglobulina), pero el grupo reactivo no se
limita a ello.

Ademas, el grupo reactivo del polimero no péptido que puede estar
conectado con la regién Fc de inmunoglobulina y X se puede seleccionar del
grupo que consiste en un grupo aldehido, un grupo maleimida, y un derivado
de succinimida, pero no se limita a ello.

En el anterior, los ejemplos del grupo aldehido pueden incluir un grupo
propanal o un grupo butanal, pero no se limita a ello.

En el anterior, se pueden usar como un derivado de succinimida,
valerianato de succinidimilo, butirato de etilo de succinidimilo, propionato de
metilo de succinidimilo, butanoato de succinidimilo, propanoico de
succinidimilo, N-hidroxisuccinimida, hidroxilo de succinidimilo, carboximetil de
succinidimilo o carbonato de succinidimilo, pero el derivado de succinimida no
se limita a ello.

El péptido no conector se puede conectar a X y F mediante estos
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grupos reactivos, pero los grupos reactivos no se limitan particularmente a ello.

Ademas, el producto final producido a través de alquilacion reactiva
mediante una unién aldehida es mas estable que aquella conectada mediante
una union amida. El grupo reactivo aldehida reacciona selectivamente con un
extremo N-terminal en una condicién de pH bajo mientras puede formar una
union covalente con un residuo de lisina en un pH alto (por ejemplo, pH 9,0).

Los grupos reactivos en ambos extremos del péptido no conector
pueden ser los mismos o diferentes unos de otros, por ejemplo, se puede
proporcionar un grupo reactivo de maleimida en un extremo, mientras que en el
otro extremo se puede proporcionar un grupo aldehido, un grupo propanal o un
grupo butanal. Sin embargo, en tanto que F, especificamente una regiéon Fc de
inmunoglobulina, se pueda conectar a X, y los grupos reactivos no estan
particularmente limitados.

Por ejemplo, el péptido no conector puede tener un grupo maleimida
COMO un grupo reactivo en un extremo mientras tiene un grupo aldehido, un
grupo propanal o un grupo butanal, etc., en el otro extremo.

Cuando un polietilenglicol que tiene un grupo hidroxilo reactivo en
ambos extremos del mismo se usa como el polimero no péptido, el grupo
hidroxilo se puede activar a varios grupos reactivos mediante reacciones
quimicas conocidas, o se puede usar un polietilenglicol que tenga un grupo
reactivo modificado disponible comercialmente para preparar el conjugado de
proteina de accion prolongada de la presente invencion.

En una realizacion especifica, el polimero no péptido puede ser uno que
pueda estar conectado a un residuo de cisteina de X, y mas especificamente,

al grupo -SH de cisteina, pero no se limita a ello.



10

15

20

25

46

Cuando se usa aldehido-PEG-maleimida, el grupo maleimida se puede
conectar al grupo -SH de X mediante una union tioéter, y le grupo aldehido se
puede conectar a F, especificamente al -NH, de la Fc de inmunoglobulina
mediante alquilacion reductiva, pero no se limita a ello, y lo anterior es
meramente una realizacion.

Ademas, en el conjugado anterior, un grupo reactivo del polimero no
péptido puede conectarse al -NH, ubicado en el extremo N-terminal de la Fc de
inmunoglobulina, pero es meramente una realizacion.

En la presente invencion, “regidn Fc de inmunoglobulina,” se refiere a
una region que incluye la cadena pesada de la regidn constante 2 (CH2) y/o la
cadena pesada de la region constante 3 (CH3), excluyendo la cadena pesada y
la cadena ligera de las regiones variables de una inmunoglobulina. La region Fc
de inmunoglobulina puede ser una constitucion que establece una fraccion de
un conjugado de proteina de la presente invencion.

La region Fc de inmunoglobulina puede incluir una regién bisagra en la
regién constante de la cadena pesada, pero no se limita a ello. Ademas, la
regién Fc de inmunoglobulina de la presente invencion puede ser una region Fc
extendida que incluye una parte o la totalidad de la region 1 constante de la
cadena pesada (CH1) y/o la region 1 constante de la cadena ligera (CL1),
excluyendo las regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera de la
inmunoglobulina, en tanto que la regiébn Fc de inmunoglobulina tiene un efecto
sustancialmente igual o mejorado comparado con el del tipo nativo. Ademas, la
regién Fc de inmunoglobulina de la presente invencion puede ser una region en
la cual se quita una parte bastante larga de la secuencia del aminoacido que

corresponde a CH2 y/o CH3.
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Por ejemplo, la region Fc de inmunoglobulina de la presente invencién
puede ser 1) un dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3, y un dominio
CH4; 2) un dominio CH1 y un dominio CH2; 3) un dominio CH1 y un dominio
CH3; 4) un dominio CH2 y un dominio CH3; 5) una combinacion entre uno o
dos 0 méas dominios entre un dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3 'y
un dominio CH4 y una region bisagra de inmunoglobulina (o una parte de la
region bisagra); y 6) un dimero entre cada dominio de la regién constante de la
cadena pesada y la regién constante de la cadena ligera, pero no se limita a
ello.

Ademaés, en una realizacion especifica, la region Fc de inmunoglobulina
puede estar en una forma dimérica y una molécula de X puede estar
covalentemente conectada a una region Fc en forma de dimero, donde la Fc de
inmunoglobulina y X pueden estar conectadas entre si mediante un polimero
no péptido. Ademés, también es posible que dos moléculas de X estén
simétricamente conectadas a la region Fc en forma de dimero. No obstante, la
conexion no se limita a ello.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina de la presente invencion no
solo incluye una secuencia de aminoacido nativo, sino también una secuencia
derivada del mismo. Un derivado de una secuencia de aminoécido se refiere a
una secuencia de aminoacido que tiene una diferencia en al menos un residuo
de aminoacido debido a la eliminacion, insercidn, sustitucion conservadora 0 no
conservadora, o una combinacién de ello.

Por ejemplo, los residuos del amino&cido en las posiciones 214 a 238,
297 a 299, 318 a 322, 0 327 a 331, que se conocen por estar en la conjugacién

de una Fc de inmunoglobulina, se pueden usar como sitios aptos para la
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modificacion.

Ademas, son posibles otros derivados varios, incluido uno que tiene una
eliminacion de una region capaz de formar un enlace disulfuro, o una
eliminacién de algunos residuos de aminoacidos en el extremo N-terminal del
Fc nativo o una adicion de un residuo de metionina en el extremo N-terminal
del Fc nativo. Ademas, para quitar las funciones efectoras, puede ocurrir una
eliminacién en un sitio de unién de complemento, tal como un sitio de unién
Clq y un sitio de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC). Las
técnicas para preparar dichos derivados de secuencias de la region Fc de
inmunoglobulina se divulgan en las publicaciones de la patente internacional
N.° WO 97/34631, WO 96/32478, etc.

Los intercambios de aminoacidos en proteinas y péptidos, que no
cambian totalmente la accion de las proteinas o péptidos, son conocidos en la
técnica (H. Neurath, R. L. Hill, The Proteins, Academic Press, New York, 1979).
Los intercambios que ocurren mas comunmente son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu,
Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg,
Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, y Asp/Gly, en ambas direcciones.
Dependiendo de los casos, la region Fc se puede modificar por fosforilacion,
sulfatacion, acilacién, glucosilacién, metilacién, farnesilacion, acetilacion,
aminacion, etc.

Los derivados Fc descritos anteriormente muestran una actividad
biol6gica idéntica a aquella de la region Fc de la presente invencion y
posiblemente haya mejorado la estabilidad estructural contra el calor, pH, etc.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina se puede obtener a partir de

formas nativas aisladas in vivo de humanos o animales tales como vacas,
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cabras, cerdos, ratones, conejos, hamsters, ratas, conejillos de indias, etc., 0
puede ser una region Fc de inmunoglobulina recombinante obtenida a partir de
las células o microorganismos de animales transformados o derivados de los
mismos. En el presente documento, la region Fc se puede obtener a partir de
una inmunoglobulina nativa aislando toda la inmunoglobulina de un cuerpo
animal o humano vivo y tratando la inmunoglobulina asilada con peptidasa.
Cuando toda la inmunoglobulina se trata con papaina, ésta se divide en
regiones Fab y Fc, y cuando toda la inmunoglobulina se trata con pepsina, ésta
se divide en los fragmentos pF’'c y F(ab),. Fc o pF’c se pueden aislar usando
una cromatografia de exclusiébn por tamafio, etc. En otra realizacibn mas
especifica, la region Fc de inmunoglobulina es una la region Fc de
inmunoglobulina recombinate que se obtiene a partir de un microorganismo que
expresa una region Fc derivada de un humano.

Ademas, la regién Fc de inmunoglobulina puede estar en la forma de
glicanos naturales, glicanos aumentados o reducidos comparados con el tipo
nativo, o en una forma desglicosilada. EI aumento, reduccién, o remocion de
los glicanos Fc de inmunoglobulina se puede alcanzar mediante
procedimientos convencionales tales como un procedimiento quimico, un
procedimiento enzimatico y un procedimiento de ingenieria genética mediante
el uso de un microorganismo. La region Fc de inmunoglobulina obtenida a partir
de la remocién de glicanos de la region Fc muestra una disminucién
significante en la afinidad de la unién al C1q y una citotoxicidad por anticuerpos
o citotoxicidad por complementos, y por lo tanto no induce respuestas in vivo
inmunes innecesarias En este sentido, una region Fc de inmunoglobulina en

una region Fc de inmunoglobulina desglicosilada o glicosilada puede ser una
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forma mas apta para cumplir con el objetivo original de la presente invencion
como un transportador del farmaco.

Como se usa en el presente documento, el término "desglicosilacion” se
refiere a eliminacién enzimética de fracciones de azucar de una region Fc, y el
término "aglicosilacion” se refiere a una region Fc no glicosilada producida en
procariotas, mas especificamente, E. coli.

Asimismo, la region Fc de inmunoglobulina puede derivar de humanos u
otros animales, entre ellos vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos, hamsters,
ratas y conejillos de indias. En otra realizacion més especifica, deriva de los
humanos.

Ademaés, la region Fc de inmunoglobulina (Ig) puede derivar de IgG, IgA,
IgD, IgE, IgM, o una combinacion o hibridos de los mismos. En otra realizacion
mas especifica, deriva de IgG o IgM, que estan entre las proteinas mas
abundantes en la sangre humana, e incluso en otra realizacion mas especifica,
deriva de 1gG, que se conoce por potenciar la vida media de las proteinas de
union de ligandos. Incluso en otra realizacion mas especifica, la region Fc de
inmunoglobulina estd en una region Fc 1gG4, y en la realizacion mas
especifica, la regién Fc IgG4 Fc es una region Fc aglicosilada derivada del
humano 1gG4, pero no se limita a ello.

En particular, como se usa en el presente documento, el término
“‘combinacion” significa que los polipéptidos que codifican una Unica cadena de
la regiobn Fc de inmunoglobulina del mismo origen estdn conectados a una
Unica cadena de polipéptido de un origen diferente para formar un dimero o
multidimero. Es decir, un dimero o multidimero puede estar formado a partir de

dos o0 mas fragmentos seleccionados del grupo compuesto de los fragmentos
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I9G Fc, IgA Fc, IgM Fc, IgD Fc, y IgE Fc.

Ademas, el conjugado anterior puede tener una propiedad de accion
prolongada mejorada del efecto en comparacion con el GLP-1 nativo, GIP o
glucagon, o en comparacion con la X donde la F no esta modificada, y estos
conjugados incluyen aquellos incorporados mediante nanoparticulas
biodegradables ademés de aquellos descritos anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un polinucleétido
que codifica el conjugado, un vector que incluye el polinucleétido y un
transformante que incluye el polinucledtido o un vector que incluye el
polinucleotido.

El conjugado es el mismo que se explica anteriormente.

El polinucledétido puede ser uno que codifique un conjugado en la forma
de una proteina de fusion.

Ademas, el polinucleétido asilado que codifica el conjugado incluye,
dentro del alcance de la presente invencion, una secuencia de polinucle6tido
gue tiene una secuencia para identificar a la secuencia correspondiente al 75 %
0 superior, especificamente 85 % o superior, mas especificamente 90 % o
superior e incluso mas especificamente 95 % o superior.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" indica
la similitud de secuencia con una secuencia de aminoacido natural o una
secuencia de &cido nucleico natural, y la comparacién de la homologia se
puede realizar con una observacion a simple vista o usando un programa de
comparacion disponible comercialmente. Mediante el uso de un programa
informético disponible comercialmente, la homologia entre dos o mas

secuencias puede expresarse como un porcentaje (%), y se puede calcular la
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homologia (%) entre secuencias adyacentes.

Como se usa en el presente documento, el término "vector
recombinante” se refiere a una construccién de ADN en la cual el polinucle6tido
que codifica la proteina meta, por ejemplo, el conjugado, estd operativamente
conectado a una secuencia de regulacion apropiada para permitir la expresion
de la proteina meta, el conjugado, en una célula huésped.

La secuencia de regulacion incluye un promotor que puede iniciar
transcripcion, cualquier secuencia operativa para regular la transcripcion, una
secuencia que codifica un dominio de enlace del ribosoma ARNm apropiado, y
una secuencia para regular la terminacién de la transcripcion y traduccion. El
vector recombinante, luego de haberse transformado en una célula huésped
adecuada, se puede replicar o funcionar independientemente del genoma
huésped, o se puede integrar al mismo genoma huésped.

El vector recombinante que se usa en la presente invencion no estara
particularmente limitado en tanto que el vector se replique en la célula huésped,
y se pueda construir usando un vector conocido en la técnica. Entre los
ejemplos del vector usado convencionalmente se pueden incluir plasmidos,
césmidos, virus y bacteriéfagos naturales o recombinantes. Los vectores que
se usan en la presente invencion no estan particularmente limitados, pero se
puede usar cualquier vector de expresion conocido en la técnica.

El vector recombinante se usa para la transformacion de una célula
huésped para producir el conjugado de la presente invencion. Ademas, estas
células transformadas, como una parte de la presente invencion, se pueden
usar para amplificar fragmentos de &cido nucleico y vectores, o pueden ser

células cultivadas o lineas celulares usadas en la produccién recombinante del
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conjugado de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "transformacion” se
refiere a un proceso para introducir un vector recombinante incluyendo un
polinucledtido que codifica una proteina meta en una célula huésped, de ese
modo permite la expresion de la proteina codificada por el polinucleétido en la
célula huésped. Para el polinucleétido transformado no importa si esta
insertado en el cromosoma de la célula huésped y ubicado alli o fuera del
cromosoma, en tanto que se pueda expresa en la célula huésped, y ambos
casos estan incluidos.

Ademas, el polinucledtido incluye ADN y ARN que codifican la proteina
meta. El polinucleétido se puede introducir de cualquier forma en tanto que se
pueda introducir en una célula huésped y se pueda expresar alli. Por ejemplo,
el polinucleétido se puede introducir en una célula huésped en la forma de un
casete de expresion, que es la construccion de un gen que incluye todos los
elementos esenciales que se requieren para la propia expresion. El casete de
expresion convencionalmente puede incluir un promotor operativamente
conectado al polinucle6tido, una sefial de terminacion de transcripcion, un
dominio de enlace del ribosoma, y una sefial de terminacion de traduccion. El
casete de expresion puede estar en la forma de un vector expresion capaz de
autorreplicacién. Ademas, el polinucleétido se puede introducir en una célula
huésped cuando esta operativamente conectado a una secuencia esencial para
su expresion en la célula huésped, pero no se limita a ello.

Ademas, segun se usa en el presente documento, el término
"operativamente conectado" se refiere una conexién funcional entre una

secuencia promotora, la cual inicia y media la transcripcion del polinucleétido
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que codifica la proteina meta, por ejemplo, un conjugado de la presente
invencion, y la secuencia de gen anterior.

Un huésped apropiado para usar en la presente invencion no puede
limitarse particularmente en tanto que pueda expresar el polinucleétido de la
presente invencion. Entre los ejemplos del huésped apropiado se pueden
incluir la bacteria que pertenece al género de Escherichia tal como E. coli; la
bacteria que pertenece al género de Bacillus tal como Bacillus subtilis; la
bacteria que pertenece al género de Pseudomonas tal como Pseudomonas
putida; levaduras tales como Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, y
Schizosaccharomyces pombe; células de insecto tales como Spodoptera
frugiperda (Sf9), y células animales tales como CHO, COS, y BSC.

Incluso otro aspecto de la presente invencidbn proporciona una
composicién que contenga el conjugado.

El conjugado es el mismo que se explica anteriormente.

Especificamente, la composicibn puede ser una composicion
farmacéutica, y mas especificamente, una composicién farmacéutica para
prevenir o tratar el sindrome metabdlico.

Segun se usa en el presente documento, el término "prevencién” se
refiere a todas las actividades que inhiben o retrasan el sindrome metabdlico
mediante la administracion del conjugado anterior o de la composicion que
contiene el conjugado, y el término "tratamiento" se refiere a todas las
actividades que mejoran o ventajosamente cambian los sintomas del sindrome
metabdlico mediante la administracibn del conjugado anterior o de la
composicion que contiene el conjugado.

Segun se usa en el presente documento, el término "administracion” se



10

15

20

25

55

refiere a la introduccién de una sustancia particular en un sujeto mediante un
procedimiento adecuado, y la via de administracion de la composicion puede
ser cualquier via convencional que haga llegar la composicion a la meta in vivo,
por ejemplo, la administracion intraperitoneal, administracion intravenosa,
administracion intramuscular, administracion subcutanea, administracion
intradérmica, administracion oral, administracién topica, administracion
intranasal, administracion intrapulmonar, administracion intrarrectal, etc.

Segun se usa en el presente documento, el término "sindrome
metabdlico" se refiere a un sintoma en el cual diversos trastornos que ocurren
debido a un trastorno metabdlico ocurren solos o en combinacion. En particular,
los ejemplos de trastornos que pertenecen al sindrome metabdlico pueden
incluir intolerancia a la glucosa, hipercolesterolemia, dislipidemia, obesidad,
diabetes, hipertension, arteriosclerosis debido a la dislipidemia, ateroesclerosis,
arteriosclerosis, y cardiopatia coronaria, pero no se limitan a los mismos.

Segun se usa en el presente documento, el término "obesidad" se
refiere a un trastorno médico con acumulacién de grasa corporal en exceso y
generalmente una persona se define como obesa cuando su indice de masa
corporal (IMC; valor de masa corporal (kg) sobre la altura corporal al cuadrado
(m)) es 25 o superior. Generalmente el motivo principal de la obesidad es el
desequilibrio energético causado por la ingesta excesiva de alimentos en
comparacion con el consumo energético durante un largo periodo de tiempo.
La obesidad, un trastorno metabdlico que afecta todo el cuerpo, aumenta la
posibilidad de desarrollar diabetes e hiperlipidemia, aumenta el riesgo de
incidencia de disfuncion sexual, artritis y enfermedades cardiovasculares, y en

algunos casos se asocia con el desarrollo del cancer.
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La composicion farmacéutica de la presente invencién también puede
incluir un transportador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable. El
transportador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable puede que
no ocurra naturalmente.

Segun se usa en el presente documento, el término "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a las propiedades de tener una cantidad suficiente para
mostrar un efecto terapéutico y no generar efectos secundarios, y se puede
determinar facilmente por un experto en la técnica basada en factores
conocidos en el campo médico, tales como el tipo de trastorno, edad, peso
corporal, estado de salud, sexo, sensibilidad a los farmacos de un paciente, via
de administracion, método de administracién, frecuencia de la administracion,
duracion del tratamiento, un farmaco o varios deben mezclarse o administrase
de manera simultanea, etc.

La composicion farmacéutica de la presente invencion que contiene un
péptido de la presente invencién también puede incluir un transportador
farmacéuticamente aceptable. El transportador farmacéuticamente aceptable
puede incluir, para la administracion oral, un aglutinante, un lubricante, un
disgregante, un excipiente, un agente solubilizante, un dispersante, un agente
estabilizante, un agente de suspension, un agente colorante, un agente
saborizante, etc.; para inyecciones, un agente amortiguador, un agente de
conservacion, un analgésico, un agente solubilizante, un agente isoténico, un
agente estabilizante, etc., que se pueden combinar para su uso; y para las
administraciones topicas, una base, un excipiente, un lubricante, un agente de
conservacion, etc.

El tipo de formulacion de la composicion segun la presente invencion se
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puede preparar diversamente mediante la combinacién con un transportador
farmacéuticamente aceptable descrito anteriormente. Por ejemplo, para la
administracion oral, la composicion se puede formular en tabletas, pildoras,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, etc. Para inyecciones, la
composicion se debe formular en ampollas de dosis unitarias o contenedores
de dosis multiples. La composicién también se puede formular en soluciones,
suspensiones, tabletas, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacién
sostenida, etc.

Asimismo, los ejemplos de transportadores, excipientes y diluyentes
aptos pueden incluir, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol,
eritritol, maltitol, almidén, caucho de acacia, alginato, gelatina, fosfato de calcio,
silicato  célcico, celulosa, metilcelulosa, celulosa  microcristalina,
polivinilpirrolidona, agua, metil para-hidroxibenzoato, propil
parahidroxibenzoato, talco, estearato de magnesio, aceite mineral, etc.
Ademas, la composicién también puede incluir un diluyente, un anticoagulante,
un lubricante, un humectante, un agente saborizante, un conservante, etc.

Ademés, la composicion farmacéutica de la presente invencion se
puede preparar en cualquier tipo de formulacion seleccionada del grupo que
consiste en tabletas, pildoras, polvos, granulos, capsulas, suspensiones,
medicacion liquida para uso interno, emulsiones, jarabes, soluciones acuosas
estériles, disolventes no acuosos, formulaciones liofilizadas y supositorios.

Ademas, la composicion se puede formular como una dosis por unidad
apta para el cuerpo del paciente, y esta especificamente formulada en una
preparacion util para farmacos de proteinas segun el procedimiento tipico en el

campo farmacéutico para que se administre mediante una via oral o parenteral,
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tales como la piel, de manera intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intramedular, intratecal, intraventricular, pulmonar, transdérmica, subcuténea,
intraperitoneal, intranasal, intragastrica, tdpica, sublingual, vaginal o rectal, pero
no se limita a ello.

Ademas, el conjugado se puede usar mezclandose con diversos
transportadores farmacéuticamente aceptados aprobados como farmacos
farmacéuticos tales como la salina fisiolégica o disolventes organicos. Para
aumentar la estabilidad o absorbencia, se pueden usar como farmacos
farmacéuticos los carbohidratos tales como la glucosa, la sacarosa o dextrano,
los antioxidantes tales como el acido ascorbico o el glutation, los agentes
quelantes, las proteinas de peso molecular bajo o demés estabilizadores.

La dosis de administracion y la frecuencia de la composicion
farmacéutica de la presente invencion estdn determinadas por el tipo de
ingredientes activos, junto con diversos factores tales como el trastorno a tratar,
la via de administracion, la edad, el género y el peso corporal del paciente, y la
gravedad del trastorno.

La dosis efectiva total de la composicién de la presente invencion se
puede administrar en un paciente en una Unica dosis o se puede administrar
durante un largo periodo de tiempo en dosis multiples segun un protocolo de
tratamiento fraccionado. En la composicion farmacéutica de la presente
invencion, el contenido de los ingredientes activos puede variar segun la
gravedad del trastorno. Especificamente, la dosis diaria total del conjugado de
la presente invencién puede ser de aproximadamente 0,0001 mg a 500 mg por
kg de peso corporal de un paciente. No obstante, la dosis efectiva del

conjugado se determina considerando diversos factores, entre ellos, la edad del
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paciente, el peso corporal, las condiciones de salud, el género, la gravedad del
trastorno la dieta y la tasa de excrecion, ademas de la via de administracion y
la frecuencia del tratamiento de la composicién farmacéutica. En este sentido,
aquellos expertos en la técnica pueden determinar facilmente la dosis efectiva
apta para el uso particular de la composicién farmacéutica de la presente
invencion. La composicion farmacéutica segun la presente invencion no esté
particularmente limitada a la formulacion, via y modo de administracion, en
tanto que muestra los efectos de la presente invencion.

La composicion farmacéutica de la presente invencion muestra una
duracion in vivo excelente de la eficacia y medicién, y por lo tanto, el nimero y
la frecuencia de la administraciébn de la preparacion farmacéutica de la
presente invencion puede reducirse significativamente.

Incluso otro aspecto de la presente invencion proporciona un
procedimiento para tratar un trastorno clave, el cual incluye administrar el
conjugado 0 una composicidon que contiene el conjugado a un sujeto que
necesite de la misma. El trastorno clave puede ser el sindrome metabdlico.

El conjugado o la composicion que contiene el conjugado son las
mismas que se explicaron anteriormente.

El trastorno clave puede ser el sindrome metabdlico.

Segun se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a
un sujeto del que se sospecha que tiene un sindrome metabdlico, y el sujeto
del que se sospecha que tiene un sindrome metabdlico se refiere a mamiferos,
incluidos los humanos, las ratas, ganado vacuno, etc., que tienen o0 posee
riesgo de desarrollar el sindrome metabdlico, pero se incluye sin limitacion

cualquier sujeto que se pueda tratar con el conjugado de la presente invencién
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o la composicién que contiene el conjugado.

El procedimiento de la presente invencion puede incluir administrar una
cantidad farmacéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica que
contiene el conjugado. La dosis diaria total de la composicibn se puede
determinar dentro del juicio clinico apropiado de un médico, y la composicién
se puede administrar una vez o varias veces en dosis divididas por dia. Sin
embargo, a todos los fines de la presente invencion, la dosis efectiva
terapéuticamente especifica de la composicibn para cualquier paciente
particular se aplica preferentemente de manera distinta, dependiendo de varios
factores entre ellos el tipo y grado de respuesta que se debe alcanzar, las
composiciones especificas incluyen si ocasionalmente también se usan otros
agentes, la edad del paciente, el peso corporal, la condicion de salud, el género
y la dieta, el tiempo y la via de administracion, la tasa de secrecion de la
composicion, la duracion del tratamiento, demas farmacos usados en
combinacion o simultaneamente con las composiciones especificas, y factores
conocidos en el campo médico.

Incluso otro aspecto de la presente invencion proporciona el uso del
conjugado o una composicion que contiene el conjugado en la preparacién de
un medicamento.

El conjugado o la composicién que contiene el conjugado es la misma
que se explicé anteriormente.

El medicamento puede ser para prevenir o tratar el sindrome
metabdlico.

A continuacion en el presente documento, se describird la presente

invencion en mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos. No obstante,
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estos ejemplos son sélo para fines ilustrativos, y la invencion no esté destinada

a limitarse por estos ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de agonistas triples

Los agonistas triples que muestran las actividades de todos los GLP-1,

y los receptores del glucagbn que se prepararon y sus secuencias de

aminoacido se muestran en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1]
SEQ ID NO Secuencia Informacién

1 HXQGTFTSDVSSYLDGQAAKEFI
AWLVKGC

2 HXQGTFTSDVSSYLDGQAQKEFI
AWLVKGC

3 HXQGTFTSDVSSYLLGQAAKQFI
AWLVKGGGPSSGAPPPSC

4 HXQGTFTSDVSSYLLGQQQKEFI
AWLVKGC

5 HXQGTFTSDVSSYLLGQQQKEFI
AWLVKGGGPSSGAPPPSC

6 HXQGTFTSDVSSYLDGQAAKEFYV
AWLLKGC

7 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAKEFV
AWLLKGC

8 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAQEFV
AWLLKGC

9 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAQEFV
AWLLAGC

10 HXQGTFTSDVSKYLDGQAAQEFV
AWLLAGGGPSSGAPPPSC

11 CAGEGTFTSDLSKYLDSRRQQLF
VOQWLKAGGPSSGAPPPSHG

12 CAGEGTFISDLSKYMDEQAVQLF
VEWLMAGGPSSGAPPPSHG

13 CAGEGTFISDYSIQLDEIAVQDFV
EWLLAQKPSSGAPPPSHG

14 CAGQGTFTSDYSIQLDEIAVRDFV
EWLKNGGPSSGAPPPSHG

15 CAGQGTFTSDLSKQMDEEAVRLF
IEWLKNGGPSSGAPPPSHG
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SEQ ID NO Secuencia Informacién

16 CAGQGTFTSDLSKQMDSEAQQLF
IEWLKNGGPSSGAPPPSHG

17 CAGQGTFTSDLSKQMDEERAREF
IEWLLAQKPSSGAPPPSHG

18 CAGQGTFTSDLSKQMDSERAREF
IEWLKNTGPSSGAPPPSHG

19 CAGQGTFTSDLSIQYDSEHQRDF
IEWLKDTGPSSGAPPPSHG

20 CAGQGTFTSDLSIQYEEEAQQDF
VEWLKDTGPSSGAPPPSHG

21 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFV| Formaciéon
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo

22 YXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFV| Formaciéon
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo

23 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFV| Formaciéon
QWLLAQKGKKNDWKHNIT del anillo

24 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKEFV| Formaciéon
QWLKNGGPSSGAPPPS del anillo

25 HXQGTFTSDCSKYLDERAAQDFV
QWLLDGGPSSGAPPPS

26 HXQGTFTSDCSKYLDSRAAQDFV
QWLLDGGPSSGAPPPS

27 HXQGTFTSDYSKYLDERACQDFV
QWLLDQGGPSSGAPPPS

28 HXQGTFTSDYSKYLDEKRAQEFV
CWLLAQKGKKNDWKHNIT

29 HXQGTFTSDYSKYLDEKAAKEFV/| Formacién
QWLLNTC del anillo

30 HXQGTFTSDYSKYLDEKAQKEFV| Formacién
QWLLDTC del anillo

31 HXQGTFTSDYSKYLDEKACKEFV| Formacién
QWLLAQ del anillo

32 HXQGTFTSDYSKYLDEKACKDFV| Formacion
QWLLDGGPSSGAPPPS del anillo

33 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV| Formacion
NWLLAQKC del anillo

34 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFV| Formacion
NWLLAQKC del anillo

35 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV/| Formacion
NWLLNTKC del anillo

36 HXQGTFTSDYSKYLCEKRQKEFV| Formacion
QWLLNGGPSSGAPPPSG del anillo
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SEQ ID NO Secuencia Informacién

37 HXQGTFTSDYSKYLDECRQKEFV| Formacién
QWLLNGGPSSGAPPPSG del anillo

38 CAXQGTFTSDKSSYLDERAAQDF
VOQWLLDGGPSSGAPPPSS

39 HXQGTFTSDYSKYLDGQHAQCF
VAWLLAGGGPSSGAPPPS

40 HXQGTFTSDKSKYLDERACQDFYV
QWLLDGGPSSGAPPPS

41 HXQGTFTSDKSKYLDECAAQDFYV
QWLLDGGPSSGAPPPS

42 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFV| Formaciéon
QWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

43 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFV| Formaciéon
QWLLDHHCSSGQPPPS del anillo

44 HGQGTFTSDCSKQLDGQAAQEF
VAWLLAGGPSSGAPPPS

45 HGQGTFTSDCSKYMDGQAAQDF
VAWLLAGGPSSGAPPPS

46 HGQGTFTSDCSKYLDEQHAQEF
VAWLLAGGPSSGAPPPS

a7 HGQGTFTSDCSKYLDGQRAQEF
VAWLLAGGPSSGAPPPS

48 HGQGTFTSDCSKYLDGQRAQDF
VNWLLAGGPSSGAPPPS

49 CAXQGTFTSDYSICMDEIHQKDF| Formacién
VNWLLNTK del anillo

50 HXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFV/| Formacién
QWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

51 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFV| Formacién
QWLLNTC del anillo

52 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFV| Formacién
QWLLDTC del anillo

53 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFYV| Formacion
NWLLAQC del anillo

54 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFYV| Formacion
DWLLAEC del anillo

55 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV/| Formacion
NWLLAQC del anillo

56 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFV| Formacion
NWLLAQC del anillo

57 HXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV/| Formacion

NWLLNTC

del anillo
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SEQ ID NO Secuencia Informacién
58 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFV| Formacion
QWLLNTKC del anillo
59 CAXQGTFTSDYSICMDEKHQKDF| Formacion
VNWLLNTK del anillo
60 CAXQGTFTSDYSIAMDEKHCKDF| Formacion
VNWLLNTK del anillo
61 CAXQGTFTSDYSIAMDEIACKDFV | Formacion
NWLLNTK del anillo
62 CAXQGTFTSDKSKYLDERAAQDF
VOQWLLDGGPSSGAPPPS
63 CAXQGTFTSDCSKYLDERAAQDF
VOQWLLDGGPSSGAPPPS
64 YXQGTFTSDYSKYLDECAAKEFV | Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
65 HXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEFV | Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
66 YXQGTFTSDYSKYLDECRAKDFV| Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
67 YXQGTFTSDYSKYLDECAAKDFV| Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
68 YXQGTFTSDYSKCLDEKAAKEFV| Formacién
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
69 YXQGTFTSDYSKCLDERAAKEFV| Formacién
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
70 YXQGTFTSDYSKCLDEKRAKDFV| Formacién
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
71 YXQGTFTSDYSKYLDERACKDFV| Formacién
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
72 YXQGTFTSDCSKYLDERAAKDFV| Formacién
QWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
73 CAXQGTFTSDYSKYLDECRAKEF| Formacion
VOWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
74 CAXQGTFTSDYSKCLDEKRAKEF| Formacion
VOWLLDHHPSSGQPPPS del anillo
75 YXQGTFTSDYSKYLDEKAAKEFV| Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo
76 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKDFV| Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo
77 YXQGTFTSDYSKYLDEKAAKDFV| Formacion
QWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo
78 HXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEFV| Formacion
QWLLDTKC del anillo




65

SEQ ID NO Secuencia Informacién
79 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV/| Formacién
NWLLAQKC del anillo

80 HXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV/| Formacién
DWLLAEKC del anillo

81 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEF| Formaciéon
VQWLLNTC del anillo

82 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEF| Formaciéon
VOWLLDTC del anillo

83 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV| Formaciéon
NWLLAQC del anillo

84 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV| Formaciéon
DWLLAEC del anillo

85 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDF| Formaciéon
VNWLLAQC del anillo

86 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEF| Formaciéon
VNWLLAQC del anillo

87 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDF| Formaciéon
VNWLLNTC del anillo

88 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEF| Formaciéon
VOQWLLNTKC del anillo

89 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEF| Formacién
VOQWLLDTKC del anillo

90 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV| Formacién
NWLLAQKC del anillo

91 CAXEGTFTSDYSIAMDEIHQKDFV| Formacién
DWLLAEKC del anillo

92 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDF| Formaciéon
VNWLLAQKC del anillo

93 CAXQGTFTSDYSKYLDEKRQKEF| Formaciéon
VNWLLAQKC del anillo

94 CAXQGTFTSDYSIAMDEIHQKDF| Formaciéon
VNWLLNTKC del anillo

95 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFV| Formacion
QWLLCHHPSSGQPPPS del anillo

96 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFV| Formacion
QWLLDHCPSSGQPPPS del anillo

97 YXQGTFTSDYSKYLDEKRAKEFV| Formacion
QWLLDCHPSSGQPPPS del anillo

98 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKEFV| Formacion
NWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo

99 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKDFV| Formacién
NWLLDHHPSSGQPPPSC del anillo
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SEQ ID NO Secuencia Informacién
100 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKEFV| Formaciéon
QWLLDQHPSSGQPPPSC del anillo

101 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKEFV| Formaciéon
NWLLDQHPSSGQPPPSC del anillo

102 YXQGTFTSDYSKALDEKAAKDFV| Formaciéon
NWLLDQHPSSGQPPPSC del anillo

En las secuencias descritas en la tabla 1, el amino&cido representado
por X representa acido aminoisobutirico (Aib), que es un aminoécido no natural,
y los amino&cidos subrayados representan la formacion de un anillo entre los
aminoacidos subrayados. Ademé&s, en la tabla 1, CA representa 4-
imidazoacetilo y Y representa tirosina.

Ejemplo 2: Preparacion de conjugados de accion prolongada de agonistas

triples

Para la pegilacion del residuo de cisteina de los agonistas triples (SEQ
ID NOS: 21, 22, 42, 43, 50, 77, y 96) del ejemplo 1 usando PEG (10 kDa) que
tiene un grupo maleimida y un grupo aldehido en ambos extremos,
respectivamente, por ejemplo, maleimida-PEG-aldehido (10 kDa, NOF, Japon),
los agonistas triples y el maleimida-PEG-aldehido se hicieron reaccionar en un
radio molar de 1 : 1 a 3, en una concentracion de proteina de 1 mg/ml a 5
mg/ml a temperatura baja durante 0,5 a 3 horas. En particular, la reaccion se
llevé a cabo en un ambiente en el cual de 20 % a 60 % de isopropanol se
afadio a Buffer Tris 50 Mm (pH 7,5). Luego de finalizar la reaccién, los
reactivos se aplicaron a SP sepharose HP (GE Healthcare, Estados Unidos)
para purificar los agonistas triples, que es monopegilado en el residuo de
cisteina del mismo.

Luego, los agonistas triples monopegilados purificados y una Fc de
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inmunoglobulina se hicieron reaccionar en un radio molar de 1 : 1 a 5 en una
concentracion de proteina de 10 mg/ml a 50 mg/ml a 4 °C a 8 °C durante 12
horas a 18 horas. La reaccion se llevé a cabo en un ambiente en el cual 10 mM
a 50 mM de cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3s), por ejemplo, un agente
reductor, y 10 % a 30 % de isopropanol se afladieron a 100 mM de manteca de
fosfato de potasio (pH 6,0). Luego de finalizar la reaccion, los reactivos se
aplicaron a la columna de purificacién de Butyl sepharose FF (GE Healthcare,
Estados Unidos) y columna de purificacibn Source 1SO (GE Healthcare,
Estados Unidos) para purificar el conjugado incluyendo los agonistas triples y la
Fc de inmunoglobulina.

Luego de la preparacion, la pureza analizada mediante la cromatografia
en fase inversa, la cromatografia de exclusién por tamafio y la cromatografia de
intercambio iénico mostraron ser del 95 % o superior.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:
21 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomino “el
conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 21 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 217, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:
22 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomino “el
conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 22 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 227, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:

42 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomind “el
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conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 42 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 427, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:
43 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomind “el
conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 43 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 43, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:
50 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomind “el
conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 50 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 507, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:
77 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomino “el
conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 77 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 777, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

En patrticular, el conjugado en el cual el agonista triple de SEQ ID NO:
96 y una Fc de inmunoglobulina se conectaron mediante PEG se denomind “el
conjugado que incluye el agonista triple de SEQ ID NO: 96 y una Fc de
inmunoglobulina” o “conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 967, y se
pueden usar indistintamente en la presente invencion.

Ejiemplo experimental 1: Medicion de las actividades in vitro de los

agonistas triples y conjugados de accidon prolongada del mismo
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Las actividades de los agonistas triples y los conjugados de accién
prolongada del mismo preparados en los ejemplos 1 y 2 se midieron mediante
un método de medicién de actividad celular in vitro que usa lineas celulares,
donde un receptor del GLP-1, un receptor del glucagén (GCG), y un receptor
del GIP se transforman, respectivamente.

Cada una de las lineas de células anteriores es una en la cual los
genes del receptor del GLP-1 humano, el receptor del GCG humano, y el
receptor del GIP humano se transformaron en células derivadas del ovario de
hédmster chino (CHO), respectivamente, y se pueden expresar alli, y por lo tanto
son aptas para la medicién de las actividades del GLP-1, GCH y GIP. Por lo
tanto, la actividad para cada parte se midi6 usando la respectiva linea celular
transformada.

Para la medicion de las actividades del GLP-1 de los agonistas triples y
los conjugados de accion prolongada preparados en los ejemplos 1y 2, el
GLP-1 humano estuvo sujeto a una dilucién en serie de 4 veces de 50 nM a
0,000048 nM, y los agonistas triples y los conjugados de accion prologada del
mismo preparados en los ejemplos 1 y 2 estuvieron sujetos a una dilucién en
serie de 4 veces desde 400 nM a 0,00038 nM. La solucion del cultivo se quito
de las células CHO cultivadas, en la cual se expreso el receptor del GLP-1
humano, y se afiadié cada uno de los materiales diluidos en serie a las células
CHO en una cantidad de 5 upl, respectivamente. Luego, la solucidn
amortiguadora que contiene anticuerpo AMPc se afiadio alli en una cantidad de
5 pl y se cultivd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, la mezcla
de deteccion que contiene un amortiguador de lisis celular se afiadi6 alli en una

cantidad de 10 pul y se cultivé a temperatura ambiente durante 90 minutos. Los
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lisados celulares, luego de completar la reaccion, se aplicaron al conjunto
AMPc LANCE (PerkinElmer, Estados Unidos) para calcular el valor ECsp
mediante AMPc acumulado, y los valores se compararon entre si. Las
potencias relativas comparadas con el GLP-1 humano se muestran en las
tablas 2 y 3 a continuacion.

Para la medicion de las actividades del GCG de los agonistas triples y
los conjugados de accion prolongada preparados en los ejemplos 1y 2 el GCG
humano estuvo sujeto a una dilucién en serie de 4 veces de 50 nM a 0,000048
nM, y los agonistas triples y los conjugados de accion prologada del mismo
preparados en los ejemplos 1 y 2 estuvieron sujetos a una dilucién en serie de
4 veces desde 400 nM a 0,00038 nM. La solucién del cultivo se quité de las
células CHO cultivadas, en la cual se expresé el receptor del GCG humano, y
se afiadio cada uno de los materiales diluidos en serie a las células CHO en
una cantidad de 5 pl, respectivamente. Luego, la solucion amortiguadora que
contiene anticuerpo AMPc se afiadio alli en una cantidad de 5 ul y se cultivo a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, la mezcla de deteccion que
contiene un amortiguador de lisis celular se afiadio alli en una cantidad de 10 pl
y se cultivé a temperatura ambiente durante 90 minutos. Los lisados celulares,
luego de completar la reaccidén, se aplicaron al conjunto AMPc LANCE
(PerkinElmer, Estados Unidos) para calcular el valor ECsp mediante AMPc
acumulado, y los valores se compararon entre si. Las potencias relativas
comparadas con el GCG humano se muestran en las tablas 2 y 3 a
continuacion.

Para la medicién de las actividades del GIP de los agonistas triples y los

conjugados de accién prolongada preparados en los ejemplos 1y 2, el GIP
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humano estuvo sujeto a una dilucién en serie de 4 veces de 50 nM a 0,000048
nM, y los agonistas triples y los conjugados de accion prologada del mismo
preparados en los ejemplos 1 y 2 estuvieron sujetos a una dilucion en serie de
4 veces desde 400 nM a 0,00038 nM. La solucién del cultivo se quité de las
células CHO cultivadas, en la cual se expreso el receptor del GIP humano, y se
afiadié cada uno de los materiales diluidos en serie a las células CHO en una
cantidad de 5 pl, respectivamente. Luego, la solucion amortiguadora que
contiene anticuerpo AMPc se afadio alli en una cantidad de 5 ul y se cultivo a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, la mezcla de deteccion que
contiene un amortiguador de lisis celular se afiadio alli en una cantidad de 10 pl
y se cultivé a temperatura ambiente durante 90 minutos. Los lisados celulares,
luego de completar la reaccidén, se aplicaron al conjunto AMPc LANCE
(PerkinElmer, Estados Unidos) para calcular el valor ECsp mediante AMPc
acumulado, y los valores se compararon entre si. Las potencias relativas
comparadas con el GIP humano se muestran en las tablas 2 y 3 a continuacion.

[Tabla 2] Radio de potencia relativa de los agonistas triples

Actividad in vitro comparada con el péptido nativo (%)
Slil%lD vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
1 3,2 <0,1 <01
2 59 <0,1 <0,1
3 1,8 <0,1 <0,1
4 8,5 <0,1 <0,1
5 42,1 <0,1 <0,1
6 17,0 <0,1 <0,1
7 13,7 <0, <01
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Actividad in vitro comparada con el péptido nativo (%)

Slil%lD vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
8 14,2 0,10 <0,1
9 32,1 0,13 <0,1
10 46,0 <0,1 <0,1
11 1,4 <0,1 <0,1
12 0,4 <0,1 <0,1
13 <0,1 <0,1 <0,1
14 28,0 <0,1 <0,1
15 79,2 <0,1 <0,1
16 2,1 <0,1 <0,1
17 0,2 <0,1 <0,1
18 <0,1 <0,1 <0,1
19 <0,1 <0,1 <0,1
20 <0,1 <0,1 <0,1
21 17,8 267 22,7
22 20,1 140 59,7
23 4,01 9,3 <0,1
24 41,2 9,3 <0,1
25 82,6 0,1 <0,1
26 64,5 0,2 <0,1
27 83,1 0,8 0,9
28 17,2 1,6 <0,1
29 38,5 6,0 <0,1
30 142 0,7 0,8
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Actividad in vitro comparada con el péptido nativo (%)

Slil%lD vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
31 135 2,2 2,4
32 151 1,7 8,8
33 24,5 <0,1 10,4
34 19,1 0,92 0,6
35 7,5 <0,1 1,3
36 37,4 0,39 0,2
37 236 6,21 2,2
38 2,3 - -
39 13,9 0,53 <0,1
40 75,2 <0,1 <0,1
41 34,3 <0,1 <0,1
42 33,9 205,8 7,8
43 12,6 88,4 3,70
44 1,3 <0,1 <0,1
45 6,6 <0,1 <0,1
46 1,4 <0,1 <0,1
47 2,4 <0,1 <0,1
48 15 <0,1 <0,1
49 29,8 <0,1 3,3
50 67,4 50,5 2,7
51 14,4 2,0 0,1
52 44,1 7,5 0,3
53 161 8,4 1,3




74

Actividad in vitro comparada con el péptido nativo (%)

Slil%lD vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
54 30,6 1,4 0,1
55 27,1 0,7 2,4
56 57,9 4,9 0,8
57 11,7 <0,1 0,3
58 39,1 2,6 0,2
59 40,3 <0,1 4,0
60 106,2 <0,1 8,2
61 59,8 <0,1 2,8
62 5,2 <0,1 <0,1
63 15,3 <0,1 <01
64 64,6 60,1 92,9
65 95,4 25,2 11,6
66 15,8 172 17,2
67 28,5 46,2 39,8
68 27,9 8,8 107
69 24,3 9,6 62,8
70 151 71,3 64,4
71 90,1 12,7 94,7
72 11,5 1,0 1,6
73 22,6 54 3,0
74 12,9 0,9 1,0
75 35,1 8,5 18,0
76 10,3 47,6 11,7
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Actividad in vitro comparada con el péptido nativo (%)

Slil%lD vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
77 38,7 12,2 35,5
78 51,0 14,0 0,12
79 41,5 4.9 1,4
80 8,1 0,0 0,1
81 7,8 0,3 <0,1
82 9,5 1,1 <0,1
83 47,3 1,3 0,4
84 4,2 <0,1 <0,1
85 4,3 <0,1 0,3
86 28,4 0,4 0,2
87 0,9 <0,1 <0,1
88 9,6 0,3 <0,1
89 7,1 0,7 <0,1
90 7.4 <0,1 <0,1
91 31,9 16,8 0,3
92 0,8 <0,1 0,4
93 57 0,3 0,7
94 0,5 <0,1 <0,1
95 2,1 0,4 <0,1
96 34,4 194,8 5.2
97 10,5 62,8 2,6
98 28,1 8,2 47,1
99 20,9 14,9 57,7
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Actividad in vitro comparada con el péptido nativo (%)
Slil%lD vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
100 42,2 12,7 118,5
101 23,2 13,9 40,1
102 23,3 29,5 58,0

[Tabla 3] Radio de potencia relativa de los conjugados de accion prolongada de

los agonistas triples

Actividad in vitro comparada con el péptido nativo
Conjugados de (%)
accion prolongada
vs. GLP-1 vs. Glucagon vs. GIP
21 0,1 1,6 0,2
22 0,1 0,9 0,5
42 3,1 23,1 1,2
43 2,1 13,5 0,6
50 15,4 6,9 0,7
77 6,7 1,7 6,6
96 0,3 4,0 03

Los conjugados de accién prolongada de los agonistas triples
preparados anteriormente tienen la funcién de los agonistas triples que pueden
accionar todos los receptores del GLP-1, los receptores del GIP y los
receptores del glucagén, y por lo tanto los conjugados de accion prolongada de

agonistas triples se pueden usar como un material terapéutico para tratar
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pacientes con sindrome metabdlico incluida la diabetes y la obesidad.

Ejemplo experimental 2: Medicion de las actividades in vitro de los

conjugados de accidn prolongada de los agonistas triples

En este experimento, se usaron ratones con obesidad inducida
mediante una dieta rica en grasas, estos animales son muy utilizados como
modelos de animales obesos. El peso corporal de los ratones antes de la
administracion era de un rango de aproximadamente 40 g a 60 g. Los ratones
estaban alojados en grupo durante el experimento y se les otorgd acceso al
agua ad libitum. No se proporcionaba luz entre las 6 a.m. y 6 p.m.

Los grupos de prueba alimentados con una dieta rica en grasas incluia:
Grupo 1, con un excipiente (una inyeccion cada 2 dias) - grupo de control;
grupo 2, el conjugado de accioén prolongada de SEQ ID NO: 42 a 1,44 nmol/kg
(una inyeccién cada 2 dias); grupo 3, el conjugado de accién prolongada de
SEQ ID NO: 42 a 2,88 nmol/kg (una inyeccion cada 2 dias); grupo 4, el
conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 43 a 1,44 nmol/kg (una
inyeccién cada 2 dias); grupo 5, el conjugado de accion prolongada de SEQ ID
NO: 43 a 2,88 nmol/kg (una inyeccion cada 2 dias); grupo 6, el conjugado de
accion prolongada de SEQ ID NO: 50 a 1,44 nmol/kg (una inyeccion cada 2
dias); grupo 7, el conjugado de accion prolongada de SEQ ID NO: 50 a 2,88
nmol/kg (una inyeccion cada dos dias). El experimento finalizé el dia 28, y los
cambios en el peso corporal de los ratones en cada grupo se midieron con
intervalos de 2 dias durante el progreso del experimento. Luego de la
finalizacion del experimento, la cantidad de grasa mesentérica se midio
mediante una autopsia. Se realiz6 un analisis estadistico para comparar entre

el grupo de control y los grupos de prueba mediante el analisis de varianza con
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un factor (ANOVA).

Como resultado de la medicion de cambios en el peso corporal, segun
se puede confirmar en la FIG. 1, todos los grupos que se administraron con una
dosis alta del conjugado de accién prolongada de SEQ ID NOS: 42, 43, y 50
mostraron una disminucion en el peso corporal del 56,9 %, 57,0 %, y 63,5 %,
respectivamente, comparada con aquella antes de la administracion.

Ademas, como resultado de la medicibn de cambios en el peso
corporal, segun se puede confirmar en la FIG. 2, todos los grupos que se
administraron con una dosis alta del conjugado de accién prolongada de SEQ
ID NOS: 42, 43, y 50 mostraron una disminucion significativa en la grasa
corporal, comparado con el grupo que se administré con un excipiente.

A partir de lo anterior, un experto en la técnica a la que pertenece la
presente invencion sera capaz de entender que la presente invencion se puede
realizar de otras formas especificas sin modificar los conceptos técnicos o
caracteristicas esenciales de la presente invencion. En este sentido, las
realizaciones ejemplares divulgadas en el presente documento son sélo para
fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la
presente invencion. Por el contrario, la presente invencion esta destinada a
cubrir no solo las realizaciones ejemplares, sino también varias alternativas,
modificaciones, equivalentes y otras realizaciones que pueden estar incluidas
dentro del espiritu y alcance de la presente invencién como se define por las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado representado por la Formula Quimica 1 a continuacion:

[Formula Quimica 1]

X-La-F

en la que,

X es un péptido que tiene actividades en un receptor del glucagoén, un
péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y un receptor polipéptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP);

L es un conector;

a es 0 o un entero positivo, con la condicién que cuando a es 2 o0 mayor,
cada L es independiente una de otra; y

F es un material que puede aumentar la vida media de X.

2. El conjugado de la reivindicacion 1, en el que X es un analogo del
glucagén nativo con una variacién seleccionada del grupo que consiste en
sustitucion, adicioén, eliminaciéon, modificacibn y una combinacion de los

mismos, en al menos un aminoacido de la secuencia del glucagon nativo.

3. El conjugado de la reivindicacion 2, en el que la secuencia del
aminoacido con adicion deriva de una secuencia del aminoacido GLP-1 nativo,
una secuencia del aminoacido GIP nativo, o una secuencia del aminoacido

exendina-4 nativo.

4. El conjugado de la reivindicacion 1, en el que X es un péptido que
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comprende una secuencia de aminoécido representada por la Férmula General
1 a continuacion:

Xaal-Xaa2-Xaa3-Gly-Thr-Phe-Xaa7-Ser-Asp-Xaal0-Ser-Xaal2-Xaal3-
Xaal4-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-
Trp-Leu-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Xaa30-R1 (Férmula General 1, SEQ ID NO: 103)

en el que, en la Formula General 1,

Xaal es histidina (His, H), 4-imidazoacetilo (CA), o tirosina (Tyr, Y);

Xaa2 es dlicina (Gly, G), acido a-metil-glutamico, o &cido
aminoisobutirico (Aib);

Xaa3 es acido glutamico (Glu, E) o glutamina (GlIn, Q);

Xaa7 es treonina (Thr, T) o isoleucina (lle, 1);

Xaalo es leucina (Leu, L), tirosina (Tyr, Y), lisina (Lys, K), cisteina (Cys,
C) o valina (Val, V);

Xaalz2 es lisina (Lys, K), serina (Ser, S) o isoleucina (lle, 1);

Xaal3 es glutamina (GIn, Q), tirosina (Tyr, Y), alanina (Ala, A) o cisteina
(Cys, C);

Xaal4 es leucina (Leu, L), metionina (Met, M), o tirosina (Tyr, Y);

Xaal5 es cisteina (Cys, C), acido aspértico (Asp, D), &cido glutamico
(Glu, E) o leucina (Leu, L);

Xaalb es glicina (Gly, G), acido glutamico (Glu, E) o serina (Ser, S);

Xaal7 es glutamina (GlIn, Q), arginina (Arg, R), isoleucina (lle, 1), acido
glutamico (Glu, E), cisteina (Cys, C), o lisina (Lys, K);

Xaal8 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), arginina (Arg, R), o
histidina (His, H);

Xaal9 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C), o valina
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(Val, V);

Xaa20 es lisina (Lys, K), glutamina (GlIn, Q), o arginina (Arg, R);

Xaa21l es acido glutamico (Glu, E), glutamina (GIn, Q), leucina (Leu, L),
cisteina (Cys, C), o acido aspértico (Asp, D);

Xaa23 es isoleucina (lle, 1) o valina (Val, V);

Xaa24 es alanina (Ala, A), glutamina (GIn, Q), cisteina (Cys, C),
asparagina (Asn, N), acido aspértico (Asp, D), o acido glutdmico (Glu, E);

Xaa27 es valina (Val, V), leucina (Leu, L), lisina (Lys, K), 0 metionina
(Met, M);

Xaa28 es cisteina (Cys, C), lisina (Lys, K), alanina (Ala, A), asparagina
(Asn, N), o &cido aspértico (Asp, D);

Xaa29 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), glutamina (GIn, Q), treonina
(Thr, T), &cido glutamico (Glu, E), o histidina (His, H);

Xaa30 es cisteina (Cys, C), glicina (Gly, G), lisina (Lys, K), o histidina
(His, H), o esta ausente; y

R1 es cisteina (Cys, C), GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), m-
SSGAPPPS-n (SEQ ID NO: 107), 0 m-SSGQPPPS-n (SEQ ID NO: 108), o esta
ausente;

en la que:

m es -Cys-, -Pro-, o -Gly-Pro-; y

n es -Cys-, -Gly-, -Ser-, o0 -His-Gly-, 0 est4 ausente.

5. El conjugado de la reivindicacion 4,
en el que Xaal4 es leucina o metionina; y

Xaals es cisteina, acido aspartico, o leucina.
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6. El conjugado de la reivindicacion 4,

en el que, en la Formula General 1,

Xaa2 es glicina, acido a-metil-glutamico, o Aib;

Xaa7 es treonina,

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, glutamina, o cisteina;

Xaal4 es leucina, cisteina, o metionina;

Xaals es cisteina, leucina, acido glutdmico, o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, acido glutamico, o
lisina;

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, valina, o cisteina;

Xaa20 es lisina, arginina, o glutamina;

Xaa2l es &cido glutamico, glutamina, leucina, cisteina, o &cido
aspartico;

Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, acido glutamico, o
acido aspértico; y

Xaa27 es leucina o lisina.

7. El conjugado de la reivindicacion 4, en el que X es un péptido que
comprende una secuencia de aminoéacido representada por la Férmula General
2 a continuacion:

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaal0-Ser-Lys-Xaal3-
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Xaal4-Xaalb-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xaa20-Xaa2l-Phe-Xaa23-Xaa24-

Trp-Leu-Leu-Xaa28-Xaa29-Xaa30-Xaa3l-  Ser-Ser-Gly-GIn-Pro-Pro-Pro-Ser-

Xaad0 (Formula General 2, SEQ ID NO: 104)

lisina;

en el que, en la Formula General 2,

Xaal es 4-imidazoacetilo, histidina, o tirosina;

Xaa? es glicina, acido a-metil-glutdmico, o Aib;
Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaal3 es alanina, glutamina, tirosina, o cisteina;
Xaal4 es leucina, metionina, o tirosina;

Xaals es acido aspartico, acido glutamico, o leucina;
Xaalé es glicina, acido glutamico, o serina;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, acido glutdmico, cisteina, o

Xaal8 es alanina, glutamina, arginina, o histidina;
Xaal9 es alanina, glutamina, cisteina, o valina;
Xaa20 es lisina, glutamina, o arginina,;

Xaa2l es cisteina, acido glutdmico, glutamina, leucina, o acido

aspartico;

Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, alanina, glutamina, asparagina, o 4cido glutamico;
XaaZ28 es lisina, cisteina, asparagina, o acido aspartico;

Xaa29 es glicina, glutamina, cisteina, o histidina;

Xaa30 es cisteina, glicina, lisina, o histidina;

Xaa31 es prolina o cisteina; y

Xaad0 es cisteina o esta ausente.
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El conjugado de la reivindicacion 4,

en el que, en la Formula General 1,

Xaa2 es glicina, acido a-metil-glutamico, o Aib;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina, cisteina, o valina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, o cisteina;

Xaal4 es leucina o metionina;

Xaals es cisteina o acido aspartico;

Xaal7 es glutamina, arginina, isoleucina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, o cisteina,

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico, cisteina, o 4cido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es alanina, glutamina, cisteina, asparagina, o 4cido aspartico; y

Xaa27 es leucina o lisina.

El conjugado de la reivindicacion 7,

en el que, en la Formula General 2,

Xaal3 es alanina, tirosina, o cisteina;

Xaals es acido aspartico o acido glutamico;
Xaal7 es glutamina, arginina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaa21 es cisteina, acido glutdmico, glutamina, o 4cido aspartico;
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Xaa23 es isoleucina valina;

Xaa24 es cisteina, glutamina, o asparagina;
XaaZ28 es cisteina, asparagina, o acido aspartico;
Xaa29 es glutamina, cisteina, o histidina; y

Xaa30 es cisteina, lisina, o histidina.

El conjugado de la reivindicacion 4,

en el que, en la Formula General 1,

Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina o cisteina;

Xaalz2 es lisina o isoleucina;

Xaal3 es tirosina, alanina, o cisteina;

Xaal4 es leucina o0 metionina;

Xaals es cisteina o acido aspartico;

Xaal6 es acido glutamico;

Xaal?7 es arginina, isoleucina, cisteina, o lisina;
Xaal8 es alanina, arginina, o histidina;

Xaal9 es alanina, glutamina, o cisteina;

Xaa20 es lisina o glutamina;

Xaa21 es acido glutamico o 4cido aspartico;
Xaa23 es valina;

Xaa24 es glutamina, asparagina, o acido aspartico;

Xaa27 es leucina; y

XaaZ28 es cisteina, alanina, asparagina, o acido aspartico.
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El conjugado de la reivindicacion 4,
en el que, en la Formula General 1,
Xaal es histidina o 4-imidazoacetilo;
Xaa2 es acido a-metil-glutamico o Aib;
Xaa3 es glutamina;

Xaa7 es treonina;

Xaalo es tirosina;

Xaal2 es isoleucina;

Xaal3 es alanina o cisteina;
Xaal4 es metionina;

Xaals es acido aspartico;

Xaalb6 es acido glutamico;

Xaal7 es isoleucina o lising;
Xaal8 es alanina o histidina;
Xaal9 es glutamina o cisteina;
Xaa20 es lisina;

Xaa21l es acido aspartico;

Xaa23 es valina;

Xaa24 es asparagina;

Xaa27 es leucina;

Xaa28 es alanina o asparagina;
Xaa29 es glutamina o treonina; y

Xaa30 es cisteina o lisina, o esta ausente.

El conjugado de la reivindicacion 4,
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en el que X es un péptido que comprende una secuencia de aminoacido
representada por la Formula General 3 a continuacion:

Xaal-Xaa2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Xaal3-Leu-Asp-
Glu-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Lys-Xaa21l-Phe-Val-Xaa24-Trp-Leu-Leu-Xaa28-
Xaa29-Xaa30-Xaa31-Ser-Ser-Gly-GlIn-Pro-Pro-Pro-Ser-Xaa40 (Férmula
General 3, SEQ ID NO: 105)

en el que, en la Férmula General 3,

Xaal es histidina o tirosina;

Xaa?2 es acido a-metil-glutamico o Aib;

Xaal3 es alanina, tirosina, o cisteina,;

Xaal7 es arginina, cisteina, o lisina;

Xaal8 es alanina o arginina;

Xaal9 es alanina o cisteina;

Xaa21 es acido glutamico o 4cido aspartico;

Xaa24 es glutamina o asparagina;

Xaa28 es cisteina o acido aspartico;

Xaa29 es cisteina, histidina, o glutamina;

Xaa30 es cisteina o histidina,;

Xaa3l es prolina o cisteina; y

Xaad0 es cisteina o esta ausente.

13. El conjugado de la reivindicacion 4, en el que R1 es cisteina,
GKKNDWKHNIT (SEQ ID NO: 106), CSSGQPPPS (SEQ ID NO: 109),
GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 110), GPSSGAPPPSC (SEQ ID NO: 111),
PSSGAPPPS (SEQ ID NO: 112), PSSGAPPPSG (SEQ ID NO: 113),
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PSSGAPPPSHG (SEQ ID NO: 114), PSSGAPPPSS (SEQ ID NO: 115),
PSSGQPPPS (SEQ ID NO: 116), 0 PSSGQPPPSC (SEQ ID NO: 117), 0 esta

ausente.

14. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13, en las
Formulas Generales 1 a 3, el aminoacido 16 y el aminoacido 20 del extremo N-

terminal juntos forman un anillo.

15. El conjugado de la reivindicacion 1, en el que X es un péptido que
comprende una secuencia de aminodcido seleccionada del grupo que consiste

en SEQ ID NOS: 1 a 102.

16. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 13, en el
que F se selecciona del grupo que consiste en un polimero, acido graso,
colesterol, albimina y un fragmento de los mismos, un material de unién de
albamina, un polimero de unidades de repeticion de secuencias de aminoacido
particulares, un anticuerpo, un fragmento del anticuerpo, un material de union
del FcRn, un tejido conjuntivo in vivo, un nucleétido, fibronectina, transferrina,

un sacérido, heparina, y elastina.

17. El conjugado de la reivindicacion 16, en el que el polimero se
selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol, propilenglicol, un
copolimero de propilenglicol - etilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol de
polivinilo, polisacérido, dextrano, polivinil éter etilico, un polimero

biodegradable, un polimero lipido, quitinas, &cido hialurénico, un
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oligonucledtido y una combinacion de los mismos.

18. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que

F es una region Fc de inmunoglobulina.

19. El conjugado de la reivindicacion 18, en el que F es una region Fc IgG.

20. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que
L es un péptido, acido graso, un sacarido, un polimero, un compuesto de peso

molecular bajo, un nucledtido, y una combinacién de los mismos.

21. El conjugado de la reivindicacion 20, en el que el polimero se
selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol, propilenglicol, un
copolimero de propilenglicol - etilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol de
polivinilo, polisacérido, dextrano, polivinil éter etilico, un polimero
biodegradable, un polimero lipido, quitinas, &cido hialurénico, un

oligonucledtido y una combinacion de los mismos.

22. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que

L es polietilenglicol.

23. Una composicién farmacéutica para prevenir o tratar el sindrome
metabdlico que comprende un conjugado segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 13.
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24. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 23, en la que el
sindrome metabodlico comprende intolerancia a la glucosa, hipercolesterolemia,
dislipidemia, obesidad, diabetes, hipertension, arteriosclerosis debido a la

dislipidemia, ateroesclerosis, arteriosclerosis, o cardiopatia coronaria.
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RESUMEN

CONJUGADO DE ACCION PROLONGADA DEL AGONISTA TRIPLE
RECEPTOR DEL GLUCAGON /GLP-1/GIP

La presente invencion se refiere a un conjugado de accion prolongada
de un agonista triple que tiene actividades en cada uno del receptor de
glucagén, GLP-1, y GIP, y uso del mismo.

[Dibujo representativo]

FIG. 1
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