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NUEVOS ANALOGOS DE UROCORTINA-2 MODIFICADOS CON ACIDO GRASO

PARA EL TRATAMIENTO DE DIABETES Y ENFERMEDAD RENAL CRONICA

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a nuevos
compuestos de urocortina-2, composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos, métodos de uso de los compuestos
para tratar trastornos asociados con el receptor-2 de la
hormona liberadora de corticotropina, e intermediarios vy
procesos uUtiles en la sintesis de los compuestos.

La urocortina-2 (UCN2) es un péptido enddbgeno de
treinta y ocho aminoacidos (SEQ ID NO:15). Es una de tres
urocortinas enddgenas conocidas (UCN1 vy UCN3) halladas en
mamiferos y es parte de la familia de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH; también referido como factor
liberador de corticotropina). La familia de CRH exhibe muchas
funciones fisiolbgicas. Los péptidos de UCN son de accidn
corta. Actlan a través de los receptores de CRH (CRHR)
conocidos como CRHR1 vy/o CRHR2. Especificamente, 1la UCN2
activa selectivamente el CRHR2 incluyendo las isoformas
conocidas CRHR2-alfa (a) -beta (B)) y -gamma (y). La UCN2
también se ha asociado con una reduccidén de la presidn
arterial. European Journal of Pharmacology 469: 111-115
(2003) .

La diabetes tipo II (T2D) es la forma mas comun de
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la diabetes que representa aproximadamente 90% de todas las
diabetes. Més de 300 millones de personas en el mundo estén
diagnosticadas con T2D. Se caracteriza por altos niveles de
glucosa en sangre causados por la resistencia a la insulina.
El estandar de cuidado actual para la T2D incluye la dieta y
ejercicio como terapia adyuvante fundamental junto con
farmacos de disminucidédn de glucosa orales e 1inyectables
disponibles. No obstante, los pacientes con T2D atn siguen
inadecuadamente controlados. Se necesita un tratamiento
alternativo para la T2D.

La enfermedad renal croénica (CKD) se caracteriza
por la pérdida progresiva de la funcidédn renal. Los individuos
que tienen CKD con el tiempo experimentan un aumento de la
albuminuria, proteinuria, creatinina en suero, vy lesiones
histopatoldégicas renales. A la larga se desarrolla en la
enfermedad real de etapa terminal (SERD) para muchos
pacientes que requieren vya sea didlisis o trasplante de
rifiébn. La CKD puede ser causada por diversas condiciones
fundamentales incluyendo la diabetes e hipertensidén conocidas
como nefropatia diabética % nefropatia hipertensa,
respectivamente. La prevalencia de nefropatia diabética
representa aproximadamente 50% de las insuficiencias renales
en los Estados Unidos. La prevalencia de nefropatia
hipertensa representa casi 25% de las insuficiencias renales

en los Estados Unidos. El estandar de cuidado actual para las
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enfermedades renales incluye inhibidores de 1la enzima dque
convierte la angiotensina (ACE) vy bloqueadores del receptor
de angiotensina II (ARB). Permanece una necesidad de un
tratamiento alternativo para la CKD.

Chen et al. (Proceedings of the National Academy of
Sciences (PNAS), 31 de octubre de 2006, wvol. 103, NO:44, pp.
16580-16585) es un articulo titulado “Urocortin 2 modulates
glucose usation and insulin sensitivity in skeletal muscle”.
Ademés, en Peptides 27: 1806-1813 (2000), los autores
describen agonistas de CRHR2 que incluyen anadlogos de UCN2
para el tratamiento de trastornos modulados por CRHR2 tal
como atrofia muscular. Sin embargo, hay una necesidad
adicional de nuevos analogos de UCN2 humanos terapéuticos que
son agonistas de CRHR2.

La presente invencidédn proporciona nuevos compuestos
que son agonistas de CRHR2. La presente invencidén también
proporciona nuevos agonistas de CRHR2 terapéuticos en la
forma de andlogos de UCN2 humanos los cuales pueden ser
adecuados para la administracidén una vez a la semana u oOtros
tipos de administracién tales como bimensual o mensualmente.
La presente invencidén también proporciona un nuevo compuesto
que es un agonista de CRHR2 para el uso en terapia, y en
particular para el uso para tratar T2D o CKD, o combinaciones
de los mismos.

Por consiguiente, la presente invencidén proporciona
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compuestos los cuales son moléculas de urocortina que tienen

la secuencia de aminodcidos de la Férmula III:

X1IVX,SLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQQATX NAX 4 ILAXgV-NH, (Férmula III),
en donde

X; indica que el residuo I es no modificado o es
modificado en el extremo N-terminal ya sea por acetilacidn o
metilacidn,

X, es L o T,

X3 es L o I,

X4 es Q, R, o E,

X7 es T o E,

Xg es Q, H o R (SEQ ID NO:67), y

La Foérmula III comprende adicionalmente un residuo
K modificado (“K*”) sustituido en la posicién 10 o en
cualquier posicién entre 1la posicidédn 14 y la posicidén 30
inclusive,

K" es modificado por tener el grupo epsilén-amino de
la cadena lateral K unido a un grupo de la férmula —Xs—Xg, en
donde X5 se selecciona del grupo que consiste de entre uno a
cuatro residuos aminodcidos, entre una a cuatro porciones de
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetilo, y combinaciones de uno a
cuatro residuos aminocdcidos y una a cuatro porciones de ([2-
(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetilo, y X es un acido graso de Cig-—
Coq.

La presente invencién ©proporciona composiciones
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farmacéuticas que comprenden un compuesto de la Férmula III
con el residuo K modificado, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo (por ejemplo, sales de trifluoroacetato,
sales de acetato, o sales de diclorhidrato). En algunas
modalidades, el aminodcido terminal es amidado como una amida
primaria C-terminal. En modalidades adicionales, la
composicidén farmacéutica puede incluir uno o mas portadores,
diluyentes, y excipientes farmacéuticamente aceptables.

Como se indica anteriormente, las moléculas
sintéticas de la Férmula III se construyen de manera que el
residuo K modificado es sustituido en la posicién 10 o en
cualgquier posicidédn entre la posicidén 14 vy la posicidén 30
inclusive. Por ejemplo, si el residuo K modificado es
sustituido en la posicién 10, entonces el residuo G que
normalmente ocupa la posicidén 10 es remplazado con el residuo
K modificado, de manera gque estas moléculas sintéticas
tendrian la siguiente férmula:

X1IVX,SLDVP IK*LLQI LX3EQEKQEKEKQQATX NAX,ILAXgV-NH;

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicién 14, entonces el residuo I que normalmente ocupa la
posicién 14 es remplazado con el residuo K modificado, de

manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
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férmula:

X;IVX,SLDVPIGLLOK LXsEQEKQEKEKQQATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 15, entonces el residuo L gue normalmente ocupa la
posicidén 15 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X;IVX,SLDVPIGLLQIK X3EQEKQEKEKQQATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 16, entonces el residuo X3 gque normalmente ocupa la
posicién 16 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXzsLDVPIGLLQILK*EQEKQEKEKQQATX7NAX4ILAXSV—NHg

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xz, X4,
X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en 1la
presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la

posicién 17, entonces the E residue gque normalmente ocupa la
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posicidén 17 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X;IVX,SLDVPIGLLQOILX:K QEKQEKEKQQATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 18, entonces el residuo Q gue normalmente ocupa la
posicidén 18 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXgSLDVPIGLLQILX3EK*EKQEKEKQQATX7NAX4ILAXgV—NHg

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicién 19, entonces el residuo E que normalmente ocupa la
posicién 19 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXgSLDVPIGLLQILX3EQK*KQEKEKQQATX7NAX4ILAXgV—NHg

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en

la presente.



10

15

20

25

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 20, entonces el residuo K gque normalmente ocupa la
posicidén 20 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1 IVX,SLDVPIGLLQOILX3EQEK QEKEKQQATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 21, entonces el residuo Q gue normalmente ocupa la
posicidén 21 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXgSLDVPIGLLQILX3EQEKK*EKEKQQATX7NAX4ILAXgV—NHg

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 22, entonces el residuo E que normalmente ocupa la
posicidén 22 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXgSLDVPIGLLQILX3EQEKQK*KEKQQATX7NAX4ILAXgV—NHg

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
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X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 23, entonces el residuo K qgue normalmente ocupa la
posicidén 23 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X;IVX,SLDVPIGLLQOILX;EQEKQEK EKQQATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, X5, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicién 24, entonces el residuo E que normalmente ocupa la
posicién 24 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXgSLDVPIGLLQILX3EQEKQEKK*KQQATX7NAX4ILAXgV—NHg

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 25, entonces el residuo K que normalmente ocupa la
posicién 25 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente

féormula:
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X;IVX,SLDVPIGLLQILX;EQEKQEKEK ‘QQATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 26, entonces el residuo Q gue normalmente ocupa la
posicidén 26 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X;IVX,SLDVPIGLLQILX;EQEKQEKEKK QATX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicién 27, entonces el residuo Q que normalmente ocupa la
posicién 27 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXzsLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQK#ATX7NAX4ILAXgV—NHz

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 28, entonces el residuo A que normalmente ocupa la

posicién 28 es remplazado con el residuo K modificado, de
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manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1 IVX,SLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQQK TX NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, Xy, Xz,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicidén 29, entonces el residuo T gue normalmente ocupa la
posicidén 29 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X;IVX,SLDVPIGLLQILX;EQEKQEKEKQQAK "X NAX,ILAXV-NH,

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, X7 y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en
la presente.

Si el residuo K modificado es sustituido en la
posicién 30, entonces el residuo X; gque normalmente ocupa la
posicién 30 es remplazado con el residuo K modificado, de
manera que estas moléculas sintéticas tendrian la siguiente
férmula:

X1IVXgSLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQQATK&NAX4ILAXSV—NHz

en donde K es el residuo K modificado y X1, X3, Xs3,
X4, y Xg tienen los valores y caracteristicas descritos en 1la
presente.

Como se 1indica anteriormente, el Xg de la Férmula
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IIT puede ser Q, H, o R. Sin embargo, en algunas de las
modalidades actualmente preferidas, el grupo Xg serd ya sea un
H o Q. Las modalidades preferidas adicionales pueden tener el
X, y/o el X3 de la Foérmula III siendo un residuo L. En
modalidades preferidas todavia adicionales, el X; de 1la
Férmula III puede ser un residuo Q y/o el X; de la Fdérmula III
es un residuo T.

En otras modalidades actualmente preferidas, el Xs
de la Férmula III puede comprender entre 0-2 porciones de
([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetilo y, més preferiblemente, 1
0 2 residuos aminoacidos. En otras modalidades actualmente
preferidas, el X5 de la Foérmula III puede comprender dos
residuos aminocdcidos y dos porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetilo, en donde 1los dos residuos aminoadcidos son
residuos ya sea E o VvE. En algunas modalidades, Xs comprende
solamente residuos aminodcidos such that there are no
porciones de ([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetilo. En
modalidades actualmente preferidas todavia adicionales, el X;
de la Férmula III will tienen el residuo I en la posicién 1
modificada (en el extremo N-terminal) ya sea por acetilaciédn
o metilacién.

Como se indica anteriormente, la secuencia de
aminoadcidos de la Férmula III es modificada de manera que

un residuo K modificado es sustituido en la

posicién 10 o en cualquier posicidén entre la posicidn 14 y la
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posicidén 30 inclusive dentro de la secuencia. Algunas de las
modalidades muy preferidas de la Férmula III tienen el
residuo K modificado (“K'”) sustituido en la posicién 29 y
tienen Xg siendo Q y X; siendo T. Estas moléculas, las cuales
son un subconjunto de la Férmula III, se representan a
continuacidén como la Férmula I: X3 I V X, S L DV PIGLTLDQQ
ILX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4ILAQV—NH2
(Férmula I)

(Al igual gque con las modalidades de 1la Férmula
IITI, las modalidades de la Férmula I se disefian de manera que
X, puede ser L o T, y X3 puede ser L o I, X4 puede ser Q, R, o
E (y mas preferiblemente Q o E), y X; puede significar que el
residuo I en la posicién 1 es, en su extremo N-terminal, es
no modificado o es modificado vya sea por acetilacidén o
metilacién) En algunas de las modalidades preferidas de la
Férmula I, el X; tendrd el residuo I en la posicién 1
modificado en el extremo N-terminal ya sea por acetilacién o
metilacién. En las modalidades de la Férmula I, el residuo K
modificado en la posicidén 29 es modificado con una cadena
lateral de acido graso que se conjuga al grupo epsildn-amino
de la cadena lateral K, en donde la cadena lateral de &cido
graso tiene una férmula: ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-
(YE)2,-CO-(CHy) x»—COH donde x es 16 o 18. (Indicado de manera
diferente, en algunas de las modalidades actualmente

preferidas de la Férmula I, los grupos Xs y Xg de la Férmula
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IIT tienen la siguiente férmula: ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil),- (YE),-CO-(CH,)x—CO,H donde x es 16 o 18) (SEQ 1ID
NO:8) . Desde luego, como se indica anteriormente, el

compuesto y moléculas de la Foérmula I se pueden hacer en
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencidén también proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende un compuesto de la
Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
(por ejemplo, sales de trifluorocacetato, sales de acetato, o
sales de diclorhidrato). En algunas modalidades, el
aminoadcido terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal. En modalidades adicionales, la composicidén
farmacéutica puede incluir uno o més portadores, diluyentes,
y excipientes farmacéuticamente aceptables.

En una modalidad, el compuesto o) sal
farmacéuticamente aceptable de la Férmula I se disefia de
manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por acetilacidén; X, es L; Xses L; X4 es Q; el K" en
la posicidén 29 es quimicamente modificado a través de 1la
conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K con
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),- (yE),-CO-(CH;)14—-COH; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO:1).

En otra modalidad, el compuesto o) sal

farmacéuticamente aceptable de la Férmula I se disefia de
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manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por acetilaciédn; X, es L; X3 es L; X, es Q; el K" en
la posicién 29 es quimicamente modificado a través de la
conjugacidén al grupo epsildén-amino de la cadena lateral K con
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (yE),-CO- (CHy)13—-COH; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO:2).

En otra modalidad, el compuesto o} sal
farmacéuticamente aceptable de 1la Férmula I se disefla de
manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por metilacidén; X, es L; X3 es L; X5 es Q; el K* en
la posicidén 29 es quimicamente modificado a través de la
conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K con
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (yE),-CO-(CHy)14-COH; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO:3).

En otra modalidad, el compuesto o) sal
farmacéuticamente aceptable de la Férmula I se disefia de
manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por metilacidén; X, es L; X3 es L; X, es Q; el K* en
la posicién 29 es qguimicamente modificado a través de la
conjugacién al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K con
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (yE),-CO-(CHy)15—-COH; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-

terminal (SEQ ID NO:4).
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En otra modalidad, el compuesto o} sal
farmacéuticamente aceptable de 1la Fdérmula I se disefla de
manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por metilacidén; X, es T; X3 es L; X4 es E; el K* en
la posicidén 29 es quimicamente modificado a través de la
conjugacidén al grupo epsildén-amino de la cadena lateral K con
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (yE),-CO- (CHy)13—-COH; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO:5).

En otra modalidad, el compuesto o sal
farmacéuticamente aceptable de 1la Férmula I se disefla de
manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por metilaciédén; X, es L; X3 es L; X, es E; el K* en
la posicién 29 es qgquimicamente modificado a través de la
conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K con
([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (yE),-CO-(CHy)15—-COH; vy el
aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO:6).

En otra modalidad, el compuesto o) sal
farmacéuticamente aceptable de la Férmula I se disefia de
manera dque X; tiene el extremo N-terminal del residuo I
modificado por metilacidén; X, es T; X3 es I; X, es E; el K* en
la posicién 29 es qgquimicamente modificado a través de la
conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K con

([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (yE),-CO-(CHy)15—-COH; vy el
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aminoadcido C-terminal es amidado como una amida primaria C-
terminal (SEQ ID NO:7).

Se pueden diseflar modalidades preferidas
adicionales de la presente invencidén (las cuales igualmente
caen dentro del alcance de la Foérmula III) en las cuales el
residuo K modificado (“K'”) es sustituido en la posicién 29 y
Xg es Q, X; es T. Tales moléculas y compuestos preferidos (los
cuales son un subconjunto de la Férmula III) se pueden
representar como la Férmula II:

X, I VX, SLDVPIGLLOQIULIX3EUOQEZ KGO QEZKE
KQQAK*TNAXA;ILAQV—NHZ (Fébrmula II)

(Al igual gque con las modalidades de 1la Férmula
ITI, las modalidades de la Férmula II se disefian de manera
que X; puede ser L o T, y X3 puede ser L o I, X; puede ser Q,
R, o E, y X; puede significar que el residuo I en la posiciédén
1 es, en su extremo N-terminal, es no modificado o es
modificado ya sea por acetilacidén o metilacidén.) Sin embargo,
se pueden disefiar modalidades preferidas adicionales de 1la
Férmula II en las cuales el X; es restringido de manera que el
residuo I (en la posicién 1) es modificado vya sea por
acetilacidén o metilacién en el extremo N-terminal y Xy es
restringido para ser ya sea Q o E.

En las modalidades de la Férmula II, el residuo K
modificado (“K*”) en la posicidén 29 es modificado a través de

la conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K
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con un grupo de la fédrmula —-Xs—Xg, en donde
Xs se selecciona del grupo gue consiste de:
uno a cuatro aminoacidos;
una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil); vy
combinaciones de uno a cuatro aminodcidos y una
a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);
X¢ es un acido graso de Ci14-Cyy (SEQ ID NO:16), o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En las modalidades de la Férmula 1 descritas en la
presente, el residuo K modificado usado en La Fdérmula I tiene

el grupo epsildén-amino de la cadena lateral K conjugado con

el siguiente grupo: ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(YE) -
CO-(CHy)4x—-COH donde x es 16 o 18. (Indicado de manera
diferente, en algunas de las modalidades actualmente

preferidas de la Férmula I, los grupos Xs y Xg de la Férmula
IIT tienen la siguiente férmula: ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil),- (YE),-CO-(CH;)x—CO,H donde x es 16 o 18).

Todavia, como se indica anteriormente, los
compuestos de la Férmula II y la Foérmula III pueden usar
diferentes grupos para Xs y Xg. Por ejemplo, en algunas
modalidades de la Férmula II y la Férmula III, Xs puede ser
uno a cuatro residuos amincadcidos E o VyE. Las modalidades

adicionales de la Férmula II y la Férmula III pueden tener Xs



10

15

20

25

19

siendo dos a cuatro E o VyE. Se construyen modalidades
preferidas aun adicionales de la Férmula II y la Foérmula III
en las cuales Xs comprende dos aminoacidos vyE. En algunas
modalidades de la Férmula II y la Férmula III, el grupo Xs
puede comprender solamente residuos aminoacidos; sin embargo,
en otras modalidades, el grupo Xs puede comprender uno a
cuatro residuos aminoacidos (tales como, por ejemplo
aminoacidos E o VE) usados en combinacidédn con una a cuatro
porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil).
Especificamente, en otras modalidades, X5 constituye
combinaciones de uno a cuatro aminocadcidos E o VYE y una a
cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil). Se
disefian modalidades adicionales en las cuales Xs es

combinaciones de dos a cuatro aminodcidos VYE y una a cuatro

porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) (tal como,
por ejemplo dos de las porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)). Otras modalidades tienen Xs siendo
combinaciones de dos aminodcidos VYE y dos porciones de ([2-

(2-Amino-etoxi) —etoxi]—-acetil) .

En una modalidad preferida de 1las Férmulas IITI vy
III, el grupo de 1la férmula —-Xs—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) ;- (yE),-CO-(CHy)4x-CO,H, donde x es 16 o 18. En
otras modalidades de las Férmulas III y III, el grupo Xs puede
comprender al menos una porcidén de ([2-(2-Amino-etoxi) -

etoxi]-acetilo, con o sin algunos residuos aminodcidos. Se
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construyen modalidades preferidas adicionales de Formulas III
y III en las cuales el grupo Xs comprende una o dos porciones
de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetilo. En algunas modalidades
el grupo Xg es una cadena lateral de &cido graso de cadena
recta de la Férmula CO-(CH,)4-CO,H, en donde x es 1lo, 18, o
20. Las modalidades muy preferibles tienen x siendo ya sea 16
o 18.

Como se 1indica anteriormente, los compuestos (o
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos) de las
Férmulas II y III tienen un grupo Xg que es un acido graso de
Cis a Cyy. Este &cido graso de Cy14-Cyy puede ser un monoacido
saturado o un diacido saturado. Preferiblemente, el acido
graso es un monoacido saturado 0 diacido saturado
seleccionado del grupo que consiste de &acido miristico (&cido

tetradecanoico) (monodcido de Cig), acido tetradecandioico

(didcido de Cia), adcido palmitico (d&cido
hexadecanoico) (monoadcido de Cis6) , acido hexadecandioico
(didcido de Cis) , adcido margarico (d&cido

heptadecanoico) (monoacido de Ci7), dcido heptadecandioico

(didcido de Ci7), adcido estedrico (d&cido
octadecanoico) (monoacido de Cig), acido octadecandioico
(didcido de Cig), adcido nonadecilico (d&cido
nonadecanoico) (monoacido de Ci9), acido nonadecandioico
(didcido de Ci9), adcido aracadico (dcido elcosanoico)

(monoédcido de Cyg), &cido eicosandioico (didcido de Cyg), acido
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heneicosilico (&dcido heneicosanoico) (monodcido de C,;), acido
heneicosandioico (didcido de Cy;), &cido Dbehénico (acido
docosanoico) (monodcido de Cyy), acido docosandioico (diacido

de C,;), &cido lignocérico (4&cido tetracosanoico) (monoadcido de
Cyos) y &cido tetracosandioico (didcido de Cp4). Los acidos muy
preferibles son los siguientes: 4&cido miristico, acido
tetradecandioico, dcido palmitico, dcido hexadecandioico,
acido estearico, acido octadecandioico, acido
nonadecandioico, &cido aracadico, &acido eicosandioico o &acido
docosandioico.

La presente invencidén de la Férmula I o la Férmula
IT o la Fé6rmula III proporciona una composicidén farmacéutica
que comprende un compuesto de la Férmula I o la Férmula II o
la Férmula III, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo (por ejemplo, sales de trifluoroacetato, sales de
acetato, o sales de diclorhidrato entre otros). En otras
modalidades, cualquier sal o base libre adecuada para uso en
humanos se puede producir usando los compuestos de la Férmula
I o la Foérmula II o la Férmula III. En algunas modalidades
preferidas, se usa una sal de acetato de péptido de 1los
compuestos de la Férmula I o la Férmula II o la Férmula III.
En algunas modalidades, el aminoadcido C-terminal es amidado
como una amida primaria C-terminal. En modalidades
adicionales, la composicién farmacéutica puede incluir uno o

mas portadores, diluyentes, vy excipientes farmacéuticamente
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aceptables.

La presente invencidn proporciona una composicidn
farmacéutica que comprende un compuesto de la Férmula I o la
Férmula II o la Foébrmula III, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y uno o mas portadores, diluyentes, o
excipientes farmacéuticamente aceptables. La presente
invencidén también proporciona una composicidén farmacéutica
que comprende un compuesto de la Férmula I o la Fbérmula II o
la Férmula III, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en combinacidén con un ingrediente activo adicional.

La presente invencidn proporciona un método de
tratamiento de diabetes tipo II en un paciente que comprende
administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto de 1la Férmula I o la
Férmula II o la Férmula III, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. La presente invencién también
proporciona un método de tratamiento de diabetes tipo II en
un paciente que comprende administrar a un paciente en
necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la Férmula III, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la
administracién es subcutdnea. La presente invenciédn también
proporciona un método de tratamiento de diabetes tipo II en
un paciente que comprende administrar a un paciente en

necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
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compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la Férmula III, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y simultdnea o
secuencialmente una cantidad efectiva de uno o mas otros
ingredientes activos. En una modalidad, el otro ingrediente
activo es un farmaco de disminucidén de glucosa oral
actualmente disponible seleccionado de una clase de farmacos
que se considera antes de la administracidén del estandar de
cuidado como se determina por las directrices de la industria
tal como la Asociacidén Americana de la Diabetes. Los ejemplos
de estandar de cuidado actuales incluyen metformina,
tiazolidindionas (TZD), sulfonilureas (SU), inhibidores de
dipeptidil ©peptidasa-4 (DPP-1IV), y co-transportadores de
glucosa sbébdica (SGLT). En wuna modalidad adicional de 1la
presente invencidén, un método de tratamiento de diabetes tipo
IT en un paciente como se define anteriormente se combina con
dieta y ejercicio.

Ademas, la presente invencidén proporciona un método
de tratamiento de enfermedad renal crénica en un paciente que
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de la
Férmula I o la Foébrmula II o la Fbébrmula III, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. La presente invencidn
también proporciona un método de tratamiento de enfermedad
renal crénica en un paciente que comprende administrar a un

paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
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efectiva de un compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la
Férmula III, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde la enfermedad renal <c¢rbnica es causada por
nefropatia diabética. La presente invencién también
proporciona un método de tratamiento de enfermedad renal
crbnica en un paciente que comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la
Férmula III, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde la enfermedad renal <c¢rbénica es causada por
nefropatia hipertensa. La presente invencién también
proporciona un método de tratamiento de enfermedad renal
crbnica en un paciente que comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la
Férmula III, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde la administracidén es subcutdnea. La ©presente
invencién también proporciona un método de tratamiento de
enfermedad renal crdénica en un ©paciente que comprende
administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto de la Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y simultédnea o
secuencialmente una cantidad efectiva de uno o mas otros
ingredientes activos. En una modalidad, el otro ingrediente

activo se selecciona de ARB o inhibidores de ACE orales
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actualmente disponibles que se consideran antes de 1la
administracién del estandar de cuidado como se determina por
las directrices de la industria. Los ejemplos de estédndares
de cuidado actuales son los inhibidores de ACE lisinopril vy
captopril y ARB losartan y irbesartéan.

Ademés, la presente invencidén proporciona un
compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la Férmula III, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en
terapia. La presente invencidén también proporciona un
compuesto de la Férmula I o la Férmula II o la Férmula III, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el
tratamiento de diabetes tipo II. Ademés, la presente
invencidén proporciona un compuesto de la Férmula I o 1la
Férmula II o la Férmula III, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de enfermedad
renal crénica. La presente invencidédn proporciona un compuesto
de la Férmula I o la Foérmula II o la Férmula III, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el
tratamiento de enfermedad renal crbénica causada por
nefropatia diabética o nefropatia hipertensa. La presente
invencidén proporciona el uso de un compuesto de la Férmula I
o la Foébrmula II o la Férmula III, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para la manufactura de un medicamento
para el tratamiento de diabetes tipo II y/o enfermedad renal

crbénica.
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La presente invencidn también abarca nuevos
intermediarios y procesos para la sintesis de los compuestos
de la Férmula I o la Férmula II o la Férmula IIT.

Los compuestos de la Férmula I o la Férmula II o la
Férmula III o wuna sal farmacéuticamente aceptable de 1los
mismos son particularmente Utiles en los métodos de
tratamiento de la invencidn.

La cadena ©peptidica de los compuestos de la
presente invencidén se puede sintetizar usando procedimientos
de sintesis de fase s6lida manuales 0 automatizados
estadndares. Los sintetizadores de péptidos automatizados

estdn comercialmente disponibles de, por ejemplo, Applied

Biosystems (Foster City, CA) vy Protein Technologies Inc.
(Tucson, AZ). Los reactivos para la sintesis de fase sélida
estan féacilmente disponibles de fuentes comerciales. Los

sintetizadores de fase sélida se pueden usar de acuerdo con
las instrucciones del fabricante para Dbloguear grupos
interferentes, proteger a los aminoacidos durante la
reaccién, acoplar, desproteger vy tapar de aminocacidos sin
reaccionar.

Tipicamente, un aminodcido protegido con N-o-
carbamoilo por el aminocdcido N-terminal en la cadena
peptidica <creciente unida a una resina se acopla a
temperatura ambiente en un solvente inerte tal como

dimetilformamida, N-metilpirrolidona o cloruro de metileno en
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la presencia de agentes de acoplamiento tales como
diisopropil-carbodiimida y 1l-hidroxibenzotriazol. El1 grupo
protector No-carbamoilo se remueve de la resina de péptido
resultante usando un reactivo tal como acido trifluoroacético
(TFA) o piperidina, y la reaccidén de acoplamiento se repite
con el siguiente aminodcido protegido con Noa deseado que se
aflade a la cadena peptidica. Los grupos protectores amina
adecuados son bien conocidos en la técnica y se describen,
por ejemplo, en Green y Wuts, “Protecting Groups in Organic
Synthesis,” John Wiley and Sons, 1991. Los ejemplos muy
cominmente usados incluyen tBoc vy fluorenilmetoxicarbonilo
(Fmoc) . Después de la terminacién de la sintesis, 1los
péptidos se escinden del soporte de fase sbélida con
desproteccidén de cadena lateral simultdnea usando métodos de
tratamiento estédndar bajo condiciones acidas.

El artesano experto apreciarad que la cadena
peptidica de los compuestos de la invencidén se sintetizan con
una carboxamida C-terminal. Para la sintesis de péptido de
amida C-terminales, 1las resinas que incorporan amida Rink
MBHA o enlazantes de amida Rink AM tipicamente se usaron como
sintesis de Fmoc, mientras que la resina MBHA generalmente se
usa como sintesis de tBoc.

Los péptidos crudos tipicamente se purifican usando
RP-HPLC en columnas C8 o Cl8 que usan gradientes de agua-

acetonitrilo en 0.05 a 0.1% de TFA. La pureza se puede
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verificar por RP-HPLC analitica. La identidad de los péptidos
se puede verificar por espectrometria de masas. Los péptidos
se pueden solubilizar en amortiguadores acuoso Sobre un
amplio rango de pH.

Como se usa en la presente, el término “AUC”
significa area bajo la curva.

Como se usa en la presente, el término “peso
molecular promedio” indica el promedio del peso molecular de
los diferentes componentes de tamafio de oligbémero con una
distribucién muy estrecha y se determina por técnicas de
espectrometria de masas.

Como se usa en la presente, el término “EC50” se
refiere a la concentracién del compuesto que resulta en 50%
de activacién del criterio de wvaloracién del ensayo, por
ejemplo, cAMP.

Como se usa en la presente, el término “ED50” se
refiere a la concentracidén del compuesto gque resulta en una
respuesta de 50% en el criterio de valoracién del ensayo 1in
vivo, por ejemplo, glucosa en plasma o sangre.

Como se usa en la presente, el término “cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad o dosis del compuesto de
la invencidén, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
la cual, tras la administracién de dosis tUnica o multiple al
paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente bajo

diagnéstico o tratamiento para una administracidén diaria. Una
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cantidad efectiva puede ser facilmente determinada por el
médico que atiende, como un experto en la técnica, por el uso
de técnicas conocidas y observando los resultados obtenidos
bajo circunstancias andlogas. En la determinacién de la
cantidad efectiva de un paciente, un numero de factores se
consideran por el médico que atiende, incluyendo, pero no
limitado a: la especie de mamifero; su tamafio, edad, y salud
general; la enfermedad o trastorno especifico implicado; el
grado de 1implicacidén o 1la gravedad de la enfermedad o
trastorno; la respuesta del paciente individual; el compuesto
particular administrado; el modo de administracidén; las
caracteristicas de Dbiodisponibilidad de la preparacién
administrada; el régimen de dosis seleccionado; el uso de
medicamento concomitante; y otras circunstancias relevantes,

Como se usa en la presente, el término “paciente”
se refiere a un mamifero, tal como un ratdn, cobayo, rata,
perro, gato, o humano. Se entiende que el paciente preferido es un
humano.

Como se usa en la presente, el término
“tratamiento” 0 “tratar” incluye prohibir, restringir,
ralentizar, detener, o invertir la progresién o gravedad de un
sintoma o trastorno existente.

A)Y

Cuando se usa en la presente, el término en
combinacién con” significa la administracién de la molécula

sintética de la presente invencidédn vya sea simulténea,
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secuencialmente o en una formulacidén combinada Unica con uno
o mas agentes terapéuticos adicionales.
Ciertas abreviaturas se definen como sigue: “ACR”

se refiere a relacidén de albumina en orina/creatinina en

A\Y ”

orina; amu” se refiere a unidad de masa atdmica; “Boc” se
refiere a terc-butoxicarbonilo; “cAMP” se refiere a
monofosfato de adenosina ciclico; Y“DMSO” se refiere a dimetil
sulfoéxido; “EIA/RIA” se refiere a

inmunoensayo/radioinmunoensayo de enzima; “hr” se refiere a

hora; “HTRF” se refiere a fluorescente homogéneo resuelto en

A\Y ”

el tiempo; “i.v.” se refiere a intravenoso; “kDa” se refiere
a kilodaltons; “LC-MS” se refiere a cromatografia liquida-
espectrometria de masas; “MS” se refiere a espectrometria de
masas; “OtBu” se refiere a O-terc-butilo; “Pbf” se refiere a

NG—2,2,4,6,7—pentametildihidrobenzofuran—5—sulfonilo; “RP-

HPLC” se refiere a cromatografia liquida de alta resolucidn

ANY ”

de fase inversa; S.C. se refiere a subcuténeo; “SEM” se
refiere a error estédndar de la media; “TFA” se refiere a
dcido trifluoroacético”, y “Trt” se refiere a Tritilo. Los
cbdigos estéandar de una letra se usaron para representar el
aminoadcido en los compuestos de la Férmula I. Todos 1los
aminoadcidos wusados en la Férmula I son L-aminoadcidos. Los
cbdigos estéandar de tres letras también se pueden usar para

representar aminoéacidos.

Los compuestos de la presente invencidén usan un
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adcido graso de Ci4-Cy4 gquimicamente conjugado al grupo epsildn-
amino de una cadena lateral de lisina ya sea por un enlace
directo o por un enlazante. El término “acido graso de Ci,-Cyy”
como se usa en la presente significa un &cido carboxilico con
entre 14 y 24 &tomos de carbono. El1 acido graso de Ci4-Cyq
adecuado para uso en la presente puede ser un monoacido
saturado o un diédcido saturado. Por “saturado” se entiende
que el 4&cido graso no contiene enlaces dobles o triples
carbono-carbono.

Los ejemplos de &cidos grasos de Ci4-Cyy saturados
especificos que son adecuados para los compuestos y uses de
los mismos descritos en la presente incluyen, pero no se

limitan a, &cido miristico (&dcido tetradecanoico) (monodcido

de Cii), dcido tetradecandioico (didcido de Ci4), acido
palmitico (&dcido hexadecanoico) (monoadcido de Ci6), &cido
hexadecandioico (didcido de Ci4), é&cido margéarico (dcido

heptadecanoico) (monoacido de Ci7), dcido heptadecandioico

(didcido de Ci7), adcido estedrico (d&cido
octadecanoico) (monoacido de Cig), acido octadecandioico
(didcido de Cis), adcido nonadecilico (d&cido

nonadecanoico) (monodcido Ci9), &acido nonadecandioico (diéacido
Ci9), acido aracaddico (4cido eicosanoico) (monodcido Cyg), acido
eicosandioico (didcido Coo) , adcido heneicosilico (d&cido
heneicosanoico) (monoacido de Cs1), dcido heneicosandioico

(didcido de Cy1), &cido behénico (4dcido docosanoico) (monoéacido
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de Co2), acido docosandioico (didcido de Co2), acido
lignocérico (4cido tetracosanoico) (monoacido de Cy4), acido
tetracosandioico (diacido de Coyq), incluyendo derivados

ramificados y sustituidos de los mismos.

En aspectos preferidos de 1los compuestos de la
presente invencidén, el acido graso de Ci4,-C,s se selecciona del
grupo que consiste de un monoacido de Ci;4 saturado, un diacido
de Ci4 saturado, un monodcido de Ci;¢ saturado, un didcido de
Cis saturado, monodcido de Cig saturado, un didcido de Cig
saturado, un didcido de C;9 saturado, un monoacido de Cjyg
saturado, un didcido de C,9 saturado, un didcido de Cy
saturado, vy derivados ramificados vy sustituidos de 1los
mismos. En aspectos méas preferidos de los compuestos de 1la
presente invencidén, el &cido graso de Ci14-Cyy se selecciona del
grupo que consiste de acido miristico, acido
tetradecandioico, dcido palmitico, dcido hexadecandioico,
acido esteédrico, acido octadecandioico, acido
nonadecandioico, &cido aracadico, acido eicosandioico y &acido
docosandioico. Preferiblemente, el &cido graso de Ci14-Cyy es
dcido octadecandioico o &cido eicosandioico.

La longitud y composicién del &cido graso afecta 1la
vida en anaquel del compuesto, la potencia del compuesto en
modelos animales in vivo y también afecta la solubilidad, vy
estabilidad del compuesto. La conjugacién del péptido

definido en 1la presente a un monoadcido o diédcido graso
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saturado de Ci14-C,s resulta en compuestos que exhiben vida en
anaquel deseable, potencia deseable en modelos animales in
vivo y también poseen caracteristicas de solubilidad vy
estabilidad deseadas.

Los compuestos de la invencidén preferiblemente se
formulan como composiciones farmacéuticas administradas por
rutas parenterales (por ejemplo, subcutédnea, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, o transdérmica) . Tales
composiciones farmacéuticas y procesos para preparar las
mismas son bien conocidos en la técnica. (Ver, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, L.V. Allen,
Editor, 2ond Edition, Pharmaceutical Press, 2012). La ruta de
administracién preferida es subcuténea.

Los compuestos de la presente invencidén pueden
reaccionar con cualquiera de un numero de &cidos inorgénicos
y organicos para formar sales de adicién de acido
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente
aceptables y la metodologia comin para prepararlas son bien
conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo, P. Stahl, et al.
Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and

Use, 2nd Revised Edition (Wiley-VCH, 2011); S.M. Berge, et

al., “Pharmaceutical Salts,” Journal of Pharmaceutical
Sciences, Vol. 06, NO:1, January 1977. La sal
farmacéuticamente aceptable preferida de la presente

invencidén son sales de trifluoroacetato, sales de acetato y
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sales de diclorhidrato entre otras.

Los compuestos de la presente invencidén se pueden
administrar por un médico o auto-administrar wusando una
inyeccidén. Se entiende que el tamafio del calibre y cantidad
de volumen de inyeccidén se determina por el practicante
experto. En una modalidad, la cantidad de volumen de
inyeccién es < 2 ml, preferiblemente < 1 ml. También una
modalidad adicional es el wuso un calibre de aguja =2 27,
preferiblemente 2 29.

Los compuestos de la Férmula I o la Férmula II o la
Férmula III generalmente son efectivos sobre un amplio rango
de dosificacién. Por ejemplo, las dosificacidédn por dia
normalmente caen dentro del rango de aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal. En algunos casos,
los niveles de dosificacidén por debajo del limite inferior
del rango antedicho pueden ser mds gque adecuados, mientras
que en otros casos dosis aln mayores se pueden emplear con
efectos secundarios aceptables, y por lo tanto el rango de
dosificacién anterior no se pretende que limite el alcance de
la invencidén en alguna manera.

La presente invencién también abarca nuevos
intermediarios 'y procesos Gtiles para la sintesis de
compuestos de la Férmula I o la Fébrmula II o la Foérmula IIT,
o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. Los

intermedarios y compuestos de la presente invencidédn se pueden
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preparar por una variedad de procedimientos conocidos en la
técnica, incluyendo a través tanto de sintesis quimica como
tecnologia recombinante. En particular, el proceso gue usa
sintesis qguimica se ilustra en la(s) Preparacidn (es) %
Ejemplo(s) a continuacidén. Las etapas de sintesis especificas
para cada una de las rutas descritas se pueden combinar en
diferentes maneras para preparar los compuestos de la Férmula
I, o sales de los mismos. Los reactivos y materiales de
partida son fécilmente obtenibles para uno de experiencia
ordinaria en la técnica. Se entiende que esta (s)
Preparacidn (es) y Ejemplo(s) no se pretende que sean

limitantes del alance de la invencidén en alguna manera.

EJEMPLO 1

XlIVXzsLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4ILAQV—NH2

en donde el X; en la posicién 1 es I dque es
modificado, en el extremo N-terminal, por acetilacidédn; X, es
L; X3 es L; X4 es Q; y el K*¥ en la posicidn 29 es quimicamente
modificado a través de la conjugacidén al grupo epsildn-amino
de la cadena lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi] -
acetil),— (YE),—-CO-(CH;) 16—COyH; vy el aminodcido C-terminal es
amidado como una amida primaria C-terminal (SEQ ID NO: 1). La

estructura de esta secuencia se muestra a continuaciédn.
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La estructura de esta secuencia contiene el cdédigo
de aminodcidos de letra uUnica estandar con excepcidédn de 1los
residuos I en la posicidén 1, y K en la posicidén 29 donde las
estructuras de estos residuos aminodcidos se han expandido.

El péptido de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 de 1la
presente invencidén se genera por sintesis de péptido de fase
sélida wusando una estrategia de Fmoc/t-Bu realizada en un
sintetizador de péptido automatizado Symphony (PTI Protein
Technologies Inc.) iniciando de la resina de Amida RAPP-AM-
Rink (H40023 Poliestireno AM RAM, Rapp polymere GmbH) y con
acoplamientos usando 6 equivalentes de aminodcido activado
con diisopropilcarbodiimida (DIC) vy Oxima pura (relaciédn
molar de 1:1:1) en dimetilformamida (DMF) durante 3h a 25°C.

El acoplamiento extendido para Thr30 (10h) es
necesario para mejorar la calidad de péptido crudo. Un bloque

de construccién de Fmoc-Lys(Alloc)-OH se usa para K en el
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acoplamiento de la posicidén 29 (grupo protector ortogonal)
para permitir la unidn especifica del sitio de la porcidn de
dcido graso méds tarde en el proceso sintético. El residuo N-
terminal (I en la posicidén 1) es acetilado wusando 10
equivalentes de 4cido acético con diisopropilcarbodiimida
(DIC) y Oxima pura (relacidn molar de 1:1:1) en
dimetilformamida (DMF) durante 1h a 25°C.

Después de terminar la elongacidén de la resina de
péptido descrita anteriormente, el grupo protector Alloc
presente en el K en la posicidén 29 se remueve usando
cantidades cataliticas de Pd(PPh3),; en la presencia de PhSiHj
como un depurador. Los sitios de acoplamiento/desproteccidn
adicionales gque usan una estrategia de Fmoc/t-Bu para
extender el K en la posicidén 29 de la cadena lateral implican
Fmoc-NH-PEG,-CH,COOH (ChemPep Catalogo #280102), Fmoc-Glu (OH) -
OtBu (ChemPep Catdlogo #100703) y HOOC-(CH;):4-COOtBu. En
todos los acoplamientos, 3 equivalentes del Dbloque de
construccién se usaron con PyBOP (3 equiv) y DIEA (6 equiv)
en DMF durante 4h a 25°C.

La escisién concomitante de la resina y remocidn
del grupo protector de cadena lateral se realizan en una
solucidn que contiene adcido trifluoroacético (TFA) :
triisopropilsilano : 1,2-etanoditiol: metanol : tiocanisol
80:5:5:5:5 (v/v) durante 2 h a 25°C seguido por precipitacidn

con éter frio. El péptido crudo se purificdé a > 99% de pureza
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(15-20% de rendimiento purificado) por cromatografia HPLC de
fase inversa con gradiente de agua/acetonitrilo (que contiene
0.1% v/v de TFA) en una columna de Fenil hexilo (phenomenex,
5 micras, 100A), donde las fracciones adecuadas se agruparon
y liofilizaron.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 1 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H"/3 =1718.8; Calculado
M+3H'/3 =1720.0; observado: M+4H'/4 =1289.2; Calculado M+4H'/4
=1290.3; observado: M+5H"/5 =1031.5; Calculado M+5H'/5

=1032.4).

EJEMPLO 2

X1 IVX,SLDVPIGLLQT LX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4 ILAQV-NH2

en donde el X; es I en el cual el extremo N-terminal
es modificado a través de acetilaciédn; X, es L; X3 es L; X4 es
Q; y el K* en la posicidén 29 es qguimicamente modificado a
través de la conjugacidén al grupo epsildn-amino de la cadena
lateral K con ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),- (YyE),-CO-
(CHy)18—CO,H; y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO: 2). La estructura de

esta secuencia se muestra a continuacidn.
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La estructura de esta secuencia contiene el cdédigo
de aminodcidos de letra uUnica estandar con excepcidédn de 1los
residuos I en la posicién 1 y K en la posicidén 29 donde las
estructuras de estos residuos aminodcidos se han expandido.

El péptido de acuerdo con la SEQ ID NO: 2 de 1la
presente invencidén se sintetizé de manera similar como se
describe anteriormente en el Ejemplo 1. HOOC- (CH;)13—COOtBu se
incorporé usando 3 equivalentes del Dbloque de construccidn
con PyBOP (3 equiv) vy DIEA (6 equiv) en DMF durante 4h a
25°C.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 2 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H'/3 =1728.2; Calculado
M+3H"/3 =1729.4; observado: M+4H'/4 =1296.3; Calculado M+4H'/4

=1297.3; observado: M+5H"/5 =1037.4; Calculado M+5H"/5
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=1038.0) .

EJEMPLO 3

X1IVX,SLDVPIGLLQT LX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4 ILAQV-NH2

en donde el X; es I en el cual el extremo N-terminal
se modificd a través de metilacidn; X, es L; X3 es L; Xy es Q;
y el K* en la posicidén 29 es quimicamente modificado a través
de la conjugacidén al grupo epsildén-amino de la cadena lateral
K con ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (yE),—CO- (CHy) 14—
COzH; vy el aminoacido C-terminal es amidado como una amida
primaria C-terminal (SEQ ID NO: 3). La estructura de esta

secuencia se muestra a continuacidn.

VLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEIKO QOQA—N TNAQ I LAQ V—,

0

La estructura de esta secuencia contiene el cdédigo
de aminocacidos de letra uUnica estadndar con excepcidédn de 1los

residuos N-metil isoleucina en la posicién 1 y K en la
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posicidn 29, donde las estructuras de estos residuos
aminoadcidos se han expandido.

El compuesto de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 de 1la
presente invencidén se sintetizdé de manera similar como se
describe anteriormente por ejemplo 1. El residuo N-terminal
(N-metil isoleucina en la posicidén 1) se incorpord como Boc-
NMeIle-OH wusando 6 equivalentes del Dbloque de construccidn
con PyBOP (6 equiv) y DIEA (12 equiv) en DMF-DCM (1:1, v/v)
durante 15h a 25°C.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 3 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H'/3 =1709.6; Calculado
M+3H'/3 =1710.7; observado: M+4H'/4 =1282.2; Calculado M+4H'/4
=1283.3; observado: M+5H"/5 =1025.8; Calculado M+5H"/5

=1026.8) .

EJEMPLO 4
X1 IVX,SLDVPIGLLQT LX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4 ILAQV-NH2
en donde X; es I en el cual el extremo N-terminal se
modificdé a través de metilacidn; X, es L; X5 es L; X4 es Q; vy
el K* en la posicidén 29 es guimicamente modificado a través de
la conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K
con ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) ;- (yE),—CO- (CHy) 13—CO.H;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una amida primaria
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C-terminal (SEQ ID NO: 4). La estructura de esta secuencia se

muestra a continuacidn.

VLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQOQA—N TNAQ I LAQV—M,

zall

La estructura de esta secuencia contiene el cdédigo
de aminodcidos de letra uUGnica estéandar con excepcidédn de 1los
residuos N-metil isoleucina en la posicién 1 y K en la
posicidén 29, donde las estructuras de estos residuos
aminocacidos se han expandido.

El compuesto de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 de 1la
presente 1invencidén se sintetizdé de manera similar como se
describe anteriormente por ejemplo 1. El residuo N-terminal
(N-metil isoleucina en la posicidén 1) se incorpord como Boc-
NMeIle-OH wusando 6 equivalentes del bloque de construccidn
con PyBOP (6 equiv) y DIEA (12 equiv) en DMF-DCM (1:1, v/v)

durante 15h a 25°C. HOOC- (CH,)q3—-COOtBu se incorpord usando 3
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equivalentes del bloque de construccidén con PyBOP (3 equiv) y
DIEA (6 equiv) en DMF durante 4h a 25°C.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 4 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H"/3 =1719.4; Calculado
M+3H'/3 =1720.1; observado: M+4H'/4 =1289.8; Calculado M+4H'/4
=1290.3; observado: M+5H"/5 =1031.8; Calculado M+5H'/5

=1032.4) .

EJEMPIO 5

X1IVX,SLDVPIGLLQT LX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4 ILAQV-NH2

en donde X; es I en el cual el extremo N-terminal se
modificd a través de metilacidn; X, es T; X3 es L; X, es E; y
el K* en la posicidén 29 es quimicamente modificado a través de
la conjugacidén al grupo epsildén-amino de la cadena lateral K
con ([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetil) - (yE),-CO- (CH;)13—CO,H;
y el aminodcido C-terminal es amidado como una amida primaria
C-terminal (SEQ ID NO: 5). La estructura de esta secuencia se

muestra a continuacidn.
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La estructura de esta secuencia contiene el cdédigo
de aminodcidos de letra uUnica estandar con excepcidédn de 1los
residuos N-metil isoleucina en la posicién 1, y K en la
posicidn 29 donde las estructuras de estos residuos
aminoadcidos se han expandido.

El compuesto de acuerdo con la SEQ ID NO: 5 de la
presente invencidén se sintetizé de manera similar como se
describe anteriormente por ejemplo 4.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 5 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H'/3 =1715.7; Calculado
M+3H'/3 =1716.4; observado: M+4H'/4 =1287.0; Calculado M+4H'/4
=1287.5; observado: M+5H"/5 =1029.7; Calculado M+5H"/5

=1030.2) .
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EJEMPLO 6

X1IVX,SLDVPIGLLQT LX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4 ILAQV-NH2

en donde X; es I en el cual el extremo N-terminal se
modificd a través de metilacidn; X, es L; X3 es L; Xy, es E; y
el K* en la posicidén 29 es guimicamente modificado a través de
la conjugacién al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K
con ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (yE),-CO- (CH;)15—CO,H;
y el aminodcido C-terminal es amidado como una amida primaria
C-terminal (SEQ ID NO: 6). La estructura de esta secuencia se

muestra a continuacidn.

VLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKOQQAN TNAEI LAQ V¥,

-

La estructura de esta secuencia 6 contiene el
cbébdigo de aminoacidos de letra tUnica estandar con excepcidn
de los residuos N-Metil isoleucina en la posicidén 1 y K en la

posicidn 29 donde las estructuras de estos residuos
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aminoadcidos se han expandido.

El compuesto de acuerdo con la SEQ ID NO: 6 de la
presente invencidén se sintetizdé de manera similar como se
describe anteriormente por ejemplo 4.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 6 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H'/3 =1719.7; Calculado
M+3H'/3 =1720.4; observado: M+4H'/4 =1289.8; Calculado M+4H'/4
=1290.5; observado: M+5H'/5 =1032.2; Calculado M+5H'/5

=1032.6) .

EJEMPLO 7

X1 IVX,SLDVPIGLLQT LX3EQEKQEKEKQQAK*TNAX4 ILAQV-NH2

en donde X; es I en el cual el extremo N-terminal se
modificd a través de metilacidn ; X; es T; X3 es I; X4 es E; vy
el K* en la posicidén 29 es guimicamente modificado a través de
la conjugacidén al grupo epsildédn-amino de la cadena lateral K
con ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) ;- (yE),—CO- (CHy) 13—CO.H;
y el aminodcido C-terminal es amidado como una amida primaria
C-terminal (SEQ ID NO: 7). La estructura de esta secuencia se

muestra a continuacidn.
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HPT)\"VVTSLDVPIGLLQILIEOEKQEKEKQQA—N%TNAEILAQV—W:

° 0

La estructura de esta secuencia contiene el cdédigo
de aminodcidos de letra uUGnica estéandar con excepcidédn de 1los
residuos N-metil isoleucina en la posicién 1 y K en la
posicidén 29, donde las estructuras de estos residuos
aminocacidos se han expandido.

El compuesto de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 de 1la
presente 1invencidén se sintetizdé de manera similar como se
describe anteriormente por ejemplo 4.

En una sintesis realizada esencialmente como se
describe anteriormente, la pureza del Ejemplo 7 se examind
por HPLC analitica de fase inversa, vy 1la identidad se
confirmé usando LC/MS (observado: M+3H'/3 =1715.6; Calculado

M+3H"/3 =1716.4; observado: M+4H'/4 =1286.8; Calculado M+4H'/4
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=1287.5; observado: M+5H'/5 =1029.8; Calculado M+5H'/5
=1030.2) .
EJEMPLO 8

Los siguientes compuestos de la presente invencidn
se sintetizaron de manera similar como se describe
anteriormente por ejemplo 4. Las estructuras mostradas a
continuacidén contienen el cbédigo de aminodcidos de letra
Unica estédndar con excepcidn de los residuos N-metilados I en
la posicién 1 y K en la posicidén 29 donde las estructuras de
estos residuos aminodcidos se han expandido.
X IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente con la siguiente cadena lateral de acido graso:

-VE-([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) - (YE)-CO-
(CH2) 1g=COOH; vy el aminocacido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:9).
X1 IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente con la siguiente cadena lateral de &acido graso:
-YE-([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (yE),—CO- (CH;) 14—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
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amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:10).
XlIVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQQAK*TNAQILAQV—NHZ

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente con la siguiente cadena lateral de acido graso:
-VYE-vE-yE-yE-CO- (CH;) 15—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:11).
XlIVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQQAK*TNAQILAQV—NHZ

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilacidn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente con la siguiente cadena lateral de acido graso:
-YE-VE-([2- (2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) -yE-yE-CO- (CH) 15—
COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:12).
XlIVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQQAK*TNAQILAQV—NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente con la siguiente cadena lateral de &acido graso:
-YE-VE-([2- (2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) ,~yE-YE-CO- (CH;) 15—

COOH;
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y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:13).
XlIVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQQAK*TNAQILAQV—NHZ

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente con la siguiente cadena lateral de acido graso:

-VE-([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) -yE-yE-CO-
(CH2) 18—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una

amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:14).

EJEMPLO 9

Los siguientes compuestos de la presente invencidn
se sintetizaron de manera similar como se describe
anteriormente por ejemplo 4. Las estructuras mostradas a
continuacién contienen los cdédigos de aminodcidos de letra
Uinica estandares. Todos los siguientes compuestos o moléculas
sintéticas caen dentro del alcance de la Férmula III. La
pureza de estos compuestos se analizdé por HPLC analitica de
fase inversa, y la identidad se confirmé usando LC/MS, de la
manera resumida en la presente.
IVLSLDVPIGLLQK*LLEQEKQEKEKQQATTNARILARV—NHZ

en donde el K* en la posicién 14 se ha modificado

quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
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cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO- (CH;)14—-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:21).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monoacido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 14).
IVLSLDVPIGLLQIK*LEQEKQEKEKQQATTNARILARV—NHZ

en donde el K* en la posicidén 15 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO-(CH;)14-CHj;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:22).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es un residuo YyE y Xg es un acido graso monoacido de Ci4 y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 15).
IVLSLDVPIGLLQILLK*QEKQEKEKQQATTNARILARV—NH2

en donde el K* en la posicién 17 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de 1la

cadena lateral K se une con un grupo -—-yE-CO-(CH;)14—-CHsj;
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y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:23).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 17).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQK*KQEKEKQQATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicidén 19 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO- (CH;)14—-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:24).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es un residuo YyE y Xg es un acido graso monoacido de Ci4 y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 19).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEK*QEKEKQQATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicién 20 se ha remplazado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO-(CH;)14-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
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amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:25).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 20).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKK*EKEKQQATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicidén 21 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO- (CH;)14—-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:26).

Esta secuencia cae dentro del alcance de 1la
Férmula III (porque, en esta modalidad particular, X; es un
residuo I no modificado, X; es L, X3 es L, X5 es R, X7 es T, Xg
es R, X5 es un residuo yE y Xg es un acido graso monoacido de
Cis vy el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 21).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQK*KEKQQATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicién 22 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -—-yE-CO-(CH;)14—-CHsj;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una

amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:27).
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Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 22).
IVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEK*EKQQATTNARILARV—NHZ

en donde el K* en la posicidén 23 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO- (CH;)14—-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:28).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es un residuo YyE y Xg es un acido graso monoacido de Ci4 y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 23).
IVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKK*KQQATTNARILARV—NH2

en donde el K* en la posicién 24 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -—-yE-CO-(CH;)14-CHj;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:29).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Fdérmula
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IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 24).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEK*QQATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicidén 25 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO- (CH;)14-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:30).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es un residuo YyE y Xg es un acido graso monoacido de Ci4 y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 25).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEK*QQATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicién 25 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -vE-yE- CO-(CH;)14-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:31).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula

IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
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no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es dos residuos VE y Xg es un acido graso monodcido de Cig Vy
el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 25).
IVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEK*QQATTNARILARV—NHZ

en donde el K* en la posicidén 25 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo - ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)-yE-CO- (CH;,)14—CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:32).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es una combinacién de un residuo YE y un grupo ([2-(2-Amino-
etoxi)-etoxi]-acetil) y X5 es un &cido graso monodcido de Cig
y el residuo K* ha remplazado el aminocadcido original en 1la
posicidén 25).
IVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKK*QATTNARILARV—NH2

en donde el K* en la posicién 26 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO-(CH;)14-CHj;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:33).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Fdérmula
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IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 26).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKK*QATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicidén 26 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-yE- CO-(CH;)14-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:34).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es dos residuos yE y Xg es un acido graso monoadcido de Cig Vy
el residuo K* ha remplazado el aminocdcido original en la
posicidén 206).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQK*ATTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicién 27 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO-(CH;)14-CHj;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:35).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula

ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
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no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 27).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQK*TTNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicidén 28 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO- (CH;)14—-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:36).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
es un residuo YyE y Xg es un acido graso monoacido de Cis y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 28).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO-(CH;)14-CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:37).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I

no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, Xjs
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es un residuo VYE y Xg es un acido graso monodcido de Cig y el
residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 29).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo -YE-yE-CO- (CHy)14—CHs;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:38).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, X7 es T, Xg es R, X5
es dos residuos yE y Xg es un acido graso monoadcido de Cig Vy
el residuo K* ha remplazado el aminocdcido original en la
posicidén 29).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQATK*NARI LARV-NH2

en donde el K* en la posicién 30 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo -yE-CO-(CH;)14-CHj;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:39).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es R, Xg es R, Xs es un

residuo VE y X es un Aacido graso monoacido de Cig y el
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residuo K* ha remplazado el aminocacido original (por ejemplo,
X7) en la posicidén 30).
IVLSLDVPI GLLQK*LLEQEKQEKEKQQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicidén 14 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yE-YE-CO- (CH;)16—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:40).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, X5
es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VYE y Xg es un &acido graso diédcido de
Cis y el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 14).
IVLSLDVPI GLLQIK*LEQEKQEKEKQQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicién 15 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:41).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula

IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
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no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, X5
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VYE y Xg es un A&acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 15).
IVLSLDVPIGLLQT LK*EQEKQEKEKQQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicidén 16 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yE-YE-CO- (CH;)16—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:42).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X5 es Q, X7 es T, Xg es H, Xs es una
combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)
y dos residuos VE y Xg es un acido graso didcido de Ci3 y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original (por ejemplo,
X3) en la posicidén 16).
IVLSLDVPIGLLQT LLK*QEKQEKEKQQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicién 17 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);~-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
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amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:43).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, X5
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VYE y Xg es un 4acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 17).
IVLSLDVPIGLLQT LLEK*EKQEKEKQQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicidén 18 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil);-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:44).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, Xs
es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
acetil) y dos residuos VYE y Xg es un acido graso diédcido de
Cis y el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 18).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKK*EKEKQQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicién 21 se ha modificado

quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la



10

15

20

25

63

cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yE-YE-CO- (CH;)16—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:45).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, X5
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un 4acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 21).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEK*QQATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicién 25 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);~-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:46).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, Xs
es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
acetil) y dos residuos VYE y Xg es un acido graso diédcido de
Cis y el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la

posicidén 25).
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IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKK*QATTNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicidén 26 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yYE-YE-CO- (CH;)16—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:47).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, X5
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un &acido graso diédcido de
Cis y el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 206).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAHV-NH2

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);~-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:48).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Fdérmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es H, Xs

es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
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acetil) y dos residuos VE y Xg es un &acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 29).
IVLSLDVPIK*LLQILLEQEKQEKEKQQATTNAQILAQV—amida

en donde el K* en la posicidén 10 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yE-YE-CO- (CH;) 16— COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:49).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la
Férmula III (porque, en esta modalidad particular, X; es un
residuo I no modificado, X; es L, X3 es L, X5 es Q, X7 es T, Xsg
es Q, Xs es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) vy dos residuos VE y Xg es un 4&cido graso
didcido de Cig3 y el residuo K* ha remplazado el aminoacido
original en la posicidén 10).
IVLSLDVPIGLLQILLK*QEKQEKEKQQATTNAQILAQV—NH2

en donde el K* en la posicién 17 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) ;-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:50).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Fdérmula
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IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un 4acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 17).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKK*QATTNAQI LAQV-NH2

en donde el K* en la posicidén 26 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yE-YE-CO- (CH;) 16— COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:51).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs
es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un acido graso diédcido de
Cis y el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 206).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -

etoxi]-acetil) ;-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;
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y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:52).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un 4acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 29).
IVLSLDVPIGLLQT LLK*QEKQEKEKQQATENAQI LAQV-NH2

en donde el K* en la posicidén 17 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);~-yYE-YE-CO- (CH;)16—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:53).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es E, Xg es Q, Xs
es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un acido graso diédcido de
Cis y el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 17).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKK*QATENAQI LAQV-NH2

en donde el K* en la posicién 26 se ha modificado
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quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yYE-YE-CO- (CH;) 16— COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:54).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es E, Xg es Q, Xs
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un 4acido graso diédcido de
Cig v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 26).
IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*ENAQI LAQV-NH2

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) ;~-yYE-YE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:55).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es E, Xg es Q, Xs
es una combinacién de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
acetil) y dos residuos VE y Xg es un acido graso diédcido de

Cis y el residuo K* ha remplazado el aminoadcido original en la
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posicidén 29).
IVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQQAK*ENAQILAQV—NHZ

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) ,-yE-CO- (CH;)1¢—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:56).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgue, en esta modalidad particular, X; es un residuo I
no modificado, X, es L, X3 es L, X4 es Q, X7 es E, Xg es Q, Xs
es una combinacidén de dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) y un residuo VYE Unico y X¢ es un &acido graso diacido
de Ci3 y el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en
la posicidén 29).
XlIVLSLDVPIGLLQILLEQEKQEKEKQQAK*ENAEILAQV—NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil)-yE-yE-CO- (CH;) 13— COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:57).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Fdérmula
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IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
X3 es L, X4 es E, X7 es E, Xg es Q, X5 es una combinacidén de un
grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) uUnico y dos residuos
YVE yv X¢ es un acido graso didcido de Cyq y el residuo K* ha
remplazado el aminodcido original en la posicidén 29).
X7 IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*ENAE ILAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo YE -yE-CO- (CHy).8—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:58).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
X3 es L, X4 es E, X; es E, Xg es Q, X5 es dos residuos VvE y Xg
es un acido graso diadcido de Cyp y el residuo K* ha remplazado
el aminodcido original en la posicidén 29).
X1 IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*ENAE ILAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado

quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
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cadena lateral K se une con un grupo YyE-([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil)-yE-yE-CO- (CH;)13—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:59).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
X3 es L, X4 es E, X7 es E, Xg es Q, X5 es una combinacidédn de un
residuo VvE, un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) vy
luego dos residuos VE més VE y Xg es un acido graso diacido de
Coo v el residuo K* ha remplazado el aminoacido original en la
posicidén 29).
X1 IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildédn-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo YE-([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil);-yYE-YE-CO- (CH;)13—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:60).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Fdérmula
ITIT (porque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,

Xs es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs es una combinacidén de un
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residuo VyE, dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) vy
luego dos residuos YVE més VE y Xg es un acido graso diacido de
Coo v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 29).
X IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilacidn;

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo YyE-([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil)-yE-yE-CO- (CH;) 13— COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:61).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs es una combinacidédn de un
residuo VvE, un grupo ([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetil) %
luego dos residuos yE mds VE y Xg es un acido graso diacido de
Coo v el residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 29).
X1 IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
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quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo VE-VE-([2-(2-Amino-
etoxi)-etoxi]-acetil) ,-yE-yE-CO- (CH,) 13—-COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:62).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs es una combinacidén de
dos residuos VE, dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi] -
acetil) y luego dos residuos VYE més yE y Xg es un acido graso
didcido de Cyy y el residuo K* ha remplazado el aminoacido
original en la posicidén 29).
X1 IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de 1la
cadena lateral K se une con un grupo VYE-VYE-([2-(2-Amino-
etoxi) -etoxi]-acetil)- YE -yE-CO- (CH;)13—COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:63).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que

el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
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X3 es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs es una combinacidén de
dos residuos vyE, un grupo ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)
inico y luego dos residuos VvE mds VE y Xg es un &cido graso
didcido de Cyy y el residuo K* ha remplazado el aminoacido
original en la posicidn 29).
X IVLSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAQI LAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicidén 29 se ha modificado
quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo VYE-yE-yE-yE-CO- (CH;)i1g—
COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:64).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
ITIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es L,
X; es L, X4 es Q, X7 es T, Xg es Q, Xs es una combinacidén de
cuatro residuos VE y Xg es un acido graso diédcido de Cyo y el
residuo K* ha remplazado el aminodcido original en la
posicidén 29).
X1 IVTSLDVPIGLLQT LLEQEKQEKEKQQAK*TNAE ILAQV-NH2

en donde X; tiene el extremo N-terminal del residuo
I modificado por metilaciédn;

en donde el K* en la posicién 29 se ha modificado
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quimicamente de manera dque el grupo epsildén-amino de la
cadena lateral K se une con un grupo YyE-([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil) ,-yE-yYE-CO- (CH;) 13— COOH;

y el aminodcido C-terminal es amidado como una
amida primaria C-terminal (SEQ ID NO:66).

Esta secuencia cae dentro del alcance de la Férmula
IIT (porgque, en esta modalidad particular, X; representa que
el residuo I se ha metilado en el extremo N-terminal, X, es T,
X3 es L, X4 es E, X3 es T, Xg es Q, X5 es una combinacidédn de un
residuo VyE, dos grupos ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) vy
luego dos residuos YE més VE y Xg es un acido graso diacido de
Cyo v el residuo K* ha remplazado el aminocacido original en la
posicidén 29).

Se debe sefialar que, ademads de los métodos para
preparar los compuestos descritos anteriormente, también se
puede usar una sintesis convergente. Por ejemplo, en esta
sintesis convergente, se construye y/u obtiene una cadena
lateral de 1lisina acilada. Este fragmento de cadena lateral
de lisina acilada puede tener los fragmentos acidos
ortogonalmente protegidos como ésteres de t-butilo u otros
grupos protectores cominmente conocidos en la sintesis de
péptidos. Se cree que tal método de sintesis puede producir
la cadena lateral acilada con alta pureza, > 98% que puede
reducir los requerimientos de cromatografia corriente abajo,

potencialmente conduciendo a una pureza mejorada y eficiencia
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de proceso aumentada. Por ejemplo, en una construccidén toda
lineal, el componente de lisina acilada (es decir, la cadena
lateral de acido graso que tiene las porciones amino-etoxi,
etc.) tipicamente se instala en el extremo de la sintesis, vy
esto puede crear altos niveles de impurezas de proceso tales
como, pero no limitado a impurezas gue tienen mayor O menor
numero de porciones de amino-etoxi que pueden ser
problematicas de remover. El uso de la estrategia convergente
(resumida en la presente) puede desarriesgar una estrategia
de construccidén sintética toda lineal, en donde un error
Uunico puede resultar en una pérdida total. Ademas, el uso de
un procedimiento de sintesis convergente puede mejorar la
flexibilidad de cadena de suministro con requerimientos de
recursos comparables a una construccidén toda lineal esténdar.
Adicionalmente una estrategia de sintesis convergente también
puede ser un medio para disminuir COPS (costo de producto
vendido) y mejorar adicionalmente la robustez. Otro beneficio
puede ser que el residuo N-metil isoleucina de extremo N-
terminal es frecuentemente un acoplamiento dificil para un
péptido grande. La incorporacidédn de N-metil isoleucina en un
fragmento menor puede ser potencialmente un buen medio de
des-arriesgar este problema de acoplamiento.

Usando el compuesto del Ejemplo 4 como un ejemplo,
la cadena lateral de lisina acilada estd cercana al extremo

C-terminal, una ruptura retrosintética estratégica para un
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proceso de sintesis convergente puede ser entre la alanina
(A) en la posicidén 28 y la lisina (K) en la posicidén 29. Por
lo tanto, este “fragmento” incluird la lisina en la posicidn
29 (y su cadena lateral acompafiante) junto con los 9 residuos
finales (conduciendo hasta el extremo C-terminal). En algunas
modalidades, este “fragmento” puede ser el fragmento de
origen primario producido en la resina de amida Rink o amida
Sieber. Otra desconexidn retrosintética puede ser entre la
Glicina (G) en la posicidén 10 y la Leucina (L) en la posiciédn
11. Producir un fragmento de estas secuencias puede asegurar
que tal secuencia no tiene (o una menor) propensidén para
racemizacién. E1 tercer fragmento de 18 aminoacidos (por
ejemplo, desde el residuo en la posicién 11 a la Alanina en
la posicidén 28 también se podria producir. Este fragmento de
18 residuos, junto con el fragmento de 10 aminocdcidos inicial
(por ejemplo, el extremo N-terminal a la G en la posicidén 10)
se podrian producir, por ejemplo, por una resina 2-CTC. La
resina 2-CTC a menudo se puede referir para la sintesis de la
mayoria de fragmentos vya que la resina se puede escindir
ortogonalmente mientras deja intactos los grupos protectores
de péptido salientes.

Por lo tanto, en resumen, el siguiente método de
sintesis para el compuesto del Ejemplo 4 se proporciona a
continuacién:

1) Construir la cadena lateral de &cido graso dgue se
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conecta a wuna lisina (por ejemplo, el K que
finalmente serd K en la posicidén 29);

Construir un fragmento de 10 aminodcidos comenzando
con la lisina con la cadena lateral de &cido graso
(por ejemplo, el K que finalmente serd K en la
posicidén 29) y afladir los otros amincacidos hasta
terminar en el extremo C-terminal después del
residuo V final;

Construir el fragmento de 18 residuos aminoéacidos,
comenzando con el L en la posicidén 11 y terminando
con el A en la posicidn 28;

Construir el fragmento de 10 aminoadcidos comenzando
con el I modificado en la posicién 1 y terminando
con el G en la posicidén 10;

El fragmento de 18 residuos de la etapa 3 se podria
acoplar al fragmento de 10 residuos de la etapa 4,
y luego este constructo de 28 residuos se podria
acoplar al fragmento de la etapa 2 (que tiene la
cadena lateral); alternativamente el fragmento de
18 residuos de 1la etapa 3 se podria acoplar al
fragmento de 10 aminocdcidos afiadido de la etapa 2
y, luego este constructor de residuos se podria
acoplar al fragmento de la etapa 4.

Una vez mas, uno de los beneficios de usar esta

técnica de construccidén basada en “fragmentos” es que cada
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fragmento se podria producir secuencial o simultédneamente.
Ademéds, los fragmentos mas pequefios de los péptidos pueden
ser mas féaciles de purificar y, a veces, pueden aislarse en
forma cristalina lo que confiere una alta pureza. Del mismo
modo, si se produce un error en uno de los fragmentos, sdélo
ese fragmento tiene que ser desechado y recreado (en lugar de
tener que volver a crear el compuesto completo). Otras
rupturas estratégicas de fragmentos son posibles para mejorar
adicionalmente la pureza y eficiencia tales como, pero no
limitadas a, condensacidén de fragmentos para producir el
residuo de 18 aminoacidos.

En algunas modalidades, la 1liofilizacidén se puede
incorporar como la estrategia como un medio de des-arriesgar
los problemas potenciales de propiedad fisica del compuesto.
Especificamente, el compuesto se puede construir, el cual se
purifica por cromatografia. Una vez purificada, la solucidn
se puede concentrar vy luego aislar como un sdélido (por
ejemplo, polvo seco) mediante liofilizacidédn. En modalidades
alternativas, se puede obtener un sbélido y aislarlo usando un
procedimiento de
precipitacién/filtracidédn/secado/humidificacidn.

La liofilizacién es el medio industrial més
comunmente practicado (> 80%) para la produccidédn de productos
farmacéuticos de péptido sélidos para el almacenamiento o

reconstitucién. En algunas modalidades, el principal
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inconveniente de la precipitacidén es el extenso material y el
desarrollo del espacio de disefio necesarios para asegurar un
proceso robusto. Los compuestos precipitados también pueden
contener particulas de alta densidad que tienden a
aglomerarse vy con frecuencia estos productos precipitados
pueden disolverse lentamente con ensayos de disolucidn
estandar y/o formulaciones de producto farmacéutico. Por otra
parte, el producto de alta &rea de superficie producido por
liofilizacidén puede asegurar velocidades de disolucidn
maximizadas en ensayos de disolucidén vy/o formulaciones de
productos farmacéuticos. Sin embargo, también se pueden usar
productos de precipitacidédn, ya que este método tiende a ser
menos costoso para productos de alto volumen.

En otra modalidad, la presente invencidén también se
dirige a un compuesto que comprende la siguiente secuencia de
aminoadcidos:

X, I VX, SLDVPIGLLOQITILIXxEOQEZ£ KOQEIZ KEIZ KOQOQAHK
TNAXys I L AQ V-NH,

en donde X; indica que el residuo I se modifica vya
sea por acetilacién o metilacidén en el extremo N-terminal;

en donde X, es L o T;

en donde X3 es L o I;

en donde X4 es Q o E (SEQ ID NO: 18).

Esta secuencia tiene uso como intermedio.

Especificamente, esta secuencia se puede usar como un
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intermedio para construir los compuestos descritos en la
presente. En este método particular, la sintesis en este
intermedio comenzaria en una fase sdélida (de la manera
descrita anteriormente) partiendo del V en la posicidén 38 vy
terminando en el I (ya sea con el grupo acilo o N-metilo en
el extremo N-terminal). Una vez construida esta secuencia, el
K en la posicidén 29 seria desprotegido de manera gue se
remueve el grupo protector ortogonal. Luego, el grupo
particular de la férmula -Xs5s-Xg se podria afiadir al grupo
epsilon-amino de la cadena lateral K en la posicidén 29.
Cualguiera de las cadenas laterales particulares del grupo de
la férmula -Xs- Xg resumida en la presente se puede usar. Tal
adicién del grupo de la férmula -Xs5-Xg se puede afiadir
mientras el péptido estd todavia unido a la fase sélida.
Después de afiadir el grupo de la férmula —-Xs—-X4, el péptido se

puede liberar de la resina y purificar.

ENSAYOS
A continuacién se proporcionan las condiciones vy
los datos para algunos de los ejemplos citados anteriormente
en varios ensayos: la funcién vy selectividad 1in vitro,
farmacocinética, diabetes tipo IT1, atrofia muscular,
enfermedad renal crénica (nefropatia diabética, nefropatia

hipertensa), y presidén arterial.
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Funcidén y selectividad in vitro

La actividad agonistica de CRHR se mididé en un
ensayo de cAMP basado en células. Las diluciones en serie de
los péptidos de prueba se prepararon en amortiguador de
ensayo que contiene solucidn salina balanceada de Hank (HBSS,

sin rojo de fenol) suplementada con HEPES 20 mM e hidrolizado

enzimatico de lactalbtimina al 0.05% (LAH) (“amortiguador de
ensayo”). La concentracidén mas alta que se utilizd comienza

desde 1 uM en el CRHR2b humano, mientras que la concentracidn
inicial de 100 uM se utilizdé en el ensayo de CRHR1 humano.
Una dilucidén uno a tres de péptidos de prueba se utilizd en
ambos ensayos.

Se utilizdé la linea celular de ovarios de hamster
chino (CHO) qgue sobreexpresa el receptor para el ensayo de
CRHR2b  humano. Las c¢élulas CHO se cultivaron en DMEM
suplementado con suero bovino fetal al 10% a 37°C bajo
condiciones de suspensién y se transfectaron temporalmente
con constructos de ADNc de CRHR2b humano (numero de acceso de
Genbank: AF011406.1). Cuarenta y ocho horas después de 1la
transfeccidén, las células se centrifugaron para remover 1los
medios de cultivo y se resuspendieron en suero bovino fetal
que contiene DMSO al 5%. Se congelaron criogénicamente y se
almacenaron en viales en nitrdégeno liquido (20 x 106

células/ml/vial) . E1l dia del ensayo, las células se

descongelaron y se resuspendieron en 30 ml de medio de
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cultivo frio suplementado con HEPES 20 mM. Las células luego
se centrifugaron para remover el medio y se lavaron una vez
con HBSS suplementado con HEPES 20 mM. Finalmente, después de
la Ultima centrifugacidén, las células se resuspendieron en
amortiguador de ensayo. Treinta mil células se usaron en el
ensayo de CRHR2b humano para cada tratamiento.

La linea celular de retinoblastoma humano Y79 (ATCC
# HTB-18), que expresa CRHR1 humano endbgeno, se utilizdé en
el ensayo de CRHR1 humano. Las células se cultivaron en RPMI
1640 (Hyclone, # SH30255) que contiene suero bovino fetal al
20% y HEPES 10 mM, en cultivo de suspensidén. Las células se
centrifugaron para remover el medio de cultivo y se lavaron
una vez en HBSS suplementado con HEPES 20 mM. Las células se
resuspendieron en el amortiguador de ensayo Yy Se usaron
20,000 células por tratamiento en el ensayo de CRHR1 humano.

Las células se dispensaron en placas de EIA/RIA de
de &rea media de poliestireno, negras de 96 cavidades Costar
(Corning Incorporated, Corning, NY) seguido por la adicién de
los péptidos diluidos, cada uno a un volumen de 20 ul. Los
niveles de cAMP inducidos por agonistas se detectaron usando
un kit HTRF cAMP Dynamic 2 (CisBio, Bedford, MA). Después de
la incubacién a 37°C durante 30 min, el ensayo se detuvo por
lisis celular mediante la adicién de 20 pl de cAMP marcado
con d2 y seguido de 20 pl de anticuerpo anti-cAMP marcado con

criptato, como se describe por el fabricante. El1l cAMP celular
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(como resultado de la estimulacidén agonista) compite con el

cAMP marcado con d2 por la unidén al anticuerpo. La deteccidn

de HTRF se realizd en un lector de placas Envision (Perkin

Elmer Life and Analytical Sciences, Waltham, MA) midiendo 1la

emisidén radiométrica a 620 y 665 nm después de la excitacidn
a 320 nm.

Los datos se convirtieron a picomoles de CcAMP

usando una curva estdndar obtenida del mismo ensayo realizado

con concentraciones variables de cAMP no marcado. El

porcentaje de la activacidén maxima de las células se calculd

usando datos de picomol de cAMP convertidos en comparacidn
con la cantidad de cAMP producido por UCN2 humana 1 uM para
CRHR2b humano o UCNl humana 1 uM para el ensayo de CRHRI1

humano. Los datos se analizaron usando una herramienta de

ajuste de curvas para calcular la ED50. Los valores numéricos

mostrados a continuacién en la Tabla 1 representan la media

de multiples corridas (numero de corridas mostradas entre

paréntesis) siguiendo el valor medio = SEM.
Tabla 1. Actividad in vitro para hCRHR2b y hCRHR1.
Ejemplo hCRHR2b hCRHR1
EC50 promedio (nM) EC50 promedio (nM)
hUCN1 0.81 £ 0.96 (n=14) 7.30 £ 3.65 (n=23)
hUCN2 0.19 * 0.12 (n=32) >100000 (n=6)
Ejemplo 1 2.44 = 1.36 (n=3) ~10000 (n=5)
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Ejemplo 2 1.20 £ 0.52 (n=4) >10000 (n=4)
Ejemplo 3 2.00 £ 1.11 (n=b) >100000 (n=4)
Ejemplo 4 1.85 = 0.51 (n=8) >100000 (n=4)
Ejemplo 5 1.01 * 0.23 (n=8) 33891 * 16067 (n=4)
Ejemplo 6 2.50 £ 1.06 (n=8) >100000 (n=4)
Ejemplo 7 0.94 = 0.05 (n=4) ~100000 (n=4)

Estos datos demuestran que 1los compuestos de 1los
Ejemplos 1 a 7 tienen actividad agonista de CRHR2 en un
ensayo de cAMP. Estos datos demuestran ademas que 1los
compuestos de los Ejemplos 1 a 7 son selectivos para CRHRZ,
sobre CRHRI.

Farmacocinética

Las concentraciones en plasma de los compuestos se
determinaron por métodos de LC/MS. Cada método midid el
compuesto intacto; péptido mas extensidén de tiempo enlazada.
Para cada ensayo, el compuesto y un andlogo, usado como un
estandar interno (IS), se extrajeron de 100% de plasma de
ratén, rata o mono (25 ul) wusando acetonitrilo. Dos capas
distintas se formaron tras la centrifugacidén con el compuesto
y el IS situado en la capa sobrenadante. Se transfiridé una
alicuota del sobrenadante (80 ul) a una Placa de
Precipitacién de Proteina Termoeléctrica con agua (150 ul) vy
dcido férmico (25 wul) seguido de mezclado. Se cargd un
acetonitrilo al 31% final en una muestra de &acido férmico al

10% (10 pl) en una columna Supelco Analytical Discovery BIO



10

15

20

25

86

Wide Pore C5-3 (5 cm X 1 mm, 3 um). El1 efluente de la columna
se dirigidé a un espectrdmetro de masas Thermo Q-Exactive para
deteccidédn y cuantificaciédn.

A los monos Cynomolgus macho se les administrd una
dosis subcutédnea o dosis intravenosa uUnica (96.4 nmol/kg) de
un compuesto descrito en la presente en amortiguador Tris-HC1
20 mM (pH 7) a un volumen de 1 ml/kg. Se recolectd sangre de
cada animal a las 2, 6, 24, 48, 72, 96, 168, 240, 336, 408 y
504 horas después de la dosis para caracterizacidn
farmacocinética.

A los monos Cynomolgus macho se les administrd
también una dosis subcutdnea Unica (50 nmol/kg) de un
compuesto descrito en la presente en amortiguador Tris-HC1l 20
mM (pH 8) a un volumen de 0.26 ml/kg. Se recolectd sangre de
cada animal a las 3, o, 1 2, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 192,
240, 336, 408, vy 504 horas después de la dosis para la
caracterizaciédn farmacocinética.

A las ratas macho Sprague Dawley se les administrd
una dosis subcutédnea uUnica (50 o 150 nmol/kg) de un compuesto
descrito en la presente en amortiguador Tris Tris-HC1l 20 mM
(pH 8) a un volumen de 0.26 o 0.77 ml/kg. Se recolectd sangre
de cada animal a las 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192, 240, 288 vy 336 horas después de la dosificacién para
caracterizaciédn farmacocinética.

A los ratones macho CD-1 se les administrd una
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dosis subcutdnea Unica (350, 386 o 388 nmol/kg) de un
compuesto descrito en la presente en amortiguador Tris Tris-
HC1 20 mM (pH 7 u 8) a un volumen de 0.05 o 0.06 ml/animal.
Se recolectd sangre a las 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 168
horas después de la dosis para caracterizacidn

farmacocinética (101).

Tabla 2: Parametros Farmacocinéticos Individuales y Medios
Después de una Dosis Subcutanea Unica de 50 O 96.4

nmol/kg a Monos Cynomolgus Macho

Compuesto T1/2 Tmax Cmax AUCq_ins CL/F
(dosis) (hr) (hr) (nmol/L) (hr*nmol/L) (mL/hr/kg)
97 24 1238 237954 0.41
Ejemplo 2 84 48 1699 245711 0.39
(96.4
nmol/kg) Media 91 36 1469 241833 0.40
101 48 441 69880 0.72
E] lo 3
JEmp-0 70 24 432 58414 0.86
(50
nmol/kg) Media 85 36 437 64147 0.79
79 48 333 51829 0.97
Ejemplo 4 106 24 291 46654 1.07
(50 7
nmol/kg) Media 93 312 49241 1.02
Abreviaturas para esta tabla: AUCp-ins = a&rea bajo la

curva desde el tiempo 0 horas hasta infinito, CL/F =
depuracién/biodisponibilidad, Tméx = tiempo hasta la maxima

concentracién, Cmdx = méaxima concentracién en plasma
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observada, T1l/2 = vida media.

Tabla 3: Parametros Farmacocinéticos Individuales y Medios
Después de una Dosis Intravenosa Unica de 96.4

nmol/kg a Monos Cynomolgus Macho

Compuesto Ti/2 Co AUCo_ins CL
(dosis) (hr) (nmol/L) (hr*nmol/L) (mL/hr/kg)
124 3267 0.28
Ejemplo 2 98 3059 0.36
(96.4
nmol/kg) Media 111 3163 305766 0.32
Abreviaturas para esta tabla: AUC (-in¢r = Aarea bajo

la curva desde el tiempo O horas hasta infinito, CL =
depuracidén, Cy = concentracidén en plasma estimada en el tiempo

cero, Ti,, = vida media.

Tabla 4: Parametros Farmacocinéticos Individuales y Medios
Después de una Dosis Subcutanea Unica de 50 o 150

nmol/kg a Ratas Sprague Dawley Macho

Compuesto T1/2 Tmax Cmax AUCq_i.¢ CL/F
(dosis) (hr) (hr) (nmol/L) (hr*nmol/L) (mL/hr/kg)

37 24 4.1

Ejemplo 2 32 24 4.9

(150 34 24 5.0

nmol/kg) Media 34 24 429 32268 4.7

SD 3 0 53 3532 0.5

Ejemplo 3 16 12 188 6.2

(50 14 24 160 7.5
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nmol/kg) 17 24 141 7.3
Media 16 20 163 7175 7.0
SD 1 7 24 784 1.0
16 24 531 6.0
Ejemplo 3 16 24 496 6.2
(150 16 24 470 6.4
5 nmol/kg) Media 16 24 499 24363 6.0
SD 0 0 31 801 0.0
19 24 126 6.4
Ejemplo 4 21 24 150 6.6
(50 20 24 127 7.0
nmol/kg) Media 20 24 134 7513 7.0
SD 1 0 14 326 0.0
10 21 24 356 6.8
Ejemplo 4 20 24 527 5.3
(150 21 24 482 6.0
nmol/kg) Media 21 24 455 25057 6.0
SD 0 0 89 3136 1.0
Abreviaturas para esta tabla: AUC o-ins adrea bajo
15 la curva desde el tiempo 0 horas hasta infinito, CL/F =
depuracién/biodisponibilidad, Tméx = tiempo hasta la maxima
concentracién, Cmdx = méaxima concentracién en plasma
observada, T1l/2 = vida media.
50 Tabla 5: Parametros Farmacocinéticos Medios Después de una

Dosis Subcutanea Unica a Ratones CD-1 Macho

Compuesto T1/2 Tmax Cmax AUCq_ins CL/F
Estudio
(dosis) (hr) (hr) (nmol/L) (hr*nmol/L) (mL/hr/kg)
Ejemplo 1
(388 8296049 16 12 1149 32209 12.1
nmol/kg)
25
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Ejemplo 2

(386 8296049 20 12 1152 46488 8.3
nmol/kg)

Ejemplo 3

(350 8323964 14 12 1338 35527 9.9
nmol/kg)

Ejemplo 4
(350 8315101 18 24 1164 51552 6.8

nmol/kg)

Abreviaturas para esta tabla: AUC (-inr = area bajo
la curva desde el tiempo 0 horas hasta infinito, CL/F =
depuracién/biodisponibilidad, Tméx = tiempo hasta la maxima
concentracién, Cmdx = maxima concentracidn observada, T1l/2 =
vida media.

Estos datos demuestran que los compuestos
anteriores tienen un perfil farmacocinético adecuado para una
administracién semanal u otros tipos de administracidén tales

como bimensual o mensual.

Diabetes Tipo II

Modelo de Obesidad Inducida por 1la Dieta 1in vivo (DIO) -

administracidén de dosis crdnica

El modelo de DIO representa un estado pre-diabético
que es sensible a la insulina. Estos animales, aunque no
diabéticos, exhiben resistencia a la insulina, dislipidemia,

y esteatosis hepéatica, todas las caracteristicas del sindrome



10

15

20

25

91

metabdlico, después de ser colocados en una dieta de alto
contenido de grasa (60% de Kcal de 1la grasa) durante 12
semanas (Surwit RS et al., Diet-induced type II diabetes in
C57BL/6J mice. Diabetes 37(9): 1163-7 (1988)). El1 propdsito
de este estudio es evaluar los efectos de las moléculas de
los Ejemplos 4, 5, 6 y 7 en la glucosa en ayuno, insulina en
ayuno, pérdida de peso y composicidn corporal.

Ratones C57BL6 macho de 22 semanas de edad (en
dieta con alto contenido de grasa desde las 6 semanas de
edad, Jackson Laboratories 3800050, Bar Harbor, ME) se
alojaron 1 por jaula y se mantuvieron con chow D12492 (dieta
con alto contenido de grasa de 60% de manteca de cerdo:
Research diets New Brunswick NJ) durante 2 semanas en el
vivero y en un ciclo de 1luz normal antes del inicio del
experimento. Los animales se aleatorizaron por peso corporal
a los grupos de tratamiento usando aleatorizacidén en bloques.
El dia 1 del experimento los animales y los alimentos se
pesaron y se registraron. Los animales se separaron en dos
grupos iguales vy se iniciaron en dias separados (datos
combinados) para simplificar la logistica del estudio. A 1los
animales se les administrdé una inyeccidén subcutédnea TUnica
(sc) del tratamiento indicado en citrato 20 mM pH 7 en 1los
dias 1 (inicio), 4, 7, 10 y 13 del experimento a un volumen
de 10 ml/kg. A los animales de control de vehiculo se les

inyecté un volumen similar de esta solucidédn. Las soluciones
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se conservaron en viales estériles tapados almacenados a 4°C
durante la duracidén del estudio. Cada grupo de tratamiento
tiene un n de 5 ratones por grupo.

Desde el dia 1 de estudio hasta el dia 15 del
estudio, los animales y sus alimentos se pesaron diariamente
antes de la administracidén de la dosis. Estos datos se usaron
para calcular la ganancia de peso corporal y el consumo de
alimentos. Los animales o la rejilla de alambre gue contiene
los alimentos se colocaron en una bandeja de pesaje y se dejd
que el equilibrio se estabilizard. El peso se registro.

En el dia 15 del estudio, los animales se
mantuvieron en ayuno durante la noche (aproximadamente 16-18
horas) colocdndolos en una jaula limpia con una rejilla de
alambre limpia sin comida pero permitiendo el acceso al agua
y en el dia 16 se sometieron a una prueba de tolerancia a la
glucosa intraperitoneal (ipGTT). Esto se realizdé como sigue;
la cola del animal se resecd y se recolectaron muestras de
sangre 'y suero basales (Tiempo 0) y los animales se
inyectaron intraperitonealmente (ip) con un bolo de 2 g/kg de
glucosa en solucidén salina estéril a un volumen de 5 ml/kg.
Posteriormente, las muestras de glucosa en sangre Yy Suero
para insulina se recolectaron a 1los 20, 60 y 120 minutos
después de la inyeccidédn. La glucosa en sangre se mididé usando
un medidor de glucosa Accu-Chek Aviva (Roche, Indianapolis,

IN). Las muestras de suero se centrifugaron en una micro-
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centrifuga de hematocritos a 9000 de fuerza centrifuga
relativa (rcf) durante 5 minutos. El suero se recolectd y se
analizdé para insulina usando un kit de insulina de rata/ratdn
(Mesoescala Discovery). La significancia estadistica (* = p >
0.05 vs. 0 dosis; post hoc de Dunnett de ANOVA de una via) se
calculd usando el software GraphPad Prizm (La Jolla, CA). El
AUC de glucosa e insulina se calculdé usando el software
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). El
drea se calculd entre 0 y la curva, comenzando desde el
primer valor X en el conjunto de datos y terminando en el
valor X mas grande (desde 0, regla Trapezoidal).

En el dia 1 del estudio y el dia 15 de estudio
(antes del ayuno para la medicién de IPGTT), la composicidn
corporal se analizé wusando un analizador de Resonancia
Magnética Nuclear Cuantitativa EchoMRI (EMR-166-s, EchoMRI,
Houston Tx). Después de calibrar el analizador con una
cantidad conocida de aceite de canola, los animales se
colocaron en el analizador que mide la masa grasa y no Jgrasa
(magra) en gramos. El1 cambio de la masa se calculd restando
el valor del dia 15 del valor del dia 1.

Las Tablas 6, 7, 8 y 9 a continuacidén muestran los
datos correspondientes para <cada una de las mediciones
anteriores. Los datos se representan como la media aritmética
con SEM.

Los datos en las Tablas 6 a 9 demuestran que la



10

15

20

25

94

administracidén subcutdnea de los Ejemplos 4-7 una vez cada
tres dias durante 15 dias consecutivos resulta en las
siguientes diferencias significativas: (1) disminuciones de:
peso corporal total % composicidn corporal mejorada
(representada como una disminuciédn de masa de grasa sin
cambios significativos en la masa magra) en comparacidn con
los ratones de DIO de vehiculo. Ademéds, 1los ejemplos 4-7
cuando se inyectaron cada tercer dia s.c. durante 15 dias
consecutivos mostraron las siguientes diferencias
significativas: (1) reduccidén de la glucosa sérica en ayuno e
insulina sérica y (2) mejoras de: tolerancia a la glucosa
(representada por las reducciones de AUC de glucosa e
insulina durante IPGTT). Cuando se calculd una EDsy para la
disminucién de insulina sérica en ayuno, el Ejemplo 4, 5, y 6
produjeron EDsg de 6.47, 6.23 % 16.97 nmol/kg,

respectivamente.
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Tabla 6. Administracién de dosis crénica in vivo en ratones de DIO macho.
Ejemplo 4
2.4 7.2 24 72 144
0 nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg ED50
Dosis (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (nmol/kg)
Cambio de peso corporal -0.52 £ -4.1 £ -15 % -15 £
(% de cambio *SEM) | 3.7 + 0.66 ]| 2.3 + 1.6 1.2 1.6% 1.2% 0.98%* 29.03
Glucosa en sangre en
ayuno (mg/dL *SEM) 119 + 5.6 93 + 6.4%* 80 + 3.8* 86 + 4.6* | 80 £ 3.8% 78 £ 3.2% Ambigua
Insulina sérica en ayuno 1.3 £ 0.56 0.52 =% 0.25 =
(ng/mL *SEM) | 1.4 £+ 0.24 0.08 0.21 0.14 0.15* 0.6 £ 0.4 4.30
AUC de glucosa en sangre
durante ipGTT (mg/dL x 46831 + 32016 * 31918 + 31649 + 29750 £ 27984 £
min™?) 2531 3812* 2396%* 2174% 3055* 1481~ Ambigua
AUC de insulina sérica
durante ipGTT (ng/mL x
min-1) 285 +£ 39 313 + 22 218 + 42 205 £+ 31 132 + 14* | 118 + 7.4~% 21.13
Cambio de masa de grasa -2.7 -7.8 £ -7.1 £
(g ¥SEM) | 1.3 + 0.22 0 £ 0.7 -1 £ 0.45 0.63%* 0.56%* 0.54% 27.19
Cambio de masa magra (g 1.2 0.52 £ 0.84 = 0.14 = 0.02 £
+SEM) 0.3+ 0.32 0.21 0.16 0.33 0.19 0.36 Ambigua
en comparacién con DIO de Vehiculo y se calculd por ANOVA de Una Via

*-representa significancia

con una Comparacién de Dunnett usando Software GraphPad Prizm

(p<0.05)

(La Jolla,

Ca)

6
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Tabla 7. Administracién de dosis crédénica in vivo en ratones de DIO macho.

96

Ejemplo 5
2.4 7.2 144
0 nmol/kg nmol/kg nmol/kg 24 nmol/kg 72 nmol/kg nmol/kg ED50
Dosis (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (nmol/kg)
Cambio de peso
corporal (% de 0.88 £ -2.1 +£
cambio *SEM) | 3.7 + 0.66 2.4 0.62 -11 £ 1.4* -13 £ 1.7% -13 + 1.5*% 10.22
Glucosa en sangre
en ayuno (mg/dL
1SEM) 119 + 5.6 86 + 3.5% 83 £ 2.5% 80 + 3.9*% 80 + 3.5% 77 £ 3.7% Ambigua
Insulina sérica en 0.65 0.52 =% 0.41 =
ayuno (ng/mL *SEM) | 1.4 + 0.24 | 1.1 + 0.2 0.1~* 0.21* 0.25 £ 0.09% 0.12* 6.23
AUC de glucosa en
sangre durante
ipGTT (mg/dL x min~ 46831 + 34313 + 30089 + 32291 *£ 32768 £ 26859 £
h 2531 1608* 2822% 2283% 4860%* 1697* Ambigua
AUC de insulina
sérica durante
ipGTT (ng/mL x min-
1) 285 + 39 240 £ 26 167 = 24 108 + 21 163 £ 26% 285 + 39 9.70
Cambio de masa de -0.78 -2.6 £ -5.8 = -6.1 £
grasa (g ¥SEM) | 1.3 + 0.22 0.87 0.33* 0.48* -6.6  0.74%* 0.89* 6.60
Cambio de masa 1.3 £ -0.04 =
magra (g *SEM) 0.3+ 0.32 0.42 1.3 £ 0.48 0.29 0.16 £ 0.17 0.49 £ 1.1 Ambigua

*-representa significancia (p<0.05) en comparacién con DIO de Vehiculo y se calculd por ANOVA de Una Via

con una Comparacidén de Dunnett usando Software GraphPad Prizm (La Jolla, Ca)
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Tabla 8. Administracién de dosis crénica in vivo en ratones de DIO macho.
Ejemplo 6
2.4 7.2 144
0 nmol/kg nmol/kg nmol/kg 24 nmol/kg 72 nmol/kg nmol/kg ED50
Dosis (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (nmol/kg)
Cambio de peso
corporal (% de -3.5 =% -16 +
cambio *SEM) 5.3+ 1.1 2.3+ 1.4 1+ 1.9 0.77* -9.9 + 2.3* 0.88* 33.564#
Glucosa en sangre
en ayuno (mg/dL No
+SEM) 127 + 4.5 99 £+ 3.1~% 91 £+ 4.3% 95 £+ 2.9* 86 * 4.2% 86 * 4.5* | convergida
Insulina sérica en 1.1 + 0.34 +
ayuno (ng/mL *SEM) 1.4 £ 0.29 0.22 1.1 £ 0.34 0.6% 0.14 0.53 + 0.21 0.16 16.97
AUC de glucosa en
sangre durante
ipGTT (mg/dL x min~ 42526 + 32775 + 24439 + 29473 + 29719 =+ 24650
h 2213 2674 2165%* 3180* 3115* +1532% Ambigua
AUC de insulina
sérica durante
ipGTT (ng/mL x min-
1) 315 + 39 306 + 44 230 + 28 173 £ 22%* 115 + 11~* 89 + 17~ 15.49
Cambio de masa de 0.34 + -0.79+ -2.8 £
grasa (g 1SEM) 1.8 £ 0.43 0.48 0.4.9 0.62% -5.6 + 0.96* | -8 £ 0.43* 22.33
Cambio de masa 0.75 % 0.87 0.53 +
magra (g tSEM) 0.16 £ 0.2 0.25 1.1 £ 0.49 0.16 0.91 + 0.17 0.24 Ambigua

*-representa significancia

con una Comparacién de Dunnett usando Software GraphPad Prizm

curva fijada a la dosis mas alta.

(p<0.05)

(La Jolla,

Ca) .

en comparacién con DIO de Vehiculo y se calculd por ANOVA de Una Via

#-parte inferior de la

L6
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Tabla 9. Administracién de dosis crénica in vivo en ratones de DIO macho.
Ejemplo 7
0 nmol/kg 24 nmol/kg
Dosis (n=5) (n=5)
Cambio de peso corporal (%
de cambio 1SEM) 3.8+ 0.41 -11 + 1.6%*
AUC de glucosa en sangre 26495 =
durante ipGTT (mg/dL x min™?) 46453 + 883 1399*
AUC de insulina sérica
durante ipGTT (ng/mL x min-1) 423 + 67 144 + 17+*
Glucosa en sangre en
ayuno (mg/dL *SEM) 142 + 6.8 87 + 3.5%
Insulina sérica en ayuno
(ng/mL *SEM) 2.3 £ 0.29 0.26% 0.14~%
en comparacién con DIO de Vehiculo y se calculdé por ANOVA de Una Via

(p<0.05)

*-representa significancia
(La Jolla, Ca)

con una Comparacidén de Dunnett usando Software GraphPad Prizm

86
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Ratones C57BL6 de 22 semanas de edad (en dieta con
alto contenido de grasa desde 6 semanas de edad, Jackson
Laboratories 380050, Bar Harbor, ME) se alojaron y trataron
como se describe anteriormente. Los animales se aleatorizaron
por peso corporal a los grupos de tratamiento usando la
aleatorizacién en Dbloque. En el dia 1 del experimento 1los
animales vy alimentos se pesaron y sSe registraron. Los
animales se separaron en tres grupos iguales y comenzaron en
dias separados (datos combinados) para simplificar 1la
logistica del estudio. A los animales se les administrd una
inyeccidén s.c. Unica del tratamiento indicado en citrato 20
mM pH 7 en 1los dias 1 (inicio), 4, 7, 10, vy 13 del
experimento en un volumen de 10 ml/kg. A los animales control
de vehiculo se les inyectdé un volumen similar de esta
solucibébn. Las soluciones se conservaron en viales estériles
tapados almacenados a 4°C durante la duracidén del estudio.

En el dia 14 del estudio (la mafana del experimento
de absorcién de glucosa in wvivo), los ratones de DIO se
colocaron en jaulas limpias y el alimento se removidé durante
4 horas. Los animales luego se anestesiaron con isoflurano al
2%, y 10 uCi de [3H]—2—desoxiglucosa junto con la dosis de
insulina indicada o solucién salina (juntas en 100 ul de
solucidén salina estéril) se 1inyectaron de manera retro-
orbital con una Jjeringa de 0.3 ml. La punta de la cola se

resecdé y a los 2, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos después de la
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inyeccidédn de isdtopo, una gota de sangre se tomd para la
medicidédn de glucosa en sangre por triplicado a través del
medidor de glucosa Accu-Chek Aviva (Roche; Indianapolis, EN).
Estos valores representan Cp. En los mismos puntos de tiempo
indicados anteriormente, se tomaron 10 wul adicionales de
sangre y se colocaron en un tubo de heparina, se mezclaron y
se colocaron sobre hielo. Cinco (5) nl de la sangre
heparizada luego se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga limpio, y se afiadieron secuencialmente 125 ul
de Ba(OH), 1 M y 125 ul de ZnSO; 1 M. El1 tubo luego se mezcld
y se colocd en hielo. Los tubos se centrifugaron a 8000 rcf
durante 5 minutos. Doscientos ul del sobrenadante se
combinaron con 5 ml de fluido de escintilacién y se contaron
para determinar las desintegraciones de plasma por minuto
(DPM) . Estos valores representan C*p.

Después que la muestra de sangre final se recolectd
a los 30 minutos, los animales luego se sometieron a
eutanasia por dislocacidén cervical y las muestras de tejidos
(cuadriceps rojo (RQ), cuadriceps blanco (WQ) , sbéleo,
extensor digitorum largo (EDL)) se removieron y se congelaron
entre mordazas enfriadas en nitrdégeno liquido. Los tejidos se
almacenaron a -80°C hasta que se procesaron. Los tejidos
luego se procesaron para conteo colocando 50-100 mg de peso
de tejido seco en un tubo de lisis Matrix D de 2 ml mantenido

en hielo seco. Se afiadidé al tubo 1 ml de &acido percldérico al
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0.5% y el tejido se homogenizdé a una temperatura de 6.0
durante 30 segundos usando Fastprep-24 (MP Bio, Santa Ana,
CA) . La muestra se neutralizd mediante la adicidén de 20 upl de
KOH 5N, se mezcld y se centrifugd a 2000 rcf durante 15
minutos a 4°C. Trescientos ul del sobrenadante neutralizado
se colocaron en dos tubos de microcentrifuga limpios
separados de 1.5 ml. Trescientos ul de agua destilada se
afladieron al primer tubo, mientras que 150 ul de hidrdéxido de
bario (Ba(OH), y 150 wul de sulfato de =zinc (Z2nS0Q,) se
afladieron secuencialmente al segundo tubo. Las muestras luego
se mezclaron y se incubaron durante 1 hora en hielo. Ambos
juegos de tubos luego se centrifugaron a 3000 rcf durante 15
minutos a 4°C. Dos cientos ul de cada tubo se afiadieron a un
vial de escintilacién de 7 ml y luego se afiadieron 5 ml de
fluido de escintilacién (Scinti-Safe). Los viales luego se
contaron para DPM en un contador Beckman Scintillation
(Beckman-Coulter, Brea CA). La diferencia en el DPM entre
estas muestras representa C*m.

La absorcién de 2-desoxiglucosa por los respectivos
tejidos se calculd por la siguiente férmula:
Rg = (C*m)//Cp*/Cp dt

Rg = velocidad metabdlica de la glucosa (umol/100 g/min)

C*m 2DG6P acumulado (dpm/100 g de peso humedo) a t = 30 min

C*p actividad 2DG en plasma (dpm/ml)

Cp es glucosa en plasma (mM)
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Las Tablas 10 vy 11 a continuacidén muestran 1los

datos correspondientes para cada una de las mediciones

anteriores. Los datos se representan como la media aritmética

con SEM.

Los datos en la Tabla 10 demuestran que la

administracidédn subcutdnea una vez cada tres dias del Ejemplo

7 durante 14 dias consecutivos resulta en un aumento

significativo de la absorcién de glucosa muscular cuando se

estimula con wuna concentracidédn submadxima de insulina (0.5

U/kg) en RQ, WQ vy EDL, mientras que la absorcidén en el

misculo soleo no se alterd en comparacidédn con el wvalor

correspondiente para los ratones de DIO de vehiculo. Ademas,
los datos en la Tabla 11 indican que los pesos combinados de
ambos musculos de EDL aumentan significativamente por la
administracién subcutdnea una vez cada tres dias del Ejemplo
7 durante 14 dias consecutivos.

Tabla 10. Absorcién de glucosa en el muasculo in vivo en

ratones de DIO macho tratados con la molécula del Ejemplo 7.

Tejido 2 - Absorcidédn de Desoxiglucosa pmol/100g/min
Solucién

Grupo Tejido salina 0.5 U/kg N 5 U/kg
Vehiculo RO 3.02+0.22 6.378+0.7 5112.38+2.04 6
Ejemplo 7 RO 4.97+£0.74 13.33£1.36% 121 16.65+1.27 6
Vehiculo WO 2.53+0.24 5.66+0.74 6]8.93+£0.79 6
Ejemplo 7 WO 5.33+1.06 8.20+0.96%* 12110.85+0.33 6
Vehiculo EDL 2.88+0.21 8.93+1.23 6]12.98+1.12 6
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Ejemplo 7 EDL 9.05+1.6% 41 14.59£1.09% 12 ] 15.44+1.62 5
Vehiculo Séleo 2.27+0.63 615.97£1.05 6] 13.13£1.66 5
Ejemplo 7 Séleo 2.51+£0.32 6] 7.22+1.40 12 116.51+£1.78 6

* -—-representa significancia (p <0.05) en comparacién con DIO
de wvehiculo y se calculdé por ANOVA de Dos Vias con una
comparacién de Dunnett usando software JMP (Vv 5.0; SAS

Institute, Cary, NC).

Tabla 11. Pesos de musculo Sdéleo y EDL combinados del
experimento de absorcién de glucosa en el musculo in vivo en

ratones de DIO macho tratados con la molécula del Ejemplo 7.

Tejido | Peso (mg) N
Vehiculo Séleo 20.88+0.87 17
Ejemplo 7 Sbéleo 22.42%£0.50 18
Vehiculo EDL 24.42+1.06 18
Ejemplo 7 EDL 27.18£0.89* | 18

* -representa significancia (p <0.05) en comparacidén con DIO
de vehiculo y se <calculd por ANOVA de Una Via con una
comparacién de Dunnett wusando software GraphPad Prizm (La

Jolla, Ca).

Ratones (C57B1/6db-/db-) Deficientes del Receptor de Leptina

In vivo - administracidén de dosis crdnica

Se realizaron estudios de farmacologia in vivo dque

investigan los parédmetros de eficacia de diabetes para las
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moléculas de los Ejemplos 1, 2, 3 y 4, en ratén db/db, un
modelo preclinico de uso comun de T2D. Esta cepa de ratdn
tiene una mutacidén genética en el receptor de leptina dque
resulta en wuna falta de sefializacidén de leptina, una
adipocina importante para el mantenimiento de la ingesta de
alimentos (Coleman DL. Obese and diabetes: two mutant genes
causing diabetes-obesity syndromes 1in mice. Diabetologia;
14(3):141-8, (1978)) . Estos ratones se volvieron obesos
alrededor de 3 a 4 semanas en una dieta normal de roedores
chow. Demostraron aumentos en la insulina en plasma y glucosa
en sangre, y exhibieron disminucién de la glucosa en sangre
en respuesta a una serie de agentes sensibilizantes a la
insulina. Por 1lo tanto, el propdésito de este estudio es
evaluar la capacidad de mejorar la sensibilidad a la insulina
y, posteriormente, disminuir la glucosa en plasma.

Ratones db/db macho (BKS.Cg-+ Leprﬂ7+ Lepr
‘w/OlaHsd) (Harlan Indianapolis) de 5-6 semanas de edad se
alojaron 3-4 por jaula y se mantuvieron con botellas de agua
y 5008 Chow (LabDiet; St Louis) durante 2 semanas en el
vivero y en un ciclo de 1luz normal antes del inicio del
experimento. La evaluacién del peso corporal, consumo de
alimentos y otros parédmetros en suero se determinaron como se
explica anteriormente en el Modelo de DIO in vivo -
administracién de dosis croénica, con la excepcidn del consumo

de alimentos que se promedid en cada jaula de animales (3-4
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animales por Jjaula; 2 jaulas por tratamiento). El1l porcentaje
de cambio de peso corporal es el porcentaje de cambio al
final del estudio desde el dia 1 del peso corporal.

En el dia 1 del estudio, los ratones se
restringieron ligeramente vy la cola se resecd usando un
bisturi limpio. Una gota de sangre se colocd sobre una tira
de prueba de glucosa y se analizdé wusando un medidor de
glucosa en sangre accuCheck (Roche, Indianapolis) . Los
animales luego se aleatorizaron con base en la glucosa en
sangre en dJgrupos de tratamiento mediante aleatorizacidén en
bloque. A los animales se les administrdé wuna inyeccidn
subcutanea Unica del tratamiento 1indicado (estudios de 4
dias) o dosificado una vez cada tres dias del experimento
(comenzando el dia 1, estudios de 14 y 16 dias) a un volumen
de 10 ml/kg ya sea en HCl de Tris 20 mM pH 8 o citrato 20 mM
pH 7. A los animales control de vehiculo se les inyectd un
volumen similar de esta solucién. Las soluciones se
conservaron en viales estériles tapados almacenados a 4°C
durante la duracidén del estudio. Cada dia del estudio (16
dias) o cada dia de dosificacién (estudio de 14 dias) Justo
antes de la dosificacién, los animales se desangraron para la
determinacién de glucosa en sangre como se describe a
continuacién. Los animales se sacrificaron por asfixia con CO;
después de la medicién de la glucosa ya sea en los dias 4, 14

o 16 (con base en la duracidn del estudio).
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El AUC de la glucosa (desde 0, regla Trapazoidal) vy
significancia estadistica (* = p > 0.05 vs. 0 dosis; post hoc
de Dunnett de ANOVA de una via) se calcularon usando el
software GraphPad Prizm (La Jolla, CA).

Las Tablas 12, 13 vy 14 a continuacidédn muestran
datos correspondientes a cada una de las mediciones
anteriores. Los datos se representan como la media aritmética
con SEM.

Los datos en la Tabla 12 demuestran que 1los
Ejemplos 1-3 reducen significativamente el AUC de la glucosa
en sangre medida durante 4 dias después de una inyeccidn
Uinica. Los datos en las Tablas 12 y 13 demuestran que 1los
Ejemplos 1-3 indujeron una disminucién significativa del peso
corporal después de ser administrados por administracidén s.c.
durante 4 (una inyeccidén) o 13 (inyectados en los dias 1, 4,
7, 10 y 13 de 1los dias del estudio). La Tabla 14 a
continuacidn demuestra que el Ejemplo 4 reduce
significativamente tanto el peso corporal como el AUC de la
glucosa (dosificada el dia 1, 4, 7, 10 y 13 del estudio) en
un estudio de 16 dias en ratones db/db. La glucosa y peso
corporal significativos que disminuyen los efectos del
Ejemplo 4 produjeron una EDsy calculada de 13.04 nmol/kg vy

30.16 nmol/kg, respectivamente.
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Tabla 12. Administracién de dosis crénica in vivo en ratones db/db macho.
4 dias, 1 inyeccidn
Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3
Omg/kg 0.6mg/kg Omg/kg 0.6mg/kg Omg/kg 0.6mg/kg
Dosis (n=7) (n=7) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Cambio de peso corporal (% -1.9 ¢ -4.7 £
de cambio SEM) 0.7 £ 1.2 -5 £ 0.22% 4.5 + 0.42 0.31% 0.23 £ 0.44 0.59%
AUC de glucosa en sangre
(mg/dL x dia™' fSEM) 1331 + 44 910 £ 41+ 1235 £ 59 760 + 24 1185 £ 120 866 + 48*
en comparacién con el Vehiculo y se calculd por ANOVA de Una Via con

*-representa significancia

un post hoc de Dunnett usando Software GraphPad Prism

(p<0.05)

(GraphPad Software,

Inc.,

La Jolla, CA).

Administracién de dosis crénica in vivo en ratones db/db macho.

Tabla 13.
14 dias, 5 inyecciones
Ejemplo 1 Ejemplo 2
Omg/kg 0.3mg/kg 0.6mg/kg Omg/kg 0.3mg/kg 0.6mg/kg
Dosis (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Cambio de peso corporal (%

de cambio SEM) 14 + 1.1 11 + 1.2 2.7 £ 2.2% 14 + 1.1 6.8 £ 1.3* 9.7 £ 1
AUC de glucosa en sangre

(mg/dL x dia™' fSEM) 5413 + 386 4705 + 147 4409 £ 321 5413 £+ 386 4762 £ 174 4385 *+ 144
en comparacidén con el Vehiculo y se calculd por ANOVA de Una Via con

*-representa significancia

un post hoc de Dunnett usando Software GraphPad Prism

(p<0.05)

(GraphPad Software,

Inc.,

La Jolla, CA).

LOT
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Tabla 14. Administracién de dosis crénica in vivo en ratones db/db macho.
16 dias, 5 inyecciones
Ejemplo 4
2.4 7.2 24 72 144 EDs,
0 nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg
Dosis (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Cambio de peso corporal (% -3.4 £
de cambio 1SEM) 9.3 £ 1.1 19.7 £ 2.3 11 6.0 £ 1.7]16.9 £ 1.0 4.6%* Ambigua
AUC de glucosa en 7270 + 6455 * 5945 + 5746 + 5143 *
sangre (mg/dL x dia™ *SEM) | 7592 +303 191 484 621* 424 % 199* 14.52
*-representa significancia (p<0.05) en comparacidédn con el Vehiculo y se calculd por ANOVA de Una Via con

un post hoc de Dunnett usando Software GraphPad Prism

(GraphPad Software,

Inc.,

La Jolla,

CAa).

80T
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Estos datos demuestran que los compuestos descritos

en la presente son capaces de tratar la diabetes tipo II.

Enfermedad renal crénica - nefropatia hipertensa

Un modelo de rindén remanente de ratdédn (“remanente”)
que 1mplica la reduccidn quirtrgica de 3% de la masa renal
completa se utilizdé como un modelo preclinico de la
enfermedad renal hipertensa (Kidney Int 64 (1) :350-5, (2003)).
Este modelo resulta en hipertensidén y modesta albuminuria con
el tiempo y también muestra elevaciones de la creatinina en
suero consistente con disminuciones de la velocidad de
filtracidén glomerular (GFR) y por lo tanto representa las
tUltimas etapas de la enfermedad renal crdénica en humanos (que
se aproxima a la etapa 3).

La reduccidén quirGrgica de la masa renal (N = 40
ratones) o cirugia simulada se realizdé por Taconic, Inc. en
ratones 129S6 macho de 8-9 semanas de edad (obtenidos por
Taconic, Inc.). La aleatorizacién en 5 grupos equivalentes de
8 ratones con rifién remanente se realizdé6 a las 15 semanas
después de la cirugia por relacién de alblmina en orina a
creatinina (ACR) vy peso corporal. Ya sea 0.9% de solucidn
salina fisioldégica con citrato 20 mM (“control de solucidn
salina”) o diferentes niveles de dosis del compuesto del
Ejemplo 2 (7.2, 24, 72 y 144 nmol/kg) se dosificaron por via

subcuténea tres veces a la semana comenzando a las 16 semanas
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de edad durante 2 semanas.

La duracidén del estudio es de 9 semanas. Después de
2 semanas de dosificacidén, una necropsia se realizd en todos
los grupos excepto el grupo de 144 nmol/kg del Ejemplo 2 que
sigue siendo monitoreado para ACR durante otras 7 semanas
para determinar la durabilidad de los efectos del compuesto
del Ejemplo 2 en ACR en orina.

Para todos 1los grupos excepto el grupo de 144
nmol/kg del Ejemplo 2, los criterios de valoracidén del
estudio son el peso corporal, peso del rifibn, peso del
corazdn, creatinina en suero y ACR en orina. Para el grupo de
144 nmol/kg del Ejemplo 2, los criterios de valoracidén son el
peso corporal y ACR en orina. No hay muertes durante el
estudio.

El peso corporal se determindé en el valor basal vy
en la terminacidén con una balanza Metler Toledo. El1 corazdén y
rifibn se removieron en la necropsia y Se pesaron en una
balanza Metler Toledo. La sangre (500 ul) se recolectd del
seno retro-orbital en la terminacién Dbajo anestesia con
isoflurano. La sangre coagulada se centrifugd para obtener
suero. El suero se analizé para BUN vy creatinina en un
analizador Roche Hitachi Modular Analytics P con reactivos de
Roche.

La Tabla 15 a continuacién muestra los datos

correspondientes a las mediciones anteriores. Los datos
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mostrados representan la media aritmética + SEM para 1los
paradmetros listados. Todos los datos representan un valor de

N de 8 animales por grupo.

Tabla 15. Medicién in vivo del peso corporal, peso del
corazén, peso del rifibn, BUN y creatinina en suero en un

modelo de enfermedad renal crdénica de nefropatia hipertensa.

Pardmetro Simulacién | Solucidén | 7.2 24 72 144
salina nmol/kg nmol/kg nmol/kg nmol/kg

del del del del
Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo
2 2 2 2

Peso nd 26.7 * 26.0 % 26.5 ¢ 25.7 % 26.3 *

Corporal 0.8 0.6 0.9 0.8 0.8

Inicial

(9)

Peso 27.2 £ 0.727.9 % 25.5 24.0 % 24.8 =% 24.5 =%

Corporal 0.7 1.2 0.5°% 0.4°% 0.73%

Final (g)

Peso del 142 + 7° 195 + 22 | 172 + 11 | 142 + 42 | 151 + 42 |nd

Corazédn

(mg)

Peso del 158 + 4@ 206 £ 6 204 + 12 | 188 + 8 195 = 6 nd

Rifién (mg)

BUN en 33 £+ 3°% 57 + 4 49 £+ 3 44 + 12 46 £ 3 ° nd

Suero

(mg/dL)

Creatinina | 0.128 = 0.261 £ 0.240 £ 0.213 £ 0.228 £ nd

en Suero 0.004 *® 0.018 0.010 0.008 2 0.014

(mg/dL)

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de

control de solucidén salina.
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nd-indica no determinado.

Los datos en la Tabla 15 demuestran que el control
de la enfermedad muestra aumentos significativos en el peso
del corazdn, peso del rindén, BUN en suero y creatinina en
suero con respecto al control simulado debido a una
enfermedad renal crdénica asociada con la masa renal
quirtrgicamente reducida. Los datos en la Tabla 15 demuestran
que el compuesto del Ejemplo 2 reduce significativamente el
peso corporal en todos los niveles de dosis excepto el de 7.2
nmol/kg con respecto al control de solucién salina. E1
compuesto del Ejemplo 2 también reduce significativamente el
peso del corazdédn en los niveles de dosis de 24 y 72 nmol/kg
sin efecto sobre el peso del rifibn en comparacidédn con el
grupo control de solucidén salina. E1 compuesto del Ejemplo 2
también reduce significativamente el BUN en suero en 1los
niveles de dosis de 24 y 72 nmol/kg y creatinina en suero en
el nivel de dosis de 24 nmol/kg en comparacidén con el grupo
control de solucidén salina.

Una recoleccién de muestra de orina para medir ACR
en orina se realizdé en el valor basal (-1), 1 y 2 semanas
para la solucidén salina y todos los niveles de dosis del
compuesto del Ejemplo 2. Las recolecciones de muestra de
orina también se recolectaron para el nivel de dosis de 144
nmol/kg del Ejemplo 2 a las 4, 6 y 9 semanas. Las

recolecciones de muestra de orina se realizaron mediante
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colocando los ratones en la parte superior de una microplaca
de polipropileno de 96 cavidades para recolectar su orina
durante un periodo de tiempo de 2 h. La orina recolectada se
colocd en hielo, se centrifugd y se sometid al anadlisis de
albimina y creatinina.

La creatinina y albUmina en orina se determinaron
en un analizador Roche Hitachi Modular Analytics P. La
creatinina en orina se determindé con el reactivo Creatinine
Plus de Roche. Para la albumina en orina, el ensayo Roche
Microalbumin se modificd para adaptar la curva de calibraciédn
para medir la albumina en orina en ratones. El limite de
deteccidédn del ensayo para la albUimina en orina es 4.9 mcg por
ml. Los ratones simulados no tienen albuimina detectable en 1la
orina.

La Tabla 16 muestra los datos correspondientes a
las mediciones de ACR en orina. Los datos mostrados son la
media aritmética +* SEM en cada punto de tiempo. Hay 8 ratones

por grupo.

Tabla 16. Medicién in vivo de la Relacién de AlbUmina a
Creatinina (ACR) en un modelo de enfermedad renal crénica de

nefropatia hipertensa.

ACR (mcg/mg)

-1 4 6 9
semana 1 semana | 2 semana | semanas semanas semanas
Solucién salina 2205+411 1824+480 | 1866+720 | nd nd nd




10

15

20

25

114

Ejemplo 2 -7.2 630+200 nd nd nd
nmol/kg 22734576 1215+321 | °

Ejemplo 2 -24 636+173 nd nd nd
nmol/kg 2228+410 @ 246450 ®

Ejemplo 2 -72 nd nd nd
nmol/kg 2141+416 10534230 | 304+68 *

Ejemplo 2 -144

nmol/kg 22714500 889+218 336+85 * 266+52 328 +136 834+412

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de
control de solucidén salina.
nd-indica no determinado.

Los datos en la Tabla 16 demuestran que el
compuesto del Ejemplo 2 reduce significativamente la ACR en
orina en el nivel de dosis de 24 nmol/kg tan pronto como 1
semana de dosificacidén y en todos los niveles de dosis con
respecto al control de solucidén salina después de 2 semanas
de dosificacidén en el modelo de rifién remanente. Los datos en
la Tabla 16 demuestran ademds que hay durabilidad en el
efecto de disminucién de ACR en orina con el compuesto del
Ejemplo 2 a 144 nmol/kg y que la reduccidén de ACR puede no
ser simplemente de origen hemodindmico vya que el efecto
persiste hasta 7 semanas después que la dosificacidén del
compuesto del Ejemplo 2 se detiene.

En general, estos datos demuestran que el compuesto
del Ejemplo 2 mejora la funcidén renal bajo condiciones
hipertensas asociadas con la enfermedad renal crénica con
reducciones de BUN en suero, creatinina en suero y ACR en

orina con respecto a los controles no tratados.
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Todos los datos se analizaron con el software JMP
v.8.0 (SAS Institute). El anadlisis estadistico de albuminuria
(ACR) se realizd por lo siguiente: 1) los datos se analizaron
en escala logaritmica para estabilizar la wvarianza sobre
diferentes grupos de tratamiento; 2) se realizd el analisis
de datos en JMP v.8.0 usando un ANOVA y prueba t de Dunnett
en cada punto de tiempo. Todos los otros datos se evaluaron
por ANOVA con datos de transformada logaritmica si los datos
fueron asimétricos y una prueba t no apareada de Student. Los
valores atipicos estadisticos se removieron antes del
anadlisis. Un valor p de < 0.05 se considerd estadisticamente
significativo.

Estos datos demuestran que los compuestos resumidos
en la presente son capaces de tratar la enfermedad renal

crbénica causada por nefropatia hipertensa.

Enfermedad renal crénica - nefropatia hipertensa

Un modelo de rindén remanente de ratdn (“remanente”)
que implica la reduccidén quirtrgica de 2% de la masa renal
completa se utilizdé como un modelo preclinico de enfermedad
renal hipertensa (Kidney Int. 64(1):350-5, (2003)). Este
modelo resulta en hipertensidén y modesta albuminuria con el
tiempo y también muestra elevaciones de creatinina en suero
consistentes con disminuciones de la velocidad de filtracién

glomerular (GFR) y por lo tanto representa las ultimas etapas
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de la enfermedad renal crénica en humanos (que se aproxima a
la etapa 3).

La reduccidén quirtrgica de la masa renal (N = 32
ratones) (obtenida por Taconic, Inc.) se realizd por Taconic,
Inc. en ratones 12956 macho de 9-10 semanas de edad. La
aleatorizacidén en 4 grupos equivalentes de 8 ratones con
rifién remanente se realizdé a las 17 semanas después de la
cirugia por relacidén de albuimina a creatinina en orina (ACR)
y  peso corporal. Ya sea solucidn salina fisioldgica
inyectable al 0.9% (“control de solucidén salina”) o
diferentes niveles de dosis del Ejemplo 4 (2.6, 7.2 y 24
nmol/kg, Lote # BCA-BE03935-019) se dosificaron por via
subcutédnea tres veces a la semana comenzando a las 18 semanas
posteriores a la cirugia.

La duracién del estudio es de 8 semanas. Una
estrategia de dosificacién intermitente se utilizd ya que el
Ejemplo 4 se administrdé sélo durante las dos primeras semanas
y luego otra vez durante la cuarta semana del estudio, por 1lo
tanto hay periodos de tiempo durante el estudio en los cuales
no hay exposicién de los animales al Ejemplo 4. Esto se hace
para determinar si los efectos del compuesto del Ejemplo 4 en
la albuminuria son simplemente impulsados por hemodinédmica o
si hay efectos de mas duracidén en la funcidn renal.

Para todos los grupos, los criterios de valoracién

para el estudio son peso corporal, peso del rifibn, peso del
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corazdn, albuminuria, creatinina en suero y puntuaciones de
patologia renal para la dilatacidén de 1la pelvis, cambios
tubulares, proteina tubular, regeneracidén tubular, cambios
glomerulares, inflamacién intersticial, fibrosis
intersticial, puntuacidén de Masson y una puntuacidén de PAS.
Hay una muerte en el grupo de dosis de 2.6 nmol/kg del
Ejemplo 4 durante el estudio.

El peso corporal se determindé en el valor basal vy
en la terminacidén con una balanza Metler Toledo. El1l corazédn y
el rifién se removieron en la necropsia y se pesaron en una
balanza Metler Toledo. La sangre (500 ul) se recolectd del
seno retro-orbital en la terminacidén bajo anestesia con
isoflurano. La sangre coagulada se centrifugd para obtener
suero. El suero se analizé para la creatinina en un
analizador Roche Hitachi Modular Analytics P con reactivos de
Roche.

La Tabla 17 a continuacién mnmuestra los datos
correspondientes a las mediciones anteriores. Los datos
mostrados representan la media aritmética + SEM para 1los
pardmetros listados. Todos los datos representan un valor de

N de 7-8 animales por grupo.

Tabla 17. Medicién in vivo del peso corporal, peso del
corazén, peso del rifibn y creatinina en suero en un modelo de

enfermedad renal crénica de nefropatia hipertensa.
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Pardmetro Solucidn 2.6 nmol/kg | 7.2 nmol/kg | 24 nmol/kg

salina del Ejemplo | del Ejemplo | del Ejemplo
4 4 4

Peso 29.7 + 0.8 32.3 £ 0.9 30.1 £ 1.0 30.6 £ 0.6

Corporal

Inicial (g)

Peso 30.9 £ 0.8 31.8 £ 1.1 29.8 £+ 1.0 31.6 £ 0.6

Corporal

Final (g)

Peso del 239 £ 17 203 + 8 203 £ 10 205 + 8

Corazédn

(mg)

Peso del 289 £ 9 280 + 13 277 + 14 310 £ 8

Rifidén (mg)

Creatinina 0.224 £ 0.220 = 0.201 £ 0.188 =

en Suero 0.010 0.013 0.008 0.013°%

(mg/dL)

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de
control de solucidn salina

Los datos en la Tabla 17 demuestran que el
compuesto del Ejemplo 4 no muestra efectos significativos en
el peso corporal, peso del corazén o peso del rindn, aunqgque
hay una tendencia de disminucién del peso del corazdn con el
compuesto del Ejemplo 4. El1 compuesto del Ejemplo 4 en el
nivel de dosis de 24 nmol/kg reduce significativamente 1la

creatinina en suero con respecto al grupo de solucidén salina.

Medicidén de albuminuria
Una recoleccién de muestra de orina para medir 1la

relacidédn de albumina a creatinina en orina (ACR) se realizd



10

15

20

25

119

en el valor basal, 1, 2, 4, 6 y 8 semanas de dosificaciédn
para la solucidédn salina y todos los grupos de dosis del
Ejemplo 4. Las recolecciones de muestra de orina se
realizaron colocando los ratones en la parte superior de una
microplaca de polipropileno de 96 cavidades para recolectar
su orina durante un periodo de tiempo de 2 h. La orina
recolectada se colocd en hielo, se centrifugd y se sometid al
andlisis de albUimina y creatinina.

La creatinina y albUmina en orina se determinaron
en un analizador Roche Hitachi Modular Analytics P. La
creatinina en orina se determindé con el reactivo Creatinine
Plus de Roche. Para la albumina en orina, el ensayo Roche
Microalbumin se modificdé para adaptar la curva de calibracién
para medir la albUmina en orina en ratones.

La Tabla 18 muestra los datos correspondientes a
las mediciones de albuminuria. Los datos mostrados son la
media aritmética + SEM en cada punto de tiempo. Hay 9-10

ratones por grupo.

Tabla 18. Medicién in vivo de la Relacién de AlbUmina a
Creatinina (ACR) en un modelo de enfermedad renal crénica de

nefropatia hipertensa durante 8 semanas.

ACR (mcg/mg)

-1 1 4 6

semana semana 2 semana | semanas semanas 8 semanas
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Solucidn

salina 1586+242 | 909+232 | 1296+437 | 1992+585 | 2415+732 | 2902+1236
Ejemplo 4 a

2.6 nmol/kg 1617+429 | 618+147 | 254498 ® | 2454121 * | 358+143 * | 687+108
Ejemplo 4 a

7.2 nmol/kg 1599+298 | 540+188 | 206+41 ® | 176+110 ® | 169+17 * 479+87 ®
Ejemplo 4 a 175 + 73

24 nmol/kg 1792+728 | 415+77 123+35 2% | 73+22 ® @ 278+161 ®

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de
control de solucidn salina.

Los datos en la Tabla 18 demuestran que el

compuesto del Ejemplo 4 reduce significativamente la

albuminuria en todos los niveles de dosis con respecto al

control de solucidén salina en el modelo de rifibn remanente.
Los datos en la Tabla 18 ademds demuestran que hay un efecto

dependiente de 1la dosis en 1la albuminuria con respecto al

de control de solucidén salina tan temprano como 1

grupo
semana de dosificacién con el compuesto del Ejemplo 4 dque

resulta en un retorno de la albuminuria a valores casi

normales después de sbé6lo 2 semanas de dosificacidén en el
nivel de dosis méds alto del compuesto del Ejemplo 4. Los
datos demuestran ademds que el efecto del compuesto del
Ejemplo 4 en la albuminuria puede no ser simplemente de

origen hemodindmico ya que el efecto persiste en los puntos
de tiempo de 6 y 8 semanas cuando el compuesto del Ejemplo 4

ya no esta presente con base en las propiedades

farmacocinéticas del compuesto del Ejemplo 4.
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En general, estos datos demuestran que el compuesto
del Ejemplo 4 mejora la funcidén renal bajo condiciones
hipertensas con reducciones de 1la creatinina en suero vy

albuminuria que se asocian con la enfermedad renal crénica.

Patologia renal

Los rifiones remanentes se removieron en la
terminacién del estudio, se fijaron en formalina vy se
procesaron para seccionamiento en parafina de acuerdo con la
metodologia estandar. Secciones de rifidn se evaluaron para
lesiones renales por un patdlogo certificado por el consejo.
La proteina tubular, regeneracioén tubular, esclerosis
glomerular, fibrosis/inflamacién peri-glomerular, inflamacidn
intersticial vy fibrosis intersticial se puntuaron semi-
cuantitativamente wusando 1la siguiente escala: ninguna (0),
minimo (1), ligera (2), moderada (3), marcada (4) y grave
(5). Las puntuaciones de patologia se obtienen con secciones
tefiidas con tricromo y PAS de H&E, Masson.

La Tabla 19 muestra los datos correspondientes a
las mediciones de la patologia renal. Los datos mostrados son
la media aritmética + SEM para cada parametro. Hay 7-8

ratones por grupo.

Tabla 19. Medicién in vivo de la patologia renal en un modelo

de enfermedad renal crénica hipertensa.
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Pardmetro Solucidén Ejemplo 4 Ejemplo 4 Ejemplo 4
salina 2.6 nmol/kg | 7.2 nmol/kg | 24 nmol/kg

Proteina tubular 1.3 £ 0.3 4 + 0.2° 0.1 +0.1°% 0.0 £ 0.0°%

Regeneracién tubular | 1.4 + 0.3 0.9 £ 0.2 0.6 + 0.2° 0.3 + 0.2°

Esclerosis 1.3 £ 0.4 0.4 £ 0.2 0.5 £ 0.3 0.3 £0.2°

glomerular

Fibrosis/inflamacién | 1.1 + 0.4 0.3 £ 0.2 0.4 £ 0.2 0.3 £ 0.2

peri-glomerular

Fibrosis 1.6 £ 0.3 1.0 £ 0.0° 0.9 +0.1°% 0.8 £ 0.2°%

intersticial

Inflamacién 1.3 £ 0.4 0.7 £ 0.2 0.6 £ 0.2 0.4 £ 0.2°%

intersticial

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de
control de solucidén salina.

Los datos en 1la Tabla 19 demuestran que el
compuesto del ejemplo 4 reduce significativamente la
patologia renal en todos los niveles de dosis con respecto al
control de solucidén salina para proteina tubular y fibrosis
intersticial en el modelo de rifibn remanente. Los datos en la
Tabla 19 demuestran ademads que el compuesto del Ejemplo 4
muestra reducciones significativas de regeneracidén tubular,
esclerosis glomerular, e inflamacidn intersticial en el nivel
de dosis mds alto con respecto al grupo de control de
solucidén salina. Estos datos demuestran que la mejora de la
funcidén renal con el compuesto del Ejemplo 4 en este modelo
se acompafia de mejoras significativas en la estructura renal
con reducciones de la patologia renal debido a la enfermedad

renal hipertensa.
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Métodos Estadisticos

Los datos de patologia se evaluaron
estadisticamente con el software R ajustando un modelo logit
ordenado a las puntuaciones categdbdricas, y luego comparando
las diferencias entre los diferentes grupos de tratamiento.
El anadlisis estadistico de albuminuria (ACR) se realizd con
software R por lo siguiente: 1) los datos se analizaron en
escala logaritmica para estabilizar 1la varianza  sobre
diferentes grupos de tratamiento, 2) el anadlisis de datos se
realizdé wusando un modelo mixto con grupo de tratamiento,
tiempo y sus interacciones como términos del modelo, mas la
ACR basal se incluydé como covariable, 3) las observaciones de
cada animal en momentos diferentes se trataron COomo
mediciones repetidas usando una estructura de covarianza CS y
4) los valores p de la prueba no se ajustaron para multiples
pruebas. Todos los otros datos se evaluaron por ANOVA con
datos de transformada logaritmica y una prueba t no pareada
de Student con software JMP v.8.0 (SAS Institute). Los
valores atipicos estadisticos se removieron antes del
andlisis. Un valor de P de < 0.05 se considerd
estadisticamente significativo.

Estos datos demuestran que los compuestos descritos
en la presente son capaces de tratar la enfermedad renal

crbdnica causada por nefropatia hipertensa.
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Los efectos de la urocortina 2 de actuacién prolongada en la

regulacién de la presidén arterial en el modelo de SHR

Ratas macho espontédneamente hipertensas (SHR/NCrl,
Charles River Laboratories, 1Inc.) fueron implantadas con
transmisores Data Science International (TA11PA-C40) para la
recoleccidén de datos de la presidn arterial y frecuencia
cardiaca. A todas las SHR se les permitidé recuperarse del
procedimiento de implantacidén quirtrgica durante al menos 2
semanas antes de la iniciacidén de los experimentos. Durante
la fase de monitoreo (dia 1 a dia 21), los paréametros
cardiovasculares (presidén arterial, sistdlica y diastdlica
medias y frecuencia cardiaca) se monitorearon continuamente a
través del radiotransmisor en SHR conscientes, libremente
méviles y sin molestias en sus jaulas individuales. Los datos
de telemetria de los implantes de telemetria de DSI luego se
convirtieron a una sefial andloga calibrada que se introduce a
un sistema de anadlisis vy adquisicién de datos producido
comercialmente (PONEMAH) . Todas las ratas se alojaron
individualmente en una habitacién de temperatura y humedad
controlada y se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de
luz/oscuridad.

Los SHR se aleatorizaron a grupos de acuerdo con la
presién arterial media (MAP) recolectada 7 dias antes que la

dosificacidén comenzara. A las ratas se les administrd
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vehiculo (amortiguador de Tris-HC1 20 mM, pH 8.0) o uno de
los 4 niveles de dosis (2.4, 7.2, 24, 72 nmol/kg) del
compuesto del Ejemplo 4 dos vecesa a la semana durante 2
semanas con inyeccidédn subcutédnea (inyecciones en el dia 1, 4,
8 y 11). Los datos de la presidén arterial se recolectaron
durante una semana adicional para evaluar las respuestas de
presién arterial después del retiro del tratamiento del
Ejemplo 4.

El compuesto de la dosis del Ejemplo 4 redujo de
manera dependiente la presidén arterial (Tabla 21, 22). Se
logrd reduccidn de MAP méxima a las 24 horas después de 1la
dosificacidén. Los efectos que disminuyen la presidn arterial
del compuesto del Ejemplo 4 se disminuyeron con dosificacidn
repetida como se demuestra en la tabla que compara MAP
después de la 1° inyeccidén en el dia 1 y 4° inyeccidén en el
dia 11. Después del retiro del compuesto del Ejemplo 4, 1los
niveles de presidédn arterial en todos los grupos de
tratamiento se recuperaron y no fueron diferentes del grupo
de vehiculo.

La Tabla 20 a continuacién muestra los resultados
de AUC con valores P para periodos de tiempo (1-68 horas) vy

(241-332 horas).

Tabla 20: ANCOVA de 1 via para AUC durante 68 horas después

de la primera dosis (Dia 1), y durante 92 horas después de 1la
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ultima dosis (Dia 11).

Media de LS Diferencia
valor p
Dia Tratamiento |[Estimacién S. Estimacién s.e. ajustado
1 (1-68 7.2 nmol/kg 9313.8 103.17 -732.1 146.26 <.0001
hrs) de TAl
72 nmol/kg 8829.7 109.22 -1216.2 150.10 <.0001
de TAl
Control 10045.9 102.28
11 (241-332 | 7.2 nmol/kg 13271.5 127.15 -484.7 180.26 0.0385
hrs) de TAl
72 nmol/kg 12971.8 134.60 -784.4 184.98 0.0007
de TAl
Control 13756.2 126.06

Tabla 21: MAP después de la 1° o 4% inyecciones de vehiculo o

el compuesto del Ejemplo 4.

N

7-8/grupo.

Las horas indican

el tiempo de inyeccidén respectivo posterior en el dia o dia

11
Tratamiento MAP posterior a la inyeccién en el dia 1
1-24 hrs 26-48 hrs 50-68 hrs

MEDIA s.e. MEDIA s.e. MEDIA s.e.
Control 149.9 3.4 149.3 2.4 147.3 3.3
72 nmol/kg 128.6 2.3 130.4 3.5 143.1 4.0
24 nmol/kg 137.6 3.3 131.8 2.5 137.2 2.3
7.2 nmol/kg 140.1 4.2 140.6 3.4 144.3 4.0
2.4 nmol/kg 149.0 2.5 147.6 3.1 148.6 2.8

Tratamiento

MAP (mediatsem) posterior a la inyeccién en el dia 11

1-24 hrs

26-48 hrs

50-68 hrs
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MEDIA s.e. MEDIA s.e. MEDIA s.e.

Control 150.0 3.7 151.4 2.8 149.6 2.5
72 nmol/kg 139.3 2.6 142.3 1.9 145.0 2.7
24 nmol/kg 142.9 2.3 145.1 2.0 145.1 1.4
7.2 nmol/kg 146.2 3.8 148.1 3.8 148.8 4.6
2.4 nmol/kg 151.4 2.6 153.0 2.6 151.7 3.1

Tabla 22: ANCOVA de 1 via para el AUC durante 68 horas
después de la 1° inyeccidén (Dia 1) o la 4° inyeccién (dia 11),
con UAC basal (durante 22 horas) como la covariable y

comparacién de cada tratamiento con el vehiculo por la prueba

de Dunnett.
Media de LS Diferencia del Control
Valor p
Dia Tratamiento | Estimacién s.e. Estimacién s.e.
ajustado
1 (1-
Control 10045.9 102.28
68 hrs)
72 nmol/kg 8829.7 109.22 -1216.2 150.1 <.0001
24 nmol/kg 9180.3 109.89 -865.6 149.27 <.0001
7.2 nmol/kg 9313.8 103.17 -732.1 146.26 <.0001
2.4 nmol/kg 9935.2 101.91 -110.6 144.29 0.8613
11 (1-
Control 10141.8 95.82
68 hrs)
72 nmol/kg 9432.6 102.32 -709.3 140.62 <.0001
24 nmol/kg 9778.3 102.95 -363.5 139.84 0.0472
7.2 nmol/kg 9732.8 96.66 -409 137.03 0.019
2.4 nmol/kg 10180.7 95.47 38.9 135.18 0.9954

Los datos en 1las Tablas 20-22 vy los resultados

estadisticos en la Tabla 20 demuestran que el compuesto del
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Ejemplo 4 reduce de manera dependiente de la dosis la presidn
arterial después de la primera inyeccidn. La reduccidén de MAP
maxima se logrd a las 24 horas después de la dosis. Después
del retiro del compuesto del Ejemplo 4, MAP en todos 1los
grupos de tratamiento se recupera y no es diferente del grupo
de vehiculo en 336 hrs.

Los datos de MAP se evaluaron estadisticamente con
el software SAS por ANCOVA de 1 via para AUC durante 68 horas
después de la primera dosis (Dia 1), vy durante 92 horas

después de la Ultima dosis (Dia 11).

Enfermedad renal crénica - nefropatia diabética

El modelo de renina viral (AAV) adeno-asociado con
db/db no nefrectomizados representa un modelo progresivo de
la enfermedad renal diabética con hipertensién impulsada por
un transgen de renina AAV (Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 309(5) :R467-74, (2015)) . Este modelo exhibe
albuminuria evidente que aumenta progresivamente con el
tiempo y también muestra disminuciones de la velocidad de
filtracién glomerular (GFR) vy por lo tanto representa las
tltimas etapas de la nefropatia diabética en humanos (que se
aproxima a la etapa 3-4).

La cirugia de uninefrectomia (UniNx) en ratones
db/db hembra en un fondo de C57BLKS/J (obtenido de Harlan

Laboratories) se realizdé por Harlan Laboratories a las 4
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semanas de edad con remocidén del rifién derecho para acelerar
la enfermedad renal diabética. Los animales se recibieron a
las 5 semanas de edad vy se alojaron en Jjaulas micro-
aisladoras a 3 ratones por jaula y estdn en un ciclo de 12
horas de luz/oscuridad. Todos los ratones db/db son
alimentados ad libitum con dieta especial Purina 5008 y se
les permitidé libre acceso al agua en autoclave.

Los ratones se aclimataron durante 7 semanas antes
de la administracién de Renina AAV (5 x 10° GC) por via
intravenosa por el seno retro-orbital para inducir 1la
hipertensidén persistente. La aleatorizacidén por relacidn de
albimina a c¢reatinina en orina (ACR), glucosa en sangre Yy
peso corporal se realizdé a las 15 semanas de edad (un punto
en el que se establecen la enfermedad renal y la patologia en
este modelo con base en observaciones) en 2 grupos de 12
ratones de control de solucidén salina y 33 ratones para
recibir el tratamiento con Lisinopril.

La dosificacién con lisinopril (30 mg/L) comenzd a
las 16 semanas de edad. Después de 2 semanas de tratamiento
con Lisinopril, los 33 ratones se aleatorizaron por ACR en
orina, glucosa en sangre Yy peso corporal en 4 grupos (un
grupo de 9 ratones y 3 grupos de 8 ratones).

En los 4 grupos de ratones db/db con renina AAV
UniNx que reciben tratamiento con Lisinopril, ya sea solucidn

salina fisioldégica al 0.9% inyectable (“control de solucidn
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salina” N = 9) o diferentes niveles de dosis del Ejemplo 4
(7.2, 24 o 72 nmol/kg, N = 8 por nivel de dosis) se
dosificaron en 0.2 ml s.c. por inyeccidn que comenzd a las 18
semanas de edad y continud 3 veces a la semana durante 12
semanas. La albumina y creatinina se midieron en la orina con
un analizador Roche Hitachi Modular Analytics P con reactivos
de Roche para la deteccidn de albumina y creatinina.

Hubo 6 muertes en el grupo de control de enfermedad
de solucidén salina, 2 muertes en el grupo de Lisinopril més
solucidén salina, 1 muerte en el grupo de lisinopril més 7.2
nmol/kg del Ejemplo 4, 3 muertes en el grupo de Lisinopril
mads 24 nmol/kg del Ejemplo 4 y 3 muertes en el grupo de
Lisinopril més 72 nmol/kg del Ejemplo 4 durante el transcurso
del estudio.

Para todos los grupos, los parametros medidos son
el peso corporal, peso del rifibn, peso del corazdn, relaciodn
de albUmina a creatinina en suero, creatinina en suero y
puntuaciones de patologia renal para la expansidédn de matriz
mesangial, fibrosis glomerular, regeneracién tubular,
inflamacién intersticial y fibrosis intersticial.

A las 15 y 27 semanas de edad, la sangre (30 a 50
ull) de todos los ratones db/db de renina AAV UniNx se obtuvo
de la wvena de la cola y se dejé caer sobre una tira de
electrodo de sensor de glucosa en sangre Precision PCX

(Abbott Laboratories) para la determinacién de la glucosa en
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sangre con un glucbémetro MediSense Precision PCX (Abbott
Laboratories). Los datos de la glucosa en sangre se usan para
bloquear los ratones db/db UniNx en grupos equivalentes. E1
peso corporal se determindé en el valor Dbasal y en la
terminacidén con una balanza Metler Toledo. El corazdn y rifidén
se removieron en la necropsia y se pesaron en una balanza
Metler Toledo. La sangre (500 wul) se recolectd del seno
retro-orbital en la terminacién bajo anestesia con
isoflurano. La sangre coagulada se centrifugd para obtener
suero. El1 suero se analizdé ©para la creatinina en un
analizador Roche Hitachi Modular Analytics P con reactivos de
Roche.

La Tabla 23 a continuacién mnmuestra los datos
correspondientes a las mediciones del peso corporal, glucosa
en sangre, peso del rifndén, peso del corazdédn y creatinina en
suero. Los datos mostrados representan la media aritmética =+
SEM para los parédmetros listados. Todos los datos representan
un valor de N de 5-8 animales por grupo excepto para el grupo

de control de solucidn salina (N = 6-12).

Tabla 23. Medicién in vivo del peso corporal, glucosa en
sangre, peso del rifiébn, peso del corazén y creatinina en
suero en un modelo de enfermedad renal crénica por nefropatia

diabética después de 12 semanas.

Pardmetro Solucidn Lisinopril Lisinopril Lisinopril Lisinopril
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salina mas mas 7.2 més 24 mas 72
Solucidn nmol/kg nmol/kg nmol/kg
salina del del del
Ejemplo 4 Ejemplo 4 Ejemplo 4

Peso 62.3 £ 0. 61.6 £ 2.3 66.7 £ 1.2 62.5 £ 1.2 62.0 £ 1.8
Corporal
Inicial
(9)
Peso 56.0 = 4 61.8 £ 4.9 68.8 + 2.5% | 59.1 + 2.3 59.4 + 4.3
Corporal
Final (g)
Glucosa en 339 £ 29 444 + 48 333 + 38 461 + 19 455 + 26
Sangre
Inicial
(mg/dL)
Glucosa en |202 £ 22° |[466 t 71 222 + 15° 362 t 55 260 + 81°
Sangre
Final
(mg/dL)
Peso del 394 + 22 392 + 17 371 + 18 345 + 4 319 £ 1323°P
Rifién
(mgs)
Peso del 326 £ 32 227 + 26 ° 278 + 12 231 + 17°® 255 + 13°
Corazén
(mgs)
Creatinina 0.188 £ 0.130 % 0.141 + 0.118 # 0.348 =
en Suero 0.020 0.070 ® 0.009 0.010 ® 0.144°
(mg/dL)

a-indica diferencias significativas

control de solucidn salina.

b-indica diferencias significativas

Lisinopril solo.

con respecto al grupo de

con respecto al grupo de

Los datos en la Tabla 23 demuestran que el grupo de
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control de solucidn salina pierde peso durante el curso del
estudio debido a los efectos del transgén renina, mientras
que la adicidédn de Lisinopril evita este efecto en el peso
corporal. El compuesto del Ejemplo 4 en el nivel de dosis de
7.2 nmol/kg afiadido a Lisinopril aumenta significativamente
el peso corporal con respecto al grupo de control de solucidn
salina. La pérdida de peso corporal en el grupo de control de
solucidén salina también conduce a una reduccidén de la glucosa
en sangre al final del estudio, mientras que Lisinopril evita
significativamente este efecto en la glucosa en sangre. La
adicidén del Ejemplo 4 en los niveles de dosis de 7.2 y 72
nmol/kg a Lisinopril resulta en una reduccidén significativa
de la glucosa en sangre con respecto al grupo de Lisinopril
solo. E1 1lisinopril solo no tiene ningun efecto en el peso
del rifndén con respecto al grupo de control de solucidn
salina, mientras que la adicién del compuesto del Ejemplo 4
en el nivel de dosis de 72 nmol/kg a Lisinopril resulta en
una reduccidén significativa del peso del rifibn con respecto
al grupo de control de solucidén salina y grupo de Lisinopril
solo. El tratamiento con Lisinopril solo, asi como la adicidn
del compuesto del Ejemplo 4 (24 y 72 nmol/kg) a Lisinopril
resulta en una reduccidén significativa del peso del corazdn
con respecto al grupo de control de solucidén salina. La
adicién del compuesto del Ejemplo 4 en el nivel de dosis de

24 nmol/kg a Lisinopril, asi como Lisinopril solo, resulta en
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una reduccidédn significativa de la creatinina en suero con
respecto al grupo de control de solucidn salina. La adicidn
del compuesto del Ejemplo 4 en el nivel de dosis de 72
nmol/kg a Lisinopril resulta en un aumento significativo de
creatinina en suero con respecto al grupo de Lisinopril solo.

La orina se recolectd por un método de recoleccidn
de muestras para recolectar orina durante un periodo de
tiempo de 2-4 h. Un ratdn individual se colocd en la parte
superior de una microplaca de polipropileno de 96 cavidades y
luego se cubrid por una cémara de plexiglads con agujeros para
respirar pero sin acceso a los alimentos o agua. Al final del
periodo de tiempo, la orina se removidé de la placa con una
micropipeta y se colocd en hielo, se centrifugd y se sometid
al andlisis de albUmina y creatinina. La albUmina, creatinina
y glucosa en suero se determinaron en un analizador Roche
Hitachi Modular Analytics P. La creatinina en orina se
determindé con el reactivo Creatinin Plus de Roche. Para la
albuimina en orina, el ensayo Roche Microalbumin se modificéd
para adaptar la curva de calibracién para medir la albUmina
en orina en ratones. La albuminuria se definidé como 1la
relacidén de albUlmina a creatinina (ACR).

La Tabla 24 a continuacién muestra los datos
correspondientes a las mediciones de albuminuria. Los datos
mostrados son la media aritmética + SEM en cada punto de

tiempo dado como semanas de tratamiento con el compuesto del
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Hubo 6-8 ratones por grupo durante los puntos de

tiempo excepto para el grupo de solucidn salina (N

5-12).

Tabla 24. Medicién in vivo de la Relacién de Albumina a

Creatinina (ACR) en un modelo de enfermedad renal crénica por

nefropatia diabética durante 12 semanas.

Semanas de Solucidén Lisinopril Lisinopril Lisinopril Lisinopril

tratamiento | salina mas mas 7.2 mas 24 mas 72

con el Solucién nmol/kg nmol/kg nmol/kg

Ejemplo 4) salina del del del

Ejemplo 4 Ejemplo 4 Ejemplo 4

0 25385 = 15203 % 15724 + 14329 £ 15086 +
3804 2835 2826 2306 2722

1 43984 + 16491 + 16336 13219 £ 14706 +
6671 3362 2761 ® 2137 # 2352 2

2 51871 + 16160 + 7095 + 3612 £ 218 5918 + 741
9107 41622 1170 @ ap ap

3 47313 £ 13069 % 9745 + 9735 9098 +
8939 3295 2 1416 3 2066 * 1359 2

6 41647 + 11584 + 4164 £ 3880 + 713 4783 + 769
5750 3132 2 1271 @ ap ap

8 49725 + 12484 + 19633 + 11852 + 6156 +
5663 4626 2 8562 @ 7132 @ 1165 ®

10 63009 + 20429 + 13192 + 5029 + 7935 £
8448 4998 2 5454 2 1473 2 1029 @

12 38176 + 19075 + 26527 7372 + 6257 +
6750 © 6268 2 8454 2 3934 @k 1649 2 ¢

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de

control de solucidén salina.

b-indica diferencias significativas con respecto al grupo de

Lisinopril més solucidn salina.

c—-indica diferencias

significativas desde la Semana 0 a 1la
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Semana 12 dentro del grupo.

Los datos en la Tabla 24 demuestran que hay
albuminuria significativa en todos los grupos de db/db con
Renina AAV UniNx en el momento que se inicidé el compuesto del
Ejemplo 4 (semana 0). Los datos en la Tabla 24 muestran que
el tratamiento con Lisinopril durante 2 semanas anteriores a
la dosificacién del compuesto del Ejemplo 4 muestra una
tendencia para disminuir la albuminuria con respecto al grupo
control de solucidén salina en la semana 0. Una comparacidn
estadistica general de todos los valores de ACR muestra que
todos los grupos de Lisinopril se mejoraron
significativamente para ACR con respecto al grupo de solucidn
salina. El1 compuesto del Ejemplo 4 afiadido a Lisinopril en
general muestra un efecto de disminucién de ACR significativo
adicional con respecto a Lisinopril solo en los niveles de
dosis de 24 y 72 nmol/kg. El1 compuesto del Ejemplo 4 en los
niveles de dosis de 24 y 72 nmol/kg también muestra una
reduccidén significativa de ACR en la semana 12 con respecto a
los valores basales respectivos en la semana 0, mientras que
el grupo de solucidén salina muestra un aumento significativo
durante este tiempo y el Lisinopril solo no tiene efecto

significativo.

Medicidén de la Patologia Renal

Los rifiones se removieron en la terminacidén del
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estudio, se fijaron en formalina vy sSe procesaron para
seccionamiento en parafina de acuerdo con la metodologia
estandar. Las secciones de rifibn se evaluaron para lesiones
renales por un patdlogo certificado por el consejo. Las
principales patologias renales en este modelo diabético son
aumentos de la fibrosis glomerular e intersticial, asi como
aumentos de la inflamacidén intersticial. Las patologias
renales son semi-cuantitativamente calificadas wusando 1la
siguiente escala: ninguna (0), minima (1), ligera (2),
moderada (3), marcada (4) y grave (5). Las puntuaciones de
patologia se obtienen usando secciones tefiidas con PAS vy
Tricromo de H&E, Masson.

La Tabla 25 a continuacién muestra los datos
correspondientes a las mediciones de la patologia renal. Los
datos mostrados representan la media aritmética + SEM para
los parédmetros listados. Todos los datos representan un valor
de N de 4-7 animales por grupo.

Tabla 25. Medicién in vivo de la patologia renal en un modelo
de enfermedad renal crénica por nefropatia diabética después

de 12 semanas.

Pardmetro Solucidn Lisinopril Lisinopril Lisinopril Lisinopril
salina mas mas 7.2 mas 24 mas 72
Solucidn nmol/kg nmol/kg nmol/kg
salina del del del

Ejemplo 4 Ejemplo 4 Ejemplo 4

Expansién de | 3.8 £ 0.3 2.1 £0.1% |1.2 0.2 1.4 £ 0.2 1.6 + 0.2°%
Matriz ab ab

Mesangial

Fibrosis 2.8 £ 0.3 1.4 + 0.2* |1.3 +0.2*%|1.0+ 0.0% 1.0+ 0.3°%
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Glomerular

Regeneracidén | 3.3 £ 0.5 2.0 £ 0.2% |[1.0 £ 0.0 1.0 £ 0.3 1.0 £ 0.3
tubular b b b
Inflamacién 2.3 £ 0.3 1.1 + 0.3% | 0.3 + 0.2 0.2 £ 0.2 0.2 £ 0.2
intersticial ab ab ab
Fibrosis 2.5 £ 0.3 2.0 £ 0.3 1.0 £ 0.0 1.2 +0.2% |1.2 +0.2°%
intersticial ap

a-indica diferencias significativas con respecto al grupo de
control de solucidén salina.

b-indica diferencias significativas con respecto al grupo de
Lisinopril mé&s solucidédn salina.

Los datos en la Tabla 25 demuestran que el
tratamiento de Lisinopril mas solucidn salina reduce
significativamente todos los paradmetros de patologia renal
con respecto al grupo control de solucidén salina con la
excepcién de fibrosis intersticial. Los datos en la Tabla 25
también demuestran que Lisinopril mas el compuesto del
Ejemplo 4 reduce significativamente la patologia renal para
todos los parametros con respecto al grupo de control de
solucidén salina. Los datos en la Tabla 25 demuestran ademéas
que el Lisinopril méds el compuesto del Ejemplo 4 reduce
significativamente la ©patologia renal para expansidén de
matriz mesangial, regeneracidn tubular, inflamacidén
intersticial y fibrosis intersticial en un minimo de al menos
un nivel de dosis del Ejemplo 4 con respecto al grupo de
Lisinopril més solucidn salina.

En general, estos datos demuestran que la mejora en

la funcidén renal obtenida con Lisinopril més el compuesto del
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tratamiento del Ejemplo 4 en este modelo de nefropatia
diabética se acompafia por mejoras significativas en la
estructura renal con reducciones en las principales
patologias renales debido a la enfermedad renal hipertensa
diabética. Estos datos demuestran que el compuesto del
Ejemplo 4 es capaz de tratar la enfermedad renal crénica
causada por la diabetes e hipertensidn.

Los datos de patologia se evaluan estadisticamente
con software R ajustando un modelo logit ordenado a las
puntuaciones categdricas, y luego comparando las diferencias
entre los diferentes grupos de tratamiento. El1 analisis
estadistico de albuminuria (ACR) se realizdé con software R
por el siguiente: 1) los datos se analizaron en escala
logaritmica para estabilizar 1la varianza sobre diferentes
grupos de tratamiento, 2) el anadlisis de datos se realizbd
usando un modelo mixto con grupo de tratamiento, tiempo y su
interacciones como términos del modelo, m&s ACR basal se
incluye como covariable, 3) observaciones de cada animal en
momentos diferentes se tratan como mediciones <repetidas
usando una estructura de covarianza CS y 4) los valores p de
la prueba no se ajustan para multiples pruebas. Todos 1los
otross datos se evaluaron por ANOVA con datos transformados
logaritmicamente y una prueba t no pareada de Student con
software JMP v.8.0 (SAS 1Institute). Los wvalores atipicos

estadisticos se removieron antes del andlisis. El1 wvalor p
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<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

Estos datos demuestran que los compuestos descritos
en la presente son capaces de tratar la enfermedad renal
crbénica causada por nefropatia hipertensa.

Como se sefiald anteriormente, la Tabla 1
proporciona la actividad in vitro para hCRHR2b para 1los
compuestos de los Ejemplos 1-7 (asi como estos datos para
hUCN1l y hUCN2). La Tabla 26 a continuacidén proporciona la
hCRHR2b en un ensayo de cAMP para los compuestos del Ejemplo
9. Estos datos muestran ademds que tales compuestos tienen

actividad agonista de CRHRZ en un ensayo de cAMP.

Tabla 26
C0m££e8t0 ECSOhl)Cl‘l(}rfllglzi(l: (nM) 28 832 (n=2)
21 5.25 (n=2) 29 64.7 (n=2)
2 1.20 (n=2) 30 12.4 (n=2)
23 17.9 (n=2) 31 3.20 (n=2)
24 25.3 (n=2) 32 9.18 (n=2)
25 63.5 (n=2) 33 8.68 (n=2)
26 15.62 (n=2) 34 4.54 (n=2)
27 31.54 (n=2) 35 404 (n=2)
36 330.9 (n=2) 52 1.16 (n=2)
37 24.09 (n=2) 53 4.01 (n=2)
38 2.33 (n=2) 54 4.26 (n=2)
39 26.99 (n=2) 55 1.51 (n=2)
40 55.86 (n=4) 56 1.17 (n=3)
41 207.0 (n=4) 57 3.65 (n=2)
42 500.2 (n=2) 58 3.79 (n=2)
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43 12.56 (n=4) 59 2.62 (n=2)
44 13.37 (n=2) 60 2.55 (n=4)
45 27.69 (n=4) 61 2.50 (n=2)
46 11.67 (n=4) 62 4.50 (n=2)
47 4.56 (n=5) 63 1.30 (n=2)
48 3.61 (n=5) 64 1.63 (n=2)
49 2.86 (n=2) 65 1.24 (n=2)
50 3.56 (n=2) 66 1.45 (n=2)
51 2.42 (n=2)

MODALIDADES NUMERADAS:

1.

Un compuesto de la Fdérmula:

X, IVX, SLDVPIGLLQILXsEQEEKOQEEKETEKGOQQAEK

TNAX, ILAOQ V-NH

en donde X; indica que el residuo I es modificado

sea por acetilacidén o metilacidn en el extremo N-terminal,

donde X, es L o T,

y en donde K en la posicién 29 es modificado a través de

en donde X3 es L o I,

en donde X4

es Q o

la

conjugacidén al grupo epsildén-amino de la cadena lateral K con

un grupo de la férmula —-Xs5—Xg,

en donde

Xs se selecciona del grupo gue consiste de:

uno a cuatro aminodcidos,
([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil),

cuatro aminodcidos y una a cuatro porciones de

etoxi)-etoxi]-acetil),

Xe es un acido graso de Ci4-Coyq4

(SEQ ID NO:16),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2.

una a cuatro porciones de
y combinaciones de uno a

([2-(2-Amino-

El compuesto o sal de la modalidad numerada 1,
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en donde Xs se selecciona del grupo gue consiste de: uno a
cuatro aminodcidos E o VvE, una a cuatro porciones de ([2-(2-
Amino-etoxi)-etoxi]-acetil), y combinaciones de uno a cuatro
aminoadcidos E o yE y una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-
etoxi)-etoxi]-acetil).

3. El compuesto o sal de la modalidad numerada 2,
en donde Xs es una combinacidén de uno a cuatro aminoacidos E o
YE y una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil).

4. El compuesto o sal de la modalidad numerada 3,
en donde Xs es una combinacidén de dos a cuatro aminoadcidos VE
y una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil) .

5. E1l compuesto 0 sal de las modalidades
numeradas 1 a 4, en donde Xs es una combinacidén de dos
aminoadcidos YVE y dos porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxil]-
acetil) .

6. El compuesto o sal de cualquiera de las
modalidades numeradas 1 a 5, en donde Xz es un acido graso de
cadena recta de la fédrmula CO-(CH,)4-COH, en donde x es 1o,
18, o 20.

7. El compuesto o sal de cualquiera de las
modalidades numeradas 1 a 6, en donde el grupo de la férmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (VYE)2—CO-(CH;) x—

CO,H donde x es 16 o 18.
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8. El compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 7, en donde el aminoacido
terminal es amidado como una amida primaria C-terminal.

9. El compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 8, en donde X; indica que el
residuo I es modificado por acetilacidédn en el extremo N-
terminal, X; es L, X3 es L, X4 es Q, y el grupo de la férmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (VE),—CO-(CH;) x—
COyH donde x es 16 o 18 (SEQ ID NO:17).

10. El1 compuesto o sal de acuerdo con cualquier
modalidad numerada 9, en donde x es 18 (SEQ ID NO:2).

11. El1 compuesto o sal de acuerdo con cualquier
modalidad numerada 9, en donde x es 16 (SEQ ID NO:1).

12. El compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 8, en donde X; indica que el
residuo I es modificado por metilaciédn en el extremo N-
terminal, X; es L, X3 es L, X5 es Q, y el grupo de la férmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (YE),—-CO-(CH;) 15—
CO,H (SEQ ID NO:4).

13. El compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 8, en donde X; indica que el
residuo I es modificado por metilaciédn en el extremo N-
terminal, X; es L, X3 es L, X5 es Q, y el grupo de la férmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (YE)—-CO-(CH;) 16—

CO,H (SEQ ID NO:3).
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14. E1 compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 8, en donde X; indica que el
residuo I es modificado por metilacidén en el extremo N-
terminal, X, es T, X3 es L, X4 es E, y el grupo de la férmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (YE),—-CO-(CH;) 18—
CO,H (SEQ ID NO:5).

15. El1 compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 8, en donde X; indica que el
residuo I es modificado por metilacidén en el extremo N-
terminal, X; es L, X3 es L, X4 es E, y el grupo de la férmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (YE),—-CO-(CH;) 18—
CO,H (SEQ ID NO:6).

16. El compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 8, en donde X; indica que el
residuo I es modificado por metilaciédn en el extremo N-
terminal, X, es T, X3 es I, X, es E, y el grupo de la fédrmula
—X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),— (YE),—-CO-(CH;) 15—
CO,H (SEQ ID NO:7).

17. Una composicién farmacéutica, caracterizada
porque comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de
las modalidades numeradas 1 a 16 y one o uno ©O mas
portadores, diluyentes, % excipientes farmacéuticamente
aceptables.

18. Un método para tratar la diabetes tipo II en

un paciente, que comprende administrar a un paciente en
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necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de las modalidades
numeradas 1 a 16.

19. El1 método de 1la modalidad numerada 18, en
donde la administracidédn a un paciente en necesidad de tal
tratamiento de una cantidad efectiva de un compuesto o sal se
combina con dieta y ejercicio.

20. Un método para tratar enfermedad renal crdénica
en un paciente, que comprende administrar a un paciente en
necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto o sal de acuerdo con cualquiera de las modalidades
numeradas 1 a 16.

21. El método de acuerdo con la modalidad numerada
20, en donde 1la enfermedad renal crénica es causada por
nefropatia diabética.

22. El método de acuerdo con la modalidad numerada
20, en donde 1la enfermedad renal crénica es causada por
nefropatia hipertensiva.

23. Los métodos de acuerdo con cualquiera de las
modalidades numeradas 19 a 22, en donde la administracién del
compuesto o sal al paciente en necesidad de tal tratamiento
es subcuténea.

24. Un compuesto o sal de acuerdo con cualqgquiera
de las modalidades numeradas 1 a 16, para uso en terapia.

25. Un compuesto o sal de acuerdo con cualqgquiera
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de las modalidades numeradas 1 a 16, para uso en el
tratamiento de diabetes tipo ITI.

26. Un compuesto o sal de acuerdo con cualquiera
de las modalidades numeradas 1 a 16, ©para uso en el
tratamiento de enfermedad renal crdnica.

27. un compuesto o sal para uso de acuerdo con
cualgquiera de las modalidades numeradas 24 a 26 en donde la
administracidén del compuesto o sal es subcuténea.

28. Un compuesto de la Férmula:

X I VX, SLDVPIGLLOQITILIXsEQEIEKOQEZ KEZ KDOQOQATK
TNAX, I LAQ V-NH,

en donde X; indica que el residuo I es modificado vya
sea por acetilacidén o metilacidén en el extremo N-terminal, en
donde X, es L o T, en donde X3 es L o I, en donde X; es Q o E
(SEQ ID NO:18).

29. un compuesto de la férmula:

Ile Val Xaa Ser Leu Asp Val Pro Ile Xaa Leu Leu Gln Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Lys Xaa Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

20 25 30
Asn Ala Xaa Ile Leu Ala Xaa Val (SEQ ID NO: 68)

35
En donde:
Ile en la posicidén 1 opcionalmente se puede derivar en la

amina N-terminal con un grupo metilo o un grupo acetilo;
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Xaa en la posicidén 3 es Leu o Thr;

Xaa en la posicidén 10 es Gly o Lys;

Xaa en la posicidén 14 es Ile o Lys;

Xaa en la posicidédn 15 es Leu o Lys;

Xaa en la posicidén 16 es Leu, Ile, o Lys;

Xaa en la posicidén 17 es Glu o Lys;

Xaa en la posicidén 18 es Gln o Lys;

Xaa en la posicidén 19 es Glu o Lys;

Xaa en la posicidédn 21 es Gln o Lys;

Xaa en la posicidn 22 es Glu o Lys;

Xaa en la posicidén 24 es Glu o Lys;

Xaa en la posicidén 26 es Gln o Lys;

Xaa en la posicidén 27 es Gln o Lys;

Xaa en la posicidén 28 es Ala o Lys;

Xaa en la posicidén 29 es Thr o Lys;

Xaa en la posicién 30 es Thr, Glu o Lys;

Xaa en la posicién 33 es Gln, Arg, o Glu;

Xaa en la posicidén 37 es Gln, His, o Arg; y

Val en la posicién 38 estd amidado opcionalmente en el
carboxilo C-terminal;

siempre que la epsilén-amina de Lys en exactamente una de las
posiciones 10 y 14-30 se modifica con -X5-X6, donde X5 es 1 a
4 aminoadcidos y/o 1 a 4 porciones de ([2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-acetil) y X6 es el &cido graso Cl1l4-C24; vy

siempre que si cualquiera de las posiciones 10, 14-19, 21,
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22, 24, y 26-30 es Lys entonces esa posicidén es la uUnica de

las posiciones 10, 14-19, 21, 22, 24, y 26-30 que es Lys; vy

siempre que cuando uno de las posiciones 10, 14-19,

24, yv 26-30 se Lys,

10

15

20

25

ese Lys se modifica con X5-X6.

21,

22,
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IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
1 Ac 1 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
2 Ac 2 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 18-CO2H
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
3 Me 3 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 16-CO2H
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
4 Me 4 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 18-CO2H
IVTSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
5 Me 5 29 amida
QEKEKQQAKTNAETILAQV (CH2)18-CO2H
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
6 Me 6 29 amida
QEKEKQQAKTNAEILAQV (CH2) 18-CO2H
IVTSLDVPIGLLQILIEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2---(yE)2-CO-
7 Me 7 29 amida
QEKEKQQAKTNAETILAQV (CH2) 18-CO2H
IVXSLDVPIGLLQILXEQEK
QEKEKQQAKTNAXILAQV
Me o -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
- X en 3 es L o T 8 29 amida
Ac (CH2) x-CO2H donde x es 16 o 18
X en 16 es L oI
X en 33 es Q o E
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -yGlu- ([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil)2-(yE)2-
9 Me 9 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV CO- (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
10 Me 10 29 amida

QEKEKQQAKTNAQILAQV

(CH2) 16-COOH

6Vl
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IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
11 Me 11 29 amida -VE-yE-yE-yE-CO- (CH2) 18-COOH
QEKEKQQAKTNAQILAQV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-VE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) -yE-VE-
12 Me 12 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV CO- (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-VE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) 2-yE-VvE-
13 Me 13 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV CO- (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) -yE-yE-CO-
14 Me 14 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQAR
- - 15 - - Ninguna
ARAAREQATTNARILARV
IVXSLDVPIGLLQILXEQEK
QEKEKQQAKTNAXILAQV
Me o
- X en 3 es L o T 16 29 amida Como se describe en la presente.
Ac
X en 16 es L o I
X en 33 es Q o E
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-(yE)2-CO-
17 Ac 17 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) x-CO2H, donde x es 16 o 18
IVXSLDVPIGLLQILXEQEK
QEKEKQQAKTNAXTILAQV
Me o
- X en 3 es L o T 18 - amida Ninguna
Ac
X en 16 es L oI
X en 33 es Q o E
- - EKQEKEKQ 19 - - Ninguna

06T
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IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
- - 20 - - Ninguna
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQKLLEQEK
21 - 21 14 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQIKLEQEK
22 - 22 15 amida -YE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLKQEK
23 - 23 17 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQKK
24 - 24 19 amida -YE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
25 - 25 20 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
26 - 26 21 amida -YE-CO- (CH2) 14-CH3
KEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
27 - 27 22 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QKKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
28 - 28 23 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
29 - 29 24 amida -YE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKKKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
30 - 30 25 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3

QEKEKQQATTNARILARV

16T
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IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
31 - 31 25 amida -yE-yE- CO-(CH2)14-CH3
QEKEKQQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)-yE- CO-
32 - 32 25 amida
QEKEKQQATTNARILARV (CH2)14-CH3
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
33 - 33 26 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKKQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
34 - 34 26 amida -yE-yE- CO-(CH2) 14-CH3
QEKEKKQATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
35 - 35 27 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQKATTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
36 - 36 28 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQKTTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
37 - 37 29 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQAKTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
38 - 38 29 amida -YE-yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQAKTNARILARV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
39 - 39 30 amida -yE-CO- (CH2) 14-CH3
QEKEKQQATKNARILARV
IVLSLDVPIGLLQKLLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) 2-yvE-yE-CO-
40 - 40 14 amida
QEKEKQQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQIKLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
41 - 41 15 amida

QEKEKQQATTNAQILAHV

(CH2) 16-COOH

AN
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IVLSLDVPIGLLQILKEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yvE-yE-CO-
42 - 42 16 amida
QEKEKQQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLKQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
43 - 43 17 amida
QEKEKQQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEKEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
44 - 44 18 amida
QEKEKQQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
45 - 45 21 amida
KEKEKQQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
46 - 46 25 amida
QEKEKQQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
47 - 47 26 amida
QEKEKKQATTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
48 - 48 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAHV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIKLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) 2-yvE-yE-CO-
49 - 49 10 amida
QEKEKQQATTNAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLKQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
50 - 50 17 amida
QEKEKQQATTNAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) 2-yvE-yE-CO-
51 - 51 26 amida
QEKEKKQATTNAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
52 - 52 29 amida

QEKEKQQAKTNAQILAQV

(CH2) 16-COOH

€GT
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IVLSLDVPIGLLQILLKQEK ([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
53 - 53 17 amida
QEKEKQQATENAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
54 - 54 26 amida
QEKEKKQATENAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)2-yE-yE-CO-
55 - 55 29 amida
QEKEKQQAKENAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
56 - 56 29 amida
QEKEKQQAKENAQILAQV (CH2) 16-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)-yE-yE-CO-
57 Me 57 29 amida
QEKEKQQAKENAETILAQV (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
58 Me 58 29 amida -yE -yE-CO- (CH2) 18-COOH
QEKEKQQAKENAEILAQV
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) -yE-yE-CO-
59 Me 59 29 amida
QEKEKQQAKENAETILAQV (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
60 Me 60 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) -yE-yE-CO-
61 Me 6l 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-VE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) 2-yE-VE-
62 Me 62 29 amida
QEKEKQQAKTNAQILAQV CO- (CH2) 18-COOH
IVLSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-VE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) -yE-VE-
63 Me 63 29 amida

QEKEKQQAKTNAQILAQV

CO- (CH2) 18-COOH

PGt
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IVLSLDVPIGLLQILLEQEK
64 Me 64 29 amida -vE-yE-yE-yE-CO- (CH2) 18-COOH
QEKEKQQAKTNAQILAQV
IVTSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
65 Me 65 29
QEKEKQQAKTNAQILAQV (CH2) 18-COOH
IVTSLDVPIGLLQILLEQEK -YE-([2-(2-Amino-etoxi) -etoxi]-acetil) 2-yE-yE-CO-
66 Me 66 29 amida
QEKEKQQAKTNAEILAQV (CH2) 18-COOH
IVXSLDVPIGLLQILXEQEK
QEKEKQQATXNAXTILAXV
X en la posicidén 3
es L oT
X en la posicidén 16
’ es L oI
- Me, 67 Como se describe en la presente.
X en la posicidén 30
Ac

es T o E

X en la posicién 33
es Q, R, o E

X en la posicidén 37

es Q, H, oR

Como se describe en la presente

Como se describe en la presente

GGT
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Como se sefiald anteriormente, cilertas modalidades

se pueden disefiar en las cuales el paciente es un animal, tal

como un gato. A continuacidén se muestra una lista de las
secuencias de varias secuencias de Urocortina 2 encontradas

en humanos y algunas especies animales.

HUMANA IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARVGHC :41
RATON VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHV--- :38
RATA VILSLDVPIGLLRILLEQARNKAARNQAATNAQILARV--- :38
ORANGUTAN IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILAHVG-- :39
PERRO ITLSLDVPIGLLQILLEQARARASREQATTNARILAQVG—- :39
BOVINO ITLSLDVPLGLLQILLEQARARAVREQAAANARILAHVGH- :40
CABALLO ITLSLDVPVGLLQILLEQVRARAAREQAAANARILAHVG-- :39
CERDO ITLSLDVPLGLLQTILLEQARARAVREQAAANARILAHVG-- :39
ELEFANTE ITLSLDVPLGLLOQILLEQARIRAAREQAAANARILAHVG-- :39
PEZ ISLDVPTSILSVLIDIAKNQDMRTKAAANAELMARIG-—--- : 37
Adicionalmente, la informacién acerca de la

urocortina 2 para gatos se encuentra en la base de datos de

GENBANK y se reproduce a continuacidn:

NUMERO DE ACCESO DE GENBANK XR 002150782 (VERSION

XR 002150782.1)

1

61

121

181

gctctgggtg

ggtctccgga
ctttgtccac

gttctctcca

ggatgggcag
tgtggagtct
gatctgctgc

tgccttggta

ggccttgggg

ctggctgctt
aagctccctc

tccttatttt

gctgagtaga
ctctaccttg
agacctgagg

catcatgctg

tccgggtatg ggttattgga
aggaccccat tcctgceccecctt
ctccecetttt gtccecctetgt

tctgtctctg gggtggctcce



10

15

20

25

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

agcctctttg
tttcecctett
gctgtgctct
ctgtctggcet
ctctaatctc
ccccegtcetge
ctcctcgeag
gtcgggcagg
gaaccctccce
gggcccctcece
tctctcactg
agctgtgagg
agcctcaggg
gcactacatc
tcatatcaca
atatcgggtg
gtctggacag
gggtgcccca
agttttagga
cagacctgca
gtcacatgca
caggcatctc
ttgtgccctg
tcgggctgcet
ctaaaatgtg
ccaagcttct

ctcaataaat

tcttccagtc
ctccctceccce
ctgtctcttt
gtcttgtgct
tacctctctg
atctgtccat
cctgaccacg
gccctgcettg
caagccactc
actgcttggg
gatgtcccca
gagcaggccg
cgggggtcac
tgggcacagt
gctgagtgcc
actgccaaat
cttggacact
cagtcaaaga
acctcaacat
ggtcttccct
tgttttgtgc
caggcatggg
cacacctggc
ggggctccgg
ctcacctttc
tgcaaacatt

gtagtgactg

157

tccctetttt
tccccaactg
cactctcctt
ttcatctctg
tcteccttecee
gcgccacggce
cgatgaccag
tcccecatgac
cccgcecectgt
gccaccctag
ttggcctcect
ctgccaacgc
cctgaattag
gcgcctggcecce
tcacagagcc
ggagtcttgc
actgtggaat
gcaagaatct
aggagcccag
gcccccaaca
ttcatgaggc
tgaccgtacg
ctcggccectt
tccagcccca
caagccttag
gagtgacggt

ga

gctctgcctc
tacccatctc
cttgctctct
tctctecttat
ttggtctccc
tgcccagaac
gtgggctctyg
ccctattcca
ggcctcagag
ccctggeccce
gcggatctta
tcgcatcctg
gagacctgga
acagccccgt
acagtttgtt
catacctgga
gtgactaccg
ggacactgcc
tattgcatct
ggtcaccaca
agcacccacc
tggaaagtct
ggacacacga
tacctccttt
tttcttecctce

gcacttgaag

catgtcctcc
tacatctaga
ccgtctcececct
ctccgtceccea
tctctectgtce
ccctgcecectg
ctggtgctga
gccttccagce
agcccctcag
cgcccaggcece
ctggagcaag
gcccatgttg
aggcagcagc
gcagtcactg
tggacagccc
gccacacaga
tgtggagtct
aatgtggcca
cagacccatc
caggggagtg
ccagaagaat
gtggttgtga
tgactcagga
gttgaattgt
tgtaaagcag

gttctagcac

ctctcgtcectt
tccagaccta
ggcccctgcet
tgcctggect
tgtctacttt
agcctcectttt
tgatcctgac
tcctccectcea
ccagcaccgt
cccgcatcac
cccgagccag
gccgccgcectg
agagcaggac
ccatgtggtg
gggcattgcc
cttacaatat
tgccatgtct
ctcttgtgcc
cacctaagac
caggctgagg
ggggccgtca
cagccttgcc
gagaggaggc
cccaagcaaa

aatgatgcca

gcaggaagag
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

cuales las moléculas de las SEOQ.

usan para tratar la enfermedad renal crdédnica y/o diabetes en

DE

gtccctcectgt
aaggagtaga
gtcagaggtg
gagagataaa
ccagccgcgg
cacgcgatga
cttgtcccca
actccccgcec
tggggccacc
cccattggcec
gccgctgcecca
tcaccctgaa
cagtgcgcct
tgcctcacag
aaatggagtc
cactactgtg
aagagcaaga
acataggagc
ccctgcecceccece
gtgcttcatg
tgggtgaccg
tgtgatcggt

Se

ACCESO

2)

ccagccctgg
cagagtggag
gggggctgcet
tgggcccgga
gcagccctgg
ccaggtgggc
tgacccctat
ctgtggcctc
ctagccctgg
tcctgcggat
acgctcgcat
ttaggagacc
ggccacagcc
agccacagtt
ttgccatacc
gaatgtgact
atctggacac
ccagtattgc
aacaggtcac
aggcagcacc
tacgtggaaa

gggtgcatct

pueden diseflar modalidades

158

DE

tcactgttct
gctgaggaca
tcatgccgga
agggggcaga
cggccccacce
tctgctggtyg
tccagcecttce
agagagcccce
ccceccgecca
cttactggag
cctggcccat
tggaaggcag
ccgtgcagtc
tgtttggaca
tggagccaca
accgtgtgga
tgccaatgtg
atctcagacc
cacacagggg
caccccagaa
gtctgtggtt

ctgctgtgg

gatos u otros animales.

GENBANK

gtgactctca
cgtcctcact
gccgtgccca
ggcccgacca
ttgctccaga
ctgatgatcc
cagctcctcc
tcagccagca
ggcccccgcea
caagcccgag
gttggccgcc
cagcagagca
actgccatgt
gcccgggeat
cagacttaca
gtcttgccat
gccactcttg
catccaccta
agtgcaggct
gaatggggcc

gtgacagcct

ID NOS.

XM 006928725

gtgtccaact
gcccccccag
gctcctacct
cagcacagca
agaggctgct
tgacgtcggg
ctcagaaccc
ccgtgggceccc
tcactctctc
ccagagctgt
gctgagcctc
ggacgcacta
ggtgtcatat
tgccatatcg
atatgtctgg
gtctgggtgc
tgccagtttt
agaccagacc
gagggtcaca
gtcacaggca

tgccttgtgg

especificas

1’ 2/ 3’

tgtccccaaa
gaggggatga
caggggctga
ccgcctggtce
gctgcctgac
cagggccctg
tccccaagcece
ctccactgcet
actggatgtc
gagggagcag
agggcggggyg
catctgggca
cacagctgag
ggtgactgcc
acagcttgga
cccacagtca
aggaacctca
tgcaggtctt
tgcatgtttt
tctccaggca

taggtgtacg

S,

(VERSTON

en las

6y 7 se
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la Férmula:
XlIVXZSLDVPIGLLQILXgEQEKQEKEKQQAK*
TNAX, ILAOQ V-NH,

caracterizado porque X; indica que el residuo I es
modificado ya sea por acetilacidédn o metilacidn en el extremo
N-terminal;

en donde X, es L o T;

en donde X3 es L o I;

en donde X; es Q o E; vy

en donde un residuo K modificado (“K'”) en la
posicién 29 es modificado a través de la conjugacidn al grupo
epsilédn-amino de la cadena lateral K con un grupo de la
Férmula —-Xs5—-Xg, en donde

Xs se selecciona del grupo que consiste de:

uno a cuatro més aminodcidos;

una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil); vy

combinaciones de uno a cuatro aminoadcidos y una a
cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil);

Xe es un acido graso de C14-Cys (SEQ ID NO:16);

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto o sal de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizado porque Xs se selecciona del
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grupo que consiste de:

uno a cuatro aminoacidos E o VE;

una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi) -
etoxi]-acetil); vy

combinaciones de uno a cuatro aminoacidos E o VE y
una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil).

3. El compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacidén 2, caracterizado porque Xs es una combinacidn
de uno a cuatro aminodcidos E o VYE y una a cuatro porciones
de ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil).

4. El compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacidén 3, caracterizado porque Xs es una combinacidn
de dos a cuatro aminoadcidos YE y una a cuatro porciones de
([2-(2-Amino-etoxil) —etoxi]-acetil).

5. El compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 3, caracterizado porque Xs es una combinacidén
de dos aminoacidos VE y dos porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil).

6. El compuesto 0 sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado
porque Xg es un acido graso de cadena recta de la Férmula CO-
(CH,) x—-CO,H, en donde x es 16, 18, o 20.

7. E1l compuesto 0 sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado

porque el grupo de la Férmula
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-X5—Xg es ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),- (VE) -
CO-(CH,) y—~CO2H donde x es 16 o 18.

8. E1l compuesto o sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado
porque el aminoacido C-terminal es amidado como una amida
primaria C-terminal.

9. E1l compuesto o sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque:

X7 1ndica que el residuo I es modificado por
acetilacién en el extremo N-terminal;

X, es Ly

X3 es Ly

Xs €3 Q; vy

el grupo de la Férmula -Xs—Xz es ([2-(2-Amino-
etoxi) —etoxi]-acetil) - (VYE).-CO-(CH;)x—CO,H donde x es 16 o 18.

10. El1 compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizado porque x es 18.

11. E1 compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizado porque x es 16.

12. E1 compuesto o sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque:

X1 indica que el residuo I es modificado por

metilacidén en el extremo N-terminal;
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X, es Ly

X3 es Ly

X4 €s Q; ¥y

el grupo de 1la Foérmula —-X5—-Xg es ([2-(2-Amino-
etoxi)-etoxi]-acetil) - (YE),—CO- (CH;,) 15— CO,H.

13. E1 compuesto 0 sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque:

X7 1ndica que el residuo I es modificado por
metilacidén en el extremo N-terminal;

X, es Ly

X3 es Ly

Xs €3 Q; vy

el grupo de la Férmula -Xs—Xz es ([2-(2-Amino-
etoxi) —etoxi]-acetil) - (YE)2—CO- (CH;)16—CO,H.

14. E1 compuesto 0 sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque:

X1 indica que el residuo I es modificado por
metilacidén en el extremo N-terminal;

X, es Ty

X3 es Ly

Xy es E; vy

el grupo de la Férmula -Xs—Xgz es ([2-(2-Amino-

etoxi) —etoxi]-acetil) - (YE)2—-CO- (CH;)15—CO,H.



163

15. E1 compuesto 0 sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque:

X7 1ndica que el residuo I es modificado por

5 metilacidén en el extremo N-terminal;

X, es Ly

X3 es Ly

Xy es E; vy

el grupo de 1la Foérmula —-X5—-Xg es ([2-(2-Amino-

10 etoxi)-etoxi]-acetil),— (YE),—CO- (CH;,) 18— CO,H.

le. E1 compuesto 0 sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque:

X1 indica que el residuo I es modificado por

15 metilacidén en el extremo N-terminal;

X, es Ty

X3 es I;

Xy es E; vy

el grupo de la Férmula -Xs—Xgz es ([2-(2-Amino-

20 etoxi) —etoxi]-acetil) - (YE)—-CO- (CH;)15—CO,H.

17. Un compuesto, caracterizado porque comprende:

la secuencia de aminoacidos
IVX,SLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQQATXJNAX, ILAXgV-NH, (SEQ ID NO:67)

en donde X, es L o T;

25 en donde X3 es L o I;
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en donde X; es Q, R, o E;

en donde X; es T o E; vy

en donde Xg es Q, H o R,

en donde un residuo K modificado (“K™") es
sustituido por el residuo de aminodcido en la posicidén 10 o
en cualquier residuo de aminoacido entre la posicidén 14 y la
posicidén 30 inclusive, en donde K' es modificado por tener el
grupo epsildén-amino de la cadena lateral K unido a un grupo
de la Foérmula —Xs—Xgz, en donde

Xs se selecciona del grupo gque consiste de:

entre uno a cuatro residuos aminoacidos;

entre una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-
etoxi) -etoxi]-acetilo; vy

combinaciones de uno a cuatro residuos
aminoadcidos y una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetilo;

Xe¢ es un acido graso de C14-Cyy;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

18. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque Xg es ya Sea un
residuo H o Q.

19. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque Xs comprende 1 o 2
residuos aminocdcidos y 1 o 2 porciones de ([2-(2-Amino-

etoxi)-etoxi]-acetilo.
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20. Un compuesto o sal de conformidad con la

reivindicacidédn 19, caracterizado porque Xs comprende dos

residuos aminoacidos y dos porciones de ([2-(2-Amino-etoxi) -

etoxi]-acetilo, en donde 1los dos residuos aminocacidos son
residuos ya sea E o VyE.

21. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacidén 17, caracterizado porque X; es modificado en el
extremo N-terminal ya sea por acetilacidén o metilaciédn.

22. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque X, es un residuo L.

23. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacidén 17, caracterizado porque X3 es un residuo L.

24. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque X, es un residuo Q.

25. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque X; es un residuo T.

26. Un compuesto o sal de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque Xs comprende entre uno

a cuatro residuos aminoadcidos de manera que no son porciones

de

sintética.

27.

reivindicacién 17,

Un

([2-(2-Amino-etoxi) —etoxi]-acetilo

compuesto o

en la

sal de conformidad con

molécula

la

caracterizado porque el residuo I en la

posicién 1 es modificado en el extremo N-terminal por una de

acetilacidén o metilaciédn.
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28. Una composicién farmacéutica, caracterizada
porque comprende un compuesto o sal de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 27 y uno o mas
portadores, diluyentes, y excipientes farmacéuticamente
aceptables.

29. Un método para tratar la diabetes tipo II en
un paciente, caracterizado porque comprende administrar a un
paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto o sal de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 28.

30. Un método para tratar la enfermedad renal
crbnica en un paciente, caracterizado porque comprende
administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto o sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28.

31. El método de conformidad con la reivindicacién
30, caracterizado porque la enfermedad renal crénica es
causada por nefropatia diabética.

32. El método de conformidad con la reivindicacién
30, caracterizado porque la enfermedad renal crénica es
causada por nefropatia hipertensiva.

33. Los métodos de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 30 a 32, caracterizados porque la
administracién del compuesto o sal al paciente en necesidad

de tal tratamiento es subcuténea.
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34. Un compuesto o sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, caracterizado para
uso en terapia.

35. Un compuesto o sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, caracterizado para
uso en el tratamiento de diabetes tipo IT.

36. Un compuesto o sal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, caracterizado para
uso en el tratamiento de enfermedad renal crdnica.

37. Un compuesto de la Férmula:

X I VX, SLDVPIGLLOQITILIXsEQEIEKOQEZ KEZ KDOQOQATK
TNAX, I LAQ V-NH,

caracterizado porque X; indica que el residuo I es
modificado ya sea por acetilacién o metilacidén en el extremo
N-terminal;

en donde X, es L o T;

en donde X3 es L o I;

en donde X5 es Q o E (SEQ ID NO:18).

38. Un método para tratar la diabetes tipo II en
un gato, caracterizado porque comprende administrar a un gato
en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto o sal de conformidad con cualquiera de las SEQ. ID
NOS. 1, 2, 3, 5, 6, v 7.

39. Un método para tratar 1la enfermedad renal

crbénica en un gato, caracterizado porque comprende
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administrar a un gato en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto o sal de conformidad con

cualgquiera de las SEQ. ID NOS. 1, 2, 3, 5, 6, yv 7.
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25
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un compuesto O
una sal farmacéuticamente aceptable de la Férmula:
XlIVXZSLDVPIGLLQILX3EQEKQEKEKQQAK*
TNAX, I LZAQ V-NH,

en donde el X; indica que el residuo I es modificado
ya sea por acetilacidén o metilacidén en el extremo N-terminal;
en donde X, es L o T; en donde X3 es L o I; en donde X4 es Q o
E; v en donde un residuo K modificado (“K'”) en la posicién 29
es modificado a través de la conjugacidén al grupo epsildn-
amino de la cadena lateral K con un grupo de la Férmula -Xs—
Xe¢, en donde X5 se selecciona del grupo que consiste de uno a
cuatro aminodcidos; una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-
etoxi)-etoxi]-acetil) ; y combinaciones de uno a cuatro
aminoadcidos y una a cuatro porciones de ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil); y Xg es un acido graso de Ci14-Czs. En algunas
modalidades, el grupo de la Férmula -Xs—Xg es ([2-(2-Amino-

etoxi) —etoxi]-acetil) - (VYE).,-CO-(CH;)x—CO,H donde x es 16 o 18.
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1

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
..
ACETYLATION

MOD_RES

(29)..029)

Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-Glu)2-CO-(CH2)16-C0O0
H

MOD_RES
(38)..(38)
val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

1

Ile val Leu Ser Leu Asp Vval Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
5 10

15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

35

2

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
..
ACETYLATION

MOD_RES

(29)..(29)

Lys at position 29 1is Lys which is chemically modified through
conjugation to the epsilon-amino group of the Lys side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)2-CO-(CH2)18-C02
H

MOD_RES
(38)..(38)

val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

2

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
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<223>

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

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

<400>
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3

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
...
Methylation

MOD_RES

(29)..(29)

Lys at position 29 1is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)2-CO-(CH2)16-C0O0
H

MOD_RES
(38)..(38)

val at position 38 1is amidated at the C-terminal carboxyl

3

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1

5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala

20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

4
38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
(D..(1D .
MethyTlation

MOD_RES

(29)..(029)

Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)2-C0O-(CH2)18-C02
H

MOD_RES
(38)..(38)
val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

4

ITe val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1

5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25

30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

5

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
...
MethyTation

MOD_RES

(29)..(29)

Lys at position 29 1is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)2-C0O-(CH2)18-C00

Pagina 2
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 5

Ile val Thr Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 6
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)2-C0O-(CH2)18-C00
H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 6

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 7
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(29)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)2-CO-(CH2)18-C00
H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 7

Ile val Thr Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Ile Leu Ile
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val
35
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<210> 8

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> ACETYLATION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (D)..(D
<223> METHYLATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa at position 3 is Leu or Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa at position 16 is Leu or Ile

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-gTu)2-CO- (CH2)x-CO2H
where x is 16 or 18

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (33)..(33)

<223> Xaa at position 33 is GIn or Glu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 8

ITe val Xaa Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Xaa
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Xaa Ile Leu Ala GIn val

35
<210> 9
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (D)..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-glu)2-CO
- (CH2)18-COO0H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 9

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 10
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

38
PRT‘ L
Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
...
MethyTation

MOD_RES
(29)..(29)

X21061 Sequences June72017_ST25.txt

Lys at position 29 1is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-glu)2-CO

- (CH2)16-COOH

val at position 38 1is amidated at the C-terminal carboxyl

MOD_RES
(38)..(38)
10

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1

5

15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

35

11

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
D..(1D .
MethyTlation

MOD_RES
(29)..029)

Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu) - (gamma-glu) - (gamma-glu) - (gamma-glu)-CO-(CH2) 18-COOH

val at position 38 1is amidated at the C-terminal carboxyl

MOD_RES
(38)..(38)
11

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

<220>

35

12

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
(D..(1D
Methylation

MOD_RES
(29)..029

Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-(gamma-gTlu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)-(gam

ma-glu)-(gamma-glu)-CO-(CH2)18-COOH
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<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 12
Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 13

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(29)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-(gamma-gTlu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(ga
mma-glu)-(gamma-glu)-CO-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 13

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 14
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)-(gamma-glu)-(gam
ma-gTlu)-CO-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 14

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 15
<211> 38
<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 15

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Ala Arg Ala Arg Ala Ala Arg Glu Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 16
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (D)..(D
<223> ACETYLATION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> METHYLATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa at position 3 is Leu or Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa at position 16 is Leu or Ile

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(29)

<223> Lys at 29 is modified at the epsilon-amine with -X5-X6, where X5
is 1 to 4 amino acids and/or 1 to 4
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl) moieties; X6 is Cl4-C24
fatty acid.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (33)..(33)

<223> Xaa at position 33 is GIn or Glu

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 16

Ile val Xaa Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Xaa

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Xaa ITe Leu Ala Gln val

35
<210> 17
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> ACETYLATION

<220>
<221> MOD_RES
<222> (29)..(029)
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<223>

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

<400>

X21061 Sequences June72017_ST25.txt
Lys at position 29 1is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-gTu)2-CO- (CH2)x-COOH
, where x is 16 or 18

MOD_RES
(38)..(38)

val at position 38 1is amidated at the C-terminal carboxyl

17

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1

5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala

20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

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

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

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

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

<400>

18

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
..
METHYLATION

MOD_RES
..
ACETYLATION

MISC_FEATURE
3)..03

Xaa at position 3 1is Leu or Thr

MISC_FEATURE
(16)..(16)
Xaa at position 16 1is Leu or Ile

MISC_FEATURE
(33)..(@33)

Xaa at position 33 1is Gln or Glu

MOD_RES
(38)..(38)
val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

18

ITe val Xaa Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Xaa

1

5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25

30

Xaa Ile Leu Ala GIn val

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

<220>
<223>

<400>

19

8

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct
19

Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn
1 5

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

20

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
(38)..(38)
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<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 20

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu 5%5 Gln Glu Lys Glu Eys Gln GIn Ala Thr Thr Asn Ala
5

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 21

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14

<223> Lys at position 14 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)CO-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 21

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Lys Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 22
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (15)..(15)

<223> Lys at position 15 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gama-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 22

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Lys Leu

1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val

35
<210> 23
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> @A7)..@a7n

<223> Lys at position 17 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>
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<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 23

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Lys GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 24

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (19)..(19)

<223> Lys at position 19 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 24

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Lys Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg Vval
35

<210> 25
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys at position 20 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 25

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu 5%5 Gln Glu Lys Glu Eys Gln GIn Ala Thr Thr Asn Ala
5

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 26

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (RL)..Q2L)

<223> Lys at position 21 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 26

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Lys Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val

35
<210> 27
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (22)..(Q22)

<223> Lys at position 22 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0O-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 27

ITe val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys GIn Lys Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 28
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (23)..(Q23)

<223> Lys at position 23 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 28

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 29

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> ((24)..024

<223> Lys at position 24 is chemically modified through conjugation to
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the epsilon-amino group of the K side-chain with
gamma-glu)-CO-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 29

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Lys Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 30

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (25)..(025)

<223> Lys at position 25 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 30

ITe val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg Vval
35

<210> 31
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (25)..(25)

<223> Lys at position 25 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with (gamma
-gTu)-(gamma-gTlu)- CO-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 31

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 32

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>
<221> MOD_RES
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<222> (25)..(25)

<223> Lys at position 25 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)-(gamma-gTu)- CO-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 32

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 33

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (26)..(26)

<223> Lys at position 26 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 33

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys Lys Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 34
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (26)..(26)

<223> Lys at position 26 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-(gamma-gTlu)- CO-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 34

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys Lys Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 35

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (27)..Q27)
<223> Lys at position 27 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 35

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Lys Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Arg Ile Leu Ala Arg val

35
<210> 36
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (28)..(28)

<223> Lys at position 28 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 36

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Lys Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 37
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 37

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 38

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 38

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg val
35

<210> 39

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (30)..(030)

<223> Lys at position 30 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-C0-(CH2)14-CH3

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 39

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Lys Asn Ala
20 25 30

Arg Ile Leu Ala Arg Vval
35

<210> 40
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)

<223> Lys at position 14 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 40

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu Gln Lys Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Gln Ile Leu Ala His val

35
<210> 41
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (15)..(15

<223> Lys at position 15 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 41

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Lys Leu

1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Gln Ile Leu Ala His val

35
<210> 42
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)

<223> Lys at position 16 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 42

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Lys

1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Gln Ile Leu Ala His val

35
<210> 43
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> @A7)..@a7n

<223> Lys at position 17 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 43

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Lys GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25

Gln Ile %eu Ala His val
5
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<210> 44
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)

<223> Lys at position 18 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 44

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu Lys Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala His val

35
<210> 45
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2L)..(Q2L)

<223> Lys at position 21 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl
<400> 45

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Lys Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala His val

35
<210> 46
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (25)..(25)

<223> Lys at position 25 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 46

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30
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Gln Ile Leu Ala His val

<210> 47

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (26)..(26)

<223> Lys at position 26 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 47

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys Lys Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala His val

<210> 48

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 48

Ile val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala His val

<210> 49

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Lys at position 10 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 49

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Lys Leu Leu GIn Ile Leu Leu
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1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 50
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (17)..(Q17)

<223> Lys at position 17 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 50

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Lys GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 51
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (26)..(26)

<223> Lys at position 26 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

<400> 51

ITe val Leu Ser Leu Asp vVal Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys Lys Gln Ala Thr Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 52
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>
<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
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<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 52

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 53
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> @A7)..@a7n

<223> Lys at position 17 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 53

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Lys GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Glu Asn Ala
20 25

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 54
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (26)..(26)

<223> Lys at position 26 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 54

Ile val Leu Ser Leu Asp Vval Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys Lys Gln Ala Thr Glu Asn Ala
20 25

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 55
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
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(CH2)16-COOH
<220>
<221> MOD_RES
<222> (38)..(38)
<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 55
ITe val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Lys Glu Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 56
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)2-(gamma-glu)-(gamma-glu)-CO-
(CH2)16-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 56

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Lys Glu Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 57
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acetyl1)-(gamma-gTu) - (gamma-glu)-CO-(
CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 57

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Glu Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 58
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with (gamma-glu)
- (gamma-gTu)-CO-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 58

Ile val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Lys Glu Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val

<210> 59
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)-(gamma-glu)-(gam
ma-gTlu)-CO-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 59

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Glu Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 60
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (D)..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-glu)2-CO
- (CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
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<400> 60

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 61
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-gu)-([2-(2-Amino-ethoxy) -ethoxy]-acety1)-(gamma-glu)-(gamm
a-glu)-Co-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 61

ITe val Leu Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

35
<210> 62
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-(gamma-gTlu) - ([2- (2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(ga
mma-glu)-(gamma-glu)-CO-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> Vval at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 62

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 63

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct
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<222>
<223>

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

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

<400>
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MOD_RES
...
Methylation

MOD_RES

(29)..(29)

Lys at position 29 1is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-(gamma-gTlu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)-(gam
ma-glu)-(gamma-glu)-CO-(CH2)18-COOH

MOD_RES
(38)..(38)

val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

63

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu

1

5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

35

64

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
(D..(1),
MethyTlation

MOD_RES

(29)..(29)

Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with

(gamma-glu) - (gamma-glu) - (gamma-glu) - (gamma-glu)-CO-(CH2) 18-COOH

MOD_RES
(38)..(38)

val at position 38 1is amidated at the C-terminal carboxyl

64

Ile val Leu Ser Leu Asp Val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

35

65

38

PRT

Artificial Sequence

Synthetic Construct

MOD_RES
D..(1D .
MethyTlation

MOD_RES

(29)..(29)

Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-glu)-(ga
mma-glu)-CO-(CH2)18-COOH

MOD_RES
(38)..(38)
val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxyl

65
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Ile val Thr Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Gln Ile Leu Ala Gln val

<210> 66

<211> 38

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> Methylation

<220>

<221> MOD_RES

<222> (29)..(029)

<223> Lys at position 29 is chemically modified through conjugation to
the epsilon-amino group of the K side-chain with
(gamma-glu)-([2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-acety1)2-(gamma-glu)-(ga
mma-glu)-CO-(CH2)18-COOH

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at position 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l

<400> 66

Ile val Thr Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Leu
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys Gln Glu Lys Glu Lys GIn Gln Ala Lys Thr Asn Ala
20 25 30

Glu Ile Leu Ala Gln val

<210> 67
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> METHYLATION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> UNMODIFIED

<220>

<221> MOD_RES
<222> ()..(D
<223> ACETYLATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa at postiion 3 is Leu or Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa at postiion 16 is Leu or Ile

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys at position 20 may be modified as described herein.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (23)..(23)

<223> Lys at position 23 may be modified as described herein.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (25)..(025)

<223> Lys at position 25 may be modified as described herein.

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(030)
<223> Xaa at postiion 30 is Thr or Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (33)..(33)

<223> Xaa at postiion 33 1is Gln, Arg, or Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (@37)..(037)

<223> Xaa at postiion 37 is GlIn, His, or Arg

<220>

<221> MOD_RES

<222> (38)..(38)

<223> val at postiion 38 is amidated at the C-terminal carboxy]l
<400> 67

ITe val Xaa Ser Leu Asp val Pro Ile Gly Leu Leu GIn Ile Leu Xaa
1 5 10 15

Glu GIn Glu Lys GIn Glu Lys Glu Lys GIn GIn Ala Thr Xaa Asn Ala
20 25

Xaa Ile Leu Ala Xaa val

35
<210> 68
<211> 38
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic Construct

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> UNMODIFIED

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> METHYLATION

<220>

<221> MOD_RES
<222> (..
<223> ACETYLATION

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa at position 3 is Leu or Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa at position 10 is Gly or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Lys at position 10 may be modified as described herein.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)

<223> Lys at position 14 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14

<223> Xaa at position 14 is Ile or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (15)..(15)

<223> Lys at position 15 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)

<223> Xaa at position 15 is Leu or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)

<223> Lys at position 16 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa at position 16 is Leu, Ile, or Lys

<220>
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<221> MOD_RES
<222> @A7)..@a7n
<223> Lys at position 17 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (17)..(Q17)

<223> Xaa at position 17 is Glu or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)

<223> Lys at position 18 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (18)..(18)

<223> Xaa at position 18 is GIn or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (19)..(19)

<223> Lys at position 19 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (19)..(19)

<223> Xaa at position 19 is Glu or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys at position 20 may be modified as described herein.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21)..(Q2L)

<223> Lys at position 21 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (RL)..(QL)

<223> Xaa at position 21 is GIn or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (22)..(Q22)

<223> Lys at position 22 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (22)..(Q22)

<223> Xaa at position 22 is Glu or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (23)..(23)

<223> Lys at position 23 may be modified as described herein.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (24)..024

<223> Lys at position 24 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(Q24)

<223> Xaa at position 24 is Glu or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (25)..(025)

<223> Lys at position 25 may be modified as described herein.

<220>

<221> MOD_RES

<222> (26)..(26)

<223> Lys at position 26 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (26)..(26)

<223> Xaa at position 26 is GIn or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> 7)..Q27)

<223> Lys at position 27 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> @7)..Q27)

<223> Xaa at position 27 is GIn or Lys

<220>

<221> MOD_RES

<222> (28)..(28)

<223> Lys at position 28 may be modified as described herein.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (28)..(28)

<223> Xaa at position 28 is Ala or Lys
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

<400>

MOD_RES
(29)..(29)

Lys at position

MISC_FEATURE
(29)..029)
Xaa at position

MOD_RES
(30)..(30)
Lys at position

MISC_FEATURE
(30)..(30)
Xaa at position

MISC_FEATURE
(33)..(@33)

Xaa at position

MISC_FEATURE
@37)..37)

Xaa at position

MOD_RES
(38)..(38)

val at postiion

68

29

29

30

30

33

37

38

may be modified

is Thr or Lys

may be modified

is Thr, Glu, or

is Gln, Arg, or

is Gln, His, or

X21061 Sequences June72017_ST25.txt

as described herein.

as described herein.

Lys

Glu

Arg

is amidated at the C-terminal carboxyl

Ile val Xaa Ser Leu Asp val Pro Ile Xaa Leu Leu GIn Xaa Xaa Xaa
1 5

Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Xaa Lys Xaa Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asn Ala
20 25

Xaa ITe Leu Ala Xaa Vval

35
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