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DESCRIPCION
Andlogos de glucagén que muestran solubilidad y estabilidad fisiolégicas
Antecedentes

Se produce hipoglucemia cuando los niveles de glucosa en sangre bajan demasiado para proporcionar suficiente
energia para las actividades del cuerpo. En adultos o nifios mayores de 10 afios, la hipoglucemia es poco comun
excepto como un efecto secundario del tratamiento de la diabetes, pero puede resultar de otras medicaciones o
enfermedades, deficiencias hormonales o enzimaticas o tumores. Cuando la glucosa en sangre comienza a caer, el
glucagén, una hormona producida por el pancreas, sefializa al higado para que degrade glucégeno y libere glucosa,
provocando que los niveles de glucosa en sangre aumenten hacia un nivel normal. Sin embargo, para los diabéticos,
esta respuesta del glucagon a la hipoglucemia puede estar alterada, haciendo mas dificil que los niveles de glucosa
vuelvan al intervalo normal.

La hipoglucemia es un acontecimiento con peligro para la vida que requiere atencion médica inmediata. La
administracion de glucagén es una medicacion establecida para el tratamiento de la hipoglucemia aguda y puede
restaurar los niveles normales de glucosa en un periodo de minutos desde la administracién. Cuando se usa
glucagén en el tratamiento médico agudo de la hipoglucemia, se solubiliza una forma cristalina de glucagdn con un
tampon de acido diluido y la solucién se inyecta por via intramuscular. Aunque este tratamiento es eficaz, la
metodologia es incémoda y peligrosa para alguien que esta semiconsciente. En consecuencia, existe la necesidad
de un analogo de glucagén que mantenga el rendimiento biolégico de la molécula parental pero sea suficientemente
soluble y estable, en condiciones fisioldgicas relevantes. De modo que puede pre-formularse como una solucién,
lista para inyeccion.

Adicionalmente, se recomienda a los diabéticos que mantengan niveles de glucosa en sangre casi normales para
retardar o prevenir las complicaciones microvasculares. La consecucion de este objetivo habitualmente requiere
terapia de insulina intensiva. Al intentar conseguir este objetivo, los médicos se han encontrado con un aumento
sustancial de la frecuencia y gravedad de la hipoglucemia en sus pacientes diabéticos. En consecuencia, son
necesarios productos farmacéuticos y metodologias mejorados para tratar la diabetes que tengan menos
probabilidades de inducir hipoglucemia que las terapias de insulina actuales.

Como se describe en el presente documento, se proporcionan agonistas del glucagén de alta potencia que muestran
estabilidad biofisica y solubilidad acuosa potenciadas. Estos compuestos pueden usarse de acuerdo con una
realizacién para preparar soluciones pre-formuladas listas para inyeccién para tratar hipoglucemia. Como alternativa,
los agonistas de glucagon pueden co-administrarse con insulina para tamponar los efectos de la insulina para
permitir un mantenimiento mas estable de los niveles de glucosa en sangre. Ademas, otros usos beneficiosos de
composiciones que comprenden los péptidos de glucagéon modificados desvelados en el presente documento se
describen en detalle posteriormente.

Sumario
La invencion proporciona un péptido como se define en la reivindicacién 1.

De acuerdo con un aspecto los péptidos de glucagén desvelados en el presente documento se modifican por la
adicion de un segundo péptido al extremo carboxilo terminal del péptido de glucagén. En una realizaciéon un péptido
de glucagon esta unido covalentemente mediante un enlace peptidico con un segundo péptido, en el que el segundo
péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N%: 19, SEC ID N°: 20 y SEC ID
Ne: 21.

De acuerdo con una realizaciéon se proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende los péptidos de
glucagén nuevos desvelados en el presente documento. En una realizacién, las composiciones farmacéuticas
comprenden soluciones que estan esterilizadas y contenidas dentro de diversos envases. Las composiciones
farmacéuticas pueden envasarse adicionalmente como parte de un kit que incluye un dispositivo desechable para
administrar la composicién a un paciente.

Los péptidos o composiciones pueden usarse para tratar rapidamente la hipoglucemia usando una composicion
acuosa pre-formulada. El método comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una solucién acuosa
que comprende un péptido de glucagén modificado nuevo de la presente divulgacién. En una realizacion, el péptido
de glucagon esta pegilado en la posicién 21 o 24 del péptido de glucagén y la cadena de PEG tiene un peso
molecular de aproximadamente 500 a aproximadamente 5.000 Dalton. La solucién de glucagén modificada puede
pre-envasarse en un dispositivo que se usa para administrar la composicion al paciente que padece hipoglucemia.

Los péptidos o composiciones pueden usarse en un método que se proporciona para regular los niveles de glucosa
en sangre en pacientes dependientes de insulina. El método comprende las etapas de administrar insulina en una
cantidad terapéuticamente eficaz para el control de la diabetes y administrar un péptido de glucagdn modificado
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nuevo de la presente divulgacion en una cantidad terapéuticamente eficaz para la prevencion de hipoglucemia, en el
que dichas etapas de administracién se realizan en un intervalo de doce horas entre si. En una realizacién el péptido
de glucagon y la insulina se co-administran como una Unica composicién, en la que el péptido de glucagon esta
pegilado con una cadena de PEG que tiene un peso molecular seleccionado del intervalo de aproximadamente
5.000 a aproximadamente 40.000 Dalton.

Los péptidos o composiciones pueden usarse en un método para inducir la paralisis temporal del tracto intestinal. El
método comprende la etapa de administrar uno 0 mas de los péptidos de glucagéon pegilados desvelados en el
presente documento a un paciente.

Los péptidos o composiciones pueden usarse en un método para reducir el aumento de peso o inducir la pérdida de
peso, en el que el aminoacido 29 del péptido de glucagdn esta unido con un segundo péptido mediante un enlace
peptidico, y dicho segundo péptido comprende la secuencia de SEC ID N%: 19, SEC ID N2 20 o SEC ID N%: 21. En
una realizacién el péptido de glucagoén esta pegilado.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico de barras que representa la estabilidad de Glucagén Cy321-maleimidoPEG5K a 37 °C
incubado durante 24, 48, 72, 96, 144 y 166 horas, respectivamente.

La Fig. 2 representa los datos generados del andlisis de HPLC de Glucagén Cys®'-maleimidoPEGsk a pH 5
incubado a 37 °C durante 24, 72 o 144 horas, respectivamente.

Descripcion detallada
Definiciones

Al describir y reivindicar la invencion, se usara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones expuestas a
continuacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera de
los vehiculos farmacéuticos convencionales, tales como una solucién salina tamponada con fosfato, agua,
emulsiones tales como emulsién de aceite/agua o agua/aceite y diversos tipos de agentes humectantes. La
expresion también abarca cualquiera de los agentes aprobados por una agencia reguladora del Gobierno Federal de
los Estados Unidos o enumerado en la Farmacopea de los Estados Unidos para su uso en animales, incluyendo
seres humanos.

Como se usa en el presente documento la expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a sales de
compuestos que conservan la actividad biolégica del compuesto parental, y que no son indeseables biol6gicamente
o de otro modo. Muchos de los compuestos desvelados en el presente documento son capaces de formar sales de
acidos y/o bases en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos similares a los mismos.

Pueden prepararse sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables a partir de bases inorganicas y
organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas, incluyen solamente como ejemplo sales de sodio, potasio, litio,
amonio, calcio y magnesio. Las sales derivadas de bases organicas incluyen, pero sin limitacion, sales de aminas
primarias, secundarias y terciarias.

Pueden prepararse sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables a partir de acidos inorganicos y
organicos. Las sales derivadas de acidos inorganicos incluyen acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico,
acido nitrico, acido fosférico y similares. Las sales derivadas de acidos organicos incluyen acido acético, acido
propidnico, acido glicélico, acido pirtvico, acido oxalico, acido malico, acido maldnico, acido succinico, acido
maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cindmico, acido mandélico, acido
metanolsulfonico, acido etanosulfénico, acido p-tolueno-sulfénico, acido salicilico y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar” incluye profilaxis del trastorno o afeccion especifico, o
alivio de los sintomas asociados con un trastorno especifico o afeccién especifica y/o prevencion o eliminacion de
dichos sintomas.

Como se usa en el presente documento una cantidad “eficaz” o una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un
péptido de glucagén se refieren a una cantidad no téxica pero suficiente del péptido para proporcionar el efecto
deseado. Por ejemplo, un efecto deseado seria la prevencién o tratamiento de la hipoglucemia. La cantidad que es
“eficaz” variara entre sujetos, dependiendo de la edad y la condicién general del individuo, el modo de administracién
y similares. Por lo tanto, no siempre es posible especificar una “cantidad eficaz” exacta. Sin embargo, puede
determinarse una cantidad “eficaz” apropiada en cualquier caso individual por un experto en la materia usando
experimentacion rutinaria.
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El término “parenteral” significa no a través del canal alimentario sino por alguna otra via tal como subcutanea,
intramuscular, intraespinal o intravenosa.

Un “péptido de glucagon” como se usa en el presente documento incluye cualquier péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos como se define en la reivindicacion 1.

La expresién “agonista de glucagon” se refiere a un complejo que comprende un péptido de glucagon.

Como se usa en el presente documento un “derivado agonista de glucagén” es un péptido de glucagén que se ha
modificado para incluir una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas en una o mas posiciones 5, 7, 10, 12,
13, 14,17, 18,19, 20, 21, 24, 28 0 29.

Como se usa en el presente documento, una “sustitucién” de aminoacidos se refiere al reemplazo de un resto de
aminoacido por un resto de aminoacido diferente.

Como se usa en el presente documento, la expresién “sustitucion de aminoacidos conservativa” se define en el
presente documento como intercambios dentro de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Restos pequefios alifaticos, no polares o ligeramente polares:
Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;
Il. Restos polares, con carga negativa y sus amidas:
Asp, Asn, Glu, GIn;
Ill. Restos polares, con carga positiva:
His, Arg, Lys; Ornitina (Orn)
IV. Restos grandes, alifaticos, no polares:
Met, Leu, lle, Val, Cys, Norleucina (Nle), homocisteina
V. Restos grandes aromaticos:
Phe, Tyr, Trp, acetil fenilalanina

Como se usa en el presente documento, el término general “polietilenglicol” o “PEG”, se refiere a mezclas de
polimeros de condensacion de 6xido de etileno y agua, en una cadena ramificada o sencilla, representada por la
férmula general HLOCH2CH3),OH, en la que n es al menos 9. Sin ninguna caracterizacion adicional, se pretende que
el término incluya polimeros de etilenglicol con un peso molecular total medio seleccionado del intervalo de 500 a
40.000 Dalton. “Polietilenglicol” o “PEG” se usa en combinaciéon con un sufijo numérico para indicar el peso
molecular medio aproximado del mismo. Por ejemplo, PEG-5.000 se refiere a polietilenglicol que tiene un peso
molecular total medio de aproximadamente 5.000.

Como se usa en el presente documento, el término “pegilado” y términos similares se refieren a un compuesto que
se ha modificado desde su estado nativo uniendo un polimero de polietilenglicol con el compuesto. Un “péptido de
glucagon pegilado” es un péptido de glucagén que tiene una cadena de PEG unida covalentemente con el péptido
de glucagon.

Como se usa en el presente documento se pretende que una referencia general a un péptido abarque péptidos que
tienen extremos amino y carboxilo terminal modificados. Por ejemplo, se pretende que una cadena de aminoacidos
que comprende un grupo amida en lugar del acido carboxilico terminal esté abarcada por una secuencia de
aminoacidos que designa los aminoacidos convencionales.

Como se usa en el presente documento un “enlazador” es un enlace, molécula o grupo de moléculas que une dos
entidades separadas entre si. Los enlazadores pueden proporcionar separacién 6ptima de las dos entidades o
pueden proporcionar ademas un enlace labil que permite que las dos entidades se separen entre si. Los enlaces
labiles incluyen grupos fotoescindibles, restos labiles por acido, restos labiles por base y grupos escindibles por
enzimas.

Como se usa en el presente documento un “dimero” es un complejo que comprende dos subunidades unidas
covalentemente entre si mediante un enlazador. El término dimero, cuando se usa sin ningn sentido calificador,
abarca tanto homodimeros como heterodimeros. Un homodimero comprende dos subunidades idénticas, mientras
que un heterodimero comprende dos subunidades que difieren, aunque las dos subunidades son sustancialmente
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similares entre si.
Realizaciones

Una realizacion de la presente invencion se dirige a una agonista de glucagdn que se ha modificado en relaciéon con
el péptido de tipo silvestre de His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gin-
Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEC ID N2 1) para mejorar la solubilidad y estabilidad del péptido en
soluciones acuosas a pH fisiolégico, conservando a la vez la actividad biologica del péptido nativo. De acuerdo con
un aspecto, los solicitantes han descubierto que la introduccién de grupos hidréfilos en la posicion 24 del péptido
nativo puede mejorar la solubilidad y estabilidad del analogo de glucagén resultante en soluciones que tienen un pH
fisiologico.

De acuerdo con una realizacion el resto de lisina en la posicion 12 del péptido nativo se sustituye con arginina y se
inserta una Unica sustitucion de lisina para el aminoacido presente en la posicion 17.

La cadena de polietilenglicol puede estar en forma de una cadena sencilla o puede ser ramificada. De acuerdo con
una realizacion, la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado del intervalo de
aproximadamente 500 a aproximadamente 10.000 Dalton. En una realizacién la cadena de polietilenglicol tiene un
peso molecular medio seleccionado del intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Dalton. En
una realizacién la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado del intervalo de
aproximadamente 2.000 aproximadamente 5.000 Dalton. En una realizacion la cadena de polietilenglicol tiene un
peso molecular medio seleccionado del intervalo de aproximadamente 4.000 a aproximadamente 5.000 Dalton.

En una realizacion, el agonista de glucagén comprende el péptido de SEC ID N2 8. En una realizacion, el
aminoacido terminal de los péptidos de glucagén de la presente invencidn tiene un grupo amida en lugar del grupo
de acido carboxilico que esta presente en el aminoacido nativo.

Como se describe en detalle en los Ejemplos, los agonistas de glucagon de la presente invencion tienen estabilidad
biofisica y solubilidad acuosa potenciadas conservando a la vez la bioactividad del péptido nativo, tanto en términos
de potencia como en selectividad en los receptores de glucagén. En consecuencia, se cree que los agonistas de
glucagén de la presente invencién son adecuados para cualquier uso que se ha descrito previamente para el péptido
de glucagén nativo. En consecuencia, los péptidos de glucagéon modificados descritos en el presente documento
pueden usarse para tratar la hipoglucemia, para inducir paralisis temporal del intestino para usos radiolégicos, para
reducir y mantener el peso corporal, o tratar otras enfermedades metabdlicas que resultan de bajos niveles en
sangre de glucagoén.

Un aspecto de la presente divulgacién se refiere a una solucién acuosa pre-formulada del agonista de glucagén
desvelado en el presente documento para su uso en el tratamiento de la hipoglucemia. La estabilidad y solubilidad
mejoradas de las composiciones de agonista descritas en el presente documento permiten la preparacion de
soluciones acuosas pre-formuladas de glucagén para rapida administracion y tratamiento de hipoglucemia. En una
realizacién, se proporciona una solucién que comprende un agonista de glucagén pegilado para su administraciéon a
un paciente que padece hipoglucemia, en el que el peso molecular total de las cadenas de PEG unidas con el
agonista de glucagon pegilado esta entre aproximadamente 500 y aproximadamente 5.000 Dalton. En un aspecto de
la divulgacion el agonista de glucagén pegilado comprende un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEC
ID N%: 3 y los derivados de agonista de glucagén de SEC ID N2 3 en el que la cadena lateral de un resto de
aminoacido en la posicion 24 de dicho péptido de glucagén esta unida covalentemente con la cadena de
polietilenglicol.

El método para tratar hipoglucemia comprende las etapas de administrar los agonistas de glucagén desvelados en el
presente documento con pacientes usando cualquier via convencional de administracién, incluyendo por via
parental, tal como por via intravenosa, por via subcutanea o por via intramuscular, por via transdérmica, por via
rectal, por via oral, por via nasal o por inhalacién. En un aspecto la composiciéon se administra por via subcutanea o
por via intramuscular. En un aspecto, la composicion se administra por via parenteral y la composicion de glucagén
se preenvasa en una jeringa. En un aspecto la composiciéon de glucagén para administrar para tratar a un individuo
que padece hipoglucemia se proporciona como dos soluciones separadas. La primera solucién comprende el
agonista de glucagén en una solucién acuosa a un pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 5,5. En una
realizacién la primera solucion tiene un pH de aproximadamente 5,0. La segunda solucién acuosa esta a un pH
mayor de 7,0 de modo que cuando la primera solucion se mezcla con la segunda solucién el pH de la mezcla
resultante es aproximadamente a pH fisioldgico. En un aspecto, después de la mezcla de la primera y segunda
soluciones, el pH de la mezcla resultante es de aproximadamente 7,4. En un aspecto la primera y segunda
soluciones estan contenidas dentro de un Unico recipiente y separadas entre si por una valvula o sello en el que tras
la apertura de la valvula, o rotura del sello, las dos soluciones se mezclan para proporcionar una composiciéon que
comprende un péptido de glucagon y vehiculo farmacéuticamente aceptable en el que el pH de la composicion esta
a un pH fisiolégicamente aceptable. De esta manera, el recipiente que comprende las dos soluciones puede
almacenarse durante periodos largos de tiempo. En un momento de necesidad las dos soluciones pueden
mezclarse y administrarse rapidamente al paciente.
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Sorprendentemente, los solicitantes han descubierto que pueden prepararse péptidos de glucagén pegilados que
conservan la bioactividad y especificidad del péptido parental. Sin embargo, el aumento de la longitud de la cadena
de PEG, o la unién de multiples cadenas de PEG al péptido, de modo que el peso molecular total del PEG unido sea
mayor de 5000 Dalton, comienza a retardar la accién temporal del glucagén modificado. De acuerdo con una
realizacién, se proporciona un péptido de glucagon en el que el péptido comprende una o mas cadenas de
polietilenglicol, en el que el peso molecular total del PEG unido es mayor de 5.000 Dalton, y en una realizacién es
mayor de 10.000 Dalton. Dichos péptidos de glucagén modificado tienen un tiempo de actividad retardado pero sin
pérdida de la bioactividad. En consecuencia, dichos compuestos pueden administrarse de forma profilactica para
extender el efecto del péptido de glucagdén administrado.

En un aspecto de la divulgacion el agonista de glucagén pegilado comprende un péptido seleccionado del grupo que
consiste en SEC ID N2 3 y derivados de agonista de glucagon de SEC ID N¢: 3, en el que la cadena lateral de un
resto de aminoacido en la posicion 24 de dicho péptido de glucagon esta unido covalentemente con una o mas
cadenas de polietilenglicol que tienen un peso molecular combinado de mas de aproximadamente 10.000 Dalton, y
en una realizacion el peso molecular de la cadena o las cadenas de PEG es mayor de 10.000 y menor de o igual a
40.000 Dalton.

Los péptidos de glucagdn que se han modificado para unirse covalentemente con una cadena de PEG que tiene un
peso molecular de més de 10.000 Dalton pueden administrarse junto con insulina para tamponar las acciones de la
insulina y ayudar a mantener los niveles de glucosa en sangre estables en diabéticos. Los péptidos de glucagon
modificados de la presente divulgacion pueden coadministrarse con insulina como una Unica composicion,
administrarse simultdneamente como soluciones separadas o, como alternativa, la insulina y el péptido de glucagén
modificado pueden administrarse en momentos diferentes entre si. En una realizacién, la composicién que
comprende insulina y la composicion que comprende el péptido de glucagén modificado se administran en un
intervalo 12 horas entre si. La relacion exacta del péptido de glucagon modificado en relacion con la insulina
administrada dependera en parte de la determinacién de los niveles de glucagon del paciente, y pueden
determinarse mediante experimentacion rutinaria.

De acuerdo con un aspecto de la divulgacién se proporciona una solucion acuosa que comprende insulina y un
péptido de glucagén modificado de la invencién que comprende una cadena de polietilenglicol unida covalentemente
con una cadena lateral de aminodcido en la posicion 24.

La presente divulgacion también abarca péptidos de fusion de glucagén en los que se ha fusionado un segundo
péptido con el extremo ¢ terminal del péptido de glucagdn. Mas particularmente, el péptido de glucagon de fusién
puede comprender un agonista de glucagon derivado de SEC ID N2 1 que comprende ademas una secuencia de
aminodcidos de SEC ID N2 19 (GPSSGAPPPS), SEC ID N%: 20 (KRNRNNIA) o SEC ID N%: 21 (KRNR) unida con el
aminodcido 29 del péptido de glucagén. En una realizacién la secuencia de aminoacidos de SEC ID N% 19
(GPSSGAPPPS), SEC ID N¢: 20 (KRNRNNIA) o SEC ID N2: 21 (KRNR) esta unida con el aminoacido 29 del péptido
de glucagén mediante un enlace peptidico. En un aspecto de la invencion la parte peptidica de glucagén del péptido
de fusién de glucagoén se selecciona del grupo que consiste en SEC ID N%: 3, SEC ID N2: 8 y en el que la cadena de
PEG se selecciona del intervalo de 500 a 40.000 Dalton. Mas particularmente, en un aspecto de la invencion el
segmento de péptido de glucagon se selecciona de SEC ID N2 8 en el que la cadena de PEG se selecciona del
intervalo de 500 a 5.000.

En un aspecto de la divulgacién se proporciona un péptido de fusién de glucagén que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N 1, unido covalentemente con la secuencia de SEC ID N¢% 19
(GPSSGAPPPS) o SEC ID N¢: 21, en el que la cadena de PEG, cuando esta presente, se selecciona del intervalo de
500 a 40.000 Dalton. En un aspecto de la divulgacién el péptido de fusidon comprende un péptido de glucagén
seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N2 1, unido covalentemente con la secuencia de SEC ID N2%: 19
(GPSSGAPPPS) o SEC ID N2: 21. En otro aspecto de la divulgacién el péptido de fusién comprende un péptido de
glucagon seleccionado de SEC ID N2: 8, secuencia de SEC ID N2: 19 (GPSSGAPPPS) o SEC ID N¢: 21.

En un aspecto de la divulgacion la composicion comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID N2 3 y SEC ID N2 8 unidos covalentemente con la secuencia de SEC ID N 20 (KRNRNNIA). En una
realizacién el péptido de fusiébn comprende un péptido de glucagon seleccionado de SEC ID N2 8, unido
covalentemente con la secuencia de SEC ID N% 20 (KRNRNNIA). En otra realizacion, el péptido de fusién
comprende un péptido de glucagén seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N: 8, unido covalentemente con
la secuencia de SEC ID N2 20 (KRNRNNIA).

De acuerdo con una realizacion los péptidos de glucagén modificados desvelados en el presente documento se
usan para inducir la pardlisis temporal del tracto intestinal. Este método tiene utilidad para fines radioldgicos y
comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un péptido
de glucagon pegilado. En una realizacion la cadena de PEG tiene un peso molecular de aproximadamente 500 a
aproximadamente 5.000 Dalton.
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En una realizacién adicional la composicion usada para inducir paralisis temporal del tracto intestinal comprende un
primer péptido de glucagén modificado y un segundo péptido de glucagén modificado, en el que el primer péptido
modificado comprende una cadena de PEG unida covalentemente de aproximadamente 500 a aproximadamente
5.000 Dalton y el segundo péptido comprende una cadena de PEG unida covalentemente de aproximadamente
10.000 a aproximadamente 40.000 Dalton. En esta realizacién la cadena de PEG de cada péptido esta unida
covalentemente con un resto de aminoacido en la posicién 24 de los péptidos respectivos, e independientemente
entre si.

Se ha indicado que la oxintomodulina, una hormona digestiva de origen natural hallada en el intestino delgado,
provoca pérdida de peso cuando se administra a ratas o seres humanos (véase Diabetes 2005; 54: 2390-2395). La
oxintomodulina es un péptido de 37 aminoacidos que contiene la secuencia de 29 aminoacidos de glucagon (es
decir SEC ID N¢ 1) seguida de una extension carboxilo terminal de 8 aminoacidos SEC ID N°: 20 (KRNRNNIA). En
consecuencia, los solicitantes creen que la bioactividad de la oxintomodulina puede conservarse (es decir supresion
del apetito y pérdida de peso/mantenimiento de peso inducido), mejorando a la vez la solubilidad y estabilidad del
compuesto y mejorando la farmacocinética, sustituyendo la parte de péptido de glucagén de oxintomodulina con los
péptidos de glucagén modificados desvelados en el presente documento. Ademas los solicitantes también creen que
una molécula de oxintomodulina truncada que tenga los cuatro aminoacidos terminales retirados también sera eficaz
en la supresién del apetito e inducciéon de pérdida de peso/mantenimiento de peso.

En consecuencia, la presente invencion también abarca los péptidos de glucagéon modificados de la presente
invencion que tienen una extension carboxilo terminal de SEC ID N2: 20 (KRNRNNIA) o SEC ID N®: 21. De acuerdo
con una realizacion se administra un derivado de agonista de glucagon de SEC ID N2 1 que comprende ademas la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 20 (KRNRNNIA) o SEC ID N%: 21 unida con el aminoacido 29 del péptido
de glucagdn a individuos para inducir la pérdida de peso o prevenir el aumento de peso. En otro aspecto de la
divulgacién un método para reducir el aumento de peso o inducir la pérdida de peso en un individuo comprende
administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende un agonista de glucagén que comprende un
péptido de glucagén seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N2 3 en el que el amino&cido 29 del péptido de
glucagén esta unido con un segundo péptido a través de un enlace peptidico, y dicho segundo péptido comprende la
secuencia de SEC ID N2: 20 (KRNRNNIA) o SEC ID N¢: 21.

La exendina-4 es un péptido compuesto de 39 aminoacidos. Es un estimulador potente de un receptor conocido
como GLP-1. También se ha indicado que este péptido suprime el apetito e induce a la pérdida de peso. Los
solicitantes han descubierto que la secuencia terminal de Exendina-4 cuando se afiade en el extremo carboxilo
terminal de glucagén mejora la solubilidad y estabilidad del glucagdn sin comprometer la bioactividad del glucagon.
En una realizacion los diez aminoacidos terminales de Exendina-4 (es decir la secuencia de SEC ID N% 19
(GPSSGAPPPS)) estan unidos con el extremo carboxilo terminal de un péptido de glucagén de la presente
divulgaciéon. Se anticipa que estas proteinas de fusion tienen actividad farmacologica para suprimir el apetito e
inducir el mantenimiento de peso/pérdida de peso. En una realizacion el aminoacido terminal de la extension de SEC
ID N2: 19 comprende un grupo amida en lugar del grupo carboxilo.

En un aspecto de la divulgacion un método para reducir el aumento de peso o inducir la pérdida de peso en un
individuo comprende administrar una cantidad eficaz de una composiciéon que comprende un agonista de glucagoén
que comprende un péptido de glucagdn seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N%: 1, SEC ID N%: 3 y SEC
ID N¢: 8, en el que el aminodacido 29 del péptido de glucagdn esta unido con un segundo péptido mediante un enlace
peptidico, y dicho segundo péptido comprende la secuencia de SEC ID N2 19 (GPSSGAPPPS). En un aspecto el
péptido de glucagén del agonista de glucagén se selecciona del grupo que consiste en SEC ID N2: 1, SEC ID N%: 3y
SEC ID N2 8, en el que el peso molecular de la cadena de PEG cuando esta presente se selecciona del intervalo de
500 a 40.000 Dalton.

En otro ejemplo se administra una composicién a un paciente para suprimir el apetito, prevenir el aumento de peso
y/o inducir la pérdida de peso por la administracién de una composicion farmacéutica que comprende un primer
péptido de glucagdn pegilado y un segundo péptido de glucagén pegilado, en la que el primer y segundo péptidos
son péptidos de fusion que comprenden una extension de péptido c-terminal que comprende SEC ID N¢: 19
(GPSSGAPPPS). El primer péptido de glucégeno pegilado comprende un PEG unido covalentemente de
aproximadamente 500 a aproximadamente 10.000 Dalton y el segundo péptido de glucagéon pegilado comprende
una cadena de PEG unida covalentemente de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 40.000 Dalton.

La presente divulgacion también abarca multimeros de los péptidos de glucagén modificados desvelados en el
presente documento. Dos o mas de los péptidos de glucagén modificados pueden unirse entre si usando agentes de
enlace convencionales y procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, pueden formarse
dimeros entre dos péptidos de glucagéon modificados mediante el uso de reticuladores de tiol bifuncionales y
reticuladores de amina bifuncionales, particularmente para los péptidos de glucagén que se han sustituido con restos
de cisteina, lisina, ornitina, homocisteina o acetil fenilalanina (por ejemplo SEC ID N¢: 3). El dimero puede ser un
homodimero o como alternativa puede ser un heterodimero. En un aspecto de la divulgacion el dimero comprende
un homodimero de un péptido de fusion de glucagén en el que la parte de péptido de glucagébn comprende un
derivado agonista de SEC ID N2 1 y comprendiendo el segundo péptido una secuencia de aminoacidos de SEC ID
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Ne: 19 (GPSSGAPPPS), SEC ID N2 20 (KRNRNNIA) o SEC ID N2 21 (KRNR) unida con el aminoacido 29 del
péptido de glucagon. En otro aspecto de la divulgacion el dimero comprende un homodimero de un derivado de
agonista de glucagén de SEC ID N2 1, en el que el péptido de glucagéon comprende ademas una cadena de
polietilenglicol unida covalentemente con la posicion 24 del péptido de glucagén.

Los péptidos de glucagéon modificados de la presente invencién pueden proporcionarse de acuerdo con un aspecto
como parte de un kit. En un aspecto el kit se proporciona con un dispositivo para administrar el glucagén a un
paciente. El kit puede incluir diversos recipientes, por ejemplo, frascos, tubos, botellas y similares. Preferentemente,
los kits también incluiran instrucciones para su uso. De acuerdo con una realizacién el dispositivo del kit es un
dispositivo de dispersion de aerosol, en el que la composicion esta pre-envasada dentro del dispositivo de aerosol.
En otra realizacion el kit comprende una jeringa y una aguja, y en una realizacion la composicion de glucagon esta
pre-envasada dentro de la jeringa. Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse por métodos
sintéticos convencionales, técnicas de ADN recombinante o cualquier otro método para preparar péptidos y
proteinas de fusion. Aunque ciertos aminoacidos no naturales no pueden expresarse por técnicas de ADN
recombinante convencionales, se conocen en este campo técnicas para su preparacion. Pueden sintetizarse
compuestos de la presente invencion que abarcan partes no peptidicas mediante reacciones de quimica organica
convencionales, ademas de reacciones de quimica peptidica convencionales cuando sea aplicable.

Ejemplos
Protocolo de Sintesis General:

Se sintetizaron analogos de glucagén usando acoplamiento sencillo “Fast Boc” activado por HBTU comenzando
desde 0,2 mmoles de resina de Boc Thr(OBzl)Pam en un sintetizador peptidico Applied Biosystem 430 A modificado.
Se obtuvieron aminoacidos Boc y HBTU de Midwest Biotech (Fishers, IN). Los grupos protectores de cadena lateral
usados fueron:

Arg(Tos), Asn(Xan), Asp(OcHex), Cys(pMeBzl), His(Bom), Lys(2CI-Z), Ser(OBzl), Thr(OBzl), Tyr(2Br~2) y
Trp(CHO). El grupo protector de cadena lateral en el His N-terminal fue Boc.

Cada resina de peptidilo completada se traté con una solucion de piperidina al 20 % en dimetilformamida para retirar
el grupo formilo del triptéfano. Se realizaron escisiones de fluoruro de hidrégeno liquido en presencia de p-cresol y
dimetilsulfuro. La escisién se proces6 durante 1 hora en un bafo de hielo usando un aparato HF (Penninsula Labs).
Después de la evaporacion del HF, el resto se suspendi6é en dietil éter y los materiales sélidos se filtraron. Cada
péptido se extrajo en 30-70 ml de acido acético acuoso y se analizé una alicuota diluida por HPLC [Beckman System
Gold, Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm, tampén A = TFA 0,1 %, B = TFA 0,1%/acetonitrilo 90 %,
gradiente de 10 % a 80 % B durante 10 min].

Se realiz6 purificacion en una FPLC sobre una columna Kromasil CI8 de 2,2 x 25 cm controlando a la vez la UV a
214 nm y recogiendo fracciones de 5 minutos. Las fracciones homogéneas se combinaron y se liofilizaron para
proporcionar una pureza de producto de >95 %. La masa molecular y pureza correctas se confirmaron usando el
analisis espectral de masas MALDI.

Protocolo de Pegilacién General: (Cys-maleimido)

Normalmente, el analogo de Cys de glucagén se disuelve en solucion salina tamponada con fosfato (5-10 mg/ml) y
se afade acido etilendiaminotetraacético 0,01 M (10-15 % del volumen total). Se ahade reactivo de maleimido
metoxi PEG en exceso (2 veces) (Nektar) y la reaccién se agita a temperatura ambiente controlando a la vez el
progreso de la reaccién por HPLC. Después de 8-24 horas, la mezcla de reaccidon se acidifica y se carga en una
columna de fase inversa preparatoria para purificacion usando gradiente de TFA 0,1 %/acetonitrilo. Las fracciones
apropiadas se combinaron y se liofilizaron para proporcionar los derivados pegilados deseados.

EJEMPLO 1
Sintesis de Glucagon Cys' (1-29) y analogos similares de MonoCys

Se introdujeron 0,2 mmoles de resina Boc Thr(OBzl) Pam (SynChem Inc) en un recipiente de reaccion a 60 ml y la
siguiente secuencia y se procesd en un Sintetizador Peptidico Applied Biosystem 43 0A modificado usando
acoplamientos individuales activados por HBTU FastBoc.

HSQGTFTSDYSKYLDSCRAQDFVQWLMNT (SEC ID N9 28). Se usaron los siguientes grupos protectores de
cadena lateral: Arg(Tos), Asp(OcHex), Asn(Xan), Cys(pMeBzl), Glu(OcHex), His(Boc), Lys(2CI-Z), Ser(Bzl), Thr(Bzl),
Trp(CHO) y Tyr(Br-Z). La resina de peptidilo completada se traté con piperidina/dimetilformamida al 20 % para retirar
la proteccion de Trp formilo, después se transfirid6 a un recipiente de reaccién de HF y se sec6é en vacio. Se
anadieron 1,0 ml de p-cresol y 0,5 ml de dimetil sulfuro junto con una barra de agitacion magnética. El recipiente se
unié al aparato HF (Pennisula Labs), se enfrié en un bafo de hielo seco/metanol, se evacué y se condensaron en él
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10 ml de fluoruro de hidrégeno liquido. La reaccién se agité en un bafio de hielo durante 1 h, después se retiré el HF
en vacio. El resto se suspendié en etil éter; los sélidos se filtraron, se lavaron con éter, y el péptido se extrajo en 50
ml de &cido acético acuoso. Se realizé una HPLC analitica [Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm, tampédn
A de TFA 0,1 %, tampdn B de TFA 0,1 %/ACN 90 %, gradiente = 10 % B a 80 % B durante 10 min] con una pequefa
muestra del extracto de escision. El extracto restante se cargd en una columna de fase inversa preparatoria Kromasil
CI8 de 2,2 x 25 cm y se proces6 un gradiente de acetonitrilo usando un sistema de FPLC Pharmacia. Se recogieron
fracciones de 5 min controlando a la vez la UV a 214 nm (2,0 A). A= TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/acetonitrilo 50 %.
Gradiente = 30 % B a 100 % B durante 450 min.

Las fracciones que contenian el producto mas puro (48-52) se combinaron congeladas, y se liofilizaron para
proporcionar 30,1 mg. Un andlisis de HPLC del producto demostré una pureza de >90 % y el analisis espectral de
masas MALDI demostré la masa deseada de 3429,7. Se prepararon de forma similar Glucagén Cys?', Glucagon
Cys®* y Glucagon Cys®.

EJEMPLO 2
Sintesis de Glucagén-Cex y otros analogos extendidos en C-terminal.

Se colocaron 285 mg (0,2 mmoles) de resina de metoxibenzidrilamina (Midwest Biotech) en un recipiente de
reaccion de 60 ml y se introdujo la siguiente secuencia y se proces6 en un sintetizador peptidico Applied Biosystems
43 0A modificado usando acoplamientos individuales activados por HBTU FastBoc.

HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS (SEC ID N°: 29)

Se usaron los siguientes grupos protectores de cadena lateral: Arg(Tos), Asp(OcHex), Asn(Xan), Cys(pMeBzl),
Glu(OcHex), His(Boc), Lys(2CI-Z), Ser(Bzl), Thr(Bzl), Trp(CHO) y Tyr(Br-Z). La resina de peptidilo completada se
traté con piperidina/dimetilformamida al 20 % para retirar la proteccion de Trp formilo, después se transfirié al
recipiente de reacciéon de HF y se sec6 en vacio. Se anadieron 1,0 ml de pcresol y 0,5 ml de dimetil sulfuro junto
con una barra de agitacion magnética. El recipiente se unié al aparato HF (Pennisula Labs), se enfri6 en un bafio de
hielo seco/metanol, se evacué y se condensaron en él aproximadamente 10 ml de fluoruro de hidrégeno liquido. La
reaccion se agité en un bafno de hielo durante 1 h, después el HF se retird en vacio. El resto se suspendio6 en etil
éter; los soélidos se filtraron, se lavaron con éter, y el péptido se extrajo a 50 ml de acido acético acuoso. Se realizé
una HPLC analitica [Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm, tampo6n A de TFA 0,1 %, tampén B de TFA 0,1
%/ACN 90 %, gradiente = 10 % B a 80 % B durante 10 min] en una alicuota del extracto de escision. El extracto se
carg6 en una columna de fase inversa preparatoria Kromasil CI8 de 2,2 x 25 cm y se proces6 un gradiente de
acetonitrilo para elucion usando un sistema de FPLC de Pharmacia. Se recogieron fracciones de 5 min controlando
alavezlaUVa214 nm (2,0 A). A=TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/acetonitrilo 50 %. Gradiente = 30 % B a 100 % B
durante 450 min. Las fracciones 58-65 se combinaron, se congelaron y se liofilizaron para proporcionar 198,1 mg.

El analisis de HPLC mostré una pureza de mas del 95 %. El analisis espectral de masas MALDI mostro la presencia
de la masa tedrica deseada de 4316,7 con el producto como una amida C-terminal. La oxintomodulina y
oxintomodulina-KRNR se prepararon de forma similar como los acidos carboxilicos C-terminales comenzando con la
resina PAM cargada de forma apropiada.

EJEMPLO 3
Glucagén Cys'’ Mal-PEG-5K

Se disolvieron 15,1 mg de Glucagén Cys17(1 -29) y 27,3 mg de metoxi poli(etilenglicol)maleimida de P.M. medio 5000
(mPEG-Mal-5000, Nektar Therapeutics) en 3,5 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se afadieron
0,5 mg de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,01 M. La reaccion se agité a temperatura ambiente y el progreso
de la reaccion se control6 mediante andlisis de HPLC [Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm (0,5A), A =
TFA 0,1 %, B =TFA 0,1 %/ACN 90 %, gradiente = 10 % B a 80 % B durante 10 min].

Después de 5 horas, la mezcla de reaccion se cargd en una columna de fase inversa preparatoria Kromasil Cl 8 de
2,2 x 25 cm. Se proces6 un gradiente de acetonitrilo en una FPLC Pharmacia controlando a la vez la longitud de
onda de UV a 214 nm y recogiendo fracciones de 5 min. A = TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/acetonitrilo 50 %, gradientes
de 30 % B a 100 % B durante 450 min. Las fracciones correspondientes al producto se combinaron, se congelaron y
se liofilizaron para proporcionar 25,9 mg.

Este producto se analiz6 en HPLC [Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm (0,5 A), A=TFA 0,1 %, B = TFA
0,1 %/ACN 90 %, gradiente = 10 % B a 80 % B durante 10 min] que mostraron una pureza de aproximadamente 90
%. El andlisis espectral de masas MALDI (desorcién e ionizacién por laser asistida por matriz) mostré un intervalo de
masas amplio (tipico de derivados de PEG) de 8700 a 9500. Esto muestra una adiciéon a la masa del péptido de
glucagon de partida (3429) de aproximadamente 5.000 u.m.a.
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EJEMPLO 4
Glucagén Cys?' Mal-PEG-5K

Se disolvieron 21,6 mg de Glucagon Cys®' y 24 mg de mPEG-MAL-5000 (Nektar Therapeutics) en 3,5 ml de solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) y se afadieron 0,5 ml de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,01 M. La
reaccion se agitd a temperatura ambiente. Después de 2 h, se afadieron otros 12,7 mg de mPEG-MAL-5000.
Después de 8 h, la mezcla de reaccidn se cargd en una columna de fase inversa preparatoria Vydac C18 de 2,2 x 25
cm y se proces6 un gradiente de acetonitrilo en una FPLC de Pharmacia a 4 ml/min recogiendo a la vez fracciones
de 5min. A=TFA 0,1 %, B =TFA 0,1 %/ACN 50 %. Gradiente = 20 % a 80 % B durante 450 min.

Las fracciones correspondientes a la aparicion del producto se combinaron congeladas y se liofilizaron para
proporcionar 34 mg. El andlisis del producto por HPLC analitica [Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm (0,5
A), A=TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/ACN 90 %, gradiente = 10 % B a 80 % B durante 10 min] mostr6 un producto
homogéneo que era diferente del péptido de glucagén de partida. El andlisis espectral de masas de MALDI
(desorcion e ionizacion por laser asistida por matriz) mostré un intervalo de masas amplio (tipico de derivados de
PEG) de 8700 a 9700. Esto muestra una adicion a la masa del péptido de glucagén de partida (3470) de
aproximadamente 5.000 u.m.a.

EJEMPLO 5
Glucagén Cys®* Mal-PEG-5K

Se disolvieron 20,1 mg de Glucagén c* (1-29) y 39,5 mg de mPEG-MAL-5000 (Nektar Therapeutics) en 3,5 ml de
PBS con agitacion y se anadieron 0,5 ml de EDTA 0,01 M. La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 7 h.
Después se anadieron otros 40 mg de mPEG-MAL-5000. Después de aproximadamente 15 h, la mezcla de reaccion
se carg6 en una columna de fase inversa preparatoria Vydac C18 de 2,2 x 25 cm y se proces6 un gradiente de
acetonitrilo usando una FPLC de Pharmacia. Se recogieron fracciones de 5 min controlando la vez la UV a 214 nm
(2,0 A). Tampoén A = TFA 0,1 %, tampén B = TFA 0,1 %/ACN 50 %, gradiente = 30 % B a 100 % B durante 450 min.
Las fracciones correspondientes al producto se combinaron, se congelaron y se liofilizaron para proporcionar 45,8
mg. El andlisis espectral de masas MALDI mostr6 una sefial amplia de PEG tipica con un maximo a 9175,2 que es
aproximadamente 5.000 u.m.a. mas que el Glucagén CT (3457,8).

EJEMPLO 6
Glucagén Cys®* Mal-PEG-20K

Se disolvieron 25,7 mg de Glucagén Cys®* (1-29) y 40,7 mg de mPEG-MAL-20K (Nektar Therapeutics) en 3,5 ml de
PBS agitando a temperatura ambiente y se afiadieron 0,5 ml de EDTA 0,01 M. Después de 6 h, la relacién del
material de partida y producto era de aproximadamente 60:40 como se determiné por HPLC. Se afiadieron otros
25,1 mg de mPEG-MAL-20K y se permitié que la reaccién se agitara durante otras 16 h. La relacién de producto no
habia mejorado significativamente, de modo que la mezcla de reaccion se cargd en una columna de fase inversa
preparatoria Kromasil C18 de 2,2 x 25 cm y se purific6 en una FPLC de Pharmacia usando un gradiente de 30 % B a
100 % B durante 450 min. Tampén A = TFA 0,1 %, tampén B = TFA 0,1 %/ACN 50 %, caudal = 4 ml/min y se
recogieron fracciones de 5 min controlando la UV a 214 nm (2,0 A). Las fracciones que contenian producto
homogéneo se combinaron, se congelaron y se liofilizaron para proporcionar 25,7 mg. La pureza como se determind
por HPLC analitica fue de -90 %. Un andlisis espectral de masas MALDI mostr6 un pico amplio de 23.000 a 27.000
que es aproximadamente 20.000 u.m.a. mas que el Glucagon C** de partida (3457,8).

EJEMPLO 7
Glucagén Cys® Mal-PEG-5K

Se disolvieron 20,0 mg de Glucagén Cys?® (1-29) y 24,7 mg de mPEG-Mal-5000 (Nektar Therapeutics) en 3,5 ml de
PBS con agitaciéon a temperatura ambiente y se afadieron 0,5 ml de EDTA 0,01 M. Después de 4 h, se afadieron
otros 15,6 mg de mPEG-Mal-5000 para conducir la reaccién hasta su complecién. Después de 8 h, la mezcla de
reaccion se cargo en una columna de fase inversa preparatoria Vydac C18 de 2,2 x 25 cm y se procesé un gradiente
de acetonitrilo en un sistema de FPLC de Pharmacia. Se recogieron fracciones de 5 min controlando a la vez la UV a
214 nm (2,0 A). A=TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/ACN 50 %. Las fracciones 75-97 se combinaron, se congelaron y se
liofilizaron para proporcionar 40,0 mg de producto que es diferente del material de partida recuperado en HPLC
(fracciones 58-63). El andlisis de producto por HPLC analitica [Zorbax C8 0,46 x 5 cm, 1 ml/min, 45 C, 214 nm, (0,5
A), A =TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/ACN 90 %, gradiente = 10 % B a 80 % B durante 10 min] mostré una pureza
mayor del 95 %. El andlisis espectral de masas MALDI mostré la presencia de un componente de PEG con un
intervalo de masas de 8.000 a 10.000 (maximo a 9025,3) que es 5.540 u.m.a. mayor que el material de partida
(3484,8).
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EJEMPLO 8
Glucagén Cys? (2-butirolactona)

A 24,7 mg de Glucagén Cys** (1-29) se afiadieron 4 ml de bicarbonato de amonio 0,05 M/acetonitrilo 50 % y 5,5 pl
de una solucién de &cido 2-bromo-4-hidroxibutirico-7-lactona (100 pl en 900 pl de acetonitrilo). Después de 3 h de
agitacion a temperatura ambiente, se afiadieron otros 105 pl de solucién de lactona a la mezcla de reaccion que se
agité durante otras 15 h. La mezcla de reaccion se diluyé a 10 ml con &cido acético acuoso 10 % y se carg6 en una
columna de fase inversa preparatoria Kromasil Cl 8 de 2,2 x 25 cm. Se procesé un gradiente de acetonitrilo (20 % B
a 80 % B durante 450 min) en una FPLC de Pharmacia recogiendo a la vez fracciones de 5 min y controlando la UV
a 214 nm (2,0 A). Caudal = 4 ml/min, A = TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/ACN 50 %. Las fracciones 74-77 se
combinaron, se congelaron y se liofilizaron para proporcionar 7,5 mg. El analisis de HPLC mostré una pureza del 95
% y el analisis espectral de masas MALDI mostrd una masa de 3540,47 u 84 unidades de masa mas que el material
de partida. Este resultado es coherente con la adicién de un Unico resto de butirolactona.

HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFV\NH WLMN T-COOH

Peso molecular = 3541,91
Masa Exacta = 3538
Férmula Molecular = C155H226N42050S2

EJEMPLO 9
Glucagén Cys (S-carboximetilo)

Se disolvieron 18,1 mg de Glucagén Cys24 (1-29) en 9,4 ml de tampo6n de fosfato sédico 0,1 M (pH = 9,2) y se
anadieron 0,6 ml de solucion de &cido bromoacético (1,3 mg/ml en acetonitrilo). La reaccion se agité a temperatura
ambiente y el progreso de la reaccion se siguié por HPLC analitica. Después de 1 h se afadieron otros 0,1 ml de
solucion de acido bromoacético. La reaccién se agitd otros 60 min. Después se acidificé con acido acético acuoso y
se carg6 en una columna de fase inversa preparatoria Kromasil CI8 de 2,2 x 25 cm para purificacién. Se proces6 un
gradiente de acetonitrilo en una FPLC de Pharmacia (caudal = 4 ml/min) recogiendo a la vez fracciones de 5 min y
controlando la UV a 214 nm (2,0 A). A=TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/ACN 50 %. Las fracciones 26-29 se combinaron,
se congelaron y se liofilizaron para proporcionar varios mg del producto. La HPLC analitica mostré una pureza del 90
% y el analisis espectral de masas MALDI confirmé una masa de 3515 para el producto deseado.

O

OH

HZN-HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFV\NH WLMNT-COOH

Peso molecular = 3515,87
Masa Exacta = 3512
Férmula Molecular = C153H224N42050S2

11
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EJEMPLO 10
Dimero de glucagon Cys®* maleimido, PEG-3,4K

Se disolvieron 16 mg de Glucagon Cys* y 1,02 mg de Mal-PEG-Mal-3400, poli(etilenglicol)-bismaleimida de P.M.
medio 3400, (Nektar Therapeutics) en solucién salina tamponada con fosfato 3,5 y 0,5 ml de EDTA 0,01 My la
reaccion se agité a temperatura ambiente. Después de 16 h, se anadieron otros 16 mg de Glucagén Cys24 y se
continud la agitacion. Después de aproximadamente 40 h, la mezcla de reaccién se cargé en una columna PepRPC
16/10 de Pharmacia y se proces6 un gradiente de acetonitrilo en una FPLC de Pharmacia recogiendo a la vez
fracciones de 2 min y controlando la UV a 214 nm (2,0 A). Caudal = 2 ml/min, A = TFA 0,1 %, B = TFA 0,1 %/ACN
50 %. Las fracciones 69-79 se combinaron, se congelaron y se liofilizaron para proporcionar 10,4 mg. La FJDPLC
analitica mostr6 una pureza del 90 % y el andlisis espectral de masas MALDI mostré un componente en el intervalo
de 9500-11.000 que es coherente con el dimero deseado.

Glucagonc:yaa‘( 1-29) GlucagonCysz‘(‘% -29)
5
o 0 5
N\_ N
PEGyng
o 0
3457,80
3457,80
3572,00
10487,60

EJEMPLO 11
Ensayos de solubilidad de Glucagén:

Se prepara una soluciéon (1 mg/ml o 3 mg/ml) de glucagén (o un analogo) en HCI 0,01 N. Se diluyen 100 pl de
solucion de reserva a 1 ml con HCI 0,01 N y se determina la absorbancia de UV (275 nm). El pH de la solucién de
reserva restante se ajusta a pH 7 usando 200-250 ul de NaoHPO4 0,1 M (pH 9,2). Se permite que la solucion repose
durante una noche a 4 °C y después se centrifuga. Se diluyen después 100 ul de sobrenadante a 1 ml con HCI 0,01
N, y se determina la absorbancia de UV (por duplicado).

La lectura de absorbancia inicial se compensa con respecto al aumento de volumen y se usa el siguiente céalculo
para establecer el porcentaje de solubilidad:

Absorbancia final x 100 = porcentaje soluble
Absorbancia inicial

Los resultados se muestran en la Tabla 1, en la que Glucagdn-Cex representa el glucagén de tipo silvestre (SEC ID
N2: 1) mas una adicion carboxilo terminal de SEC ID N°: 19 y Glucagén-Cex R'® representa SEC ID N°: 43 mas una
adicion carboxilo terminal de SEC ID N2: 19.

Tabla 1 Datos de solubilidad para analogos de glucagon

Andlogo Porcentaje Soluble
Glucagdn 16

Glucagén-Cex, R12 104
Glucagén-Cex 87
Oxintomodulina 1 04

Glucagén, Cys17PEG5K 94
Glucagén, Cys21PEG5K 105
Glucagén, Cys24PEG5K 133

12
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EJEMPLO 12
Ensayo de unién del receptor de glucagon

La afinidad de los péptidos por el receptor de glucagoén se midié en un ensayo de unién de competicion utilizando
tecnologia de ensayo de proximidad de centelleo. Se mezclaron diluciones 3 veces en serie de los péptidos
realizados en tampon de ensayo de proximidad de centelleo (Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, NaCl 0,15 M, albumina de
suero bovino 0,1 % p/v) en una placa de fondo blanco/transparente de 96 pocillos (Coming Inc., Acton, MA) con 0,05
nM (3-[125I]-yodotirosilo) TyrlO glucagén (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), 1-6 microgramos por pocillo,
fragmentos de membrana plasmatica preparados a partir de células que sobreexpresaban el receptor de glucagén
humano y 1 mg/pocillo de perlas de ensayo de proximidad de centelleo de aglutinina de tipo A de germen de trigo
tratado con polietilenimina (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Después de 5 min de agitaciéon a 800 rpm en
un agitador rotatorio, la placa se incubd durante 12 h a temperatura ambiente y después se ley6é en un contador de
centelleo liquido MicroBetal450 (Perkin-Elmer, Wellesley, MA). Se midié la radiactividad unida de forma no
especifica (NSB) en los pocillos con 4 veces mas concentracion del ligando nativo “frio” que la mayor concentracion
en muestras de ensayo y se detectd radiactividad unida total en los pocillos sin competidor. Se calcul6 el porcentaje
de unién especifica de la siguiente manera: % de Union Especifica = ((NSB-Unida)/(NSB-Unida total)) x 100. Se
determinaron los valores de CI50 usando software Origin (OriginLab, Northampton, MA).

EJEMPLO 13
Ensayo funcional — Sintesis de AMPc

Se midié la capacidad de los analogos de glucagén para inducir AMPc en un ensayo indicador basado en luciferasa
de luciérnaga. Se privé de suero a células HEK293 co-transfectadas con receptor de glucagén o GLP-1 y gen de
luciferasa unido a un elemento sensible a AMPc cultivando durante 16 h en DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA)
complementado con Suero de Crecimiento Bovino 0,25 % (HyClone, Logan, UT) y después se incub6 con diluciones
en serie de glucagén, GLP-1 o andlogos de glucagén nuevos durante 5 h a 37 °C, CO2 5 % en placas “Biocoat”
recubiertas con poli-D-lisina de 96 pocillos (BD Biosciences, San Jose, CA). Al final de la incubacién se afadieron
100 microlitros de reactivo de sustrato de luminiscencia LucLite (Perkin-Elmer, Wellesley, MA) a cada pocillo. La
placa se agitd6 brevemente, se incubd 10 min en la oscuridad y se midié la produccion de luz en el contador de
centelleo liquido MicroBeta-1450 (Perkin-Elmer, Wellesley, MA). Se calcularon las concentraciones eficaces al 50 %
usando software Origin (OriginLab, Northampton, MA). Los resultados se muestran en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2
Inducciéon de AMPc por analogos de glucagén con extension C-terminal
Péptido Induccion de AMPc
Receptor de glucagén | Receptor de GLP-1
CEso, nM N* CEso, nM N
Glucagén 0,22 £ 0,09 14 | 3,85+1,64 | 10
GLP-1 2214,00+ 182,43 | 2 0,04 + 0,01 14
Glucagén Cex 0,25 +0,15 6 2,75 + 2,03 7
Oxintomodulina 3,25+1,65 5 2,53+1,74 5
Oxintomodulina KRNR 2,77 £ 1,74 4 3,21 +£0,49 2
Glucagén R12 0,41 +0,17 6 0,48 £ 0,11 5
Glucagén R12 Cex 0,35+0,23 10 | 1,25+0,63 0
Glucagén R12 K20 0,84 £ 0,40 5 0,82 £ 0,49 5
Glucagén R12 K24 1,00 £ 0,39 4 1,25+ 0,97 5
Glucagén R12 K29 0,81 £ 0,49 5 0,41 +0,24 6
Glucagén Amida 0,26 + 0,15 3 1,90 £0,35 2
Oxintomodulina C24 2,54+ 0,63 2 5,27 £ 0,26 2
Oxintomodulina C24 PEG 20K 0,97 £ 0,04 1 1,29 £ 0,11 1
* - numero de experimentos
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Tabla 3 Induccién de AMPc por analogos de glucagén pegilados

Péptido Induccion de AMPc

Receptor de glucagén Receptor de GLP-1

CEso, nM N* CEsp, nM N
Glucagoén 0,33+0,23 18 12,71 £3,74 2
Glucagon C17 PEG 5K 0,82+0,15 4 55,86 + 1,13 2
Glucagén C21 PEG 5K 0,37 +0,16 6 11,52 + 3,68 2
Glucagon C24 PEG 5K 0,22 + 0,10 12 13,65 +2,95 4
Glucagén C29 PEG 5K 0,96 £ 0,07 2 12,71 £3,74 2
Glucagén C24 PEG 20K | 0,08 + 0,05 3 No determinado
Dimero de Glucagén C24 | 0,10 +£ 0,05 3 No determinado
GLP-1 >1000 0,05+0,02 0,05+ 0,02 4
* - numero de experimentos

EJEMPLO 14

Ensayo de estabilidad para analogos de glucagén Cys-maleimido PEG

Cada analogo de glucagoén se disolvié en agua o PBS y se realizd un analisis de HPLC inicial. Después de ajustar el
pH (4, 5, 6, 7), las muestras se incubaron durante un periodo de tiempo especifico a 37 °C y se volvieron a analizar
por HPLC para determinar la integridad del péptido. Se determind la concentracién del péptido de interés especifico
y se calculé el porcentaje restante intacto en relacién con el andlisis inicial. Los resultados para Glucagén Cys®'-
maleimidoPEG5K se muestran en las Figs. 1y 2.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> DiMarchi, Richard
Smiley, David

<120> Anélogos de glucagon que muestran solubilidad y estabilidad fisiol6gica
<130> 29920-201129

<150> 60/734.307
<151> 07-11-2005

<160> 45

<170> Patentln versién 3.3
<210>1

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

?-'is ser Gln G'ly_'ghr l?he Thr ser Asp ‘{%r ser Lys Tyr teu ﬁp ser

Arg Arg Ala %n Asp Phe val GIn :lz'gp Leu Met Asn Thr

<210>2

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>
<221 > MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

ES 2507 098 T3

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 2

Iih‘s ser Gln Gly “ghr' Phe Thr ser Asp '{gr Ser Xaa Tyr Leu ﬁp ser

Arg Arg Ala g'lon Xaa Phe val GIn “‘_I!'gp Leu Xaa Asn Thr

<210>3

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>
<221 > MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 3

1

Arg Arg Ala gan Asp Phe val Xaa

<210>4

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

15

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

Trp Leu Xaa Asn Thr
25
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<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 4

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

arg Arg Ala Gin Xaa Phe val Xaa Trp Leu Xaa Asn Thr

20

<210>5

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400>5

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

Arg Arg Ala gan'Asp Phe val Gln ;gp Leu Leuw Asn Thr

<210>6

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MOD_RES
<222> (17)..(17)
<223> pegilacion

16
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<400> 6

T‘s ser GIn Gly 'Is'hr Phe Thr Ser Asp '11'36r Ser Lys Tyr Leu ?gp ser

Cys Arg Ala (2310n Asp Phe val Gln 'zrgp Leu Met Asn Thr

<210>7

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MOD_RES
<222> (21)..(21)
<223> pegilacion

<400>7

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

Arg Arg Ala %n Cys phe val Gln Trp Leu Met Asn Thr

<210>8

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>
<221 > MOD_RES

<222> (24)..(24)
<223> pegilacion

<400> 8

21‘5 ser Gln Gly 'ghr Phe Thr Ser Asp ‘%r Ser Lys Tyr lLeu ﬁp Ser

Arg Arg Ala %n Asp Phe val Cys '{Ep Leu Met Asn Thr

<210>9

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

17
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<221 > MOD_RES
<222> (29)..(29)
<223> pegilacion

<400>9

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

Arg Arg Ala gAn Asp Phe val Gln ;gp Leu Met Asn Cys

<210> 10

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 10

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

Arg Arg Ala 23n Lys Phe vai GlIn ;gp Leu Xaa Asn Thr

<210> 11

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 11

gis ser G1ln Gly Ehr Phe Thr Ser Asp Igr Ser Arg Tyr Leu ?gp ser

Arg Arg Ala gan Asp Phe val Lys ;Ep Leu Xaa Asn Thr

<210> 12

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400> 12

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

Arg Arg Ala gan Cys Phe val: Cys ;Ep Leu Met Asn Thr

<210> 13

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 13

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

Arg Arg Ala GIn Cys Phe val Gln Trp Leu Xaa Asn Thr

20

<210> 14

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 14

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

Aré Arg Ala ggn Asp phe val cys ;gp Leu Xaa Asn Thr

<210> 15

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

25
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<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400> 15

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

Arg Arg Ala g%n Lys Phe val Gln ;gp Leu Leu Asn Thr

<210> 16

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400> 16

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

Arg Arg Ala ggn Asp Phe val Lys ;gp Leu Leu Asnh Thr

<210> 17

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400> 17

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

Arg Arg Ala gan Cys phe val GlIn ;gp Leu Leu Asn Thr

<210> 18

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon
<400> 18

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe val Cys Trp Leu Leu Asn Thr
20 25
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<210> 19

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento peptidico que representa los 10 aminoacidos carboxilo terminales de Exendina-4

<400> 19

Gly Pro Ser sSer Gly Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10

<210> 20

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento peptidico que representa los 8 aminoacidos carboxilo terminales de oxintomodulina

<400> 20

Lys Arg Asn Arg ésn Asn Ile ala
1

<210>21

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento peptidico que representa los 4 aminodcidos carboxilo del extremo carboxilo terminal de
oxintomodulina

<400> 21
iys Arg Asn Arg

<210> 22

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 22

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

Arg Arg Ala Lzﬂn Cys Phe val Cys }'gp Leu Xaa Asn Thr
0 .
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<210> 23

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Lys o Cys

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys o Cys

<400> 23

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

Arg Arg Ala ggn Xaa Phe val Xaa ;gp Leu Met Asn Thr

<210> 24

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 24

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

1 5 10 15

Arg Arg Ala gén Xaa Phe val Gl1n ;rp Leu Xaa Asn Thr ggy Pro Ser
: 5

Ser.Gly gga Pro Pro Pro Ser

<210> 25
<211> 37

22
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>
<221 > MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 25

gis Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Igr Ser Xaa Tyr Leu ggp ser
5

Arg Arg Ala (z%n Xaa Phe val Gln ‘ggp Leu Xaa Asn Thr lg%s_m'g Asn

Arg'Asn Asn Ile Ala
35 '

<210> 26

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Lys o Cys

<400> 26

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

Arg Arg Ala g1n Xaa Phe val GIn 'ngp Leu Met Asn Thr
' 0

<210> 27

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon
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<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys o Cys

<400> 27

His ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ?gp Ser
1- 5 10

Arg Arg Ala gan Asp Phe val xaa'ggp Leu Met Asn Thr

<210> 28

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400> 28

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

Cys Arg Ala gan Asp Phe val GIn ;Ep Leu Met Asn Thr

<210> 29

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<400> 29

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15
Arg Afg Ala gsn Asp Phe val Gln ;gp Leu Met Asn Thr ggy Pro Ser

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 30

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MOD_RES

<222> (24)..(24)

<223> 2-butirolactona unida mediante grupos tio de cys
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<400> 30

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

Arg Arg Ala §8n Ccys phe val Gin ;gp Leu Met Asn Thr

<210> 31

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MOD_RES

<222> (24)..(24)

<223> grupo carboximetilo unido mediante grupo tiol de cys

<400> 31

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

Arg Arg Ala gan Cys Phe val Gln ggp Ley Met Asn Thr

<210> 32

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 32
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His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu &gp ser
1 ) 10

Arg Arg Ala Gln Asp Phe val Xaa Trp Leu Xaa Asn Thr Gly Pro Ser
20 25 30

10

15

20

25

30

35

40

45

Ser Gly aAla Pro Pro Pro Ser
35

<210> 33

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 33

His Ser GIn Gly Thr phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala ggn Asp phe val Xaa ;;p Leu Xaa Asn Thr égs Arg Asn

Arg Asn ggn Ile Ala

<210> 34

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

26



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2507 098 T3

<220>
<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 34

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

Arg Arg Ala GIn Xaa Phe val GIn Trp Leu Xaa Asn Thr 5%5 Arg Asn
20

25

Arg

<210> 35

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 35

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

Arg Arg Ala <231On Asp phe val Xaa ;gp Leu Xaa Asn Thr li)ols Arg Asn

Arg -

<210> 36

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle
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<400> 36

1

Arg Arg Ala Gln Ccys Phe val &1n Trp Leu Xaa Asn Thr géy Pro Ser
20

Ser Gly Ala Pro Pro Pro ser
35

<210> 37

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 37

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

Arg Arg Ala gan Asp Phe val Cys Egp Leu Xaa Asn Thr ggy Pro ser

ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 38

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 38

28

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

25
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His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ?gp Ser
1 5 10

Arg Arg Ala Gln Cys Phe val Gln Trp Leu Xaa Asn Thr Lys Arg Asn
25 30

20

Arg Asn Asn Ile Ala

<210> 39

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 39

gis Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp

5

Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
10 15

Arg Arg Ala g%n Asp Phe val Cys ;gp Leu Xaa Asn Thr ggs Arg Asn

Arg Asn g;n Ile Ala

<210> 40

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 40

_Tis ser GIn Gly ghr Phe Thr Ser Asp Igr Ser Lys Tyr Leu égp ser

Arg Arg Ala gan Cys phe val GIn g;p Ley Xaa Asn Thr

Arg

<210>41

!

29

LYs Arg Asn
30
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<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 41

ES 2507 098 T3

His ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu ?gp Ser
1 5 . 10

Arg Arg Ala (Zﬂn Asp Phe val cys
0

Arg

<210> 42

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>
<221 > MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

Trp Leu Xaa Asn Thr Lys Arg Asn
25 30

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>
<221 > MISC_FEATURE
<222> (24)..(24)

<223> Xaa es Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<400> 42

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Ser
1

10 15

Arg Arg Ala GIn Xaa Phe val Xaa ;gp Leu Leu Ash Thr
20

<210> 43

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagoén

<400> 43
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His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Arg Tyr Leu Asp Ser
1 5 ' 10 15

Arg Arg Ala SAn Asp pPhe val Gln ;gp Leu Met Asn Thr

<210> 44

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagoén

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 44

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

Arg Arg Ala SAn Asp Phe val Gln ;;p Leu Xaa Asn Thr

<210> 45

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Anélogo de glucagon

<220>

<221 > MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)

<223> Xaa es Lys o Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa es Asp, Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina

<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (24)..(24).

<223> Xaa es Gin, Lys, Cys, orn, homocisteina o acetil fenilalanina
<220>

<221 > MISC_FEATURE

<222> (27)..(27)

<223> Xaa es Met, Leu o Nle

<400> 45
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His Ser GIn Gly Thr phe Thr Ser Asp Tyr Ser Xaa Tyr Leu Asp Ser
1 5 - 10 15

Arg Arg Ala gan Xaa phe val Xaa ;Ep Leu Xaa Asn Thr
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que comprende (i) SEC ID N2 1 sustituida con una cisteina en la posicién 24 en la que una cadena de
polietilenglicol (PEG) esta unida covalentemente a la cadena lateral de la Cys en la posicién 24 del péptido o (ii) SEC
ID N2 1 sustituida con una cisteina en la posiciéon 24 en la que una cadena de PEG esta unida covalentemente a la
cadena lateral de la Cys en la posicion 24 del péptido y una, dos o tres sustituciones de aminoacidos en posiciones
seleccionadas de las posiciones 5, 7, 10, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 28 y 29, en las que las una, dos o tres
sustituciones de aminoacidos se seleccionan de

a. Ala, Ser, Pro o Gly en la posicion 5;

b. Ala, Ser, Pro o Gly en la posicion 7;

c. Fe, Trp o acetil fenilalanina en la posicion 10;
d. His, Arg u Orn en la posicién 12;

e. Phe, Trp o acetil fenilalanina en la posicién 13;
f. Met, lle, Val, Cys, Nle u homocisteina en la posicion 14;
g. His, Lis u Orn en la posicién 17;

h. His, Lis u Orn en la posicién 18;

i. Ser, Thr, Pro, o Gly en la posicién 19;

j- Asp, Asn o Glu en la posicion 20;

k. Asn, Glu o GIn en la posicién 21;

I. Asp, Glu o Aln en la posicién 28;y

m. Ala, Ser, Pro o Gly en la posicion 29

en donde el péptido estimula la actividad del receptor de glucagén, como se mide por la produccion de AMPc
usando el ensayo descrito en el Ejemplo 13, y sales farmacéuticamente aceptables de dicho péptido.

2. El péptido de la reivindicacion 1, en el que la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular seleccionado del
intervalo de 1.000 a 5.000 Dalton.

3. El péptido de la reivindicacion 1, en el que la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular mayor de 5.000
Dalton, opcionalmente mayor de 10.000 Dalton.

4. El péptido de la reivindicacion 1, en el que el aminoacido en la posicion 12 es Arg y el aminoacido en la posicién
17 es Lys.

5. El péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el aminodcido C-terminal del péptido
comprende un grupo amida en lugar del grupo de acido carboxilico del aminoacido nativo.

6. El péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el aminoacido 29 del péptido esta unido
covalentemente con un segundo péptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID N2: 19, SEC ID N%: 20 y SEC ID N¢: 21.

7. El péptido de la reivindicacion 6, en donde el segundo péptido es SEC ID N°% 19 y el aminoacido terminal del
péptido comprende un grupo amida en lugar del grupo de acido carboxilico del aminoacido nativo.

8. El péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC
ID N@: 8.

9. Un multimero, opcionalmente un homodimero, en el que el multimero u homodimero comprenden dos o mas
péptidos de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores unidos entre si mediante un enlazador.

10. Una composicion farmacéutica que comprende un péptido de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
un multimero de la reivindicacion 9, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

11. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 10, que comprende ademas insulina, para regular los niveles
de glucosa en sangre en pacientes insulinodependientes.

12. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 11, en donde la composicion farmacéutica es una solucion
acuosa pre-formulada para el tratamiento de hipoglucemia, opcionalmente, estando la composicién pre-envasada en
una jeringa para administracion parenteral.

13. Un kit adecuado para administrar un agonista de glucagén a un paciente que lo necesite, comprendiendo dicho
kit un péptido o una composicion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, instrucciones para su uso y
opcionalmente una jeringa y una aguja, un recipiente o un dispositivo dosificador de aerosol, en donde la
composicidn esté pre-envasada dentro del dispositivo de aerosol.
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14. El péptido o composicién de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso en el tratamiento de la
hipoglucemia, para inducir la paralisis temporal del tracto intestinal, o para reducir 0 mantener el peso corporal,
opcionalmente, en donde el péptido esta unido covalentemente con un PEG que tiene un peso molecular de mas de
10.000 Dalton y opcionalmente en donde el péptido se usa junto con insulina.
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