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DESCRIPCION
Marcas de prolongacion polipeptidica que comprenden un resto de tetrazol
Campo de la invencion

La presente invencién desvela compuestos que comprenden un bioiséstero de acido carboxilico heterociclico,
procedimientos para preparar los compuestos y las aplicaciones médicas de dichos compuestos.

Antecedentes de la invencion

A menudo es deseable mantener concentraciones bien definidas de un compuesto dado en el torrente sanguineo
durante un tiempo largo. Este seria el caso, por ejemplo, cuando se administra un inmundégeno y se desea una
respuesta inmune fuerte, o cuando tiene que exponerse una diana terapéutica de forma continua a un agente
terapéutico durante un tiempo largo. Actualmente no existen estrategias universalmente aplicables para potenciar la
semi-vida en plasma de ningun tipo de compuesto. La cantidad de polipéptidos enddgenos conocidos con
actividades bioldgicas interesantes esta creciendo rapidamente, también como resultado de la exploracion en curso
del genoma humano. Debido a sus actividades biolégicas, muchos de estos polipéptidos en principio podrian usarse
como agentes terapéuticos. Los péptidos enddgenos, sin embargo, no siempre son adecuados como candidatos de
farmaco porque estos péptidos a menudo tienen semi-vidas de pocos minutos debido a la rapida degradacién por
peptidasas y/o debido a la filtracion renal y la excrecion en la orina. La semi-vida de polipéptidos en plasma humano
varia fuertemente (desde unos pocos minutos hasta mas de una semana). Asimismo, la semi-vida de farmacos de
molécula pequefia también es muy variable. La razén para esta fuerte variabilidad de semi-vidas en plasma de
péptidos, proteinas, u otros compuestos, sin embargo, no esta bien comprendida.

La albumina sérica tiene una semi-vida de mas de una semana y un enfoque para aumentar la semi-vida en plasma
de los péptidos ha sido derivatizar los péptidos con una entidad quimica que se une a albumina sérica.

Knudsen y col. (J. Med. Chem. 2000, 43, 1664-1669) han mostrado que péptidos GLP-1 acilados muestran alta
potencia de receptor y un aumento de diez veces de la semi-vida en plasma en cerdos.

Zobel y col. (Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 1513-1515) han demostrado que la semi-vida en plasma de un
péptido anti-coagulante en conejos aumentaba en 10-50 veces por derivatizacion del extremo amino con éster de
fosfato basado en moléculas pequeias que se unen a albumina sérica. EI documento WO 0041548 A2 desvela
exendina-4 conjugada a PEG.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con la presente invencién se desvela un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una
molécula, que comprende unir covalentemente esta molécula con un bioisdstero de acido carboxilico heterociclico.

La presente invencién también desvela un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una molécula,
que comprende unir covalentemente esta molécula con un 1H-tetrazol.

De acuerdo con la presente invencién también se proporciona un procedimiento para aumentar la semi-vida en
plasma de una molécula, que comprende convertir dicha molécula en un compuesto de formula general (1):

H I\\B—G—X-—Y—Z—A-*Cl R—molécula

N
" t ()

en la que

G, X e Y representan independientemente un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CH2)1.10-, O

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano y

Z representa un enlace o
-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, -(OCH2CHz)n-, -(CF2)n-, -O-CH2-(CF2)n-, -S-CH2-(CF2)s-, en los que n es 1-40 y

A representa
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-C(=0)-, -0O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)15-, 0
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, o NH y m, p y q son independientemente 1-40 y
R representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)4CH(NH-)-C(=0)-]1.5 y

tes1-40y

el término 'molécula’ se define como en la presente reivindicacion 1.

La presente invencion por tanto proporciona compuestos de formula general (1):

'?i' I\\B—G---X—Y—Z—A—Q R—molécula
NN
H
t )

en la que
G, X e Y representan independientemente un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CH2)1.10-, O

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano y

Z representa un enlace o

-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, -(OCH2CH2)n-, -(CF2)-, -O-CH2-(CF2)n-, -S-CH2-(CF2)q-, en los que n es 1-40 y
A representa

-C(=0)-, -0O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)15-, 0
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]q¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, o NHy m, p y g son independientemente 1-40 y
R representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)4CH(NH-)-C(=0)-]1.5 y

tes1-40y

el término "molécula" se define como en la presente reivindicacion 1.

La presente invencion también proporciona un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en la que G, X e Y son
todos un enlace.

La presente invencion también proporciona un compuesto de acuerdo con la formula (1), en la que G, X e Y se
seleccionan todos de -(CH2)1-10-.

La presente invencién también proporciona un compuesto de acuerdo con la formula (1), en la que tes 1.

Definiciones
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En la presente memoria descriptiva, los siguientes términos tienen el significado indicado:

El término "poli-radical" significa una molécula o resto molecular con mas de un electron no compartido. Un poli-
radical de acuerdo con esta definicion puede usarse para unir covalentemente dos 0 mas (mono-)radicales juntos.

La expresion "farmaco de molécula pequefia” significa un agente terapéutico con un peso molecular < 1500 g/mol.

La expresion "agente terapéutico” significa un péptido, proteina, farmaco de molécula pequefia, o cualquier otro tipo
de compuesto, capaz de provocar una respuesta biologica.

La expresion "semi-vida en plasma" significa el tiempo necesario para que la concentracion de un compuesto dado
presente en el plasma de un mamifero vivo, tal como un ser humano, disminuya a la mitad de su concentracion
original.

El término "analogo" se refiere a un polipéptido en que menos del 30 % de los aminoacidos del polipéptido original
se han retirado o remplazado por otros aminoacidos (incluyendo aminoacidos estereoisomeéricos, no naturales o
modificados quimicamente) o se han modificado quimicamente, por ejemplo por acilacién o alquilacion de la cadena
lateral. El término "analogo" también se refiere a polipéptidos en que el grupo amino N-terminal se ha retirado,
alquilado con alquilo inferior, o acilado con acidos alcanoico inferior, arilalcanoico, heteroarilalcanoico, o benzoico. El
término "analogo" también incluye polipéptidos en que el grupo carboxilo C-terminal se ha retirado o convertido en
una amida por condensaciéon con amoniaco, aminas de alquilo inferior, aminas de dialquilo inferior, aziridina,
azetidina, pirrolidina, piperidina, o azepina. El término "analogo" también incluye polipéptidos en que se han reducido
las funcionalidades disulfuro entre dos o mas grupos de cisteina o se ha modificado la conectividad entre dos o mas
grupos de cisteina.

El término "derivado" como se usa en el presente documento en relacion a un péptido significa un péptido
modificado quimicamente o un analogo del mismo, en el que al menos un sustituyente no esta presente en el
péptido no modificado o un analogo del mismo, es decir, un péptido que se ha modificado covalentemente. Las
modificaciones tipicas son amidas, carbohidratos, grupos alquilo, grupos acilo, ésteres. Un ejemplo de un derivado
de GLP-1 (7-37) es Arg34Lys?5(Né-(y-Glu(N°-hexadecanoil)))-GLP-1 (7-37).

La expresion "aminoacido no natural" se refiere a cualquier compuesto que comprenda al menos un grupo amino
primario o secundario y al menos un grupo carboxilo, sin ser L-alanina, L-arginina, L-asparagina, L-acido aspartico,
L-cisteina, L-glutamina, L-acido glutamico, L-glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-
fenilalanina, prolina, L-serina, L-treonina, L-triptéfano, L-tirosina, o L-valina.

El  término "GLP-1 (7-37)" se refiere a un péptdo con la secuencia de aminoacidos
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVK-GRG (SEQ ID N.°%: 1).

La expresion "péptido GLP-1" como se usa en el presente documento significa GLP-1 (7-37), un analogo de GLP-1,
un derivado de GLP-1 o un derivado de un analogo de GLP-1. En una realizacién el péptido GLP-1 es un agente
insulinotroépico.

El término "exendina-4(1-39)" se refiere a un péptido con la secuencia de aminoacidos HGEGTFTSDLSKQMEEEA-
VRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS (SEQ ID N.°: 2).

La expresion "agente insulinotropico” como se usa en el presente documento significa un compuesto que es un
agonista de un receptor de GLP-1 humano, es decir, un compuesto que estimula la formacién de AMPc en un medio
adecuado que contiene el receptor de GLP-1 humano. La potencia de un agente insulinotrépico se determina
calculando el valor de CEsp a partir de la curva de respuesta a dosis como se describe a continuacion.

Se cultivaron células renales de cria de hamster (BHK) que expresan el receptor clonado de GLP-1 humano (BHK-
467-12A) en medio DMEM con la adiciéon de 100 Ul/ml de penicilina, 100 pl/ml de estreptomicina, 10 % de cuero de
ternera fetal y 1 mg/ml de Geneticina G-418 (Life Technologies). Se prepararon membranas plasmaticas por
homogeneizacion en tampén (Tris-HCI 10 mM, NaCl 30 mM vy ditiotreitol 1 mM, pH 7,4, que contiene, ademas, 5 mg/l
de leupeptina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), 5 mg/l de pepstatina (Sigma), 100 mg/l de bacitracina (Sigma) y 16
mg/l de aprotinina (Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA). El homogenado se centrifugé sobre la parte superior de
una capa de sacarosa al 41 % p/v. La banda blanca entre las dos capas se diluyé en tampoén y se centrifugé. Las
membranas plasmaticas se almacenaron a -80 °C hasta usarse.

El ensayo de receptor funcional se realizé midiendo el AMPc como una respuesta a la estimulacion por el agente
insulinotrépico. Se realizd incubacion en placas de microtitulacion de 96 pocillos en un volumen total de 140 pl y con
las siguientes concentraciones finales: Tris-HCI 50 mM, EGTA 1 mM, MgSQO4 1,5 mM, ATP 1,7 mM, GTP 20 mM, 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX) 2 mM, Tween-20 al 0,01 %, pH 7,4. Los compuestos a ensayar para la actividad
agonista se disolvieron y diluyeron en tampon. Se preparé de forma reciente GTP para cada experimento: se
afiadieron 2,5 pg de membrana a cada pocillo y la mezcla se incubé durante 90 min a temperatura ambiente en la
oscuridad con agitacion. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 25 pl de HCI 0,5 M. EI AMPc formado se
midi6 mediante ensayo de proximidad de centelleo (RPA 542, Amersham, RU). Se representaron las curvas de
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respuesta a dosis para los compuestos individuales y se calcularon los valores de CEsy usando el software
GraphPad Prism.

La expresion "protegido de DPP-IV" como se usa en el presente documento en referencia a un polipéptido significa
un polipéptido que se ha modificado quimicamente para volver a dicho compuesto resistente a la peptidasa
plasmatica dipeptidil aminopeptidasa-4 (DPP-1V). La enzima DPP-IV en plasma es conocida por estar implicada en la
degradacién de varias hormonas peptidicas, por ejemplo, GLP-1, GLP-2, Exendina-4 etc. Por tanto, se esta
haciendo un esfuerzo considerable por desarrollar analogos y derivados de los polipéptidos susceptible a hidrolisis
mediada por DPP-IV para reducir la tasa de degradacién por DPP-IV.

La resistencia de un péptido a degradacion por dipeptidil aminopeptidasa IV se determina mediante el siguiente
ensayo de degradacion:

Se incuban alicuotas del péptido (5 nmol) a 37 °C con 1 pl de dipeptidil aminopeptidasa IV purificada
correspondiente a una actividad enzimatica de 5 mU durante 10-180 minutos en 100 ml de tampodn trietilamina-HCI
0,1 M, pH 7,4. Las reacciones enzimaticas se terminan mediante la adicion de 5 yl de acido trifluoroacético al 10 % y
los productos de degradacion peptidica se separan y cuantifican usando analisis de HPLC. Un procedimiento para
realizar este analisis es: Las mezclas se aplican en una columna Vydac C18 widepore (poros de 30 nm, particulas
de 5 mm) de 250 x 4,6 mm y se eluyen a un caudal de 1 ml/min con gradientes lineales por etapas de acetonitrilo en
acido trifluoroacético al 0,1 % (acetonitrilo al 0 % durante 3 min, acetonitrilo al 0-24 % durante 17 min, acetonitrilo al
24-48 % durante 1 min) de acuerdo con Siegel y col., Regul. Pept. 1999; 79: 93-102 y Mentlein y col. Eur. J.
Biochem. 1993; 214: 829-35. Los péptidos y sus productos de degradacion pueden controlarse mediante su
absorbancia a 220 nm (enlaces peptidicos) o 280 nm (aminoacidos aromaticos) y se cuantifican por integracion de
sus areas de pico respecto a las de los patrones. La tasa de hidrdlisis de un péptido por dipeptidil aminopeptidasa IV
se estima a tiempos de incubacion que provocan que se hidrolice menos del 10 % del péptido.

La expresion "factor VII" se refiere al factor VIl humano de la cascada de coagulacién sanguinea.

El término "bioisdstero" se refiere a un fragmento molecular capaz de imitar las propiedades bioldgicas de otro
fragmento molecular. Los bioisésteros tipicos de acidos carboxilicos incluyen tetrazoles, fenoles, N-acilsulfonamidas,
u otros compuestos con un grupo acido NH- u OH-.

El término "halégeno” significa F, Cl, Bro I.

El término "alquilo" como se usa en el presente documento pretende indicar alquilo C4-Cq lineal, ramificado, o
ciclico. La expresién "alquilo inferior" se refiere a alquilo C4-Cs.

El término "arilo" como se usa en el presente documento pretende incluir sistemas de anillos aromaticos
carbociclicos tales como fenilo, bifenilo, naftilo, antracenilo, fenantrenilo, fluorenilo, indenilo, pentalenilo, azulenilo y
similares. Arilo también pretende incluir los derivados parcialmente hidrogenados de los sistemas carbociclicos
enumerados anteriormente. Ejemplos no limitantes de dichos derivados parcialmente hidrogenados son 1,2,3,4-
tetrahidronaftilo, 1,4-dihidronaftilo y similares.

El término "arileno" como se usa en el presente documento pretende incluir di-radicales derivados de areno tales
como 1,2-fenileno, 1,3-fenileno, 1,4-fenileno, 1,2-naftileno, 1,4-naftileno, 4,4-bifenileno, 4,4"-terfenileno, 4,4"-
cuaterfenileno.

El término "heteroarileno" como se usa en el presente documento pretende incluir di-radicales derivados de
heteroareno, tales como 1,2,4-pirazol-2,5-diilo, imidazol-1,2-diilo, tiazol-2,4-diilo y similares, asi como combinaciones
de arileno con di-radicales de heteroarileno, tales como (4-fenilimidazol)-4,1’-diilo, (3,5-difenil-1,2,4-oxadiazol)-4,4"-
diilo.

El término "ariloxi" como se usa en el presente documento se refiere al radical -O-arilo donde arilo es como se ha
definido anteriormente. Ejemplos no limitantes son fenoxi, naftoxi, antraceniloxi, fenantreniloxi, fluoreniloxi, indeniloxi.

El término "heteroarilo" como se usa en el presente documento pretende incluir sistemas de anillos aromaticos
heterociclicos que contienen uno o mas heteroatomos seleccionados entre nitrégeno, oxigeno y azufre tales como
furilo, tienilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, imidazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-triazolilo, piranilo,
piridilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, 1,2,3-triazinilo, 1,2,4-triazinilo, 1,3,5-triazinilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-
oxadiazolilo, 1,2,5-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, 1,2,3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, 1,2,5-tiadiazolilo, 1,3,4-
tiadiazolilo, tetrazolilo, tiadiazinilo, indolilo, isoindolilo, benzofurilo, benzotienilo, indazolilo, benzimidazolilo,
benztiazolilo, bencisotiazolilo, benzoxazolilo, bencisoxazolilo, purinilo, quinazolinilo, quinolizinilo, quinolinilo,
isoquinolinilo, quinoxalinilo, naftiridinilo, pteridinilo, carbazolilo, azepinilo, diazepinilo, acridinilo y similares.
Heteroarilo también pretende incluir los derivados parcialmente hidrogenados de los sistemas heterociclicos
enumerados anteriormente. Ejemplos no limitantes de dichos derivados parcialmente hidrogenados son 2,3-
dihidrobenzofuranilo, pirrolinilo, pirazolinilo, indanilo, indolinilo, oxazolidinilo, oxazolinilo, oxazepinilo.

Algunos de los términos definidos anteriormente pueden aparecer en mas de una ocasion en las formulas
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estructurales y a partir de dicha aparicion cada término debera definirse independientemente del otro.

La expresion "opcionalmente sustituido” como se usa en el presente documento, significa que los grupos en cuestion
no estan sustituidos o estan sustituidos con uno o mas de los sustituyentes especificados. Si los grupos en cuestion
estan sustituidos con mas de un sustituyente los sustituyentes pueden ser iguales o diferentes.

Descripcion detallada de la invencién
Descripcion detallada de las divulgaciones

1. Un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una molécula, que comprende unir covalentemente
esta molécula con un bioisostero de acido carboxilico heterociclico.

2. Un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una molécula, que comprende unir covalentemente
esta molécula con un 1H-tetrazol.

3. Un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una molécula, que comprende convertir dicha
molécula en un compuesto de formula general (1):

w N\>—G—X—Y—Z—A—Q R—molécula
N
H
t ()

en la que
G, X e Y representan independientemente
un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CHz2)1.15-, -C(O)NH-, o

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano y

Z representa un enlace o

-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, (OCH2CH2)n-, ~(CF2)n-, -O-CH2-(CF2)n-, -S-CH2-(CF2)n-, en los que n es 1-40 y

A representa

-C(=0)-, -O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)15-, 0
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]q¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, o NHy m, p y g son independientemente 1-40 y
R representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH)sCH(NH-)-C(=0O)-]1s y tes 1-40 y

el término ‘'molécula’ se refiere a un compuesto que comprende un grupo amino o un grupo mercapto, al cual puede
unirse covalentemente un grupo A o Q.

4. Un compuesto de féormula general (1):

N/
Il\ll I\g—G—X—Y—Z—-A—Q R—molécula

H
t ()
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en la que
G, X e Y representan independientemente un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CH2)1.10-, O

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano y

Z representa un enlace o

-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, (OCH2CH2)n-, ~(CF2)n-, -O-CHa-(CF2)n-, -S-CH2-(CF2)n-, en los que n es 1-40 y
A representa

-C(=0)-, -0O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)15-, 0
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, o NH y m, p y q son independientemente 1-40 y
R representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)4CH(NH-)-C(O)-]1.5 y

tes1-40y

el término ‘'molécula’ se refiere a un compuesto que comprende un grupo amino o un grupo mercapto, al cual puede
unirse covalentemente un grupo A o Q.

5. Un compuesto de acuerdo con la realizacién 4, en el que G, X e Y son todos un enlace.
6. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 4, en el que G, X e Y se seleccionan todos de -(CH2)1-10-.
7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 4-6, en el que t es 1.

8. Un compuesto de acuerdo con realizacion 7, en el que
N’
i I\g—G—X—Y—Z—A—Q
N"‘N
H

es 16-(5-tetrazolil)hexadecanoilo,  4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butirilo,  2-(2-(2-(16-(tetrazol-5-
il)(hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilo) o [2-(2-{[2-(2-carbamoil-metoxietoxi)etilcarbamoil]metoxi}etoxi)etillamida del
acido 16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 4-8, en el que la molécula se une
covalentemente a R mediante el grupo e-amino de un residuo de lisina.

10. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 4-8, en el que la molécula se une
covalentemente a R mediante el grupo tiol de un residuo de cisteina.

11. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 4-10, en el que la molécula es un agente
terapéutico.

12. Un compuesto de acuerdo con la realizaciéon 11, en el que el agente terapéutico es un biopolimero.
13. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 11, en el que el agente terapéutico es un polipéptido.

14. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 11, en el que el agente terapéutico es un farmaco de molécula
pequena.

15. Un compuesto de acuerdo con la realizaciéon 13, en el que el polipéptido es un péptido insulinotrépico.

16. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 15, en el que el polipéptido es GLP-1 (7-37) o una variante del
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mismo.

17. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 15, en el que el polipéptido es GLP-1 (7-37) o un analogo del
mismo.

18. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 16-17, en el que dicho polipéptido comprende
la secuencia de aminoacidos de la férmula (1V):

Xaar-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaas-Ser-Xaag-Xaag-Xaaz-Glu-Xaaz-Xaazs-Ala-
Xaays-Xaazs-Xaazr-Phe-lie-Xaasg-Trp-Leu-Xaass-Xaayu-Xaags-Xaaas-Xaaar-Xaa-Xaadag-Xaaao-
Xaay -Xaas-Xaa-Xadss-Xadss-Xadss

Formula (I11) (SEQ ID N.°: 3)

en la que

Xaay es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, acido 2-amino-3-(2-aminoimidazol-4-il)propiénico, B-hidroxi-
histidina, homohistidina, N%-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o
4-piridilalanina; Xaas es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido 1-aminociclopropanocarboxilico, acido 1-
aminociclobutanocarboxilico, acido 1-aminociclopentanocarboxilico, acido 1-aminociclohexanocarboxilico, acido 1-
aminocicloheptanocarboxilico, o acido 1-aminociclooctanocarboxilico;

Xaaiges Val o Leu;

Xaaiges Ser, Lys 0 Arg;

Xaaiges Tyr o Gin;

Xaayo es Leu o Met;

Xaay; es Gly, Glu o Aib;

Xaazs es GIn, Glu, Lys o Arg;

Xaazs es Ala o Val;

Xaags es Lys, Glu o Arg;

Xaay7es Glu o Leu;

Xaagzg es Ala, Glu o Arg;

Xaaszz es Val o Lys;

Xaass es Lys, Glu, Asn o Arg;

Xaass es Gly o Aib;

Xaaszs es Arg, Gly o Lys;

Xaasy es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente;

Xaasg es Lys, Ser, amida o esta ausente;

Xaasg es Ser, Lys, amida o esta ausente;

Xaasg es Gly, amida o esta ausente;

Xaagyq es Ala, amida o esta ausente;

Xaagz es Pro, amida o esta ausente;

Xaagssz es Pro, amida o esta ausente;

Xaau4 es Pro, amida o esta ausente;

Xaagys es Ser, amida o esta ausente; Xaass es amida o esta ausente;

con la condicién de que si Xaass, Xaasg, Xaas, Xaas1, Xaasz, Xaass, Xaass, Xaass 0 Xaass esta ausente, entonces

8
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cada residuo de aminoacido cadena abajo también estara ausente.

19. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 18, en el que dicho polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de la férmula (V):

Xaa;-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa5- Tyr-Leu-Glu-Xaaz-Xaa;-Ala-Ala-
Xaays-Glu-Phe-lle-Xaazp-Trp-Leu-Val-Xaaa,-Xaazs-Xaaze-Xaasz-Xaass
Formula (IV) (SEQ ID N.°: 4)

en la que

Xaar es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-aminohistidina, B-hidroxi-histidina, homohistidina, N°-acetil-
histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina;

Xaag es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido 1-aminociclopropanocarboxilico, acido 1-aminociclobutanocarboxilico,
acido 1-aminociclopentanocarboxilico, acido 1-aminociclohexanocarboxilico, acido 1-aminocicloheptanocarboxilico, o
acido 1-aminociclooctanocarboxilico; Xaais es Ser, Lys o Arg;

Xaay es Gly, Glu o Aib;

Xaazs es Gin, Glu, Lys o Arg;

Xaags es Lys, Glu o Arg;

Xaaszg es Ala, Glu o Arg;

Xaass es Lys, Glu o Arg;

Xaass es Gly o Aib;

Xaases es Arg o Lys;

Xaasy es Gly, Ala, Glu o Lys;

Xaasg es Lys, amida o esta ausente.

20. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 17-19, en el que dicho polipéptido se
selecciona entre GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36), GLP-1 (7-36)-amida, GLP-1 (7-37), GLP-1 (7-38), GLP-1 (7-39), GLP-1
(7-40), GLP-1(7-41) o un analogo de los mismos.

21. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 17-20, en el que dicho polipéptido comprende
no mas de quince residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o delecionado en comparacién con GLP-1
(7-37) (SEQ ID N.°: 1), o no mas de diez residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o delecionado en
comparacién con GLP-1 (7-37) (SEQ ID N.°: 1).

22. Un compuesto de acuerdo con la realizacién 21, en el que dicho polipéptido comprende no mas de seis residuos
de aminoacido que se han cambiado, afiadido o delecionado en comparacién con GLP-1(7-37) (SEQ ID N.°: 1).

23. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 21-22, en el que dicho polipéptido comprende
no mas de 4 residuos de aminoacido que no estan codificados por el cédigo genético.

24. Un compuesto de acuerdo con la realizaciéon 17, en el que dicho polipéptido es un péptido insulinotrépico
protegido de DPP-IV.

25. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 17-24, en el que dicho polipéptido comprende
un residuo de Aib en la posicion 8.

26. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 17-25, en el que el residuo de aminoacido en
la posicién 7 de dicho polipéptido se selecciona entre el grupo que consiste en D-histidina, desamino-histidina, acido
2-amino-3-(2-aminoimidazol-4-il)propionico, B-hidroxi-histidina, homohistidina, N%acetil-histidina, o-fluorometil-
histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina y 4-piridilalanina.

27. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 17-26, en el que dicho polipéptido se
selecciona entre el grupo que consiste en Arg**GLP-1(7-37),

Lys®Arg?634GLP-1(7-38), Lys3®Arg?6:34GLP-1(7-38)-OH, Lys®*Arg?6-3*GLP-1 (7-36),
Aib822.35 GLP-1 (7-37), Aib®35 GLP-1 (7-37), Aib%22 GLP-1 (7-37),
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Aib®22:35 Arg?6:34 ys38GLP-1 (7-38), Aib®35 Arg?8-34Lys38GLP-1 (7-38),

Aib®22 Arg?6:34ys38GLP-1 (7-38), Aib%22:35 Arg?6:34 ys38GLP-1 (7-38),

Aib®35 Arg?6:34ys38GLP-1 (7-38), Aib%22:35 Arg?Lys38GLP-1 (7-38),

Aib®35 Arg?8Lys38GLP-1(7-38), Aib®22 Arg?Lys*®GLP-1 (7-38),

Aib®2235 Arg34Lys38GLP-1 (7-38), Aib®35Arg34Lys38GLP-1 (7-38), Aib®22Arg3*Lys38GLP-1(7-38),
Aib82235A1a%7| ys3BGLP-1(7-38), Aib835Ala¥Lys®GLP-1(7-38), Aib822Ala®’Lys38GLP-1(7-38),
Aib822.35 | ys¥GLP-1(7-37), Aib83Lys’GLP-1(7-37) y Aib822Lys¥GLP-1 (7-38).

28. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 17-27, en el que dicho polipéptido se une a R
mediante el residuo de aminoacido en la posicién 23, 26, 34, 36 o 38 respecto a la secuencia de aminoacidos SEQ
ID N.° 1.

29. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 13 y 15, en el que dicho polipéptido es
exendina-4 o un analogo del mismo.

30. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 29, en el que dicho polipéptido es un analogo de exendina-4 que
comprende no mas de doce residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o delecionado en comparacién
con exendina-4(1-39) (SEQ ID N.°: 2), o no mas de ocho residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o
delecionado en comparacion con exendina-4(1-39) (SEQ ID N.°: 2).

31. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 13, 15 o 30, en el que dicho polipéptido es
ZP-10, es decir, HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPSKKKKKK-amida (SEQ ID N.°: 5).

32. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 4, en el que dicho compuesto se selecciona entre el grupo que
consiste en N-g-26-(16-[5-tetrazolillhexadecanoil)Arg3*GLP-1-(7-37),

Gly8 Arg?6:34GLP-1 (7-37)Lys(16-(5-tetrazolil)hexadecanoil),Gly? Arg?8-34GLP-1 (7-37)Lys{4-[N-(16-{5-
tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butiril},N-g-26-{4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoillbutiril} Arg**GLP-1 (7-
37),

N-£-37-(2-(2-(2-(16-(tetrazol-5-il)(hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetil)) Aib82235Lys3’GLP-1 (7-37),

[2-(2-{[2-(2-carbamoilmetoxietoxi)etilcarbamoillmetoxiletoxi)etilJamida)-NH, del acido Gly? Glu?22330Arg18.26.34 GLP-1
(7-37)Lys(16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico y péptido Gly8Arg?634GLP-1 (7-37)Lys(4-(4-(4-(4-(5-
tetrazolil)fenil)fenil)fenoxi)butiril).N-£38-(2-(2-(2-(16-(4-(5-tetrazolilffenoxi)hexadecanoil Jetoxi)etoxi)acetil)
[Gly8,Arg26,34,Lys38]GLP-1(7-37)

0]
—~N H

N

[l \>—©7OM/\AAA/WN\/AO/\/O\)LNH
H

NH2'-HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLVRGRG-” OH

0

N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(4-(5-Tetrazolil)fenoxi)hexadecanoil)etoxi)etoxi)acetil)[Aib8,22,35,Lys37]GLP-1 (7-37)

N_f
|
N~

>‘<:>—'“Vﬁw/\/\/\/\/\/\rmvﬁbAVEVJWH

Iz /Z

H
NWﬂﬂxﬁEGTFTSDVSSYLENXFQAAKEFIAWLVK ></Tl—RN

H,C CH, H,C CH,

10
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péptido N&8-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoil )etoxi)etoxi)acetil) [Aib8,Arg26,34,Lys38]GLP-1 (7-37)

O
H
NNQT/\\/”\¢/\»/“\/’\v/“\/”\¢/\“/N\/’\O/“\/O\/JLNH

-NH 0

OH

H
N ~H-N EGTFTSDVSSYLEGQAAREF I AWLVRGRGN
o

H,C ™ CH,

péptido N&2-(4-(N-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoil)sulfamoil)butiril) [Aib8,Arg26,34, Lys38]GLP-1 (7-37)

i 0o, f/\)ok
N
‘N)\/\N\/\/\/\/\)LN’S NH
H H
e
N,~H-N EGTFTSDVSSYLEGQAAREF | AWLVRGRGN OOH
H,C™ CH,

i

5 péptido N-epsilon32-(4-[N-(16-{5-Tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butiril)-[Lys32]Exendina[1-39]

N—~N o] o o O
’ .
N %
‘N/“\/\/\/\/\/\/\/\)LN’S\/\)LNH
H H
H O
wm,—H GEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF I EWL KNGGP-{}I{ SGAPPP-N\)LNH2
O :
“OH

péptido N-epsilon37-(16-(4’-(Tetrazol-5-il)bifenil)-4-iloxi)hexadecanoil) [3-(4-

imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37)

S:: O/\/\/\/\/\/\/\/YO

NH
HN"
N
.
o H,C CH, ’ . o
H\)I—EGTFTSDVSSYLE‘”)SFQAAREFIAWLVR—N)%‘—R-H OH
o = o) o)
CH, H,C CH,

]

10 N-epsilon37-(16-(Tetrazol-5-i)hexadecanoil) [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37)

11



ES 2 542 228 T3

H Q
/,N""N
N\N/ NH
‘\
HN \N
o H,G CH, o
H H
N\)LEGTFTSDVSSYLE-ﬁ QAAREFIAWLVR—N)J]—RH OH
= o) O
O &n, H,C CH,

1

N-epsilon37-(16-(4-(Tetrazol-5-il)fenoxi)hexadecanoil) [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34, Lys37]GLP-1 (7-
37)

H
-N e)
"oy
N\N> < >/ \/\/\/\/\/\/\/j:o
HN
HN
N
2
., H,C CH, y o
N\j‘EGTFTSDVSSYLE-ﬁ)ﬂrQAAREFIAWLVR—N)JLR-H OH
O : 0 O
CH, H,C CH,
N-epsilon37-(4-(4-(Tetrazol-5-il)[1,1°,4’,1"]terfenil-4"iloxi)butiroil) [3-(4-

imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37)

H

HNT
N
e H,C CH, e
N\)LEGTFTSDVSSYLE-N)STQAAREFIAWLVR—N R-N OH
0 = Hoo H o
CH, H,C CH,

N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoil)amino)etoxi)etoxi)acetil)[Aib8,22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-1 (7-
37)

12
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N~
N i/\/\/\/\/\/\/\jLH
N N Q o}
NSNS ;
07 "NH
H 0 . H o] H,CCH,

NR;—H—=N EGTFTSDVSSYL E-N QAAREFIAWLVR—E F\‘—H OoH
H,C” CH, H,C" CH, o o
péptido N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il) (hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetil))[3-(4-

imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-1 (7-37)
H
N':W‘H 0 Q
U (;_NH
HN=S
o H,C_CH, o
H\)L-EGTFTSDVSSYLE-H)(.—QAAREFIAWLVR—H R—N"y 00H
on, 0 HC” CH, ©
5 péptido N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoil)Jamino)etoxi)etoxi)acetil))[3-(4-
imidazolil)propionil7,Aib8,22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-1 (7-37)
N~NH 0
N ¢J\/\/\/\/\/\/\/\)’I\H
N N C 0
NIVANIVA
0” NH
HN
N
[,
) H,G CH, L0
N))LEGTFTSDVSSYLE-N%QAAREFIAWLVR—N R-H OH
o]
a.c” cH, 0 H,C CH,

1

N-epsilon20-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-
illhexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi  )acetil)[Lys20] Exendina-4  (1-
10 39)amida

13
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N'é‘\/\/\/\/\/\/\/\)'l\ SO~ H
“ O

0O O
H
NY\O/\/O\/\”JK/O\) |

o

M—GEGTFTSDLSKQVEEEAWH LF | BMLKNGGPSSGAPPPSHH,
O

’

NeB29_(16-2H-Tetrazol-5-il-hexadecanoil) gamma-Glu-des(B30) insulina humana, NB2%-4-[4"-(1H-Tetrazol-5-il)-
[1,1°;4°,1"]terfenil-4-iloxi]-butiroil des(B30) insulina

N-n
N-
N
H
g o
NH
G | VEQC=—C S LYQ
cT s | L E NY ¢ N-COCH
FYNQHLC GSHLVEALYLVCGERGEFFYT P-N OH
H o
NB2%_16-[4'-(1H-tetrazol-5-il)-bifenil-4-iloxi]-hexadecanoil des(B30) insulina
N=N
N.
N
H
O/\/\/\/\N\/\/\fo
NH
G I VEQC—C S LYOQ
c T8 L ENYC N-COOH
OH

FVNQHLC GSHLVEALYLVCGERGFFYTP—E
o]

péptido N&37-16-(4-(4-(5-Tetrazolil)fenilfeniloxi)hexadecanoil)-[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

H:\ Q O o\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\NH

N
H

NHg—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLVRGRG-'—H OH

péptido N&7-(4-(4-(4-(4-(5-Tetrazolil)fenil)fenil)fenoxi)butiril)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

14
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o
HN
o]

NH°HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREF!AWLVRGRG-ﬁ OH
Q

2

N

péptido N&7-(17,17-Bis(5-tetrazolil)heptadecanoil)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

NEN
HN N

HMN\/\)L
WN
N NH

NN

OH

NHZ—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLVRGRG-N
H
[}

1

péptido N&37-(4-(4’-{5-[4-(5-Tetrazolil)fenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}bifenil-4-iloxi)butiril)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

o
N~y o]
N\
N HH
H N
- .
o-N
NH=H G EGTFTSDVYSSYLEGQAAREF I AWLVRGRG-N CoH
H
[}

5 ,
péptido N&37-(16-(4,5-Bis(5-Tetrazolil)imidazol-1-il)hexadecanoil)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

N
v N (L
N HN‘N
H
N o
N‘N\/\/\/\/\/\/\/\.)'k
~ NH
OH
NHz—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREF|AWLVRGRG'”
[e]

y

péptido N&7-((2-(2-(16-(5-Tetrazolil)hexadecanoilamino) etoxi)etoxi)acetil)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

[o]
H
.NY\/\/\/\/\/\/\/YN\/\O’\IO\)LNH
N

N=NH ©

NHfH 6 EGTFTSOVSSYLEBOAAREF 1 AWLVYRGRGH "
]

o

10 péptido N26-(4-{16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil}butiril)[(3-(4-imidazolil)propionil7,Arg34]GLP-1-(7-37)
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-~
HN Y
w ©
AEGTFTSDVSSYLEGQAA—N EF | AWLVR G R G-COOH
[+]

.
ZX

NN 0 00O o]

NHZ—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLV—H
. ]

péptido N&28-({2-[2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butirilamino)etoxiletoxilacetil)-[Arg34] GLP-1 (7-37)

o]
H
NHA,=HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-N EFIAWLVR G R G+COOH

2

N‘N-N o] o \0/\)0\

. ‘ot
NJ\/\/VV\/V\/\/LN'S N’\’o‘/\ NH
: I i |

5
peptidoamida N¢34-({2-[2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butirilamino)etoxi]etoxi}acetil)-[Arg26] GLP-1 (7-
34)
H H H 7
N.N - N"SMN\/\OI\/O\)LNH
N-N o?© 0
NH,~H GEGTFTSDVSSYLEGQAAREF I AWL V-N NH,
0
péptido Ne26-({2-[2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butirilamino)etoxiletoxi}acetil)-[(3-(4-
10 imidazolil)propionil)7,Arg34]GLP-1 (7-37)
HN"S

o}
AEGTFTSDVSSYLEGQAA—HJ—EF F'AWLVR G R G=COOH

0,0 o
HN‘S\/\)L” NO\/\O/\‘!’NH
o} N-N
N

N

péptido N26-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)-[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)

o]
H H
NHZ—H_NJ—EGTFTSDVSSYLEGQAA—N EFIAWLVR G R G=COOH
H,C CH,

N-N o

péptido N¢(Me)N&26-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)-[Arg34]GLP-1-(7-37)

16



ES 2 542 228 T3

?Hs H 9
HN A EGTFTSDVSSYLEGQAA-N EFIAWLVR G R G=COOH
N
HN~ iy
N, NH
. Loy
ner o} o]

péptido N28-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)-[Gly8,Arg34]GLP-1-(7-37)

o)
H
NH,—H G EGTFTSDVSSYLEGAQAA—N EFIAWLVR G R G=-COOH

H
N, NH
587
q\/\/\/\/\/\éro ;\/T
T
H N

péptido N&'-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Lys14;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

Q
WZ—HAEGTFT—H\/U_DVSSYLEGQAAREFIAWLVHGRG—CUCH
H H \R
N N. NH
NS s sy
5 N-N 00 ©

péptido N&'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)[Lys 18;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

o}
H
NHQ"HAEGTFTSDVS“‘N\)‘I—YLEGQAAREF|AWLVRGRG—COOH

H w\\
' NH
R

N-N 0

péptido N&'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)[Gly8;Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

o]
H
Nﬂz—HGEGTFTSDVS—N\)I—YLEGQAAREFIAWLVRGRG—*COOH

H H
N N. NH
.N—N o) o] ;\/\g

10 péptido N&'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Aib8,Lys|8;Arg26,34]GLP-1-(7-37)
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H,C_ CH, o

H
“‘:—H—H&rEGTFTSDVS—N\)——-YLEGQAAREFlAWLVRGRG—COOH
0

\

H H
N N.
N YVWWV\/YO :)\/\rr

\N'N 0

péptido  Nt'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)[3-(4-imidazolil)propionil7;Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-

37)
N
\N
S
[0}
AEGTFTSDVS—H\)I—YLEGQAAREFIAWLVRGRG—COOH
O
H H
N N. NH
N -5
N-N 000

5 peptidoamida Nt'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Lys18;Arg26]GLP-1-(7-33)

o]

H
NH;—HAEGTFTSDVS—N\)I;YLEGQAAREFIAWL—” NH,

0

\I/\NW\M/Y;\/\(@

péptido NE26-((2-(2-(2-(2-(2-(4-(16~(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)-
etoxi)acetil)-[Arg34]GLP-1-(7-37)

§
HN'S\/\)L /\/O\/\O/YN\/\O/\/O NH
H
o]
—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA— AWL VR G R G—coo
10 péptido NE26-((2-(2-(2-(2-(2-(4-(16~(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)-
etoxi)acetil)[Gly8,Arg 34]GLP-1-(7-37)
O“ O (o]
/\/O\/\ N\/\ /\/O\/ﬁ
HN-S H o’\n’ o) NH
o]
—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAN I AWL VR G R G—coo
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péptido NE26-((2-(2-(2-(2-(2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil )butiril)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)-
etoxi)acetil)-[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)

00 o \/ﬁ
HN’ \/\)Lﬁ/\,o\/\o/\n,N\/\O/\,o NH
o o)
HC, 3
NHz—H—”XH'EGTFTSDVSSYLEGQAAN AWIL V R G R G—cood

}\l-h
i
g
H
) f
O NH
07 CH
NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF.IAWLVRGRG—CDOH
N~
)
N
g

—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAN

O/\/\/\/\/\/\/\/Ii\i
”Ji“ I AWL V R G R G—com

H,C_ CH,
NHZ—H—H EGTFTSDVSSYLEGQAA—‘

O/\/\/\N\/\/\/I’\I\i
;TH_ AW L V R G R G—com
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. H
OW\NVVV\Q/N NH
Q7 "OH

NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGOAA—” EF I AWLVRGR G—con
o]

O
o)

N
H H
OWMYJ NH
OH

NHZ—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—'I:J| EF I AWL VRGR G—co
o]

H,C CH,
""z—H—Hﬁ‘E G TFTSDVSSYLEGAQA A—” E F I AWLVRGR G—ctom
O Q

NH

OH
NHz—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—ﬁ EF I AWL VRGR G—cooH

O
H
NH
O

OH
NHz—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLVRGR G—com

o]
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"“z—H—Hx”‘EGTFTSDVSSYLEGQ‘AA—H EF I AWL VR G R G—coon
o o

H
- N
N ]
H N Oo OH

NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—N EF | AWL VRGR G—CcooH
O

H
P N NH
N
NN % oH

NH;—‘HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—E EF I AWL VR G R G—coon
o

=N
Ny, NH
- H
EW% 'I\jNH
H © O~ "OH

H{C. ,CH,
NH2—H—E><"7EGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL V RGR G—com
0

NHg—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—ﬁ EF I AWLVRGR G—co
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A H
N\Nh j\'
@]
H
L&) N\i NH

NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL VY RGR G—coon

' H
Y | oj\'
\ N\iNH

NHZ—-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLVRGR G—com

NH-‘,—HAEG-TFTSD\."SSYLEG()."\."’\'—{:I| EF I AWLVRGR G-—coom

/N

\N’N
y—H AEGTFTSDVSSYLEGOQA AN Il AWL VRG R G—coow

/
WIJ
NN
A WL VRGR G—coor

—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAN

péptido N&26-(4-(19-(Tetrazol-5-il)nonadecanoilsulfamoil)butiril)[Arg34]GLP-1-(7-37)
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N
H

18 H
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H 18
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N}{'M Q\g’a/\/\/ﬁ\
-~
N 5 ﬁ NH

H,C, CH

3
NHZ—H—uerEGTFTSDVSSYLEGQAA—E EF I AWL V R G R G—coon
QO
N\H
0 0
H \Y/4
/ N/S NH
N 15
AR
w—H AEGTFTSDVSSYLEGOQA AN EF I AWL V R G R G—coom
o]
N\H
o 0O
H Y/
N .S
N/} % N NH
Y H
wy—H G EGTFTSDVSSYLEGQAAN EF I AWL VR G R G—coon
o)
N\H
0
: WM
N/’ % N7 NH
N H
N
we—H A EGTFTSDVSSYLEGGQA AN EF I AWL VR G R G—coo
. I :
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H
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w" | Q\ //Q
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H,C CH,

N\Y\N\NWVYN\‘EwN\/\OI\,OﬁNI\,O\/\Oz\'rNH

N-NH

H
'“:HN)ﬁ-EGTFTSDVSSYLEGQAAN\)LEFlAWLVRGR G
H.G CH,

N~ O4.CH \k
NW I/ﬁero—\,O\i "\’O‘/\O’WI’NH

SO0k

W;-HN}EGTFTSDVSSYLEGQAA'N\jEFIAWLVRGR G0
H;C CH,

ﬂ‘“ OH H \Iﬁ
N NAM/VW\/\J\uII\WN\/\ONOWONO\/YNH
: Q

"“z‘HN)ﬁ'EGTFTSDVSSY LEGQAAN‘jEFIAWLVRGR G——w00n
H,C CH,

N-NH

H
th/\/W\/W\/\rrN..ﬁzo\/YN\ﬁot\,O\/\of\,O\/\gNH
o]

33. Un compuesto de acuerdo con la realizacion 13, en el que el agente terapéutico es hormona del crecimiento
humana o un analogo de la misma.
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34. Un compuesto de acuerdo con realizacion 13, en el que el agente terapéutico es insulina humana o un analogo
de la misma.

35. Un compuesto de acuerdo con la realizaciéon 13, en el que el agente terapéutico es factor VII o un analogo del
mismo.

36. Un compuesto de férmula general (I1):

'ﬂ' r\S—G—X—'Y"—Z-'-A—Q"R—Lg
Nur\I

H (1)
enlaque G, X, Y, Z, A, Qy R representan grupos definidos en la realizacion 3 y Lg es un grupo saliente, tal como
Cl, Br, I, OH, -OSO;Me, -OS0O,CF3, -OTs, -SMe,*, -OSu, -OBt, -OAt, -OPh, u -O(4-NO;)Ph.

37. Uso de un compuesto de acuerdo con la realizacién 36 para la sintesis de un compuesto de acuerdo con una
cualquiera de las realizaciones 4-35.

38. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones 4-35 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

39. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la realizaciéon 38, que es adecuada para administracion parenteral.

40. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 15-32 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencion de hiperglucemia, diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa,
diabetes tipo 1, obesidad, hipertensién, sindrome X, dislipidemia, trastornos asociados con hipervolemia toxica,
trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia coronaria, apoplejia y otros trastornos
cardiovasculares, sindrome inflamatorio del intestino, dispepsia y Ulceras gastricas.

41. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 15-32 para la preparacién de un
medicamento para retardar o impedir la progresion de la enfermedad en diabetes tipo 2.

42. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 15-32 para la preparacion de un
medicamento para disminuir la ingesta de alimentos, disminuir la apoptosis de células 3, aumentar la funcién de
células B y la masa de células 3, estimular la generacion de células 8 y/o para restaurar la sensibilidad a glucosa en
las células B.

En un aspecto la presente invencién proporciona un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una
molécula, que comprende unir covalentemente esta molécula con un bioisdstero de acido carboxilico heterociclico.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una
molécula, que comprende unir covalentemente esta molécula a un 1H-tetrazol. In

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una
molécula, que comprende convertir dicha molécula en un compuesto de férmula general (1):

N %—G—X—Y—Z—A—Q R-molécula
Nepy
H
t (1)

en la que

G, X e Y representan independientemente un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CH2)1.10-, O

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o cianoy

Z representa un enlace o
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-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, (OCH2CH2)n-, ~(CF2)n, -O-CH2-(CF2)n-, -S-CH2-(CF2)n-, en los que n es 1-40 y
A representa

-C(=0)-, -O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)1.5-, u
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CH2)p-E-C(=0)]¢-, u

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, o NHy m, p y g son independientemente 1-40 y
R representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)4CH(NH-)-C(=0)-]1.5 y

tes1-40y

el término "molécula" se define como en la presente reivindicacion 1.

Los tetrazoles son ligeramente mas lipdfilos que los acidos carboxilicos, pero son resistentes a muchas de las vias
de degradacion metabdlica que afectan a los acidos carboxilicos. Como los tetrazoles no pueden actuar como
reactivos acilantes, no se requiere grupo protector cuando se acila una proteina con un acido w-(tetrazol-5-
il)carboxilico.

Se ha encontrado que la derivatizacion de polipéptidos con entidades moleculares que contienen tetrazol se realiza
facilmente y que, sorprendentemente, los conjugados proteina-tetrazol resultantes muestran propiedades bioldgicas
y farmacoldgicas muy mejoradas.

Como se ilustra en los ejemplos dados a continuacion, entre el tetrazol y la molécula de la cual se requiere una semi-
vida in plasma prolongada puede haber un espaciador opcional , es decir un fragmento molecular divalente o
polivalente capaz de conectar covalentemente uno o varios tetrazoles a la molécula. Este fragmento molecular
divalente o polivalente también puede tener influencia sobre las propiedades biolégicas del conjugado compuesto-
tetrazol(es) y pueden usarse modificaciones estructurales de este espaciador para ajustar y mejorar las propiedades
del conjugado. Este espaciador puede ser una combinacion de uno o varios elementos estructurales diferentes
seleccionados entre cadenas de alquileno, cadenas de alquileno parcial o completamente fluoradas, arilenos,
heteroarilenos, oligo(etilenglicol), enlaces amida, lisina, péptidos cortos, oligoamidas cortas y otros fragmentos
similares. Para conectar el espaciador que alberga tetrazol a un compuesto de interés, tal como una proteina o
péptido terapéuticamente relevante, pueden concebirse diversas estrategias diferentes. Muchos polipéptidos
contienen grupos amino (por ejemplo, el grupo amino N-terminal o grupos amino de cadena lateral de lisina), que
pueden acilarse mediante un reactivo acilante adecuado, tal como un acido carboxilico en presencia de un reactivo
de acoplamiento, un O-hidroxisucinimidil éster de acido carboxilico, ésteres de hidroxibenzotriazol, anhidridos de
acido carboxilico, haluros de acido carboxilico, azidas de acido carboxilico, ésteres de nitrofenilo, anhidridos
carboénicos carboxilicos mixtos, anhidridos sulfénicos carboxilicos mixtos, imidazolidas y similares. Como alternativa,
pueden derivatizarse polipéptidos que albergan grupo amino mediante conversion en un carbamato por tratamiento
con un haloformiato de alquilo, un carbonato de O-succinimidilo, un azidoformiato de alquilo, o un reactivo
relacionado. Como alternativa, pueden derivatizarse polipéptidos que albergan grupo amino mediante conversion en
una urea por tratamiento con un isocianato, un haluro de carbamoilo, un carbamato de nitrofenilo, o un reactivo
relacionado. Como alternativa, pueden derivatizarse polipéptidos que albergan grupo amino mediante conversion en
una sulfonamida por tratamiento con un haluro de sulfonilo o sulfonil imidazolida.

Todas estas reacciones de derivatizacion pueden realizarse sin la necesidad de ninguin grupo protector para el anillo
de tetrazol y por lo tanto son particularmente muy adecuadas para la derivatizacion de polipéptidos sensibles. A
continuacion se esbozan procedimientos ilustrativos no limitantes de derivatizacion de una molécula que alberga
grupo amino con derivados de tetrazol especificos:

—~ O - 0O
) + H,N—molécula —— H 3
N 2 Lg ™ 2 H—molécula

H H

Z=Z
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E\ >R O—/< +  HN-molécula ~ —— E\ s O—{\k
Lg N molécula
H H H
H -~ H
E > 13 —< + H,N—molécula - E N
H H N —molécula
| s N==0 + H,N—-molécula —_— [I\l N 13 —<
~ ~N N—-molé
H B N molécula
— Q,
Y N
hl VeV L9 + H,N—molécula — i N 13 ? —N—molécula
N\-N p N--.N \OH
H H

Lg =Cl, F, Br, I, N3, CN, OPh,

Oz \//
o—<;>—y~lo2 NO, O — ’$\©\ 28 &
O _ O
/,N /,N = -
A RID LD O

Muchos polipéptidos contienen grupos tiol, que pueden alquilarse por tratamiento con un reactivo alquilante
adecuado, tal como un haluro de alquilo, un sulfonato de alquilo, una N-alquilmaleimida, una acrilamida, o un
reactivo alquilante relacionado, para unir covalentemente el fragmento que alberga tetrazol al polipéptido. Como
alternativa, los grupos tiol también pueden arilarse por tratamiento con un reactivo arilante adecuado, tal como un
haluro de arilo, una sal de arilyodonio, una sal de arildiazonio o un reactivo similar.

Los polipéptidos con serina N-terminal o un grupo funcional relacionado (un 1,2-diol, un 2-aminoetanol) pueden
oxidarse por tratamiento con peryodato en un aldehido. Este aldehido reacciona con O-alquilhidroxilaminas para
proporcionar oximas y por lo tanto puede usarse para unir un tetrazol que contiene O-alquilhidroxilamina al
polipéptido. El aldehido formado por oxidacion de serina N-terminal también reacciona con 2-aminoetiltioles (HS-C-
C-NH) para proporcionar tiazolidinas, o con hidrazinas para proporcionar hidrazonas y estas reacciones también
pueden usarse para la unién de un fragmento que alberga tetrazol a un polipéptido. Los aldehidos también
reaccionan con compuestos C,H-acidos tales como 1,3-dicetonas, 3-oxobutiramidas, malonodinitrilos, derivados de
acido barbiturico, derivados de acido maldnico y similares para proporcionar alcoholes (adicion de aldol) o alquenos
(condensacion de Knoevenagel). Estas reacciones también pueden usarse para unir tetrazoles a polipéptidos.

Las enzimas posibilitan la derivatizacién selectiva de polipéptidos. Por tanto, pueden usarse carboxipeptidasas para
formar amidas a partir de aminas y el grupo acido carboxilico C-terminal de un polipéptido. Pueden usarse
transglutaminasas para formar nuevas amidas a partir de aminas y la cadena lateral de glutamina. Si estas
reacciones enzimaticas se realizan con una amina que alberga tetrazol, se produciran compuestos reivindicados en
la presente invencién. Como alternativa, estas reacciones enzimaticas también pueden realizarse con una amina
que contiene un grupo funcional que posibilita una unién covalente selectiva de un fragmento que alberga tetrazol en
una segunda operacion. Dichos grupos funcionales pueden ser aldehidos, cetonas, hidroxilaminas, alcoxilaminas,
hidrazinas, tioles, azidas, 2-aminoetiltioles, 3-aminopropiltioles, 2-hidroxietiltioles, 3-hidroxipropiltioles, alquinos,
alquenos, nitrilos, compuestos C,H-acidos, u otros grupos funcionales que posibilitan la unién covalente selectiva de
un fragmento que alberga tetrazol. El tratamiento de una amina que contiene uno o varios de estos grupos
funcionales proporcionara un polipéptido, que puede derivatizarse selectivamente.
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Recientemente, se ha descrito una metodologia para la produccion de proteinas que contienen aminoacidos no
naturales por fermentacion (por ejemplo L. Alfonta y col., J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 14662-14663; Z. Zhang y
col., Biochemistry, 2003, 42, 6735-6746). Esta metodologia también puede usarse para preparar proteinas con
aminoacidos que contienen tetrazol directamente o proteinas con un aminoacido no natural que posibilita una facil
derivatizacion quimica. Estos podrian ser, por ejemplo, aminoacidos que contienen un grupo formilo, un grupo ceto,
un grupo azido, un grupo mercapto, un grupo alcoxilamino, un grupo hidrazino, un alquino, un alqueno, un yoduro de
arilo, o un bromuro de arilo. La proteina resultante, que contiene este aminoacido no natural, después puede
convertirse en una proteina que contiene tetrazol mediante unién covalente de un derivado adecuado de tetrazol a la
cadena lateral del aminoacido no natural.

Los polipéptidos pueden contener una o varias tirosinas. Estas pueden derivatizarse selectivamente por
acoplamiento azo con una sal de arildiazonio. Esta técnica también puede usarse para preparar compuestos de
acuerdo con la presente invencion, tratando dicho polipéptido que contiene tirosina con una sal de arildiazonio que
contiene tetrazol.

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de férmula general (1):

%—X—Y—Z—A—Q R-molécula

H
t 0

z=Z

en la que
G, X e Y representan independientemente un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CH2)1.10-, O

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano y

Z representa un enlace o

-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, (OCH2CH2)n-, ~(CF2)n, -O-CHa-(CF2)n-, -S-CH2-(CF2)n-, en los que n es 1-40 y
A representa

-C(=0)-, -0O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)15-, 0
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, o NHy m, p y g son independientemente 1-40 y
R representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)4CH(NH-)-C(=0)-]1.5 y

tes1-40y

el término 'molécula’ se define como en la presente reivindicacion 1.

En una realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en la que G, X e Y son todos un
enlace.

En otra realizacion la invencién desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en la que G, X e Y se
seleccionan todos de -(CH2)1.10-.

En otra realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en la que t es 1.

En otra realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en la que
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N/
i %—G—X—Y—Z—A—Q
N\N

H

es 16-(5-tetrazolil)hexadecanoilo,
4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butirilo,

2-(2-(2-(16-(tetrazol-5-il)(hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilo) o] [2-(2-{[2-(2-
carbamoilmetoxietoxi)etilcarbamoiljmetoxi}etoxi)etillamida del acido 16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico.

En ofra realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en la que la molécula se une
covalentemente a R mediante el grupo e-amino de un residuo de lisina.

En ofra realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula se une
covalentemente a R mediante el grupo tiol de un residuo de cisteina.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
agente terapéutico.

En otro aspecto la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que el agente terapéutico es
un biopolimero.

En otro aspecto la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en el que el agente terapéutico es
un polipéptido.

En otro aspecto la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que el agente terapéutico es
un farmaco de molécula pequefia.

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (I), en el que el agente
terapéutico es un polipéptido que es un péptido insulinotrépico.

En una realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la féormula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que es GLP-1 (7-37) o una variante del mismo.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que es GLP-1 (7-37) o un analogo del mismo.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la férmula (1V):

Xaar-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaas-Ser-Xaag-Xaaig-Xaaz-Glu-Xaaz-Xaays-Ala-
Xaags-Xaags-Xaaz-Phe-lle-Xaas-Trp-Leu-Xaass-Xaazs-Xaass-Xaazs-Xaasr-Xaass-Xaase-Xaase-
Xaayq-Xaas-Xaas-Xaas,-Xaa,s-Xaade

Formula (I11) (SEQ ID N.°: 3)

en la que
Xaar es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, acido 2-amino-3-(2-aminoimidazol-4-il)propiénico, B-hidroxi-
histidina, homohistidina, N%-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o

4-piridilalanina;

Xaag es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido 1-aminociclopropanocarboxilico, acido 1-aminociclobutanocarboxilico,
acido 1-aminociclopentanocarboxilico, acido 1-aminociclohexanocarboxilico, acido 1-aminocicloheptanocarboxilico, o
acido 1-aminociclooctanocarboxilico;

Xaaiges Val o Leu;
Xaaiges Ser, Lys o Arg;
Xaaiges Tyr o Gin;
Xaayo es Leu o Met;

Xaay; es Gly, Glu o Aib;

31



10

15

20

25

30

35

ES 2 542 228 T3

Xaazs es GIn, Glu, Lys o Arg;

Xaazs es Ala o Val;

Xaags es Lys, Glu o Arg;

Xaay7es Glu o Leu;

Xaaszg es Ala, Glu o Arg;

Xaaszzes Val o Lys;

Xaass es Lys, Glu, Asn o Arg;

Xaass es Gly o Aib; Xaass es Arg, Gly o Lys;
Xaasy es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente;
Xaasg es Lys, Ser, amida o esta ausente;
Xaasg es Ser, Lys, amida o esta ausente;
Xaasg es Gly, amida o esta ausente;

Xaagsq es Ala, amida o esta ausente;

Xaagz es Pro, amida o esta ausente;

Xaagysz es Pro, amida o esta ausente;

Xaaus es Pro, amida o esta ausente;

Xaagys es Ser, amida o esta ausente;

Xaays €s amida o esta ausente;

con la condicion de que si Xaass, Xaasg, Xaas, Xaas1, Xaasz, Xaass, Xaass, Xaass 0 Xaass esta ausente entonces
cada residuo de aminoacido cadena abajo también estara ausente.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la férmula (V):

Xaar-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa - Tyr-Leu-Glu-Xaa,,-Xaays-Ala-Ala-
Xaazs-Glu-Phe-lle-Xaas-Trp-Leu-Val-Xaaz,-Xaaas-Xaazs-Xaasr-Xaaas
Formula (IV) (SEQ ID N.°%: 4)
en la que

Xaar es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-aminohistidina, B-hidroxi-histidina, homohistidina, N°acetil-
histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina;

Xaag es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido 1-aminociclopropanocarboxilico, acido 1-aminociclobutanocarboxilico,
acido 1-aminociclopentanocarboxilico, acido 1-aminociclohexanocarboxilico, acido 1-aminocicloheptanocarboxilico, o
acido 1-aminociclooctanocarboxilico;

Xaaiges Ser, Lys o Arg;
Xaay es Gly, Glu o Aib;
Xaazs es Gin, Glu, Lys o Arg;
Xaags es Lys, Glu o Arg;
Xaaso es Ala, Glu o Arg;
Xaass es Lys, Glu o Arg;
Xaass es Gly o Aib;
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Xaases es Arg o Lys;
Xaasy es Gly, Ala, Glu o Lys;
Xaasg es Lys, amida o esta ausente.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido seleccionado entre GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36), GLP-1 (7-36)-amida, GLP-1 (7-37), GLP-1 (7-38), GLP-1
(7-39), GLP-1 (7-40), GLP-1(7-41) o un analogo de los mismos.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que comprende no mas de quince residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o delecionado
en comparacion con GLP-1 (7-37) (SEQ ID N.°: 1), o no mas de diez residuos de aminoacido que se han cambiado,
afiadido o delecionado en comparacion con GLP-1 (7-37) (SEQ ID N.°%: 1).

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que comprende no mas de seis residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o delecionado en
comparacién con GLP-1(7-37) (SEQ ID N.°%: 1).

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que comprende no mas de 4 residuos de aminoacido que no estan codificados por el codigo genético.

En otra realizacién la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que es un péptido insulinotrépico protegido de DPP-IV.

En otra realizacion la invencion desvela a compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
polipéptido que comprende un residuo Aib en la posicién 8.

En otra realizacién la invencidon desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
analogo de GLP-1 (7-37) en el que el residuo de aminoacido en la posicion 7 de dicho polipéptido se selecciona
entre el grupo que consiste en D-histidina, desamino-histidina, acido 2-amino-3-(2-aminoimidazol-4-il)propiénico, B-
hidroxi-histidina, homohistidina, Na-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-
piridilalanina y 4-piridilalanina.

En otra realizacién la invencidon desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es un
analogo de GLP-1 (7-37) seleccionado entre el grupo que consiste en Arg3*GLP-1 (7-37), Lys38Arg?6:34GLP-1(7-38),
Lys38Arg?-3GLP-1(7-38)-OH, Lys®Arg2634GLP-1 (7-36), Aib#2235 GLP-1 (7-37), Aib®35 GLP-1 (7-37), Aib%22 GLP-1
(7-37), Aib82235 Arg?634 ys®GLP-1(7-38), Aib%3 Arg?34Lys®GLP-1 (7-38), Aib®2 Arg?3Lys®GLP-1 (7-38),
Aib82235  Arg?6:34 ysBGLP-1(7-38), Aib®35  Arg?34Lys®¥GLP-1  (7-38), Aib®2235  Arg®Lys®¥GLP-1 (7-38),
Aib®35Arg?Lys®BGLP-1(7-38), Aib®22Arg?5Lys*GLP-1(7-38), Aib82235 Arg34Lys3®GLP-1(7-38), Aib®35Arg34Lys*GLP-
1(7-38),  AibS22Arg#Lys®GLP-1  (7-38), Aib82235Ala¥Lys%GLP-1(7-38),  Aib®35Ala¥’Lys®¥GLP-1  (7-38),
Aib822AlaLys3BGLP-1(7-38), Aib82235 Lys¥GLP-1(7-37), Aib®¥Lys¥GLP-1 (7-37) y Aib8?2Lys3’GLP-1 (7-38).

En otra realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en el que la molécula es GLP-1
(7-37) o un analogo del mismo que se une a R mediante el residuo de aminoacido en la posicion 23, 26, 34, 36 o 38
respecto a la secuencia de aminoacidos SEQ ID N.°: 1.

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es
exendina-4(1-39) o un analogo de la misma.

En una realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la féormula (1), en el que la molécula es un
analogo de exendina-4 que comprende no mas de doce residuos de aminoacido que se han cambiado, afiadido o
delecionado en comparacion con exendina-4(1-39) (SEQ ID N.°: 2), o no mas de ocho residuos de aminoacido que
se han cambiado, afiadido o delecionado en comparacion con exendina-4(1-39) (SEQ ID N.°: 2).

En otra realizacion la invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en el que la molécula es ZP-10,
es decir,

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPSKKKKKK-amida (SEQ ID N.°: 5).

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es
hormona del crecimiento humana o un analogo de la misma.

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en el que la molécula es
insulina humana o un analogo de la misma.

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es
factor VIl o un analogo del mismo.
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En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula es
hormona paratiroidea o un analogo de la misma.

En otro aspecto la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la férmula (1), en el que la molécula es
hormona foliculo-estimulante humana o un analogo de la misma.

En otra realizacion la presente invencion desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula
tiene un peso molar de menos de 100 kDa, menos de 50 kDa, o menos de 10 kDa.

En otros aspectos la presente invencién desvela un compuesto de acuerdo con la formula (1), en el que la molécula
se selecciona entre el grupo que consiste en un factor de crecimiento tal como factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante a (TGF-a), factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B),
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), una somatomedina tal
como factor de crecimiento | tipo insulina (IGF-I), factor de crecimiento Il tipo insulina (IFG-II), eritropoyetina (EPO),
trombopoyetina (TPO) o angiopoyetina, interferén, pro-urocinasa, urocinasa, activador de plasmindgeno tisular (t-
PA), inhibidor 1 del activador de plasminégeno, inhibidor 2 del activador de plasminégeno, factor de von Willebrandt,
una citocina, por ejemplo, una interleucina tal como interleucina (IL) 1, IL-1 Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-12,
IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-20 o IL-21, un factor estimulador de colonias (CFS) tal como GM-CSF, factor de
células madre, un factor de necrosis tumoral tal como TNF-a, linfotoxina-a, linfotoxina-3, CD40L, o CD30L, un
inhibidor de proteasa, por ejemplo, aprotinina, una enzima tal como superoxido dismutasa, asparaginasa, arginasa,
arginina desaminasa, adenosina desaminasa, ribonucleasa, catalasa, uricasa, bilirrubina oxidasa, tripsina, papaina,
fosfatasa alcalina, B-glucuronidasa, nucledsido fosforilasa de purina o batroxobina, un opioide, por ejemplo,
endorfinas, encefalinas u opioides no naturales, una hormona o neuropéptido, por ejemplo, calcitonina, glucagoén,
gastrinas, hormona adrenocorticotropica (ACTH), colecistoquininas, hormona luteinizante, hormona liberadora de
gonadotropina, gonadotropina coridnica, factor liberador de corticotropina, vasopresina, oxitocina, hormonas
antidiuréticas, hormona estimuladora de tiroides, hormona liberadora de tirotropina, relaxina, prolactina, péptido YY,
neuropéptido Y, polipéptido pancreatico, leptina, CART (transcrito regulado por cocaina y anfetamina), un péptido
relacionado con CART, perilipina, melanocortinas (hormonas estimuladoras de melanocitos) tales como MC-4,
hormonas de concentraciéon de melanina, péptidos natriuréticos, adrenomedulina, endotelina, secretina, amilina,
péptido vasoactivo intestinal (VIP), polipéptido activador de adenilato ciclasa de pituitaria (PACAP), bombesina,
péptidos tipo bombesina, timosina, proteina de unién a heparina, CD4 soluble, factor liberador hipotalamico,
melanotoninas y analogos de los mismos.

En otro aspecto, la presente invenciéon desvela un compuesto de formula general (11):

N,
I A\B—G—X—Y—Z—A—Q—R—Lg
N“N

H )

enlaque G, X, Y, Z, A, Qy R representan grupos definidos en la reivindicacion 3 y Lg es un grupo saliente, tal como
Cl, Br, I, OH, -OSO;Me, -OSO,CF3, -OTs, -SMe>, -OSu, -OBt, -OAt, -OPh, o -O(4-NO,)Ph.

En otro aspecto la presente invencion desvela el uso de un compuesto de acuerdo con la férmula (Il) para la sintesis
de un compuesto de acuerdo con la formula (1).

Los polipéptidos terapéuticos pueden producirse por sintesis peptidica clasica, por ejemplo, sintesis de péptidos en
fase sdlida usando quimica t-Boc o F-Moc u otras técnicas bien establecidas, véase, por ejemplo, Green y Wauts,
"Protecting Groups in Organic Synthesis", John Wiley & Sons, 1999.

Los polipéptidos terapéuticos también pueden producirse por un procedimiento que comprende cultivar una célula
huésped que contiene una secuencia de ADN que codifica el polipéptido y capaz de expresar el polipéptido en un
medio nutriente adecuado en condiciones que permitan la expresiéon del péptido, después de lo cual se recupera el
péptido resultante del cultivo.

El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para cultivar las células
huésped, tal como medio minimo o complejo que contiene suplementos apropiados. Los medios adecuados estan
disponibles de proveedores comerciales o pueden prepararse de acuerdo con férmulas publicadas (por ejemplo, en
catalogos de la American Type Culture Collection). El péptido producido por las células puede recuperarse después
del medio de cultivo por procedimientos convencionales incluyendo separacion de las células huésped del medio por
centrifugacion o filtracion. Para productos extracelulares, los componentes proteicos del sobrenadante se aislan por
filtracién, cromatografia en columna o precipitacion, por ejemplo, microfiltacion, ultrafiltracion, precipitacion
isoeléctrica, purificacion por una diversidad de procedimientos cromatograficos, por ejemplo, cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia por filtracion en gel, cromatografia de
afinidad, o similares, dependiendo del tipo de polipéptido en cuestiéon. Para productos intracelulares o
periplasmaticos, las células aisladas del medio de cultivo se disgregan o permeabilizan y se extraen para recuperar
el polipéptido o precursor del mismo producido.
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La secuencia de ADN que codifica el polipéptido terapéutico puede ser de origen gendmico o de ADNc, por ejemplo
obtenido preparando una biblioteca genémica o de ADNc y seleccionando las secuencias de ADN que codifican todo
o parte del péptido por hibridaciéon usando sondas oligonucleotidicas sintéticas de acuerdo con técnicas
convencionales (véase, por ejemplo, Sambrook, J, Fritsch, EF y Maniatis, T, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1989). La secuencia de ADN que codifica el polipéptido
también puede prepararse de forma sintética por procedimientos convencionales establecidos, por ejemplo, el
procedimiento de fosfoamidita descrito por Beaucage y Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859 - 1869, o el
procedimiento descrito por Matthes y col., EMBO Journal 3 (1984), 801 - 805. La secuencia de ADN también puede
prepararse por reaccion en cadena de la polimerasa usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe
en el documento US 4.683.202 o Saiki y col., Science 239 (1988), 487 - 491.

La secuencia de ADN puede insertarse en cualquier vector que pueda someterse de forma conveniente a
procedimientos de ADN recombinante y la eleccion del vector a menudo dependera de la célula huésped en la que
tiene que introducirse. Por tanto, el vector puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir, un vector que
existe como una entidad extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, por
ejemplo, un plasmido. Como alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una célula huésped,
se integra en el genoma de la célula huésped y se replica junto con el(los) cromosoma(s) en que se ha integrado.

El vector es preferentemente un vector de expresién en que la secuencia de ADN que codifica el polipéptido esta
unida de forma funcional a segmentos adicionales requeridos para la transcripcion del ADN, tales como un promotor.
El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de
eleccion y puede derivarse de genes que codifican proteinas homdlogas o heterdlogas para la célula huésped. Los
ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion del ADN que codifica el péptido de la invencion en
una diversidad de células huésped se conocen bien en la técnica, cf. por ejemplo Sambrook y col., supra.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido también puede conectarse de forma funcional, si fuera necesario, a
un terminador adecuado, a sefales de poliadenilaciéon, a secuencias potenciadoras de la transcripcion y a
secuencias potenciadoras de la traduccion. El vector recombinante de la invencién puede comprender
adicionalmente una secuencia de ADN que posibilite que el vector se replique en la célula huésped en cuestion.

El vector también puede comprender un marcador de seleccion, por ejemplo, un gen cuyo producto complemente un
defecto en la célula huésped o uno que confiera resistencia a un farmaco, por ejemplo, ampicilina, kanamicina,
tetraciclina, cloranfenicol, neomicina, higromicina o metotrexato. Para fabricacion a gran escala, el marcador de
seleccion preferentemente no es resistencia a antibiotico, por ejemplo, los genes de resistencia a antibiéticos en el
vector se escinden preferentemente cuando el vector se usa para fabricacién a gran escala. Los procedimientos
para eliminar los genes de resistencia a antibiéticos de vectores se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, el
documento US 6.358.705 que se incorpora en el presente documento por referencia.

Para dirigir un péptido precursor de la presente invencion a la via de secreciéon de las células huésped, puede
proporcionarse una secuencia sefal secretora (también conocida como secuencia lider, secuencia prepro o
secuencia pre) en el vector recombinante. La secuencia sefial secretora se une a la secuencia de ADN que codifica
el péptido en la fase de lectura correcta. Las secuencias sefial secretoras habitualmente se posicionan 5’ respecto a
la secuencia de ADN que codifica el péptido. La secuencia sefial secretora puede ser la normalmente asociada con
el péptido o puede ser de un gen que codifica otra proteina secretada.

Los procedimientos usados para ligar las secuencias de ADN que codifican el presente péptido, el promotor y
opcionalmente el terminador y/o la secuencia sefal secretora, respectivamente y para insertarlas en vectores
adecuados que contienen la informacién necesaria para la replicacién, se conocen bien por las personas expertas
en la técnica (cf., por ejemplo, Sambrook y col.., supra).

La célula huésped en que se introduce la secuencia de ADN o el vector recombinante puede ser cualquier célula que
sea capaz de producir el presente péptido e incluye bacterias, levaduras, hongos y células eucariotas superiores.
Ejemplos de células huésped adecuadas bien conocidas y usadas en la técnica son, sin limitacion, E. coli,
Saccharomyces cerevisiae, o lineas celulares BHK o CHO de mamifero.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto de acuerdo con la presente invencién pueden
prepararse por técnicas convencionales, por ejemplo, como se describe en Remington’s Pharmaceutical Sciences,
1985 o en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una formulacion farmacéutica que comprende un compuesto de
acuerdo con la presente invencidén que esta presente en una concentracion de aproximadamente 0,1 mg/ml a
aproximadamente 25 mg/ml y en el que dicha formulacién tiene un pH de 2,0 a 10,0. La formulaciéon puede
comprender adicionalmente un sistema tampoén, conservante(s), agente(s) de isotonicidad, agente(s) quelante(s),
estabilizantes y tensioactivos. En una realizacion de la invencion la formulacion farmacéutica es una formulacion
acuosa, es decir, formulacion que comprende agua. Dicha formulacion es tipicamente una solucion o una
suspension. En una realizacion adicional de la invencién la formulacién farmacéutica es una solucién acuosa. La
expresion "formulacion acuosa" se define como una formulacién que comprende al menos un 50 % p/p de agua.
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Asimismo, la expresion "solucion acuosa" se define como una solucién que comprende al menos un 50 % p/p de
agua y la expresion "suspension acuosa" se define como una suspension que comprende al menos un 50 % p/p de
agua.

En otra realizacion la formulacion farmacéutica es una formulacion secada por congelacion, a la cual el médico o el
paciente afiade disolventes y/o diluyentes antes de su uso.

En ofra realizacion la formulacion farmacéutica es una formulacion secada (por ejemplo, secada por congelacion o
secada por pulverizacion) lista para su uso sin ninguna disolucién anterior.

En un aspecto adicional la invencion se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende una solucién acuosa
de un compuesto de acuerdo con la presente invencién y un tampodn, en la que dicho compuesto esta presente en
una concentracion de 0,1 mg/ml o superior y en la que dicha formulacién tiene un pH de aproximadamente 2,0 a
aproximadamente 10,0.

En un aspecto adicional la invencion se refiere a una formulacion farmacéutica que comprende una solucién acuosa
de un compuesto de acuerdo con la presente invencién y un tampodn, en la que dicho compuesto esta presente en
una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml o superior y en la que dicha formulacion tiene un pH de
aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,5.

En otra realizacion adicional de la invencién el pH de la formulacion se selecciona entre la lista que consiste en 2,0,
21,22,23,24,25,26,27,2,8,2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 34, 3,5, 3,6, 3,7,3,8, 3,9,4,0,4,1,42,4,3,4,4,4,5, 4,6,
47,48,49, 50,51, 5,2,53,54,5,5,5,6,5,7,5,8,5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 64, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,69,7,0,7,1, 7,2,
73,74,75,76,7,7,78,7,9, 8,0, 8,1, 82, 8,3, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9,9,0, 9,1, 9,2, 9,3, 94, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8,
9,9y 10,0.

En una realizacién adicional de la invencion, el tampdén se selecciona entre el grupo que consiste en acetato sodico,
carbonato sédico, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrogenofosfato sédico, hidrogenofosfato
disédico, fosfato sédico y tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido maleico, acido
fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tampones especificos
constituye una realizacion alternativa de la invencion.

En una realizacion adicional de la invencidon la formulacion comprende adicionalmente un conservante
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion adicional de la invencién el conservante se selecciona entre el
grupo que consiste en fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo,
2-fenoxietanol, p-hidroxibenzoato de butilo, 2-feniletanol, alcohol bencilico, clorobutanol y tiomerosal, bronopol, acido
benzoico, imidurea, clorohexidina, deshidroacetato sédico, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de
benzetonio, clorfenesina (3p-clorfenoxipropano-1,2-diol) o mezclas de los mismos. En una realizacién adicional de la
invencion el conservante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml. En una realizacién adicional
de la invencién el conservante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. En una realizacion
adicional de la invencién el conservante esta presente en una concentracion de 5 mg/ml a 10 mg/ml. En una
realizacion adicional de la invencién el conservante esta presente en una concentracion de 10 mg/ml a 20 mg/ml.
Cada uno de estos conservantes especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion. El uso de un
conservante en composiciones farmacéuticas se conoce bien por la persona experta. Por conveniencia se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacion adicional de la invencion la formulacién comprende adicionalmente un agente isoténico. En una
realizacion adicional de la invencion el agente isotonico se selecciona entre el grupo que consiste en una sal (por
ejemplo, cloruro sédico), un azucar o alcohol de azucar, un aminoacido (por ejemplo, L-glicina, L-histidina, arginina,
lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (por ejemplo, glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol
(propilenglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol) polietilenglicol (por ejemplo, PEG400), o mezclas de los mismos.
Puede usarse cualquier azucar tal como mono-, di-, o polisacaridos, o glucanos solubles en agua, incluyendo por
ejemplo fructosa, glucosa, manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrano, pululano,
dextrina, ciclodextrina, almidon soluble, hidroxietil almidon y carboximetilcelulosa-Na. En una realizacion el aditivo de
azucar es sacarosa. El alcohol de azulcar se define como un hidrocarburo C4-C8 que tiene al menos un grupo --OH
e incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galacititol, dulcitol, xilitol y arabitol. En una realizacion el aditivo de
alcohol de azicar es manitol. Los azucares o alcoholes de azucar mencionados anteriormente pueden usarse
individualmente o en combinacion. No existe limite fijo a la cantidad usada, siempre que el aziucar o alcohol de
azucar sea soluble en la preparacion liquida y no afecte de forma adversa a los efectos estabilizantes conseguidos
usando los procedimientos de la invencion. En una realizacién, la concentracién de azucar o alcohol de azucar esta
entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 150 mg/ml. En una realizacion adicional de la invencion el
agente isotonico esta presente en una concentracion de 1 mg/ml a 50 mg/ml. En una realizacion adicional de la
invencion el agente isotonico esta presente en una concentracion de 1 mg/ml a 7 mg/ml. En una realizacién adicional
de la invencion el agente isotonico esta presente en una concentracion de 8 mg/ml a 24 mg/ml. En una realizacion
adicional de la invencion el agente isotdnico esta presente en una concentracion de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada uno
de estos agentes isoténicos especificos constituye una realizacién alternativa de la invencion. El uso de un agente
isoténico en composiciones farmacéuticas se conoce bien por la persona experta.c Por conveniencia se hace
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referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacion adicional de la invencion la formulacion comprende adicionalmente un agente quelante. En una
realizacion adicional de la invencion el agente quelante se selecciona entre sales de acido etilendiaminatetraacético
(EDTA), acido citrico y acido aspartico y mezclas de los mismos. En una realizacion adicional de la invencion el
agente quelante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. En una realizaciéon adicional de la
invencion el agente quelante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 2 mg/ml. En una realizacion
adicional de la invencion el agente quelante esta presente en una concentracion de 2 mg/ml a 5 mg/ml. Cada uno de
estos agentes quelantes especificos constituye una realizacion alternativa de la invenciéon. El uso de un agente
quelante en composiciones farmacéuticas se conoce bien por la persona experta. Por conveniencia se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacion adicional de la invencion la formulacidon comprende adicionalmente un estabilizante. El uso de un
estabilizante en composiciones farmacéuticas se conoce bien por la persona experta. Por conveniencia se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

Mas particularmente, las composiciones de la invencién son composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas
cuyos componentes terapéuticamente activos incluyen un polipéptido que posiblemente muestra formacion de
agregados durante su almacenamiento en formulaciones farmacéuticas liquidas. Por "formacion de agregados” se
entiende una interaccion fisica entre las moléculas de polipéptido que provoca la formacion de oligémeros, que
pueden permanecer solubles, o de agregados visibles grandes que precipitan en la solucién. Por "durante
almacenamiento” se entiende que una composicién o formulacién farmacéutica liquida una vez preparada, no se
administra inmediatamente a un sujeto. En su lugar, después de la preparacion, se envasa para almacenamiento, en
una forma liquida, en un estado congelado, o en una forma secada para posterior reconstitucion en una forma
liquida u otra forma adecuada para administracion a un sujeto. Por "forma secada" se entiende que la composicion o
formulacién farmacéutica liquida se seca por secado por congelacion (es decir, liofilizacion; véase, por ejemplo,
Williams y Polli (1984) J. Parenteral Sci. Technol. 38: 48-59), secado por pulverizacion (véase Masters (1991) en
Spray-Drying Handbook (52 ed; Longman Scientific and Technical, Essez, R.U.), pag. 491-676; Broadhead y col.
(1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18: 1169-1206; y Mumenthaler y col. (1994) Pharm. Res. 11: 12-20), o secado al aire
(Carpenter y Crowe (1988) Cryobiology 25: 459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4: 47-53). La formacion de
agregados por un polipéptido durante el almacenamiento de una composicion farmacéutica liquida puede afectar de
forma adversa a la actividad bioldégica de ese polipéptido, provocando pérdida de eficacia terapéutica de la
composicion farmacéutica. Ademas, la formacién de agregados puede causar otros problemas tales como bloqueo
de conductos, membranas, o bombas cuando la composicién farmacéutica que contiene polipéptido se administra
usando un sistema de infusion.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden comprender adicionalmente una cantidad de una base de
aminoacido suficiente para disminuir la formacién de agregados por el polipéptido durante el almacenamiento de la
composicion. Por "base de aminoacido" se entiende un aminoacido o una combinacién de aminoacidos, donde
cualquier aminoacido dado esta presente bien en su forma de base libre o bien en su forma de sal. Cuando se usa
una combinaciéon de aminoacidos, todos los aminoacidos pueden estar presentes en sus formas de base libre, todos
pueden estar presentes en sus formas de sal, o algunos pueden estar presentes en sus formas de base libre
mientras que otros estan presentes en sus formas de sal. En una realizacién, los aminoacidos a usar en la
preparacion de las composiciones de la invencién son aquellos que portan una cadena lateral cargada, tales como
arginina, lisina, acido aspartico y acido glutamico. Puede estar presente cualquier esterecisémero (es decir,
isbmeros R 0 S - o isémero L, D o DL) de un aminoacido particular (por ejemplo, alanina, metionina, histidina,
imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina y mezclas de los mismos) o combinaciones
de estos estereoisémeros, en las composiciones farmacéuticas de la invencion siempre que el aminoacido particular
esté presente en su forma de base libre o en su forma de sal. En una realizacion, se usa el estereoisémero L, que
indica la forma mas abundante de aminoacidos. La forma L puede ser un isémero R o S dependiente del aminoacido
especifico. Las composiciones de la invencién también pueden formularse con analogos de estos aminoacidos. Por
"analogos de aminoacido" se entiende un derivado del aminoacido de origen natural que produce el efecto deseado
de disminuir la formacién de agregados por el polipéptido durante el almacenamiento de las composiciones
farmacéuticas liquidas de la invencion. Los analogos adecuados de arginina incluyen, por ejemplo, aminoguanidina,
ornitina y N-monoetil L-arginina, los analogos adecuados de metionina incluyen S-etil homocisteina y S-butil
homocisteina y los analogos adecuados de cisteina incluyen S-metil-L cisteina. Como con los otros aminoacidos, los
analogos de aminoacido se incorporan en las composiciones en su forma de base libre o su forma de sal. En una
realizacion adicional de la invencidon los aminoacidos o analogos de aminoacido se usan en una concentracion, que
es suficiente para impedir o retardar la agregacion de la proteina.

En una realizacion adicional de la invencion puede afiadirse metionina (u otros aminoacidos o analogos de
aminoacido que contengan azufre) para inhibir la oxidacion de residuos de metionina en sulféxido de metionina
cuando el polipéptido que actia como agente terapéutico es un polipéptido que comprende al menos un residuo de
metionina susceptible a dicha oxidacién. Por "inhibir" se desea acumulacién minima de especies de metionina
oxidada en el tiempo. La inhibicién de la oxidacion de metionina provoca mayor retencion del polipéptido en su forma
molecular apropiada. Puede usarse cualquier estereoisémero de metionina (isémero L, D, o DL) o combinaciones de
los mismos. La cantidad a afiadirse debe ser una cantidad suficiente para inhibir la oxidacion de los residuos de
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metionina de modo que la cantidad de sulféxido de metionina sea aceptable para agencias reguladoras.
Tipicamente, esto significa que la composicidon contiene no mas de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el
30 % de sulfoxido de metionina. Generalmente, esto puede conseguirse afiadiendo metionina de modo que la
proporcion de metionina afadida a residuos de metionina varie de aproximadamente 1:1 a aproximadamente
1000:1, tal como de 10:1 a aproximadamente 100:1.

En una realizacion adicional de la invencion la formulacion comprende adicionalmente un estabilizante seleccionado
entre el grupo de polimeros de alto peso molecular o de compuestos de bajo peso molecular . En una realizacion
adicional de la invencion el estabilizante se selecciona entre polietilenglicol (por ejemplo, PEG 3350), poli(alcohol
vinilico) (PVA), polivinilpirrolidona, carboxi/hidroxicelulosa o derivados de la misma (por ejemplo, HPC, HPC-SL,
HPC-L y HPMC), ciclodextrinas, sustancias que contienen azufre como monotioglicerol, acido tioglicélico y 2-
metiltioetanol y diferentes sales (por ejemplo, cloruro sddico). Cada uno de estos estabilizantes especificos
constituye una realizacion alternativa de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes estabilizantes adicionales, que potencian
adicionalmente la estabilidad de un polipéptido terapéuticamente activo en las mismas. Los agentes estabilizantes
de particular interés para la presente invencion incluyen, aunque sin limitacion, metionina y EDTA, que protegen al
polipéptido contra oxidacion de metionina y un tensioactivo no idnico, que protege al polipéptido contra la agregacion
asociada con congelacioén-descongelacion o corte mecanico.

En una realizaciéon adicional de la invencién la formulacion comprende adicionalmente un tensioactivo. En una
realizacion adicional de la invencion el tensioactivo se selecciona entre un detergente, aceite de ricino etoxilado,
glicéridos poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de acido graso de sorbitan, polimeros de bloque de
polioxipropileno-polioxietileno (por ejemplo, poloxameros tales como Pluronic® F68, poloxamero 188 y 407, Tritdon X-
100), ésteres de acido graso de polioxietilen sorbitan, derivados de polioxietileno y polietileno tales como derivados
alquilados y alcoxilados (tweens, por ejemplo, Tween-20, Tween-40, Tween-80 y Brij-35), monoglicéridos o
derivados etoxilados de los mismos, diglicéridos o derivados de polioxietileno de los mismos, alcoholes, glicerol,
lecitinas y fosfolipidos (por ejemplo, fosfatidil serina, fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil inositol,
difosfatidil glicerol y esfingomielina), derivados de fosfolipidos (por ejemplo, acido dipalmitoil fosfatidico) y
lisofosfolipidos (por ejemplo, ésteres de palmitoil lisofosfatidil-L-serina y 1-acil-sn-glicero-3-fosfato de etanolamina,
colina, serina o treonina) y derivados de alquilo, alcoxilo (éster alquilico), alcoxi (éter alquilico) de lisofosfatidil y
fosfatidilcolinas, por ejemplo, derivados de lauroilo y miristoilo de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y
modificaciones del grupo de cabeza polar, es decir colinas, etanolaminas, acido fosfatidico, serinas, treoninas,
glicerol, inositol y los cargados positivamente DODAC, DOTMA, DCP, BISHOP, lisofosfatidilserina y
lisofosfatidiltreonina y glicerofosfolipidos (por ejemplo, cefalinas), gliceroglucolipidos (por ejemplo galactopiranésido),
esfingoglucolipidos (por ejemplo, ceramidas, ganglidsidos), dodecilfosfocolina, lisolecitina de huevo de gallina,
derivados de acido fusidico (por ejemplo, tauro-dihidrofusidato sédico etc.), acidos grasos de cadena larga y sales
de los mismos C6-C12 (por ejemplo, acido oleico y acido caprilico), acilcarnitinas y derivados, derivados N°-acilados
de lisina, arginina o histidina, o derivados acilados en la cadena lateral de lisina o arginina, derivados N®-acilados de
dipéptidos que comprenden cualquier combinacion de lisina, arginina o histidina y un aminoacido neutro o acido,
derivado N%acilado de un tripéptido que comprende cualquier combinacién de un aminoacido neutro y dos
aminoacidos cargados, DSS (docusato sddico, n.°: de registro CAS [577-11-7]), docusato calcico, n.°: de registro
CAS [128-49-4]), docusato potasico, n.%: de registro CAS [7491-09-0]), SDS (dodecil sulfato sddico o lauril sulfato
sodico), caprilato sédico, acido colico o derivados del mismo, acidos biliares y sales de los mismos y conjugados de
glicina o taurina, acido ursodesoxicdlico, colato sédico, desoxicolato sédico, taurocolato sddico, glicocolato sodico,
N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato,  tensioactivos = monovalentes  aniénicos (alquil-arilo-
sulfonatos), tensioactivos hibridos (por ejemplo, N-alquil-N,N-dimetilamonio-1-propanosulfonatos, 3-colamido-1-
propildimetilamonio-1-propanosulfonato, tensioactivos cationicos (bases de amonio cuaternario) (por ejemplo
bromuro de cetil-trimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio), tensioactivos no idnicos (por ejemplo, dodecil B-D-
glucopirandsido), poloxaminas (por ejemplo, de Tetronic), que son copolimeros de bloque tetrafuncionales derivados
de la adicion secuencia de 6xido de propileno y o6xido de etileno en etilendiamina, o el tensioactivo puede
seleccionarse entre el grupo de derivados de imidazolina, o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tensioactivos
especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion.

El uso de un tensioactivo en composiciones farmacéuticas se conoce bien por la persona experta. Por conveniencia
se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

Es posible que puedan estar presentes otros ingredientes en la formulaciéon farmacéutica peptidica de la presente
invencion. Dichos ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes,
agentes voluminizadores, modificadores de la tonicidad, agentes quelantes, iones metalicos, vehiculos oleaginosos,
proteinas (por ejemplo, albumina sérica humana, gelatina o proteinas) y un producto bipolar (por ejemplo, un
aminoacido tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Dichos ingredientes adicionales, por
supuesto, no deben afectar de forma adversa a la estabilidad global de la formulaciéon farmacéutica de la presente
invencion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto de acuerdo con la presente invencién pueden
administrarse a un paciente que necesite dicho tratamiento en varios sitios, por ejemplo, en sitios tdpicos, por
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ejemplo, la piel y sitios de mucosa, en sitios que evitan la absorcién, por ejemplo, la administraciéon en una arteria, en
una vena, en el corazén y en sitios que implican absorcion, por ejemplo, la administracion en la piel, bajo la piel, en
un musculo o en el abdomen.

La administracién de composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién puede ser a través de varias vias de
administracion, por ejemplo, lingual, sublingual, bucal, en la boca, oral, en el estdmago e intestino, nasal, pulmonar,
por ejemplo, a través de los bronquiolos y alvéolos o de una combinacién de los mismos, epidérmica, dérmica,
transdérmica, vaginal, rectal, ocular, por ejemplo a través de la conjuntiva, uretral y parenteral a pacientes que
necesitan dicho tratamiento.

Las composiciones de la presente invencion pueden administrarse en varias formas de dosificacion, por ejemplo,
como soluciones, suspensiones, emulsiones, microemulsiones, emulsion multiple, espumas, ungiientos, pastas,
tiritas, pomadas, comprimidos, comprimidos recubiertos, enjuagues, capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina
duras y capsulas de gelatina blandas, supositorios, capsulas rectales, gotas, geles, pulverizaciones, polvo,
aerosoles, inhalantes, colirios, pomadas oftalmicas, enjuagues oftalmicos, pesarios vaginales, anillos vaginales,
pomadas vaginales, solucién de inyeccion, soluciones de transformacion in situ, por ejemplo, gelificantes in situ, de
fijacion in situ, de precipitacion in situ, de cristalizacion in situ, solucion de infusion e implantes.

Las composiciones de la invencion pueden estar compuestas adicionalmente en, o unidas a, por ejemplo, a través
de interacciones covalentes, hidroéfobas y electrostaticas, un vehiculo de farmaco, un sistema de suministro de
farmacos y un sistema avanzado de suministro de farmacos para potenciar adicionalmente la estabilidad del
compuesto, incrementar la biodisponibilidad, incrementar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, lograr la
cronoterapia bien conocida por los especialistas en la técnica e incrementar la conformidad por parte del paciente o
cualquier combinacién de los mismos. Ejemplos de vehiculos, sistemas de suministro de farmacos y sistemas
avanzados de suministro de farmacos, incluyen, polimeros, por ejemplo, celulosa y derivados, polisacaridos, por
ejemplo, dextrano y derivados, almidén y derivados, poli(alcohol vinilico), polimeros de acrilato y metacrilato, acido
polilactico y poliglicélico y copolimeros de bloque de los mismos, polietilenglicoles, proteinas de vehiculo, por
ejemplo, albumina, geles, por ejemplo, sistemas termogelificantes, por ejemplo, sistemas copoliméricos de bloque
bien conocidos por los especialistas en la técnica, micelas, liposomas, microesferas, nanoparticulas, cristales
liquidos y dispersiones de los mismos, fase L2 y dispersiones de la misma, bien conocidos por los especialistas en la
técnica de comportamiento de fase en sistemas de lipidos-agua, micelas poliméricas, emulsiones multiples, auto-
emulsionantes, auto-microemulsionantes, ciclodextrinas y derivados de las mismas y dendrimeros.

Las composiciones de la presente invencién son utiles para la formulacion de soélidos, semisdlidos, polvo y
soluciones para administracion pulmonar del compuesto usando, por ejemplo, un inhalador de dosis medida,
inhalador de polvo seco y un nebulizador, siendo todos dispositivos bien conocidos para los especialistas en la
técnica.

Las composiciones de la presente invencion son especificamente Utiles en la formulacion de sistemas de suministro
de farmacos de liberacion controlada, sostenida, prolongada, retardada y lenta. Mas especificamente, aunque sin
limitacion, las composiciones son utiles en la formulacion de sistemas parenterales de liberacion controlada y
liberacion sostenida (conduciendo ambos sistemas a una reduccidon de muchas veces en la cantidad de
administraciones), bien conocidos para los especialistas en la técnica. Incluso mas preferentemente, los sistemas de
liberacion controlada y liberacion sostenida se administran por via subcutanea. Sin limitar el alcance de la invencion,
ejemplos de sistemas y composiciones utiles de liberacion controlada son hidrogeles, geles oleaginosos, cristales
liquidos, micelas poliméricas, microesferas, nanoparticulas,

Los procedimientos para producir sistemas de liberacion controlada utiles para composiciones de la presente
invencion incluyen, aunque sin limitacion, cristalizacion, condensacién, co-cristalizacion, precipitacion, co-
precipitacion, emulsificacion, dispersion, homogeneizacion a alta presion, encapsulacion, secado por pulverizacion,
microencapsulacién, coacervacion, separacion de fases, evaporacion de disolvente para producir microesferas,
extrusion y procedimientos de fluidos supercriticos. Se hace referencia general a Handbook of Pharmaceutical
Controlled Release (Wise, D.L., ed. Marcel Dekker, Nueva York, 2000) y Drug and the Pharmaceutical Sciences vol.
99: Protein Formulation and Delivery (MacNally, E.J., ed. Marcel Dekker, Nueva York, 2000).

La administracion parenteral puede realizarse por inyeccion subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa
mediante una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo pluma. Como alternativa, la administracion parenteral puede
realizarse mediante una bomba de infusiéon. Una opcién adicional es una composicién que puede ser una solucién o
suspension para la administracion del compuesto de acuerdo con la presente invencién en forma de un pulverizador
nasal o pulmonar. Como otra opcioén adicional mas, las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto de
la invencion también pueden adaptarse para administracion transdérmica, por ejemplo mediante inyeccion sin aguja
o desde un parche, opcionalmente un parche iontoforético, o a través de la mucosa, por ejemplo administracion
bucal.

La expresién "formulacion estabilizada" se refiere a una formulacién con estabilidad fisica aumentada, estabilidad
quimica aumentada o estabilidad fisica y quimica aumentadas.
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La expresion "estabilidad fisica" de la formulacién proteica como se usa en el presente documento se refiere a la
tendencia de la proteina a formar agregados biolégicamente inactivos y/o insolubles de la proteina como resultado
de la exposicion de la proteina a tensiones termomecanicas y/o interaccion con interfaces y superficies que son
desestabilizantes, tales como superficies e interfaces hidrofobas. La estabilidad fisica de las formulaciones proteicas
acuosas se evalua mediante inspeccion visual y/o mediciones de turbidez después de exponer la formulacion
llenada en recipientes adecuados (por ejemplo cartuchos o viales) a tension mecanical/fisica (por ejemplo agitacion)
a diferentes temperaturas durante diversos periodos de tiempo. La inspeccién visual de las formulaciones se realiza
en una luz definida y enfocada con un fondo oscuro. La turbidez de la formulacion se caracteriza por un valor visual
que clasifica el grado de turbidez por ejemplo en una escala de 0 a 3 (una formulacién que no muestra turbidez
corresponde a un valor visual 0 y una formulacion que muestra turbidez visual a la luz del dia corresponda a valor
visual 3). Una formulacién se clasifica inestable fisica con respecto a la agregacion de proteinas, cuando muestra
turbidez visual a la luz del dia. Como alternativa, la turbidez de la formulacién puede evaluarse por mediciones
simples de turbidez bien conocidas para los especialistas en la técnica. La estabilidad fisica de las formulaciones
proteicas acuosas también puede evaluarse usando un agente espectroscépico o sonda del estado conformacional
de la proteina. La sonda es preferentemente una molécula pequefia que se une preferentemente a un conférmero no
nativo de la proteina. Un ejemplo de una sonda espectroscépica molecular pequefia de estructura proteica es
Tioflavina T. La Tioflavina T es un colorante fluorescente que se ha usado ampliamente para la deteccion de fibrillas
amiloides. En presencia de fibrillas y quiza otras configuraciones proteicas también, la Tioflavina T da lugar a un
nuevo maximo de excitacion a aproximadamente 450 nm y emisién potenciada a aproximadamente 482 nm cuando
se une a una forma proteica fibrilar. La Tioflavina T no unida es esencialmente no fluorescente a las longitudes de
onda.

Pueden usarse otras moléculas pequefias como sondas de los cambios en la estructura proteica de estados nativos
a no nativos. Por ejemplo, las sondas de "parches hidréfobos" que se unen preferentemente a parches hidréfobos
expuestos de una proteina. Los parches hidréfobos estan generalmente enterrados dentro de la estructura terciaria
de una proteina en su estado nativo, pero quedan expuestos segun una proteina comienza a desplegarse o
desnaturalizarse. Ejemplos de estas sondas espectroscopicas moleculares pequefias son colorantes aromaticos e
hidréfobos, tales como antraceno, acridina, fenantrolina o similares. Otras sondas espectroscopicas son complejos
de metal-aminoacido, tales como complejos metalicos de cobalto de aminoacidos hidrofobos, tales como
fenilalanina, leucina, isoleucina, metionina y valina.

La expresién "estabilidad quimica" de la formulacién proteica como se usa en el presente documento se refiere a
cambios covalentes quimicos en la estructura proteica que conducen a la formacion de productos de degradacion
quimica con posible menor potencia biolégica y/o posible aumento en las propiedades inmundgenas en comparacion
con la estructura proteica nativa. Pueden formarse diversos productos de degradacion quimica dependiendo del tipo
y naturaleza de la proteina nativa y el entorno al cual se expone la proteina. La eliminacion de degradacion quimica
muy probablemente no podra evitarse completamente y a menudo se observan cantidades crecientes de productos
de degradacion quimica durante el almacenamiento y uso de la formulacién proteica como bien saben los
especialistas en la técnica. La mayoria de las proteinas son propensas a desamidacion, un procedimiento en el cual
el grupo amida de cadena lateral en residuos glutaminilo o asparaginilo se hidroliza para formar un acido carboxilico
libre. Otras vias de degradacion implican la formacién de productos de transformacion de alto peso molecular donde
dos o mas moléculas proteicas se unen covalentemente entre si a través de transamidacion y/o interacciones
disulfuro que conducen a la formacién de productos de degradacion diméricos, oligoméricos y poliméricos unidos
covalentemente (Stability of Protein Pharmaceuticals, Ahern. T.J. y Manning M.C., Plenum Press, Nueva York 1992).
La oxidacion (de por ejemplo residuos de metionina) puede mencionarse como otra variante de degradacion
quimica. La estabilidad quimica de la formulacién proteica puede evaluarse midiendo la cantidad de los productos de
degradacion quimica en diversos momentos puntuales después de exposicion a diferentes condiciones ambientales
(la formacion de productos de degradacion a menudo puede acelerarse aumentando por ejemplo la temperatura). La
cantidad de cada producto de degradacion quimica individual a menudo se determina mediante separacion de los
productos de degradacion dependiendo del tamafio de la molécula y/o la carga usando diversas técnicas
cromatograficas (por ejemplo, SEQ-HPLC y/o RP-HPLC).

Por tanto, como se ha descrito anteriormente, una "formulaciéon estabilizada" se refiere a una formulaciéon con
estabilidad fisica aumentada, estabilidad quimica aumentada o estabilidad fisica y quimica aumentadas. En general,
una formulacion debe ser estable durante su uso y almacenamiento (en cumplimiento de las condiciones
recomendadas de uso y almacenamiento) hasta que se alcance la fecha de caducidad.

En una realizacién de la invencién la formulacion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con la
presente invencion es estable durante mas de 6 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento.

En otra realizacién de la invencion la formulacién farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con la
presente invencion es estable durante mas de 4 semanas de uso y durante mas de 3 afios de almacenamiento.

En una realizacién adicional de la invencion la formulacion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo
con la presente invencién es estable durante mas de 4 semanas de uso y durante mas de dos afios de
almacenamiento.
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En una realizacion adicional mas de la invencién la formulaciéon farmacéutica que comprende el compuesto es
estable durante mas de 2 semanas de uso y durante mas de dos afios de almacenamiento.

En otro aspecto la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la invencion para la
preparacion de un medicamento.

En una realizacién de la invencion un compuesto de acuerdo con la invencion en el que el agente terapéutico es un
péptido GLP-1 se usa para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de hiperglucemia,
diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa, diabetes tipo 1, obesidad, hipertensién, sindrome X, dislipidemia,
trastornos asociados con hipervolemia téxica, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia
coronaria, apoplejia y otros trastornos cardiovasculares, sindrome inflamatorio del intestino, dispepsia y ulceras
gastricas.

En otra realizacion de la invencién un compuesto de acuerdo con la invencion en el que el agente terapéutico es un
péptido GLP-1 se usa para la preparacion de un medicamento para retardar o impedir la progresion de la
enfermedad en diabetes tipo 2.

En otra realizacion de la invencion un compuesto de acuerdo con la invencion en el que el agente terapéutico es un
péptido GLP-1 se usa para la preparacion de un medicamento para disminuir la ingesta de alimentos, disminuir la
apoptosis de células B, aumentar la funcion de células B y la masa de células $3, estimular la generacién de células 3
y/o para restaurar la sensibilidad a glucosa en las células 3.

En otra realizacién la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la invencién en el que el
agente terapéutico es un péptido GLP-2 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de sindrome del
intestino delgado, sindrome inflamatorio del intestino o enfermedad de Crohn.

En otra realizacién la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la invencién en el que el
agente terapéutico es un péptido de insulina para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
hiperglucemia, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 o deficiencia de células .

El tratamiento con un compuesto de acuerdo con la presente invencion también puede combinarse con una segunda
0 mas sustancias farmacoloégicamente activas, por ejemplo seleccionadas entre agentes antidiabéticos, agentes
antiobesidad, agentes reguladores del apetito, agentes antihipertensivos, agentes para el tratamiento y/o prevencion
de complicaciones resultantes de o asociadas con diabetes y agentes para el tratamiento y/o prevencion de
complicaciones y trastornos resultantes de o asociados con obesidad. Ejemplos de estas sustancias
farmacoldgicamente activas son: Insulina, agonistas de GLP-1, sulfonilureas, biguanidas, meglitinidas, inhibidores de
glucosidasa, antagonistas de glucagon, inhibidores de DPP-IV (dipeptidil peptidasa-1V), inhibidores de enzimas
hepaticas implicadas en la estimulacion de la gluconeogénesis y/o glucogendlisis, moduladores de la captacion de
glucosa, compuestos que modifican el metabolismo de los lipidos tales como agentes antihiperlipidémicos como
inhibidores de HMG CoA (estatinas), compuestos que disminuyen la ingesta de alimentos, agonistas de RXR y
agentes que actuan sobre el canal de potasio dependiente de ATP de las células f3; Colestiramina, colestipol,
clofibrato, gemfibrozilo, lovastatina, pravastatina, simvastatina, probucol, dextrotiroxina, neteglinida, repaglinida;
bloqueantes {3 tales como alprenolol, atenolol, timolol, pindolol, propranolol y metoprolol, inhibidores de ACE (enzima
conversora de angiotensina) tales como benazeprilo, captoprilo, enalaprilo, fosinoprilo, lisinoprilo, alatrioprilo,
quinaprilo y ramiprilo, bloqueantes del canal de calcio tales como nifedipina, felodipina, nicardipina, isradipina,
nimodipina, diltiazem y verapamilo y bloqueantes a tales como doxazosina, urapidilo, prazosina y terazosina;
agonistas de CART (transcrito regulado por cocaina y anfetamina), antagonistas de NPY (neuropéptido Y), agonistas
de MC4 (melanocortina 4), antagonistas de orexina, agonistas de TNF (factor de necrosis tumoral), agonistas de
CRF (factor liberador de corticotropina), antagonistas de CRF BP (proteina de unién al factor liberador de
corticotropina), agonistas de urocortina, agonistas de 3, agonistas de MSH (hormona estimuladora de melanocitos),
antagonistas de MCH (hormona concentradora de melanocitos), agonistas de CCK (colecistoquinina), inhibidores de
la recaptacion de serotonina, inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, compuestos de serotonina
y noradrenérgicos mixtos, agonistas de 5HT (serotonina), agonistas de bombesina, antagonistas de galanina,
hormona del crecimiento, compuestos liberadores de hormona del crecimiento, agonistas de TRH (hormona
liberadora de tireotropina), moduladores de UCP 2 o 3 (proteina de desacoplamiento 2 o 3), agonistas de leptina,
agonistas de DA (bromocriptina, doprexina), inhibidores de lipasa/amilasa, moduladores de RXR (receptor X
retinoide), agonistas de TR B; antagonistas de histamina H3, gastrina y analogos de gastrina.

Ejemplos

En los ejemplos los siguientes términos pretenden tener los siguientes significados generales:
Boc: terc-butiloxicarbonilo

Bt: 1-benzotriazolilo

DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno
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DCM: diclorometano, cloruro de metileno

Dde: 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexilideno)etilo

DIC: diisopropilcarbodiimida

DMA: N,N-dimetilacetamida

DMF:  N,N-dimetil formamida

DMSO: dimetilsulféxido

DMAP: 4-dimetilaminopiridina

DMPU: 1,3-dimetiltetrahidropirimidin-2-ona

EDC o EDAC clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

HBTU: hexafluorofosfato de 2-(1 H-benzotriazol-1-il-)-1,1,3,3 tetrametiluronio
HOAt:  3-hidroxi-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridina, 4-aza-3-hidroxibenzotriazol
HOBt: N-hidroxibenzotriazol, 1-hidroxibenzotriazol

HONSu: N-hidroxisuccinimida

NMP:  N-metilpirrolidona

HPLC: cromatografia liquida de alta presion

Pmc 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo

t.a. temperatura ambiente
Su: succinimidilo

TIS triisopropilsilano

Trt: tritilo, trifenilmetilo

Ts: toluenosulfonilo

TSTU  hexafluorofosfato de O-(1-succinimidil)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio
DIEA  diisopropiletilamina

H.0 agua

CH3CN acetonitrilo OtBu éster terc-butilico

tBu terc-butilo

Trt trifenilmetilo

Pmc 2,2,5,7,8-pentametil-croman-6-sulfonilo
Dde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexilideno)etilo
DCM  diclorometano

TFA: acido trifluoroacético

Et.0: dietiléter

Los espectros de RMN se registraron en instrumentos Bruker 300 MHz y 400 MHz. HPLC-EM se realizdé en un
instrumento Perkin EImer (API 100).

Se usaron sistemas de HPLC de Merck-Hitachi (Hibar™ RT 250-4, Lichrosorb™ RP 18, 5,0 mm, 4,0 x 250 mm,
elucién en gradiente, 20 % a 80 % de acetonitrilo en agua en 30 min, 1,0 ml/min, deteccién a 254 nm) y Waters
(Symmetry™, C18, 3,5 mm, 3,0 x 150 mm, elucién en gradiente, 5 % a 90 % de acetonitrilo en agua en 15 min, 1,0
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ml/min, deteccion a 214 nm). Ademas, donde se indica se us6 el siguiente procedimiento de HPLC h8:

El andlisis en fase inversa se realiz6 usando detecciones de UV a 214, 254, 276 y 301 nm en una columna de silice
218TP54 de 4,6 mm x 150 mm C-18, que se eluyd a 1 ml/min a 42 °C. La columna se equilibré con acetonitrilo al 5
%, agua al 85 % y 10 % de una solucién de acido trifluoroacético al 0,5 % en agua y se eluyé mediante un gradiente
lineal del 5 % de acetonitrilo, 85 % de agua y 10 % de una solucién de acido ftrifluoroacético al 0,5 % hasta
acetonitrilo al 90 % y 10 % de una solucion de acido trifluoroacético al 0,5 % en 15 min.

Ademas, donde se indica se uso el siguiente procedimiento de HPLC A:

El analisis RP se realizdé usando sistemas Waters 2690 equipados con un detector de serie de diodos Waters 996.
Las detecciones de UV se recogieron a 214, 254, 276 y 301 nm en una columna de silice 218TP54 de 4,6 mm x 250
mm 5m C-18 (The Separations Group, Hesperia), que se eluyd a 1 ml/min a 42 °C. La columna se equilibré con
acetonitrilo al 5 % (+ TFA al 0,1 %) en una solucion acuosa de TFA en agua (0,1 %). Después de la inyeccion, la
muestra se eluyé mediante un gradiente del 0 % al 90 % de acetonitrilo (+ TFA al 0,1 %) en una solucién acuosa de
TFA en agua (0,1 %) durante 50 min.

Procedimiento general (A)

Los compuestos de formula (1) de acuerdo con la invencién pueden prepararse por el procedimiento general (A):

R %—G—X—Y—Z—A R—Lg + H-molécula — E r‘§~G—X—-Y—Z—A R-molécula
H H

t t
(n ()

Se disuelve una molécula de la cual se requiere una semi-vida prolongada en plasma y que contiene al menos un
grupo amino acilable en un disolvente adecuado (agua, alcoholes, DMF, DMSO, DMPU, o mezclas de los mismos) y
se afiade una solucién o suspension de (lI) en DMF o DMSO. La mezcla se agita a temperatura ambiente y se sigue
el progreso de la reaccion por HPLC. Si la reaccion procede demasiado lentamente, pueden afadirse cantidades
cataliticas de DMAP. El producto se aisla por HPLC preparativa de la mezcla de reaccién completa.

Procedimiento general (B)

Los compuestos de férmula (1) de acuerdo con la invencion pueden prepararse por el procedimiento general (B):

N—
/]
N

Se trata un acido o éster w-haloalcanoico con un ligero exceso de NaCN o KCN en un disolvente adecuado, tal
como DMF, DMSO, acetona, o un alcohol hasta que ha tenido lugar la conversion completa en el nitrilo. La reaccion
se sigue analizando muestras por RMN de 'H. El acido o éster w-cianoalcanoico resultante se aisla por dilucion con
agua y extraccion con AcOEt o DCM. El tratamiento de este acido o éster w-cianoalcanoico con NaN3 en presencia
de AcOH y NEt; en DMF a 140 °C hasta que todo el material de partida esta consumido (determinado por RMN de
'H) proporciona el correspondiente acido o éster w-(5-tetrazolil)alcanoico. En el caso del éster, se convierte en el
acido por tratamiento con un exceso de NaOH o KOH en una mezcla de agua y un alcohol. La evaporacion del
alcohol y la adicion de HCI acuoso diluido proporciona el acido w-(5-tetrazolil)alcanoico, que puede aislarse por
filtracion.

Como alternativa, el procedimiento general (B) también puede realizarse con un éster w-halo alcanoico en lugar de
un acido. La saponificacion del éster w-(tetrazol-5-il)alcanoico resultante en el correspondiente acido puede
realizarse por tratamiento con un exceso de KOH o NaOH en una mezcla de agua y etanol.

Procedimiento general (C)

Los compuestos de formula (Il) de acuerdo con la invencién pueden prepararse por el procedimiento general (C):

NN
I
NINT\\MCO H @—— Nyu w
ﬁ 1-20 2 N 1-20 N COQH

H H
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Un acido w-(5-tetrazolil)alcanoico se convierte en un haluro de acilo o éster de N-hidroxisuccinimidilo y después se
acopla a metil éster de lisina. La saponificacion del producto resultante proporciona N,N’-bis(w-(5-
tetrazolil)alcanoil)lisina.

Procedimiento general (D)

Los compuestos de formula (1) de acuerdo con la invencién pueden prepararse por el procedimiento general (D):

Hak._,.CO,H CO H — = »—E % \Hfﬁ\
\f’ﬁ 20 1 20 1.z0 COMpuesto
1-6

E=0,5 NH E=0, 8, NH

Un acido o éster w-haloalcanoico se trata con un cianofenol, cianotiofenol, dicianofenol, cianobifenilol, cianoterfenilol,
cianoanilina, cianohidroxiheteroareno, o un reactivo relacionado que contiene al menos un grupo ciano y un grupo
hidroxilo unido a areno o heteroareno en presencia de una base tal como K2CO3 o DBU en un disolvente adecuado,
tal como DMF, DMSO, acetona, o un alcohol hasta que ha tenido lugar la conversion completa en el aril o
heteroariléter, -tioéter, o -amina. La reaccion se sigue analizando muestras por RMN de 'H. El acido o éster w-
ariloxi-, w-arilotio-, o w-ariloaminoalcanoico resultante se aisla por dilucidon con agua y extraccion con AcOEt o DCM.
El tratamiento de este producto con NaN3 en presencia de AcOH y NEt; en DMF a 140 °C hasta que todos el material
de partida estd consumido (determinado por RMN de 'H) proporciona el correspondiente acido o éster w-(5-
tetrazolil)ariloxi-, w-(5-tetrazolil)ariltio-, o w-(5-tetrazolil)arilaminoalcanoico. En el caso del éster, se convierte en el
acido por tratamiento con un exceso de NaOH o KOH en una mezcla de agua y un alcohol. La evaporacion del
alcohol y la adicion de HCI acuoso diluido proporciona el acido alcanoico funcionalizado con w-(5-tetrazolil), que
puede aislarse por filtracion.

Procedimiento general (E)

Los compuestos de formula (1) de acuerdo con la invencién pueden prepararse por el procedimiento general (E):

N;iq‘{'\l CO,H — l\f’N\N ’N‘\“ WP
N 120 2 N COCI S -COMe
H ) 1-20 INI 1-20H

N
I\f u 0\\ éi/\i
—_— ~ ,S
H 1-20 ﬁ OH

Un acido w-(5-tetrazolil)alcanoico o acido relacionado se convierte en un haluro de acilo y después se trata con éster
metilico del acido 4-(sulfamoil)butirico y DMAP en un disolvente adecuado, tal como DCM o DCE. El éster metilico
del acido 4-(N-(w-(5-tetrazolil)alcanoil)sulfamoil)butirico resultante se saponifica con el correspondiente acido por
tratamiento con un exceso de KOH o NaOH en una mezcla de agua y metanol.

Procedimiento general (F)

Sintesis en fase solida, purificacion y caracterizacion de péptidos y péptidos derivatizados:

Los péptidos se sintetizaron en resina de amida Rink protegida con Fmoc (Novabiochem), resina Wang protegida
con Fmoc o resina de clorotritilo usando estrategia de Fmoc en un sintetizador de péptidos Applied Biosystems 433A
en escala de 0,25 mmol usando los protocolos de FastMoc UV suministrados por el fabricante que emplean
acoplamientos mediados por HBTU en NMP y control por UV de la desproteccion del grupo de proteccion Fmoc. Los
derivados de aminoacido protegidos usados fueron Fmoc-aminoacidos convencionales (Anaspec) suministrados en
cartuchos pre-pesados adecuados para el sintetizador ABI 433A con la excepcion de aminoacidos no naturales tales
como Fmoc-Aib-OH (Fmoc-acido aminoisobutirico).

La unidon de cadenas laterales y enlazadores a residuos especificos de lisina en el péptido protegido unido a la
resina en bruto se realizé en una posicidon especifica por incorporacion de Fmoc-Lys(Dde)-OH durante la sintesis
automatizada seguida de desproteccion selectiva con hidrazina.

Procedimiento para la eliminacion de protecciéon Dde. La resina (0,25 mmol) se colocdé en un aparato de
agitacion/filtracion manual y se trat6 con hidrazina al 2 % en NMP (20 ml, 2 x 12 min) para eliminar el grupo DDE y
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lavar con NMP (4x20 ml).

Procedimiento para la uniéon de cadenas laterales a residuos de lisina. El aminoacido (4 equivalentes molares
respecto a la resina) se disolvio en NMP (10 ml). Se afiadieron HOBt (4 equivalentes molares respecto a la resina) y
diisopropilcarbodiimida (4 equivalentes molares respecto a la resina) y la solucion se agité durante 15 min. La
solucion se afiadio a la resina y se afiadié DIPEA (4 equivalentes molares respecto a la resina). La resina se agito 24
horas a temperatura ambiente. La resina se lavd con NMP (2 x 20 ml), RMN/DCM (1:1; 2 x 20ml) y DCM (2 x 20 ml).

Procedimiento para la eliminacion de proteccién Fmoc. La resina (0,25 mmol) se colocé en un matraz con filtro en un
aparato manual de agitacion y se trat6 con NMP/DCM (1:1) (2 x 20 ml) y con NMP (20 ml), una soluciéon de
piperidina al 20 % en NMP (3 x 20 ml, 10 min cada uno). La resina se lavé con NMP (2 x 20 ml), NMP/DCM (1:1) (2 x
20ml) y DCM (2 x 20 ml).

Procedimiento para escindir el péptido de |a resina:

El péptido se escindié de la resina agitando durante 180 min a temperatura ambiente con una mezcla de TFA, agua
y triisopropilsilano (95:2,5:2,5). La mezcla de escision se filtro y el filtrado se concentré en un aceite mediante un
chorro de nitrégeno. El péptido en bruto se precipitd de este aceite con 45 ml de éter dietilico y se lavd 3 veces con
45 ml de éter dietilico.

Purificaciéon: El péptido en bruto se purific6 por HPLC semipreparativa en una columna de 25 mm x 250 mm
compactada con silice 5m C-18.

Después de secado, el péptido en bruto se disolviéo en 5 ml de acido acético H20 al 50 % y se diluyé hasta 20 ml
con H20 y se inyect6 en la columna que después se eluyd con un gradiente del 40-60 % de CH3CN en TFA al 0,1 %
10 ml/min durante 50 min a 40 °C. Se recogieron las fracciones que contenian péptido. El péptido purificado se
liofilizd después de dilucion del eluato con agua.

El producto final obtenido se caracterizé por RP-HPLC analitica (tiempo de retencion) y por CLEM

El analisis de RP-HPLC se realiz6é usando deteccién de UV a 214 nm y una columna de silice Vydac 218TP54 de 4,6
mm x 250 mm 5m C-18 (The Separations Group, Hesperia, EEUU) que se eluyé a 1 ml/min a 42 °C. Se usaron dos
condiciones diferentes de elucion:

A1: Equilibrado de la columna con un tampén que consiste en (NH4)2S0O4 0,1 M, que se ajusto a pH 2,5 con H2SO4
concentrado y elucién mediante un gradiente del 0 % al 60 % de CH3CN en el mismo tampon durante 50 min.

B1: Equilibrado de la columna con TFA al 0,1 %/H20 y elucién mediante un gradiente del 0 % de CH3CN /0,1 % de
TFA / H20 hasta 60 % de CH3CN /0,1 % de TFA /H20 durante 50 min.

B6: Equilibrado de la columna con TFA al 0,1 %/H20 y elucién mediante un gradiente del 0 % de CH3CN /0,1 % de
TFA / H20 hasta 90 % de CH3CN /0,1 % de TFA /H20 durante 50 min.

Se realizé6 CLEM en una instalaciéon que consistia en bomba de contenedor Hewlett Packard serie 1100 G1312A
compartimiento de columna Hewlett Packard serie 1100, detector de serie de diodos Hewlett Packard serie 1100
G1315A DAD, detector de dispersion de luz evaporativa Hewlett Packard serie 1100 MSD y Sedere 75 controlado
por el software HP Chemstation. La bomba de HPLC se conecta a dos depositos de eluyente que contienen:

A: NH40OH 10 mM en agua
B: NH40OH 10 mM en acetonitrilo al 90 %

El analisis se realiz6 a 23 °C inyectando un volumen apropiado de la muestra (preferentemente 20 ml) en la columna
que se eluye con un gradiente de Ay B.

Las condiciones de HPLC, los ajustes del detector y los ajustes del espectrometro de masas usados se dan en la
siguiente tabla.

Columna: Waters Xterra MS C-18 X3 mm di 5 ym
Gradiente: 5 % - 100 % acetonitrilo lineal durante 6,5 min a 1,5 ml/min
Deteccion: 210 nm (salida analégica de DAD)

ELS: salida analégica de ELS
EM modo de ionizacién API-ES. Escaner 100-1000 uma etapa 0,1 uma

Procedimiento tipico:
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Se us6 una resina (resina Fmoc-Gly-Wang, 0,6 mmol/g Novabiochem 0,25 mmol) para producir la secuencia
primaria en una maquina ABI 433A de acuerdo con las directrices del fabricante. La resina (0,25 mmol) se colocé en
un aparato manual de agitacion/filtracién y se traté con hidrazina al 2 % en NMP en (2x12 min. 2x20 ml) para
eliminar el grupo Dde. La resina se lavé con NMP (4x20 ml). Se disolvié acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico
(Neosystem FA03202) (4 equivalentes molares respecto a la resina) en NMP/DCM (1:1, 20 ml). Se afadieron HOBt
(4 equivalentes molares respecto a la resina) y DIC (4 equivalentes molares respecto a la resina) y la solucion se
agité durante 15 min. La solucién se afadié a la resina y se afadiéo DIPEA (4 equivalentes molares respecto a la
resina). La resina se agitd 24 horas a temperatura ambiente. La resina se lavé con NMP (4x20 ml). Se afiadié una
solucion de piperidina al 20 % en NMP (3x20 ml, 10 min cada una) a la resina con agitacion. La resina se lavo con
NMP (4x20 ml). Se disolvié éster de 16-(tetrazol-5-i)hexadecanoil-ONSu (4 equivalentes molares respecto a la
resina) en NMP (20 ml). La solucion se ahadi6 a la resina y se afiadié DIPEA (4 equivalentes molares respecto a la
resina). La resina se agité 24 horas a temperatura ambiente. La resina se lavé con NMP (2x20 ml), NMP/DCM (1:1)
(2x20ml) y DCM (2x20 ml). El péptido se escindio de la resina agitando durante 180 min a temperatura ambiente con
una mezcla de TFA, agua vy triisopropilsilano (95:2,5:2,5; 15 ml). La mezcla de escision se filtré y el filtrado se
concentrd en un aceite en vacio. El péptido en bruto se precipitdé de este aceite con 45 ml de éter dietilico y se lavd 3
veces con 45 ml de éter dietilico. El péptido en bruto se purificé por HPLC preparativa en una columna de 20 mm x
250 mm compactada con silice 7y C-18. El péptido en bruto se disolvié en 5 ml de acido acético al 50 % en agua y
se diluyd hasta 20 ml con H20 y se inyectd en la columna que después se eluyd con un gradiente del 40-60 %
(CH3CN en agua con TFA al 0,1 %) 10 ml/min durante 50 min a 40 °C. Se recogieron las fracciones que contenian
péptido. El péptido purificado se liofilizé después de dilucion del eluato con agua.

Union de radioligando a membranas plasmaticas que expresan el receptor de GLP-1 humano

El ensayo de unién se realizé con membranas plasmaticas purificadas que contenian el receptor de GLP-1 humano.
Las membranas plasmaticas que contenian los receptores se purificaron de células BHK tk-ts 13 de expresion
estable. Las membranas se diluyeron en tampoén de ensayo (HEPES 50 mM, EGTA 5 mM, MgCl> 5 mM, Tween 20 al
0,005 %, pH=7,4) hasta una concentracion final de 0,2 mg/ml de proteina y se distribuyeron en placas de
microtitulacion de 96 pocillos pre-recubiertas con PEI al 0,3 %. Se incubaron membranas en presencia de ['2°[|GLP-1
0,05 nM, ligandos no marcadores en concentraciones crecientes y diferentes concentraciones de HSA (0,005 %,
0,05 %y 2 %) 2 h a 30 °C. Después de la incubacion, se separaron los ligandos no unidos de los ligandos unidos por
filtracion a través de un colector de vacio seguido de lavado 2X100 pl con tampén de ensayo enfriado en hielo. Los
filtros se secaron durante una noche a TA, se perforaron y se cuantificaron en un contador y.

Ejemplo 1

Acido 16-(5-tetrazolil)hexadecanoico

B"\/\/\N\/\/\/\/ﬁ\OH — N::\/\/-\/\/\/\/\/\j\OH

335,32 281,44
H
H 324,47

Una mezcla de acido 16-bromohexadecanoico (16,61 g, 49,5 mmol), DMSO (150 ml), NaCN (12,5 g, 255 mmol) y
Nal (1,92 g, 12,8 mmol) se agité a 120 °C durante 20 h. La mezcla se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente y
después se vertio en una mezcla agitada de agua (1,7 I) y HCI concentrado (30 ml). Aclarado con agua (100 ml). La
suspension resultante se agité a temperatura ambiente durante una noche. El producto se filtré y se lavé con agua (2
x 100 ml) y el sélido se recristalizé dos veces en MeCN (90 ml y 50 ml). Se obtuvieron 10,1 g (72 %) de acido 16-
cianohexadecanoico.

RMN de 'H (DMSO) & 1,20-1,39 (m, 22H), 1,50 (m, 4H), 2,18 (t, J = 7 Hz, 2H), 2,48 (t, J = 7 Hz, 2H), 11,95 (s, 1 H).

Este producto se mezclé con DMF (150 ml), AcOH (10,0 ml, 174,8 mmol), NEt; (25 ml, 180 mmol) y NaN3 (11,83 g,
182 mmol) y la mezcla se agit6 a 120 °C durante 80 h, siguiendo la conversion al mismo tiempo por RMN de 'H. La
mezcla se concentrd a presion reducida y al residuo se afiadié agua (250 ml) y HCI concentrado (25 ml). La mezcla
acida se agité a temperatura ambiente durante 2 d, se filtré y el sélido se recristalizé en MeCN (aprox. 300 ml). Se
obtuvieron 7,60 g (65 %) del compuesto del titulo.

RMN de 'H (DMSO) & 1,24 (m, 22H), 1,48 (m, 2H), 1,68 (m, 2H), 2,18 (t, J = 7 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 7 Hz, 2H), 11,95
(s, 1 H).

Ejemplo 2
Acido 4-(N-(16-(5-tetrazolil)hexadecanoil)sulfamoil)butirico
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N‘{‘l/\/\/\/\/\/\/\i * Nci\slfi/\j\
N OH H, OMe

H 324,47 181,21
N,IN“-’VL\/\/\/\/\/\/\/\j\NQ\’P
‘H H’S "CMe
487,66
473,64

A una suspension de acido 16-(5-tetrazolil)hexadecanoico (3,25 g, 10,0 mmol) en DCM (40 ml) se afiadié cloruro de
oxalilo (1,2 ml, 14,0 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 42 h, se concentrd, se coevaporo
una vez con PhMe y al residuo se afiadieron una solucion de 4-sulfamoil butirato de metilo (1,66 g, 9,16 mmol) en
DCM (35 ml) y después DMAP (3,67 g, 30,0 mmol). La mezcla heterogénea se agitdé a temperatura ambiente durante
6,5 h y después se concentrd. Al residuo se afiadio una mezcla de agua (50 ml) y HCI 1 N (50 ml) y la mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 5 d. El producto se filtrd, se lavé con agua (100 ml) y se
recristalizé en MeCN (25 ml), para porporcionar 1,84 g (41 %) del éster metilico de N-acilsulfonamida. A este éster
(1,06 g, 2,17 mmol) en MeOH (15 ml) se afiadié una solucién de NaOH (0,38 g, 9,5 mmol, 4,4 equiv.) en agua (1,5
ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 1,5 h la mezcla se vertié en una mezcla de agua (80 ml) y
HCI 1 N (20 ml). La mezcla se agité durante 3 h, se filir6 y el producto se sec6 a presién reducida. Se obtuvieron
1,09 g (100 %) del compuesto del titulo. RMN de 'H (DMSO) & 1,24 (m, 20H), 1,49 (m, 4H), 1,69 (m, 2H), 1,85 (m,
2H), 2,27 (t, J =7 Hz, 2H), 2,39 (t, J = 7 Hz, 2H), 2,86 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,38 (m, 2H), 11,59 (s, 1H).

Ejemplo 3
Acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico

Br\/\/\N\AN\iOH _ Br\/W\NW\j\OME

335.32 349.35

O O\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ\ome
—
463.66

Ester metilico del acido 16-bromohexadecanoico:

Una mezcla de acido 16-bromohexadecanoico (15,5 g, 46,2 mmol), MeOH (100 ml), PhMe (30 ml),
trimetilortoformiato (30 ml) y acido bencenosulfénico unido a poliestireno (3,6 g) se agité a 55 °C. Después de 69 h la

mezcla se filtré a través de celite y el filtrado se concentré para proporcionar 16,85 g de un aceite (rendimiento del
100 %).

Ester metilico del acido (4’-cianobifenil-4-iloxi)hexadecanoico:
Una mezcla de éster metilico del acido 16-bromohexadecanoico (4,86 g, 13,9 mmol), MeCN (20 ml), 4-ciano-4"-

hidroxi-bifenilo (3,16 g, 16,2 mmol) y K,COs3 (2,45 g, 17,7 mmol) se agité a 82 °C. Después de 17 h se anadio
NaHCO3; acuoso saturado (150 ml) y el producto se filtrd, se lavé con agua y se recristalizd en MeCN en ebullicion
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(aprox. 80 ml). La filtracion y el secado a presién reducida proporcionaron 5,40 g (84 %) de agujas incoloras de éster
metilico del acido (4’-cianobifenil-4-iloxi)hexadecanoico.

Ester metilico del acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico:

Una mezcla de éster metilico del acido (4’-cianobifenil-4-iloxi)hexadecanoico (2,75 g, 5,93 mmol), DMF (7,0 ml), NEt;
(4,0 ml, 28,9 mmol), AcOH (1,75 ml, 29,1 mmol) y NaN3 (2,50 g, 38,5 mmol) se agit6é a 140 °C. Después de 17 h se
afadieron agua (50 ml) y HCI 1 N (50 ml), seguido de acidificacion con HCI conc. (aprox. 2 ml). El producto se filtré y
recristalizé6 en MeCN/PhMe (aprox. 60 + 60 ml). La filtracion y el secado a presion reducida proporcionaron 2,87 g
(96 %) de éster metilico del acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico.

Acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico:

Una mezcla de éster metilico del acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico (2,87 g, 5,66 mmol), MeOH
(30 ml) y una soluciéon de NaOH (1,51 g, 37,8 mmol) en agua (2,0 ml) se agité a 70 °C. Después de 4 d se afiadieron
agua (100 ml) y HCI 1 N (50 ml) y el producto se filtrd, se lavd con agua, se coevaporé con MeCN/PhMe y se seco a
presion reducida. Se obtuvieron 2,68 g (96 %) de acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico.

RMN de "H (DMSO) & 1,20-1,50 (m, 24H), 1,72 (m, 2H), 2,18 (t, J = 7 Hz, 2H), 4,02 (t, J = 6 Hz, 2H), 7,04 (d, J = 8
Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 8 Hz, 2H), 8,09 (d, J = 8 Hz, 2H), 11,95 (s a, 1 H).

Ejemplo 4
Acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1°,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico

| °f'+ . \/\j‘oa - O O O\/\j\oa

Bl
249.11 195.05 363.25

O O\Aioa
NC O . 428.49

Ester etilico del acido 4-(4’-bromobifenil-4-iloxi)butirico:

Una mezcla de 4-(4-bromofenil)fenol (3,74 g, 15,0 mmol), MeCN (20 ml), 4-bromobutirato de etilo (4,42 g, 22,7
mmol) y K2CO3 (3,12 g, 22,6 mmol) se agitd a 80 °C.

Después de 16 h se afiadieron agua (100 ml) y HCI 1 N (40 ml) y se extrajo el producto (3 x AcOEt), los extractos
combinados se lavaron con salmuera (2x), se secaron (MgSO.) y se concentraron. El residuo se recristalizé en EtOH
(40 ml) para proporcionar 4,35 g (80 %) de éster etilico del acido 4-(4’-bromobifenil-4-iloxi)butirico en forma de
placas incoloras.

Ester etilico del acido 4-(4-ciano-[1,1’,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico:

A éster etilico del acido 4-(4’-bromobifenil-4-iloxi)butirico (2,03 g, 5,59 mmol) en tolueno (30 ml) y EtOH (20 ml) se
afadieron trifenilfosfina (0,17 g, 0,65 mmol), acido 4-cianofenilbérico (1,23 g, 8,37 mmol), Pd(OAc). (65 mg, 0,29
mmol) y una solucién de Na;CO3 (2,33 g, 22,0 mmol) en agua (10 ml). La mezcla se agita a 70 °C (temperatura del
bafio de aceite). Después de 66 h se afadieron agua (100 ml) y HCI 1 N (50 ml) y se extrajo el producto (3 x DCM).
Los extractos combinados se lavaron con agua, después con NaHCOs; acuoso saturado, se secaron y se
concentraron para proporcionar 2,33 g de un sélido gris, que se lava con EtOH caliente y se seca a presion reducida
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para proporcionar 0,81 g (38 %) de éster etilico del acido 4-(4-ciano-[1,1’,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico. De los
lavados con etanol precipité mas producto (0,48 g, 22 %).

Ester etilico del acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1°,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico:

Una mezcla de éster etilico del acido 4-(4-ciano-[1,1’,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico (1,29 g, 3,35 mmol), DMF (4,0 ml),
NEts3 (2,3 ml, 16,6 mmol), AcOH (1,0 ml, 16,7 mmol) y NaN3 (1,32 g, 20,3 mmol) se agité a 140 °C. Después de 20 h
se afadieron agua (50 ml) y HCI 1 N (50 ml) y se aisl6 el producto por filtracion, se lavé con MeCN caliente y se seco
a presion reducida para proporcionar 1,16 g (81 %) de éster etilico del acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1’,4’,1"]-terfenil-4"-
iloxi)butirico en forma de un sdlido gris.

Acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1’,4’,11"]-terfenil-4"-iloxi)butirico

Una mezcla heterogénea de éster etilico del acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1',4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico (1,16 g, 2,71
mmol), EtOH (10 ml), NaOH (0,75 g, 18,8 mmol) y agua (1,5 ml) se agité a 80 °C. Después de 18 h se afiadieron
agua (50 ml) y HCI 1 N (50 ml). Después de agitar durante 0,5 h el producto se filtrd, se lavd con agua y el sdlido se
coevaporé con MeCN y PhMe para proporcionar 0,79 g (73 %) de acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1",4’,1"]-terfenil-4"-
iloxi)butirico en forma de un polvo marrén claro.

RMN de '"H (DMSO) & 1,98 (quint, J = 7 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7 Hz, 2H), 4,03 (t, J = 7 Hz, 2H), 7,04 (d, J = 8 Hz, 2H),
7,69 (d, J =8 Hz, 2H), 7,77 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,85 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,98 (d, J = 8 Hz, 2H), 8,14 (d, J = 8 Hz, 2H),
12,19 (s a, 1 H).

Ejemplo comparativo 5

N-¢-26-(16-[5-tetrazolillhexadecanoil)Arg**GLP-1-(7-37)

o)
H ,
NH2—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-N\)—EF | AWLVR G R G—COOH

1] iU

Este compuesto se prepard por acilacion con acido 16-[5-tetrazolillhexadecanoico (Ejemplo 1) de péptido Arg**GLP-
1-(7-37) no protegido en solucion. El succinimidil éster del acido 16-[5-tetrazolillhexadecanoico se prepard
mezclando el acido (29 mg) con THF (0,9 ml), DIPEA (17 microlitros) y TSTU (30 mg) y agitando la mezcla resultante
a temperatura ambiente durante 1 h. El Arg**GLP-1-(7-37) (0,33 g, 30 % puro) se disolvi en agua (5 ml) y DIPEA
(50 microlitros) y se afiadio la solucion del succinimidil éster (0,3 ml). Después de agitar a temperatura ambiente
durante 20 min, se inactivo el exceso de succinimidil éster mediante la adicién de un exceso de glicina y el producto
se purificé por HPLC preparativa.

Se obtuvieron 38 mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR= 9,36 min (100 %)

CLEM: m/z = 1231 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1231
Ejemplo comparativo 6

Gly8,Arg?6-34GLP-1(7-37)Lys(16-(5-tetrazolil)hexadecanoilo)

Nen 0
N\’lk/\/\/\/\/\/\/\/u\
N NH
H
NHz—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREF}AWLVRGRG—H OH
o}

Se prepard Gly8 Arg?534GLP-1-(7-37) en un sintetizador de péptidos 433A usando metodologia convencional de
Fmoc y usando Fmoc-Lys(Boc)-tritil poliestireno (0,88 g, carga: 0,79 mmol/g) como resina de partida. Después de
purificacién por HPLC preparativa se obtuvieron 25 mg de péptido Gly Arg?83*GLP-1 (7-37).

El compuesto del titulo se prepar6é por acilacién del péptido Gly8,Arg?6:34GLP-1(7-37) (25 mg) con acido 16-(5-
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tetrazolil)hexadecanoico (23 mg) como se ha descrito para el Ejemplo 5. Se obtuvieron 14,6 mg del compuesto del
titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR= 9,02 min (99 %)
CLEM: m/z = 1279 (MH3%*). Calculado para (MH3*>*): 1279
Ejemplo comparativo 7

Péptido Gly® Arg?6-32GLP-1(7-37)Lys{4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butirilo}

Ao 8.0 O

N‘N"\/\/\NW\/\)LN-S\/\)LNH

H H
NH2-HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLVRGRG—N OH

H o

El compuesto del titulo se prepar6 como el Ejemplo 6 a partir de acido {4-[N-(16-{5-
tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butirico (21 mg; Ejemplo 2) y Gly8 Arg?3*GLP-1(7-37) (25 mg). Se obtuvieron 1,5
mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR= 9,05 min (95 %)

CLEM: m/z = 1328 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1328

Ejemplo comparativo 8
N-¢-26-{4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butiril} Arg**GLP-1 (7-37)

O
H
NHZ-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-N EFIAWLVR G R G-COOH

I;ll H

. N.

N Y\/\/W\/M 'ISN\'rNH
N—N o0 © o

Este compuesto se prepard como el Ejemplo 5 a partir de acido {4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butirico
(21 mg; Ejemplo 2) y péptido Arg3*GLP-1(7-37) (0,3 g, 30 % puro). Se obtuvieron 10,1 mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR= 9,35 min (94 %)

CLEM: m/z = 1281 (MH3®*). Calculado para (MH3**): 1281

Ejemplo comparativo 9

N-¢-37-(2-(2-(2-(16-(tetrazol-5-il)(hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetil)) Aib®?235Lys*’GLP-1 (7-37)

o]

AN
N\ = N Q O
N LA )
g N

(o] (o]
Q
u%—H—N)g—EGTFTSDVSSYLE‘N)%QAAKEF I AWLVK-P?ﬁ—R'N
O

0
Preparado como se describe en el "Procedimiento tipico".
HPLC: (procedimiento B6): TR = 31,8 min (98 %), (procedimiento A1): TR = 41,5 min
CLEM: m/z = 988,7 (MH4)**, 1317,8 (MH3)3*. Calculado (MH)*: 3949,6

Ejemplo comparativo 10
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Se disolvié hormona del crecimiento humana (100 mg, hGH) en H2O (6 ml), DIEA (7,5 ul) y NMP (6 ml) y se enfrio
hasta 0 °C. Se afiadio 16-(tetrazol-5-il)hexadecanoil-ONSu (3,5 mg, 2 equiv.), disuelto en NMP (100 pl). La mezcla
de reaccion se agité durante 1 h y se purificé por cromatografia de intercambio iénico.

Purificacion de hGH monoacilada en posicién 140 o 145.

La mezcla de reaccion en bruto se diluyo cinco veces en Tris 50 mM pH 8,5 y se aplicé a una columna Mono Q. Para
la purificacién de 6 ml de mezcla de reaccién en bruto se usé una columna 10/10 Mono Q de 10 ml de Amersham
Pharmacia. Se us6 un gradiente de 1000 VC para separar la hGH nativa, monoacilada en la posicion 30/45/70,
monoacilada en la posicion 140/145, diacilada y triacilada. Poco después de la elucién de la hGH triacilada, se us6
un gradiente abrupto para eluir hGH dimérica. Como tampon de elucion se uso Tris 50 mM, NaCl 2 M, pH 8,5. La
purificacién se realiz6 a 4 °C.

Después de la elucién, se combinaron las fracciones que contenian hGH monoacilada (pico 2) y posteriormente se
ultrafiltraron usando un Amicon con un filtro YM10. El tampoén de lavado fue carbonato de amonio 50 mM pH 8,0.
Después de la ultrafiltracion, se liofilizé la proteina acilada.

Los cromatogramas que representan A280 nm y A254 nm mostraron ambos cinco distintos picos que se
caracterizaron por mapeo peptidico:

El pico 1 contiene hGH nativa

El pico 2 contiene hGH monoacilada en la posicién 38 o0 45 o 70.
El pico 3 contiene hGH monoacilada en la posicién 140 o 145

El pico 4 contiene hGH diacilada

El pico 5 contiene hGH triacilada

Ejemplo comparativo 11

[2-(2-{[2-(2-carbamoilmetoxietoxi)etilcarbamoillmetoxi}etoxi)etillamida)-NH:z del acido Gly? Glu?>2330Arg18.26,34
GLP-1 (7-37)Lys(16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico

o}

H
NHZ-HGEGTFTSDVSRYLEEEAAREFIEWLVRGRG-N NH
2

- Q
ﬁi:\/\/\/\/\/\/\/\}:\/‘o’\ﬂ\i«\/o\/\o’w”“
H !
Preparado como se describe en el "Procedimiento tipico".
HPLC: (procedimiento B6): TR = 30,283 min (96 %)
CLEM: m/z = 1441,8 (MH3)%*. Calculado (MH3)3*: 1439,6
Ejemplo comparativo 12

Gly2Arg?534GLP-1 (7-37)Lys(4-(4-(4-(4-(5-tetrazolil)fenil)fenil)fenoxi)butirilo)

‘ o
HN
Il
NH,-HGEGTFTSDVSSYLEGQAARETFI AWLVRGRG-N OH H
2 " o
N

Nen
Preparado como se describe en el "Procedimiento tipico".
HPLC: (procedimiento B4): TR= 10,89 min (100 %)
CLEM: m/z = 1304 (MHj3)3*. Calculado (MH3)%*: 1304

Péptido N-£38-(2-(2-(2-(16-(4-(5-tetrazolil)fenoxi)hexadecanoil)etoxi)etoxi)acetil) [Gly8,Arg26,34,Lys381GLP-
1(7-37)
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N.’
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N

N H O
@OWNwONOJNH
[Iq 0

H

NHz—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLVRGRG‘H OH

O

El péptido [Gly8,Arg26,34,Lys38] GLP-1-(7-37) se prepard en un sintetizador de péptidos Advanced Chemtech
APEX 348 usando metodologia convencional de Fmoc y usando resina de cloruro de 2-clorotritilo (0,400 g, carga:
1,4 mmol/g) como resina de partida. Lys38 se protegié como Fmoc-Lys(ivDde)-OH.

Se elimind IvDde con hidrazina al 3 % y piperidina al 3 % en NMP durante 60 min. EI compuesto del titulo se prepard
por acilacién con N-Fmoc acido (2-(2-aminoetoxi)etoxi)acético (0,56 mmol), seguido de eliminacion del grupo Fmoc y
acilacion con 0,62 mmol de acido 16-(4-(5-tetrazolil)fenoxi)hexadecanoico. Después de escision del soporte, el
péptido se purificd por HPLC preparativa (elucion en gradiente 0-5 min = 30 % de MeCN, 5-40 min = 30-65 % de
MeCN; Xterra prep. Ms C18). TR = 26,1 min

Maldi: m/z = 4071; Calculado: 4069,6
Ejemplo comparativo 13

epsilon37N-eepsilon37-(2-(2-(2-(16-(4-(5-
Tetrazolil)fenoxi)hexadecanoil)etoxi)etoxi)acetil)[Aib8,22,35,Lys37]GLP-1 (7-37)

N/N H 0O
Il \>—©—O N~ /\/O\/u\
N
N o
H.Cc._ CH
H ¢ H 3 3 OH
NHz—H-N)éLEGTFTSDVSSYLE-N QAAKEF L AWLVKN RN
H,C” "CH, H,C” "CH, 0 O

El péptido [Aib 8,22,35,Lys37] GLP-1(7-37) se prepard en un sintetizador de péptidos Advanced ChemTech APEX
348 usando metodologia convencional de Fmoc y usando resina de cloruro de 2-clorotritilo (0,400 g, carga: 1,4
mmol/g) como resina de partida. Lys37 se protegié como Fmoc-Lys(ivDde)-OH.

Se eliminé IvDde con hidrazina al 3 % y piperidina al 3 % en NMP durante 60 min. Después de esta desproteccion,
el péptido unido a la resina se acil6 con N-Fmoc acido (2-(2-aminoetoxi)etoxi)acético (0,59 mmol), seguido de
eliminacién del grupo Fmoc y acilacion con 0,62 mmol de acido 16-(4-(5-tetrazolil)fenoxi)hexadecanoico. El péptido
se escindi6 del soporte (TFA al 90 %, Tis al 5 %, tioanisol al 2 %, agua al 3 %, 2 h), se precipité con Et;0, se liofilizé
y se purificd por HPLC preparativa (elucion en gradiente 0-5 min = 30 % de MeCN, 5-40 min = 30-65 % de MeCN;
Xterra prep. Ms C18).

TR = 26,85 min
Maldi: m/z = 4042. Calculado: 4040,7
Ejemplo comparativo 14

Péptido N8-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il hexadecanoil)etoxi)etoxi)acetil) [Aib8,Arg26,34,Lys38]GLP-1 (7-37)

0]
H
.N.Y\/\/\/\/\/\/\/\rrN\/\O/\/O\)kNH
N
*N-NH O
O

H
Np—H-N EGTFTSDVSSYLEGQAAREF | AWLVRGRGN OH

o
HC  CH,
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El péptido [Aib8,Arg26,34,Lys38]GLP-1 (7-37) se preparo en el sintetizador de péptidos Advanced ChemTech APEX
348 usando metodologia convencional de Fmoc y resina de cloruro de 2-clorotritilo (0,150 g, carga: 1,4 mmol/g)
como resina de partida. Lys38 se protegié como Fmoc-Lys(ivDde)-OH.

Se eliminé IvDde con hidrazina al 3 % y piperidina al 3 % en NMP durante 60 min. Después de esta desproteccion,
el péptido unido a la resina se acil6 con N-Fmoc acido (2-(2-aminoetoxi)etoxi)acético (0,35 mmol), seguido de
eliminacion del grupo Fmoc y acilacion con 0,32 mmol de acido 16-(5-tetrazolil)hexadecanoico. El péptido se
escindio del soporte (TFA al 90 %, Tis al 5 %, tioanisol al 2 %, agua al 3 %, 2 h), se precipitdé con Et,0, se liofiliz6 y
se purificé por HPLC preparativa (elucion en gradiente 0-5 min: 80 % de A, 20 % de B; 5-45 min hasta 40 % de A, 60
% de B; A: agua + TFA al 0,1 %; B: MeCN + TFA al 0,07 %).

CLEM: 4005. Calculado: 4005,6
Ejemplo comparativo 15

Ppéptido N=38-(4-(N-(16-(tetrazol-5-il)hexadecanoil)sulfamoil)butiril)[Aib8,Arg26,34,Lys38]GLP-1(7-37)

N-N Q0.0 7
oy . s
N /\k/\/\/\/\/\/\/\)l\ - ’
‘N N S\/\)LNH
H H
e
NHZ-H-N%LEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLVRGRG-H OOH
HC  CH,

El compuesto del titulo se preparé como el ejemplo 6. Se obtuvieron 8 mg del compuesto del titulo. TR: 32 min.
Maldi: m/z = 4007. Calculado: 4009

Ejemplo 16

Ppéptido N-epsilon32-(4-[N-(16-{5-Tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butiril)-[Lys32]Exendina[1-39]
'\‘IP‘T\\/\/\/\/\/\/\/\)J)\ O“Sf/\)oL
N N7 NH

H H

H Q
vmy—~H GEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF | EWLKNGGP-E OSGAPPP-N\)-LNH2
X
OH

El péptido [Lys32]Exendina[1-39] se preparod en el sintetizador de péptidos Advanced ChemTech APEX 348 usando
metodologia convencional de Fmoc y resina de cloruro de 2-clorotritilo (0,150 g, carga: 1,4 mmol/g) como resina de
partida. Lys38 se protegié como Fmoc-Lys(ivDde)-OH.

Se elimind la protecciéon con IvDde con hidrazina al 3 % y piperidina al 3 % en NMP durante 60 min. Después de
esta desproteccion, el péptido unido a la resina se acilé con N-Fmoc acido (2-(2-aminoetoxi)etoxi)acético (0,35
mmol), seguido de eliminacion del grupo Fmoc y acilacion con 0,32 mmol de acido 4-(16-(5-
tetrazolil)hexadecanoil)sulfamoilbutirico. El péptido se escindié del soporte (TFA al 90 %, Tis al 5 %, tioanisol al 2 %,
agua al 3 %, 2 h), se precipitd con Et,0, se liofilizé y se purificé por HPLC preparativa (elucion en gradiente 0-5 min:
80 % de A, 20 % de B; 5-45 min hasta 40 % de A, 60 % de B; A: agua + TFA al 0,1 %; B: MeCN + TFA al 0,07 %).

Ejemplo comparativo 17

Péptido N-epsilon37-(16-(4’-(Tetrazol-5-il)bifenil)-4-iloxi)hexadecanoil) [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,
35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37)
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N EGTFTSDVSSYLE-H&FQAAREFIAWLVR—N)%J'R-H OH
0 : 0 0
CH, HSC CHa

El péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37) se preparé en un sintetizador de
péptidos 433A usando metodologia convencional de Fmoc y usando Fmoc-Lys(Boc)-tritil poliestireno (0,51 g, carga:
0,50 mmol/g) como resina de partida. Después de purificacion por HPLC preparativa se obtuvieron 159 mg de
péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37).

El compuesto del titulo se prepard por acilacion de péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-
1 (7-37) (18 mg) con acido 16-(4’-(tetrazol-5-il)bifenil)-4-iloxi)hexadecanoico (10 mg) como se describe para el
Ejemplo 5. Se obtuvieron 4,74 mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR = 38,4 min (97 %)
CLEM: m/z = 1333,7 (MH5%*"). Calculado para (MH3%*): 1334,2
Ejemplo comparativo 18

N-epsilon37-(16-(Tetrazol-5-i)hexadecanoil) [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37)

H 0
‘S
\N/ NH
A
HNS
o HC, CH, o
H H
NJEGTFTSDVSSYLEN YQAAREF 1 AWLVR=N J—RN"-oH
Y 0
CH, © H,G CH,

El péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37) se prepard como se ha descrito en el
Ejemplo 17.

El compuesto del titulo se prepard por acilacion de péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-
1 (7-37) (18 mg) con acido 16-(tetrazol-5-il)hexadecanoico(8,5 mg) como se describe para el Ejemplo 5. Se
obtuvieron 7,32 mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR= 33,0 min (100 %)
CLEM: m/z = 1277,9 (MH5%*). Calculado para (MH3%*): 1277,8
Ejemplo comparativo 19

N-epsilon37-(16-(4-(tetrazol-5-il)fenoxi)hexadecanoil) [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]
GLP-1 (7-37)

54



10

15

20

ES 2 542 228 T3

HN"\
N

H,C CH, o

R

H H ‘
N\j—EGTFTSDVSSYLE-H QAAREF | AWLVR—N R-N OH
o)

CH

o
O H,C CH,

El péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37) se prepard como se ha descrito en el
Ejemplo 17.

El compuesto del titulo se prepard por acilacion de péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-
1 (7-37) (18 mg) con acido 16-(4-(tetrazol-5-il)fenoxi)hexadecanoico (8,0 mg) como se describe para el Ejemplo 5.
Se obtuvieron 2,59 mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR = 35,9 min (100 %)

CLEM: m/z = 1309,2 (MH53%*"). Calculado para (MH3%*): 1308,5

Ejemplo comparativo 20

N-epsilon37-(4-(4-(Tetrazol-5-il)[1,1°,4’,1"]terfenil-4"iloxi)butiroil) [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,

35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37)
H 0
N - N ’

HN™
N
S
o H,C CH, o
H H
N\/”-EGTFTSDVSSYLE-N QAAREF I AWLVR—N R-N OH
O = H 0 H o
EH H,C CH,

El péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37]GLP-1 (7-37) se prepard como se ha descrito en el
Ejemplo 17.

El compuesto del titulo se preparo por acilacion de péptido [3-(4-imidazolil)propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-
1 (7-37) (18 mg) con acido (4-(4-(tetrazol-5-il)[1,1’,4’,1"]terfenil-4"iloxi)butirico (8,0 mg) como se describe para el
Ejemplo 5. Se obtuvieron 0,83 mg del compuesto del titulo.

HPLC: (procedimiento B6): TR = 31,9 min (100 %)

CLEM: m/z = 1303,3 (MH5%*). Calculado para (MH3**): 1303,1

Ejemplo comparativo 21

N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoil)amino)etoxi)etoxi)acetil)[Aib8,22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-
1(7-37)
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H,C™ CH, H,C  CH,

La unién del enlazador y la cadena lateral al residuo especifico de lisina se hizo en una resina DDE-Lys(FMOC)-2-
CI-Tritilo por el procedimiento para eliminar la proteccion con Fmoc, seguido por el procedimiento para la uniéon de
cadenas laterales a residuos de lisina y después el procedimiento para la eliminaciéon de protecciéon con Dde. Esto
estuvo seguido por la sintesis del péptido al extremo N-terminal segundo por escision del péptido de la resina y
purificacion.

HPLC: (procedimiento B6): TR = 32,0 min (100 %)
CLEM: m/z = 1336,2 (MH3%*"). Calculado para (MH3%*): 1335,9

Ejemplo comparativo 22

Péptido N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)(hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetil))[3-(4-imidazolil)
propionil7,Aib22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-1 (7-37)
N‘:j\/\/\/wv*\/\j‘-n Q O
Nt Nt oj/"'NH

q\j—EGTFTSDVSSYLEENC><|::QAAREFIAWLVR—H%‘—R N T 0OH
O cn, CH, H

Este compuesto se preparé como se ha descrito en el Ejemplo 21.

HPLC: (procedimiento B6): TR = 32,8 min (99 %)

CLEM: m/z = 1326,3 (MH3%*"). Calculado para (MH3%*): 1326,2

Ejemplo comparativo 23

Péptido N-epsilon37-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoil)amino)etoxi)etoxi)acetil))[3-(4-imidazolil)
propionil7,Aib8,22,35,Arg26,34,Lys37] GLP-1 (7-37)
N~
& ~NH
N WH
N N C o]
NIVANISY
0* NH
HN )
N
S
H.C CH,
H H
N))LEGTFTSDVSSYLE-H QAAREF | AWL VR—N R-” OH
0 O
Q,C CH, H,C CH,

Este compuesto se preparé como se ha descrito en el Ejemplo 21.
HPLC: (procedimiento B6): TR = 33,0 min (100 %)

CLEM: m/z = 1330,9 (MH5%*"). Calculado para (MH3%*): 1330,9
Ejemplo 24

N-epsilon20-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)
etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi )acetil)[Lys20] Exendina-4 (1-39)amida
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La unién de cadenas laterales y enlazadores a residuos especificos de lisina sobre el péptido protegidos unido a la
resina en bruto se realizd en una posicion especifica por incorporacion de Fmoc-Lys(Mtt)-OH durante la sintesis
automatizada seguido de desproteccion selectiva con un tratamiento por lotes de la resina con péptido protegido con
TFA al 1 %y TIS al 1 % en DCM hasta que hubo desaparecido la coloracion amarilla (después de 1 h). Esto estuvo
seguido por lavado extensivo con DMF, seguido por la unidn del espaciador y la cadena lateral como se ha descrito
en el Ejemplo 21 y la escision del péptido de la resina y purificacion.

HPLC: (procedimiento B6): TR = 31,1 min (100 %)

CLEM: m/z = 1634,3 (MH3%*"). Calculado para (MH3%*): 1634,5

Ejemplo comparativo 25 (procedimiento general A, acilacién usando DesB30 insulina humana)
NtB2%.(16-2H-Tetrazol-5-il-hexadecanoil)gamma-Glu-des(B30) insulina humana

Etapa 1: Sintesis de 1-terc-butil éster del acido 2-(16-2H-tetrazol-5-il-hexadecanoilamino)pentanodioico

H,C._ CH,

YcH,

0.0

N=p 0]
HN.
N’ H OH

0]

Se calento acido 16-(2H-tetrazol-5-il)hexadecanoico (433 mg, 1,34 mmol) en tolueno (5 ml) y 2,2-dimetoxipropano (2
ml, 16 mmol) hasta reflujo durante dos minutos. El disolvente se eliminé al vacio. Se afiadi6 acetato de etilo (10 ml),
seguido por clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (359 mg, 1,87 mmol) y 1 hidroxibenzotriazol
(281 mg, 2 mmol). La reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 30 min y se afadi6 una mezcla de
clorhidrato de alfa terc-butil-gamma bencil diéster de acido L-glutamico (661 mg, 2 mmol), diisopropilamina (0,34 ml,
2 mmol) y acetato de etilo (4 ml). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion se
distribuyo entre acetato de etilo (50 ml) y agua (50 ml). Se secé la fase organica (Na;SO4) y se elimind el disolvente
al vacio. El 5-bencil éster 1-terc-butil éster del acido 2-(16-2H-tetrazol-5-il-hexadecanoilamino)pentanodioico en bruto
se purificé en C-18 RP-HPLC 5 cm x 20 cm, flujo 20 ml/min usando un gradiente de acetonitrilo/agua del 60-90 %
que contenia TFA al 0,1 %. Se recogieron las fracciones que contenian 5-bencil éster 1-ferc-butil éster del acido 2-
(16-2H-tetrazol-5-il-hexadecanoilamino)pentanodioico y se eliminé el disolvente al vacio. El residuo se volvié a
disolver en acetato de etilo (10 ml), se afadié paladio sobre carbdon activado (200 mg) y la mezcla se agité en
atmésfera de hidrogeno (101325 pascales (1 atm)) durante 3 horas. La mezcla se filtro y se elimind el disolvente al
vacio para proporcionar 1-terc-butil éster del acido 2-(16-2H-tetrazol-5-il-hexadecanoilamino)pentanodioico (100 mg).

HPLC-EM: m/z = 511; R¢= 4,17 min.

Etapa 2: Sintesis de 1-terc-butil éster 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) éster del acido 2-(16-2H-tetrazol-5-il-
hexadecanoilamino)pentanodioico .
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Se disolvio 1-terc-butil éster del acido 2-(16-2H-tetrazol-5-il-hexadecanoilamino)-pentanodioico (100 mg, 0,19 mmol)
en THF (10 ml). La mezcla se enfrié con un bafio de hielo. Se afiadieron diisopropiletilamina (0,041 ml, 0,24 mmol) y
tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (71 mg, 0,24 mmol). La mezcla se agité en
nitrégeno a 0 °C. Después de 30 minutos se retir6 la refrigeracion con hielo y la mezcla se agité6 durante 3 horas
adicionales. El disolvente se elimind al vacio seguido por coevaporacion de cada residuo con tolueno. El producto en
bruto se disolvié en acetato de etilo (30 ml), se lavd con agua (2 X 20 ml) y se extrajeron las fases acuosas
combinadas una vez con acetato de etilo (30 ml). Las fases organicas combinadas se secaron (Na>SOs), se elimind
el disolvente al vacio para proporcionar el compuesto del titulo (83 mg), que se us6 en la etapa posterior sin
purificacién adicional.

HPLC-EM: m/z = 607; R¢= 4,73 min.

Etapa 3: Sintesis de N*82°-(6-2H-tetrazol-5-il-hexadecanoil) gamma-Gludes(B30) insulina humana

Ao

o] OH
NH
GIVEQC———C S5LYAQ
cCTS I L ENYC N-COOH
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTP-” o
Q

Se disolvid A1 B1 BocBoc des(B30) insulina (Kurtzhals P; Havelund S; Jonassen I; Kiehr B; Larsen UD; Ribel U;
Markussen J Biochemical Journal, 1995, 312, 725-731) (0,2 g, 0,034 mmol) en DMSO (3 ml). Se afadieron
trietilamina (0,047 ml, 0,34 mmol) y una solucién de 1-terc-butil éster 5-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il) éster del acido 2-(16-
2H-tetrazol-5-il-hexadecanoilamino)pentanodioico (58 mg, 0,096 mmol) en DMSO (1 ml) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla se enfrié con un bafio de hielo (el DMSO se congeld), se afiadid
agua (10 ml) y se dejo que la mezcla congelada se fundiera. El pH se ajusto hasta 5,2 con HCI 1 N. El producto se
dejo precipitar durante 1 hora a 5 °C. El precipitado se aisl6 por centrifugacion y se traté con TFA (10 ml) durante 30
min. Esta solucion se vertié en dietiléter enfriado en hielo (40 ml) y el producto en bruto se aislé por centrifugacion y
se purificé en C-18 RP-HPLC 5 cm X 20 cm, flujo 20 ml/min usando un gradiente de acetonitrilo/agua del 25-45 %
que contenia TFA al 0,1 %. Las fracciones que contenian el producto se combinaron vy liofilizaron. Al material
liofilizado se afiadio agua (7,2 ml) y el pH se ajusté hasta 8,98 con NaOH 1 N y 0,1 N. El pH se ajusté de nuevo
hasta 5,2-5,5 con HCI 0,1 N. El precipitado se aislo por centrifugacion y se liofilizé para dar el compuesto del titulo.

HPLC-EM : m/z = 1536 (m/4), 1229 (m/5),1024 (m/6); R;= 3,47 min.
Ejemplo comparativo 26

NB2%:.4.[4"-(1H-Tetrazol-5-il)-[1,1°;4’,1"]terfenil-4-iloxi] -butiroil des(B30) insulina

NN
Ny
N
H
g o
NH
G| VE Q Cmrrmmr———C 5 L ¥ Q
cC 75 1 L ENY C N-COCOH
OH

FYNAQHLC GSHLVEALY.LVCGERGFFYTP-”
Q

Se suspendid acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1’,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico (166 mg, 0,42 mmol) en DMF (2 ml) y se trato
con TSTU (150 mg, 0,50 mmol) y DIEA (85 pl, 0,50 mmol). Se agité la mezcla durante la noche. El disolvente se
elimind al vacio y el residuo se repartié entre acetato de etilo y HCI 0,1 M. Se filtré la fase organica/suspension y el
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solido se lavo con éter y se seco al vacio para proporcionar acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico
activado, 164 mg. La des(B30) insulina humana (100 mg, 0,018 mmol) se disolvié en Na,CO3 100 mM (1,3 ml, pH
10,2) a temperatura ambiente. El acido 4-(4-(5-tetrazolil)-[1,1°,4’,1"]-terfenil-4"-iloxi)butirico activado (10 mg, 0,022
mmol) se disolvio en DMSO (1,3 ml) y se afiadio a la solucién de insulina. Después de 30 min, se afiadié metilamina
0,2 M (0,1 ml). Se ajusté el pH hasta 5,5 con HCI 1 M y se recogio el precipitado isoeléctrico por centrifugacion y se
seco al vacio. El rendimiento de acoplamiento fue del 75 % (RP-HPLC, columna C4; tampon A: 10 % de MeCN en
TFA al 0,1 %-agua, tampén B: 80 % de MeCN en TFA al 0,1 %-agua; gradiente del 20 % al 90 % de B en 16
minutos).

La NB2%.-4-[4"-(1H-tetrazol-5-il)[1,1";4’,1"]terfenil-4-iloxi]butiroil des(B30) insulina se purificd por RP-HPLC en columna
C4, tampodn A: 20 % de EtOH + TFA al 0,1 %, tampon B: 80 % de EtOH + TFA al 0,1 %; gradiente 15-60 % de B,
seguido por HPLC en columna C4, tampon A: Tris 10 mM + sulfato de amonio 15 mM en EtOH al 20 %, pH 7,3,
tampon B: 80 % de EtOH, gradiente 15-60 % de B. Las fracciones recogidas se desalaron en Sep-Pak con
acetonitrilo al 70 % + TFA al 0,1 %, se neutralizaron por la adicion de amoniaco y se secaron por congelacion. El
rendimiento no optimizado fue de 8 mg (7 %). La pureza evaluada por HPLC fue >98 %. CLEM 6088,
C275H394N5807735 requiere 6089.

Ejemplo comparativo 27

NB2%:.46-[4’-(1H-tetrazol-5-il)-bifenil-4-iloxi]-hexadecanoil des(B30) insulina

N=n
N-
N
H
Q
O’\/\NW\/\/Y
NH
GIVEQC——CSLYAQ
C T 8 | L ENYC N-COCH
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTP—H OH
[e]

Se suspendié acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico (309 mg, 0,63 mmol) en DMF (4 ml) y se trato
con TSTU (227 mg, 0,75 mmol) y DIEA (127 pl, 0,75 mmol). Se agité la mezcla durante la noche. El disolvente se
elimind al vacio y el residuo se repartio entre acetato de etilo y HCI 0,1 M. Se filtré la fase organica/suspension y el
soélido se lavo con éter y se seco al vacio para proporcionar acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico
activado, 290 mg. La des(B30) insulina humana (100 mg, 0,018 mmol) se disolvié en Na2CO3 100 mM (1,3 ml, pH
10,2) a temperatura ambiente. El acido 16-(4’-(5-tetrazolil)bifenil-4-iloxi)hexadecanoico activado (12 mg, 0,022 mmol)
se disolvio en DMSO (1,3 ml) y se afadi6 a la solucion de insulina. Después de 30 min, se afiadié metilamina 0,2 M
(0,1 ml). Se ajustod el pH hasta 5,5 con HCI 1 M y se recogio el precipitado isoeléctrico por centrifugacion y se seco al
vacio. El rendimiento de acoplamiento fue del 37 % (RP-HPLC, columna C4; tampdn A: 10 % de MeCN en TFA al
0,1 %-agua, tampon B: 80 % de MeCN en TFA al 0,1 %-agua; gradiente del 20 % al 90 % de B en 16 minutos).

La NB2%.16-[4’-(1H-tetrazol-5-il)bifenil-4-iloxilhexadecanoil des(B30) insulina se purifico por RP-HPLC en columna
C4, tampodn A: 20 % de EtOH + TFA al 0,1 %, tampon B: 80 % de EtOH + TFA al 0,1 %; gradiente 15-60 % de B,
seguido por HPLC en columna C4, tampon A: Tris 10 mM + sulfato de amonio 15 mM en EtOH al 20 %, pH 7,3,
tampon B: 80 % de EtOH, gradiente 15-60 % de B. Las fracciones recogidas se desalaron en Sep-Pak con
acetonitrilo al 70 % + TFA al 0,1 %, se neutralizaron por la adicién de amoniaco y se secaron por congelacion. El
rendimiento no optimizado fue de 5 mg (7 %). La pureza evaluada por HPLC fue >98 %. CLEM 6180,
Co282H414N6sO077S6 requiere 6181.

HPLC-procedimiento B4:

A: acetonitrilo

B: agua

D TFA al 1,0 % en agua

Gradiente: 5 --> 95 % A, 15 min, 1,0 ml/min

columna Symmetry 300, C18, 5 um, 3,9 x 150 mm

Temperatura de horno de columna = 42 °C; deteccién a 214 nm.
Ejemplo comparativo 28

Péptido N37-16-(4-(4-(5-Tetrazolil)fenil)feniloxi)hexadecanoil)-[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)
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El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partr de acido 16-(4-(4-(5-
tetrazolil)fenil)feniloxi)hexadecanoico y péptido [Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37) (25 mg). Se obtuvieron 6,1 mg del
producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 13,07 min (94 %)
CLEM: m/z = 1335 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1334
Ejemplo comparativo 29

Péptido N37-(4-(4-(4-(4-(5-Tetrazolil)fenil)fenil)fenoxi)butiril)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

o]
' HN
a]
NH.-H GEGTFTSDVSSYLEGQAARETFI AWLVYVRGRG:N OH "
2 H
© "\

Nepy

El compuesto del titulo se preparé como el ejemplo 6 a partir de acido 4-(4-(4-(4-(5-tetrazolil)fenil)fenil)fenoxi)butirico
y péptido [Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37) (30 mg). Se obtuvieron 3,8 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 10,84 min (86 %)
CLEM: m/z = 1303 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1303
Ejemplo 30

Acido 17,17-bis(5-tetrazolil)heptadecanoico

N z « NH
CO Me
Brwscone + ch: —b— NCL’{W 2 — N:N\ 1?02Me
349.35 _ 66.06 334.50 N-NH
- 42056
N NH
—_— CO.H
N:I\gy/vkﬂs 2
“N—NH
406.53

Ester metilico del acido 17,17-dicianoheptadecanoico:

A éster metilico del acido 16-bromohexadecanoico (1,40 g, 4,0 mmol) en MeCN (20 ml) se afadieron malonodinitrilo
(1,01 g, 15,3 mmol) y K-CO3 (0,92 g, 6,64 mmol). La mezcla se agité a 80 °C durante 18,5 h. Se afadieron agua (50
ml) y HCI 1 N (50 ml) y el producto se extrajo con AcOEt. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se
secaron sobre MgSO, y se concentraron a presion reducida. Se obtuvieron 1,87 g (100 %) de un aceite que cristalizé
completamente después de algunas horas.

RMN de ' (DMSO-de): & 1,24 (m, 22H), 1,36-1,55 (m, 4H), 1,96 (m, 2H), 2,28 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,57 (s, 3H), 4,80 (t, J
=7 Hz, 1 H).

Ester metilico del dcido 17,17-bis(5-tetrazolil)heptadecanoico:

A éster metilico del acido 17,17-dicianoheptadecanoico (2,25 g, 6,73 mmol) se afiadieron DMF (12 ml), AcOH (4,1
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ml, 68,3 mmol), NEt3 (9,0 ml, 64,9 mmol) y NaNs (5,25 g, 80,8 mmol). La mezcla resultante se agitdé a 140 °C durante
19 h. Se afiadieron agua (90 ml) y HCI 1 N (60 ml) y la mezcla se acidificé mediante la adicién de acido clorhidrico
concentrado. El sélido se retird por filtracion, se lavd con agua y se recristalizd en metanol caliente, para
proporcionar 1,70 g (60 %) del compuesto del titulo en forma de un sélido.

RMN de 'H (DMSO-dg): 5 1,21 (s a, 24H), 1,51 (m, 2H), 2,19 (m, 2H), 2,28 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,57 (s, 3H), 4,94 (t, J =
7 Hz, 1 H).

Acido 17,17-bis(5-tetrazolil)heptadecanoico

Se disolvié éster metilico del acido 17,17-bis(5-tetrazolil)heptadecanoico (1,70 g, 4,04 mmol) en MeOH (40 ml) y se
afiadié una solucion de NaOH (1,17 g, 29 mmol) en agua (3 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante
19 h no pudo detectarse mas éster de partida por RMN de 'H y la mezcla se diluyé con una mezcla de agua (130 ml)
y HCI 1 N (50 ml). El producto se aisl6 por filtracion, se lavd con agua y se recristalizéd en MeCN en ebullicion (40 ml),
para proporcionar 0,53 g (32 %) del compuesto del titulo en forma de un sélido. Podria obtenerse mas producto
(0,39 g) de las aguas madre. Rendimiento total: 0,92 g, 56 %.

RMN de 'H (DMSO-dg): 8 1,21 (m, 24H), 1,48 (m, 2H), 2,18 (m, 4H), 4,94 (t, J = 7 Hz, 1H).
Ejemplo comparativo 31

Péptido N=37-(17,17-Bis(5-tetrazolil)heptadecanoil)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

NEN
HN N

o]
H
NI.N NH

N=N

OH
NHZ-HGEGTFTSDVSSYLEGOAAREFIAWLVRGRG"E

(o]

El compuesto del titulo se preparé como el ejemplo 6 a partir de acido 17,17-bis(5-tetrazolil)heptadecanoico y
péptido [Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37) (45 mg). Se obtuvieron 12,5 mg del producto del titulo. HPLC (procedimiento
B4): TR = 11,37 min (91 %)

CLEM: m/z = 1306 (MH3%*), 1959 (MH,?*). Calculado para (MH3**): 1306
Ejemplo 32
Acido 4-(4’-{5-[4-(5-tetrazolil)fenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}bifenil-4-iloxi)butirico

_.N“Jm_

195,22 309,36

Peso molecular = 314,34

Peso molecular = 425,44 Peso molecular = 468,47

Una mezcla de 4’-ciano-4-hidroxibifenilo (4,0 g, 20,5 mmol), MeCN (30 ml), 4-bromobutirato de etilo (3,75 ml, 5,11 g,
26,2 mmol) y KoCO3 (3,86 g, 27,9 mmol) se agité a 85 °C. Después de 20 h se afiadio agua (150 ml) y se extrajo el
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producto con AcOEt. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO; y se
concentraron, para proporcionar 6,91 g (100 %) de éster etilico del acido 4-(4’-cianobifenil-4-iloxi)butirico en forma de
un aceite.

A una solucién de éster etilico del acido of 4-(4’-cianobifenil-4-iloxi)butirico (3,78 g, 12,7 mmol) en THF (50 ml) se
afadié una solucion de NaOH (1,0 g, 25 mmol) en agua (1,5 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante
1,5 h y después a 67 °C durante 3 h. Se afiadi® mas NaOH (1 g) en agua (1 ml) y se continué la agitaciéon a
temperatura ambiente durante 15 h. Se afiadid MeOH (10 ml) y después de agitar a temperatura ambiente durante
1,5 h la mezcla se diluy6 con agua (150 ml) y se acidificé con HCI acuoso concentrado (6,6 ml). El producto se aislé
por filtracion y se lavo con agua (aprox. 20 ml). El sélido se suspendié en MeCN (50 ml), se calentd hasta reflujo (sin
disolucion) y se dejé enfriar hasta temperatura ambiente. La filtracion y el secado a presién reducida proporcionaron
2,70 g (76 %) de acido 4-(4’-cianobifenil-4-iloxi)butirico en forma de un sélido incoloro.

Una mezcla de acido 4-(4’-cianobifenil-4-iloxi)butirico (2,70 g, 9,60 mmol), EtOH (10 ml), THF (15 ml), KxCO3 (3,35 g,
24,2 mmol) y clorhidrato de hidroxilamina (1,50 g, 21,6 mmol) se agité a temperatura ambiente durante 3,5 d y
después a 80 °C durante 24 h. Se afiadieron agua (100 ml) y HCI 1 N (50 ml) y el producto se aisl6 por filtracion y se
lavé con agua. El sélido se suspendié en MeCN (70 ml), se calentdé hasta reflujo, se mantuvo a temperatura
ambiente durante una noche, se retiré por filtracion y se secé a presion reducida para proporcionar 3,23 g (100 %)
de acido 4-(4’-(N-hidroxicarbamimidoil)bifenil-4-iloxi)butirico.

Se afiadié una solucion de cloruro de 4-cianobenzoilo (2,29 g, 13,8 mmol) en dioxano (10 ml) a una suspension de
acido 4-(4’-(N-hidroxicarbamimidoil)bifenil-4-iloxi)butirico (3,23 g, 9,6 mmol) en dioxano (50 ml) y piridina (2,5 ml,
31,6 mmol). La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 4 h y después se calent6 hasta 100 °C durante 22
h. La mezcla se concentré hasta 1/2 de su volumen original, se diluyd con agua (100 ml) y se acidific6 mediante la
adicién de acido clorhidrico concentrado (3 ml). El producto se aislo por filtracion y se lavé con agua (50 ml). El
soélido se suspendié en MeCN (70 ml), se calentd hasta reflujo, se dejé enfriar, se retird por filtracion y se secé a
presiéon reducida para proporcionar 3,17 g (54 %) de acido 4-(4-{5-[4-cianofenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}bifenil-4-
iloxi)butirico en forma de un sdlido.

Una mezcla de acido 4-(4’-{5-[4-cianofenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}bifenil-4-iloxi)butirico (3,17 g, 7,45 mmol), DMF (15
ml), AcOH (2,25 ml, 37,5 mmol), NEt3 (5,0 ml, 36 mmol) y NaNs (2,89 g, 44,5 mmol) se agitdé a 140 °C. Después de
24 h se afiadieron agua (150 ml) y acido clorhidrico concentrado (6 ml). El producto se aislo por filtracion, se lavo
con agua, se resuspendid en MeCN (100 ml), se calenté hasta reflujo (no se disolvio completamente), se

homogeneizo y se dejo enfriar hasta temperatura ambiente. La filtracion proporcioné 2,50 g (72 %) de acido 4-(4-{5-
[4-(5-tetrazolil)fenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}bifenil-4-iloxi)butirico en forma de un sdlido.

RMN de 'H (DMSO-de): 8 1,98 (m, 2H), 2,41 (t, J = 7 Hz, 2H), 4,06 (t, J = 7 Hz, 2H), 7,07 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,72 (d, J
= 8 Hz, 2H), 7,88 (d, J = 8 Hz, 2H), 8,16 (d, J = 8 Hz, 2H), 8,32 (d, J = 8 Hz, 2H), 8,41 (d, J = 8 Hz, 2H).

Ejemplo comparativo 33

Péptido N=37-(4-(4’-{5-[4-(5-Tetrazolil)fenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}bifenil-4-iloxi)butiril)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-

37)
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El compuesto del titulo se preparé como el ejemplo 6 a partir de acido 4-(4’-{5-[4-(5-tetrazolil)fenil]-[1,2,4]oxadiazol-3-
il}bifenil-4-iloxi)butirico y péptido [Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37) (60 mg). Se obtuvieron 1,8 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,26 min (99 %)
CLEM: m/z = 1326 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1326
Ejemplo 34

Acido 16-(4,5-bis(5-tetrazolil)imidazol-1-il)hexadecanoico
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Una mezcla de éster metilico del acido 16-bromohexadecanoico (3,50 g, 10,02 mmol), 4,5-dicianoimidazol (1,52 g,
12,87 mmol), MeCN (30 ml) y K.CO3 (1,95 g, 14,1 mmol) se agitd a 80 °C durante 66 h.

Se afiadieron agua (100 ml) y HClI 1 N (40 ml) y el producto se extrajo dos veces con AcOEt. Los extractos
combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO. y se concentraron a presion reducida. La
recristalizacion en MeOH (10 ml) proporcion6 3,41 g (88 %) de éster metilico del acido 16-(4,5-dicianoimidazol-1-
illhexadecanoico en forma de un sélido incoloro.

Una mezcla de éster metilico del acido 16-(4,5-dicianoimidazol-1-il)hexadecanoico (3,86 g, 10 mmol), DMF (8 ml),
AcOH (6,2 ml, 103 mmol), NEt3 (13,8 ml, 100 mmol) y NaNs3 (7,98 g, 123 mmol) se agité a 140 °C. Se afiadio mas
DMF (9 ml) después de 20 h. Después de 44 h se afiadid agua (100 ml), seguido por acidificacién con acido
clorhidrico concentrado (aprox. 12 ml). El producto se retird por filtracion, se lavé con agua, se resuspendié en
MeCN (100 ml), se calentd hasta reflujo (sin disolucion completa) y se dejé enfriar. La filtracion y el secado a presion
reducida proporcionaron 4,57 g (97 %) de acido 16-(4,5-bis(5-tetrazolil)imidazol-1-il)hexadecanoico en forma de un
soélido marrén. Este solido (4,57 g, 9,67 mmol) se mezclé con MeOH (50 ml) y una soluciéon de NaOH (4,01 g, 100
mmol) en agua (10 ml). La solucién transparente resultante se agité a 60 °C durante 22 h y se vertié en una mezcla
agitada de agua (400 ml) y acido clorhidrico concentrado(12 M, 20 ml). El sdlido se retird por filtracion, se lavé con
agua, se resuspendio en MeCN (150 ml), se calentd hasta reflujo y se dejé reposar a temperatura ambiente durante
una noche. La filtracion y el secado a presién reducida proporcionaron 3,71 g (84 %) del acido del titulo en forma de
un solido marrén.

RMN de 'H (DMSO-de): & 1,20 (m, 22H), 1,48 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 2,19 (t, J = 7 Hz, 2H), 4,24 (t, J = 7 Hz, 2H),
8,38 (s, 1 H).

Ejemplo comparativo 35

Péptido N=37(16-(4,5-bis(5-tetrazolil)imidazol-1-il)hexadecanoil)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

W
PN N
Q
N \/\/\/WW\)L
e N
hat NH

CH
NHQ—HGEGTFTSDVSSVLEGQAAREF|AWLVRGRG-§

o

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido 16-(4,5-bis(5-tetrazolil)imidazol-1-
illhexadecanoico y péptido [Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37) (60 mg). Se obtuvieron 8 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,61 min (98 %)
CLEM: m/z = 1323 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1323
Ejemplo xxx.

Aacido (2-(2-(16-(5-tetrazolil)hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acético
’é‘\l‘)‘\j\/\/\/\/\/\/\/\j\ /\/0 H
N N \/\O/W]/O
H H o)

A una suspension de resina de cloruro de 2-clorotritilo (2 g; poliestireno reticulado) en diclorometano se afiadieron
una solucion de acido (2-(2-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)etoxi)etoxi)acético (0,55 g, 1,43 mmol) en
diclorometano (15 ml) y después una soluciéon de DIPEA (0,65 ml) en diclorometano (7 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 20 min se afiadié metanol (2 ml) y se continud la agitacién durante 10 min. La resina
se filtrd, se lavé dos veces con diclorometano y una vez con DMF. La resina se traté con una solucién al 20 % de
piperidina en DMF (2 X 10 min) y se lavo extensivamente con DMF y diclorometano. Se afadié una solucion de
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acido 16-(5-tetrazolil)hexadecanoico (1,0 g, 3,08 mmol), 3-hidroxi-3,4-dihidro-1,2,3-benzotriazin-4-ona (0,49 g, 3,0
mmol) y EDC (0,58 g, 3,03 mmol) en diclorometano (25 ml) a la resina y la mezcla se agit6é durante 60 h. La resina
después se lavd extensivamente con DMF, diclorometano y metanol y se suspendié en una mezcla de acido
trifluoroacético y diclorometano (25:75; vol). Después de 0,5 h se filtré la resina, se aclaré con diclorometano, se
concentraron los filtrados combinados y se recristalizo el residuo en MeCN para proporcionar 0,26 g del compuesto
del titulo.

RMN de 'H (DMSO-de): & 1,23 (m, 22H), 1,46 (m, 2H), 1,67 (m, 2H), 2,04 (t, J = 7 Hz, 2H), 2,85 (t, J = 7 Hz, 2H),
3,18 (m, 2H), 3,38 (m, 2H), 3,51 (m, 2H), 3,58 (m, 2H), 4,01 (s, 2H).

Ejemplo comparativo 36
Péptido N=37-((2-(2-(16-(5-Tetrazolil)hexadecanoilamino) etoxi)etoxi)acetil)[Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37)

o]
H
N.N\\(\/W\/\/\/\/\KN\/\O’\/O\)LNH

N=NH o

NH#H G EGTF TSDVSSYLEGQAAREF I AWLVRGRGN O
H

o]

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (2-(2-(16-(5
tetrazolil)hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acético y péptido [Gly8,Arg26,34]GLP-1-(7-37) (85 mg). Se obtuvieron 28
mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,35 min (95 %)
CLEM: m/z = 1327 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1327
Ejemplo comparativo 37

Péptido N526-(4-{16-(Tetrazol-5-ilhexadecanoilsulfamoil}butiril)[(3-(4-imidazolil)propionil7,Arg34]GLP-1-(7-37)

-
HN N

o
H
AEGTFTSDVSSYLEGQAA™N EF!1AWLVR G R G-COOH
[s]

H

N Ny NH
N.‘ YVV\/W\/\/\'r -s./v\n,
N=N g 0o o

Este compuesto se preparé como el ejemplo 5 a partir de acido 4-(16-(5-tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirico
y péptido [(3-(4-imidazolil)propionil7,Arg34]GLP-1-(7-37) (50 mg). Se obtuvieron 13,3 mg del compuesto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,61 min (98 %)

CLEM: m/z = 1276 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1276

Ejemplo comparativo 38

Peptidoamida N%34-(16-{tetrazol-5-il}hexadecanoil)-[Gly8, Arg26] GLP-1 (7-34)

N NH

H

NH
NHZ—HGEGTFTSDVSSYLEGOAAREFIAWLV-N 2

]

El compuesto del titulo se preparé como el ejemplo 6 a partir de acido 16-(5-tetrazolil)hexadecanoico y peptidoamida
[Gly8, Arg26] GLP-1 (7-34) (50 mg). Se obtuvieron 17 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 12,53 min (100 %)
CLEM: m/z = 1136 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1136
Ejemplo 39

Acido (2-(2-(4-(16-(5-tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirilamino)etoxi)etoxi)acético
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£

H

T4 0

”/\/O\/\O/\EOH

Este compuesto se preparé sobre resina de cloruro de 2-clorotritilo como se describe para la sintesis de acido (2-(2-
(16-(5-tetrazolil)hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acético.

RMN de "H (DMSO-de): & 1,23 (m, 22H), 1,49 (m, 2H), 1,68 (m, 2H), 1,85 (m, 2H), 2,23 (m, 4H), 2,85 (t, J = 7 Hz,
2H), 3,19 (m, 2H), 3,35 (m, 4H), 3,52 (m, 2H), 3,59 (m, 2H), 4,01 (s, 2H), 7,91 (ta, J = 6 Hz, 1 H), 11,55 (s a, 1 H).

Ejemplo 40

Péptido N¢26-({2-[2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butirilamino)etoxiletoxi}acetil)-[Arg34] GLP-1
(7-37)

o
NH2-HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-E EFIAWLVR G R G«CQQOH

Napy
y [ Q
o, O
: JWV\/\/\N\/L .
\ +
N N'S\A/LN’\’O\/\O’YNH
H H 5

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (2-(2-(4-(16-(5-
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirilamino)etoxi)etoxi)acético y péptido [Arg34]GLP-1-(7-37) (350 mg). Se
obtuvieron 35 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,63 min (99 %)
CLEM: m/z = 1329 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1329
Ejemplo comparativo 41

Peptidoamida N&34-({2-[2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butirilamino)etoxi]etoxi}acetil)-[Arg26]
GLP-1 (7-34)

Q
H H H

N N. N~ /\/O\)L
N WAM(O_S%VT o NH

NN o)

NH2—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAREFIAWLV-” NH,

o

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (2-(2-(4-(16-(5-
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirilamino)etoxi)etoxi)acético y péptido [Arg26]GLP-1-(7-34) (40 mg). Se
obtuvieron 6,5 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 12,44 min (100 %)
CLEM: m/z = 1234 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1234

Ejemplo comparativo 42

Péptido N&26.({2-[2-(4-(16-(Tetrazol-5-il) hexadecanoilsulfamoil)butirilamino)etoxi]etoxi}acetil)-[(3-(4-
imidazolil)propionil)7,Arg34]GLP-1 (7-37)
HN=

0]
AEGTFTSDVSSYLEGQAA—H\)LEF | AWLVR G R G—COOH

0,10 Q I)/

HN S\/\)LH’\/O\/\O/INH

i

b}

o} N-N

N
N
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El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (2-(2-(4-(16-(5
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirilamino)etoxi)etoxi)acético y péptido [(3-(4-imidazolil)propionil)7,Arg34]GLP-
1-(7-37) (27 mg). Se obtuvieron 9,5 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,85 min (96 %)
CLEM: m/z = 1324 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1324
Ejemplo comparativo 43

Péptido N526-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)-[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)

o
H H
NH2-H—NJ—EGTFTSDVSSYLEGQAA—N EFIAWLYRG R G-COCH

H,c CHy

H H
N N.o
N, .
[+]

N=N o

snzv\lr NH

o o

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (4-(16-(5
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirico y péptido [Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37) (50 mg). Se obtuvieron 18,4 mg del
producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,87 min (95 %)

CLEM: m/z = 1285 (MH3%*). Calculado para (MH3*>*): 1285

Ejemplo comparativo 44

Péptido N*7(Me)N:25-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)-[Arg34]GLP-1-(7-37)

CH, o
H
HN A EGTFTSDVSSYLEGQAA=N EF | AWLVR G R G=COOH

N-N

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (4-(16-(5
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirico y péptido N¢’(Me)[Arg34]GLP-1-(7-37) (35 mg). Se obtuvieron 2,5 mg
del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,76 min (96 %)
CLEM: m/z = 1286 (MH3%*). Calculado para (MH3>*): 1285
Ejemplo comparativo 45

Péptido N526-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)-[Gly8,Arg34]GLP-1-(7-37)

- o]
H
NH,—H G EGTFTSDVESYLEGRQAA—N EFIAWLVR G R G-COOH

H
WN:'S:V\ENH
. 3 d™%
!

Ne
B=N

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (4-(16-(5
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirico y péptido [Gly8,Arg34]GLP-1-(7-37) (15 mg). Se obtuvieron 3,2 mg del
producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,74 min (95 %)
CLEM: m/z = 1276 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1276

Ejemplo comparativo 46
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Péptido N&'4-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Lys14;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

o
H
NH;-—HAEGTFT—N\)J—DVSSYLEGOAAREFIAWLVRGRG—DOCH

H
N
N

, S

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partr de acido 4-(16-(5-
tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirico y péptido [Lys14;Arg26,34]GLP-1-(7-37) (65 mg). Se obtuvieron 19 mg
5 del producto del titulo.

]

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,54 min (98 %)

CLEM: m/z = 1304 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1304

Compuestos que se planea sintetizar a lo largo de los procedimientos descritos anteriormente son:
Ejemplo comparativo 47

10 Péptido N&'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-37)
El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partr de acido 4-(16-(5-

tetrazolil)hexadecanoilaminosulfonil)butirico y péptido [Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-37) (80 mg). Se obtuvieron 14,5 mg
del producto del titulo.

—HAEGTFTSDVSN YLEGQAARETF I AWL V RGR G—cooH

H
N

N
-

|

15 HPLC (procedimiento B4): TR = 9,11 min (100 %)
CLEM: m/z = 1304 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1304
Ejemplo comparativo 48

Péptido N&'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Gly8;Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

H
wWw—H G EGTFTSDV 5-N Y LEGQAARETFI AWL VRGR G—¢cvoH

Z'
\

O
o]

20 Ejemplo comparativo 49
Péptido N&'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Aib8,Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

H,C, ,CH, o
NHZ—H—ﬁX"'EGTFTSDVSN YLEGQAAREFIAWL\IRGF!G—COOH

L
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Ejemplo comparativo 50
N¢18.(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)[3-(4-imidazolil)propionil7

Péptido
Lys18;Arg26,34]GLP-1-(7-37)

10

NN
\N

o
9]

AEGTFTSDVS—HJ_YLEGQAAREF|AWLVRGRG—CO"“
o]
OOO

N-N

Ejemplo comparativo 51
Peptidoamida N¢'8-(4-(16-(Tetrazol-5-il hexadecanoilsulfamoil)butiril)[Lys18;Arg26]GLP-1-(7-33)

0
NHZ—HAEGTFTSDVS—H\)I—YLEGQAAREFIAWL—H NH,
: 0
H\I/\/\/\/\/\/\/\/ﬁrﬂs NH
NN 0 0"5'5\/\§
Ejemplo comparativo 52
N&26.((2-(2-(2-(2-(2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)etoxi)

Péptido
etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)acetil)-[Arg34]GLP-1-(7-37)

Q‘ 'S/\ﬁ \i
N/\,O\/\O/\H,N\/\O/\,O NH

HN"
o O

AWL VR G R G—coox

—HAEGTFTSDVSSYLEGQAAN

Ejemplo comparativo 53
Péptido N&26.((2-(2-(2-(2-(2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)etoxi)etoxi)
acetilamino)etoxi)etoxi)acetil)[Gly8,Arg 34]GLP-1-(7-37)

o, O O \j\
WN\/\O’\/O NH

/\/O\/\O
nJi‘ AWL VR G R G—coor

—HGEGTFTSDVSSYLEGQAAN
15
Ejemplo comparativo 54
N&26.((2-(2-(2-(2-(2-(4-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil)butiril)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)

Péptido
etoxi)acetil)-[Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37)
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Q0
™ H
’S\/\i A~ N~ /\,O\i
N N oY o) NH
H o

H
o) N-N,
i N
N
H,C_ CH, H
"”z—H—”Xﬂ—EGTFTSDVSSYLEGQAA—ﬁ EF I AWL VRG R G—coom
0 o

Ejemplo comparativo 55

Péptido N¢26-(4-(16-(4-(4-(5-Tetrazolil)fenil)feniloxi)hexadecanoilamino)-(4S)-4-carboxibutiril)-[Arg34]GLP-1-(7-
37)

O O/\NV\/W\JTEIJNH

NHZ——HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLVRGR G—¢coon
5 o

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido 4-(16-(4-(4-(5-
tetrazolil)fenil)feniloxi)hexadecanoilamino)-(4S)-4-terc-butoxicarbonilbutirico y péptido [Arg34]GLP-1-(7-37) (75 mg).
Se obtuvieron 6,9 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 10,57 min (100 %)
10 CLEM: m/z = 1330 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1330
Ejemplo comparativo 56
)
N
g
9 v
O/M NH
O~ "OH

NHg—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—u EF I AWL VRGR G—coon

Ejemplo comparativo 57
X
N
T
g :
OW NH
o~ ~oH

H,C_ CH,

3
NHZ—H—HXH*E G TFTSDVSSYLEGOQA A—ﬁ EF I AWL VY R G R G—co
O o
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Ejemplo comparativo 58

Péptido N526-(4-{16-[4-(1H-tetrazol-5-il)fenoxi]hexadecanoilamino}-(4S)-4-carboxibutiril)-[Arg34] GLP-1-(7-37)

Ol
OMN NH

O~ "OH

NHz—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL VR GR G—coo
O

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (4-{16-[4-(1H-tetrazol-5-
5 ilYfenoxilhexadecanoilamino}-(4S)-4-terc-butoxicarbonilbutirico y péptido [Arg34]GLP-1-(7-37). Se obtuvieron 1,6 mg
del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 9,96 min (100 %)
CLEM: m/z = 1305 (MH3%*). Calculado para (MH3*>*): 1305

Ejemplo comparativo 59

NH;-—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL V RG R G-——coon
10 o/

Ejemplo comparativo 60

)
N
H H
o/\/\/\/\/\/\/\/\ENI\j\NH
o7 "OH
H,C_ CH,
N"z"“H—Hﬁ*EGTFTSDVSSYLEGQAA—H E F I AWL VR G R G—coo

O
Ejemplo comparativo 61

Péptido N26-{4-[17,17-Bis-(1-H-tetrazol-5-il)heptadecanoilamino]-(4S)-4-carboxibutiril}-[Arg34]GLP-1-(7-37)

DN
N'P‘ H
N
M NH
N/H o “OH
N=N
NH;;-——HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLVYVRGR G—ooon
15 (0]

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido {4-[17,17-bis-(1-H-tetrazol-5-
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illheptadecanoilamino]-(4S)-4-terc-butoxicarbonilbutirico y péptido [Arg34]GLP-1-(7-37) (150 mg). Se obtuvieron 7,8
mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 10,25 min (92 %)
CLEM: m/z = 1301 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1301

5 Ejemplo comparativo 62

0 :
N NH
© O "OH

ZNH
N=N

NHZ—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—N EF ! AWL YV RGR G—¢coox
o

Ejemplo comparativo 63
¥ b
N
H
© o

NH
N’H H
N=N
H,C. ,CH,
NH;—'H—H>S-|—EGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLlLVRGR G—coo
o] a

Ejemplo comparativo 64

10 N&26.(4-{16-[4,5-Bis(1H-tetrazol-5-il)imidazol-1-illhexadecanoilamino}-(4S)-4-carboxibutiril)-[Arg34] GLP-1 (7-
37)
=
h',:'\u-«
E’Q w
b d NH
H N= o~ "OH

NHZ——HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL VR GR G—coor
O

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido (4-{16-[4,5-bis(1H-tetrazol-5-il)imidazol-1-

illhexadecanoilamino}-(4S)-4-terc-butoxicarbonilbutirico y péptido [Arg34]GLP-1-(7-37) (100 mg). Se obtuvieron 7,2
15 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 13,91 min (97 %)

CLEM: m/z = 1319 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1319

Ejemplo comparativo 65
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—HGEGTFTSDVSSYLEGQAANi AWL VR G R G—coor

Ejemplo comparativo 66

=N
NES NH

: ’op
3 7 ’\N\/\/\/\/\/I NH
d\u N;] 0 OH

H,C_ CH,

H,—H—N EGTFTSDV S8 SYLEGAQAA-N EF I AWL VY RGR G—to
H H
O o]

Ejemplo comparativo 67

NHz—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLVRGR G—coen

Ejemplo comparativo 68

NH;—'HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLV R G R G—rcooH

Ejemplo comparativo 69
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H
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O

NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWLVROGR G—co

Ejemplo comparativo 70

N H

HNwy ON\j
P"\//\/\N\/\/\/\/\g/ NH

Ny &

H

NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—” E F I AWL V RGR G—com

Ejemplo comparativo 71

)JH w H
N\’ NH
—N o)
HO o}
NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF | AWL VRGR G—coon
5 0

Ejemplo comparativo 72

NHZ—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—”

rd
A6
HO
AWL VR G R G—coon

Ejemplo comparativo 73

Péptido N526-(4-(19-(Tetrazol-5-il)nonadecanoilsulfamoil)butiril)[Arg34]GLP-1-(7-37)

SO S

H H
wH—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA-é AW L VR GR G—¢ooH

Ejemplo comparativo 74

10
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SN

N
H

HGEGTFTSDVSSYLEGQAANi AWL VRGR G—con

Ejemplo comparativo 75
Ny
% M Ve

N
H

NH—HE EGTFTSDVSSYLEGQAA— AWL VR G R G—coom
Q

Ejemplo comparativo 76

5 N&26.(6-{16-[1H-Tetrazol-5-illhexadecanoil}sulfamoilhexanoil)[Arg34]GLP-1-(7-37)

q\S//S/\/\/ﬁ\
d NH
H

NHZ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—” EF I AWL VR G R G—coox
o

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partr de acido (6-{16-[1H-tetrazol-5-
illhexadecanoil}sulfamoilhexanoico y péptido [Arg34]GLP-1-(7-37). Se obtuvieron 67,5 mg del producto del titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 11,08 min (98 %)
10 CLEM: m/z = 1290 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1290

rﬁ\{\l O\\ I
N S NH
H 15 H

Ejemplo comparativo 77

NH;—HGEGTFTSDVSSYLEGQAA*—” E F I AWIL V R G R G—coon

Ejemplo comparativo 78
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HC, CH
NH—H”XﬂfEGTFTSDVSSYLEGQAAN AWIL V RGR G—coo

Ejemplo comparativo 79

] N
NHz_HAEGTFTSDVSSYLEGQAA_NéEF|AWLVRGRG_COOH

O

Ejemplo comparativo 80

I

Naw

H -
¥ Q\S/IS/\i
O SN NH

15

H
Nt
NHZ—-HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—{}I| EF I AWL VYV R G R G—coom

Ejemplo comparativo 81

N/[
H
‘ AN
we—H A EGTFTSDVSSYLEGOQAAN EF | AWL VR G R G—coo
e}

Ejemplo comparativo 82
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N,

N

= |
. H
0 0O
N X ”\/\/\i
| H

N"z—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL VRGR G—cood

Ejemplo comparativo 83

[\

a NH ‘
Q 0
H \\S//\/\/\/ﬁ\
rd
/ NH
N 15
\ H
NHz—-—-HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL VRGR G—coo
0
Ejemplo comparativo 84
N
-1 1
\ N %
~ s N NH
H H
N="
| N
N:‘:N
NHZ—HAEGTFTSDVSSYLE'GOAA—H EF I AWL VR G R G—com
O

Ejemplo comparativo 85

s N7 NH
H H
Y
Ntwf

NH,-"-HGEGTFTSDVSSYLEGQAA—ﬁ EF I AWL VR G R G—co

)

Ejemplo comparativo 86

—

H

j

NH;_—'HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—H EF I AWL VR G R G-—coom
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Ejemplo comparativo 87

NH;*-—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—

\K‘©/O\T‘j\ \V/\/\/ﬁ\
H’J)_ A WL VR G R G—coon

Ejemplo comparativo 88

H
L OOk
7 s H’ NH

NHZ-—HAEGTFTSDVSSYLEGOAA—H EF I AWL VR G R G—coo

5 Ejemplo comparativo 89

O O\/\N\/\N\/\/ﬁ\:j/\ci\gn\/\o/\ﬂ\j\w

NH;——HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—” E F I AWL VR G R G—cotw

Ejemplo comparativo 90

NHQ—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA—” EF I AWL VRGR G-ooo

Ejemplo comparativo 91

H
NH;-HN)(?-EGTFTSDVSSYLEGQAA'N\)LEFIAWLVRGR G—coon
H,C CH,

Y\M/VVWYN‘$WN\/\ONO‘)LN’\’O‘/\O’W1'NH

10 N—NH

Ejemplo comparativo 92
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COok

H b
mz-H—N,(ﬁEGTFTSDVSSY LEGQAA-NﬁEFIAWLVRGR G
H,C” CH, i

Qn OH

Y o By
u N\/‘O’\,O N’\’O‘/\Oﬂf NH
o H a]

Ejemplo comparativo 93

coH

H N
w—H-N,j—EGTFTSDVSSY LEGQAA—NﬁE FIAWLVRGR G
HC CH, H

H O, .OH

\
N’N:\\/\/\/W\/\/\j\ul/\gnwof\,owowos/\gNH
Ejemplo comparativo 94

H H
N«Z-H-N’ﬁ-EGT FTSDVSSYL EGQAA-N\jEFFAWLVRG R Gmcoom
HC CHy i

H
W jN\N\/\/\/\/Y“-ﬁ:\/'\n/N\/‘O'\’O‘/‘OI\’O‘/\fNH
5 “N-NH 6 0¢ O o]
Ejemplo comparativo 95

Péptido N5'8-(6-{16-[1H-Tetrazol-5-illhexadecanoilsulfamoil}hexanoil)[Arg26,34, Lys18]GLP-1-(7-37)

H
NH:—HAEGTFTSDVS—N\j—YLEGQAAREFIAWLVRGRG—COOH

H
/ Y\/VW\/\/\/\EN\ NH
N\N—NH ¢ o

El compuesto del titulo se prepar6 como el ejemplo 6 a partir de acido 18-(6-{16-[1H-tetrazol-5-
10 illhexadecanoilsulfamoil}hexanoico y péptido [Arg26,34, Lys18]GLP-1-(7-37). Se obtuvieron 26,3 mg del producto del

titulo.

HPLC (procedimiento B4): TR = 10,83 min (98,3 %)

CLEM: m/z = 1313 (MH3%*). Calculado para (MH3**): 1313

De acuerdo con los procedimientos anteriores se prepararon los siguientes compuestos:

15 NE26-[4(S)-4-(16-{4-[4-(1-H-tetrazol-5-ilfenillfenoxi}hexadecanoilamino)-4-carboxibutiril] [Aib8,Arg34] GLP-1 (7-37)

H H H
““z—H—N><ﬁ—EGTFTSDVSSYLEGQAA——N\j—EFIAWLVRG R—N\/(li)—OH

ok
e )

\N_N

Ne26-[4(S)-4-(19-(1-H-tetrazol-5-il)nonadecanoilamino)-4-carboxibutiril] [Aib8,Arg34] GLP-1 (7-37)

H H H
“Hz_H—NQ—EGTFTSDVSSYLEGQAA—N\j—EFIAWLVRGR—N\LOH

"_| =
&g °
IN%N NH
H N

Ne26-[4(S)-4-(2-(2-(2-(4-(N-(16-(1-H-tetrazol-5-il)hexadecanoil)sulfamoil )butirilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)-4-
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carboxibutiril] [Aib8,Arg34] GLP-1 (7-37)
o}

Ne26-[4(S)-4-(2-(2-(2-(6-(N-(16-(1-H-tetrazol-5-il)hexadecanoil)sulfamoil)hexanoilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)-4-
carboxibutiril]

5  [Aib8,Arg34] GLP-1 (7-37)

H H H
NHz-——H—N><ﬁ—EGTFTSDVSS\(1_EGQAA—N\/?-E|=|AW|.VRG R—N\J—OH

3

o\l\
o)
: H H

“ 15 N, N~ /\/O\)k NH
N - v P 0 N

N-N 0 00 e}

Ne26-[4(S)-4-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(4-(N-(16-(1-H-tetrazol-5-
illhexadecanoil)sulfamoil)butirilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)-4-carboxibutiril] [Aib8,Arg34]
GLP-1 (7-37)

10 o
Ne26-[4(S)-4-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(6-(N-(16-(1-H-tetrazol-5-

illhexadecanoil)sulfamoil)hexanoilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)-4-carboxibutiril] [Aib8,Arg34]
GLP-1 (7-37)

i H H
Nﬂz——H—N><?—EGTFTSDVSSY LEGQAA—N\j—E FlAWLVRGR—N\/R—oH

15 Ne18-6-(16-[1-H-tetrazol-5-illhexadecanoilsulfamoil)hexanoil [Aib8,Arg26,34] GLP-1 (7-37)

) o
H H
NHz—H-N%EGTFTSDVS-N\)LYLEGQAAREFIAWLVRGR-ﬁ/\"—OH
0

H NH
NNY\/\/\/\/\/\/\/Y :3__/\/\/\']/
o O

-NH o) 6]

Ne18-[4(S)-4-(16-{4-[4-(1-H-tetrazol-5-ilfenillfenoxi}hexadecanoilamino)-4-carboxibutiril] [Aib8,Arg26,34] GLP-1 (7-37)

o o
H H
NH2—H—N%LEGTFTSDVS-NJYLEGQAAREFIAWLVRGR-”/\H—OH
: o
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula general (1):

N I\\B—G—X—Y—Z'—A—Q R-molécula
N--N
H
¢ ()
en la que
G, X e Y representan independientemente
un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CHz2)1.10-, 0

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, y

Z representa un enlace o

-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CHz2)n-, -(OCH2CH>),-, -(CF2)q-, -O-CH2-(CF2),-, -S-CH2-(CF2)s-, en los que n es 1-40 y A
representa -C(=0)-, -O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0),-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CHz2)15-, -O-(CH2)1.5-, u -O-
(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]q¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, 0 NH y m, p y g son independientemente 1-40 y R
representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)sCH(NH-FC(=0)-]1.5 y

tes 1-40,y

la molécula es exendina-4 o un analogo de la misma que comprende no mas de doce residuos de aminoacido que
se han intercambiado, afiadido o delecionado en comparacién con exendina-4(1-39) (SEQ ID N.°: 2).

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que G, X e Y son todos un enlace.
3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que G, X e Y son seleccionados todos de -(CHz)1-10-.
4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que tes 1.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que
\i %—G—X—Y—Z*—A—Q
Ny
H

es  16-(5-tetrazolil)hexadecanoilo,  4-[N-(16-{5-tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butirilo,  2-(2-(2-(16-(tetrazol-5-
il)(hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilo) o [2-(2-{[2-(2-carbamoilmetoxietoxi)etilcarbamoillmetoxi}etoxi)etiljamida del
acido 16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoico.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la molécula se une
covalentemente a R mediante el grupo e-amino de un residuo de lisina.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la molécula se une
covalentemente a R mediante el grupo tiol de un residuo de cisteina.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que dicha molécula comprende la
secuencia de aminoacidos de la féormula (1V):
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Xaar-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaas-Ser-Xaag-Xaag-Xaay-Glu-Xaay-Xaass-Ala-
Xaags-Xaags-Xaazr-Phe-lle-Xaaz-Trp-Leu-Xaass-Xaay-Xaaas-Xaasg-Xaasr-Xaae-Xaaae-
Xaao-Xaas-Xaap-Xaas-Xaas-Xaass-Xaass

Formula (I11) (SEQ ID N.°: 3)

en la que

Xaay es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, acido 2-amino-3-(2-aminoimidazol-4-il)propidnico, B-hidroxi-
histidina, homohistidina, N%-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o
4-piridilalanina;

Xaag es Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido 1-aminociclopropanocarboxilico, acido 1-aminociclobutanocarboxilico,
acido 1-aminociclopentanocarboxilico, acido 1-aminociclohexanocarboxilico, acido 1-aminocicloheptanocarboxilico, o
acido 1-aminociclooctanocarboxilico;

Xaaises Val o Leu;

Xaaiges Ser, Lys o Arg;

Xaaiges Tyr o Gin;

Xaayo es Leu o Met;

Xaay es Gly, Glu o Aib;

Xaazs es GIn, Glu, Lys o Arg;

Xaazs es Ala o Val;

Xaags es Lys, Glu o Arg;

Xaay7 es Glu o Leu;

Xaazg es Ala, Glu o Arg;

Xaaszzes Val o Lys;

Xaass es Lys, Glu, Asn o Arg;

Xaass es Gly o Aib;

Xaass es Arg, Gly o Lys;

Xaasy es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente;
Xaasg es Lys, Ser, amida o esta ausente;
Xaasg es Ser, Lys, amida o esta ausente;
Xaasg es Gly, amida o esta ausente;
Xaagsq es Ala, amida o esta ausente;
Xaagz es Pro, amida o esta ausente;
Xaassz es Pro, amida o esta ausente;
Xaau4 es Pro, amida o esta ausente;
Xaagys es Ser, amida o esta ausente;
Xaaus €s amida o esta ausente;

con la condicién de que si Xaass, Xaasg, Xaas, Xaas1, Xaasz, Xaass, Xaass, Xaass 0 Xaass esta ausente, entonces
cada residuo de aminoacido cadena abajo también estara ausente.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el analogo de exendina-4 comprende no mas de ocho
residuos de aminoacido que se han intercambiado, afiadido o delecionado en comparacién con exendina-4(1-39)
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(SEQ ID N.°: 2).

10. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 9, en el que la molécula es ZP-10, es
decir, HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPSKKKKKK-amida (SEQ ID N.°: 5).

11. Un compuesto seleccionado entre los siguientes:

péptido N-epsilon32-(4-[N-(16-{5-Tetrazolil}hexadecanoil)sulfamoil]butiril)-[Lys32]Exendina[1-39],

$Y R oge L
.N WW/\)\N P NH .
H . H

H C
w—HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF I EWLKNGGPN OSGAPPP-N\:)LNHQ
“OH

N-epsilon20-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(2-(16-(Tetrazol-5-il)hexadecanoilamino)etoxi)etoxi)acetilamino)etoxi)etoxi)
acetilamino)etoxi)etoxi)acetil)[Lys20] Exendina-4 (1-39)amida y

H
N,,Nw Q H
N /\g, 3
H ? ]
¢}
N\H/\O/\/O\/\NJJ\/ \)
H
O
HHGEGTFTSDLSKQMEEEAVH LF | EWLKNGGPSSGAPPPSHH,

@]

12. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento o prevencion de hiperglucemia, diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa,
diabetes tipo 1, obesidad, hipertensién, sindrome X, dislipidemia, trastornos asociados con hipervolemia toxica,
trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia coronaria, apoplejia y otros trastornos
cardiovasculares, sindrome inflamatorio del intestino, dispepsia y Ulceras gastricas; para la preparacion de un
medicamento para retardar o prevenir el progreso de la enfermedad de diabetes tipo 2; y/o para la preparacion de un
medicamento para disminuir la ingesta de alimentos, disminuir la apoptosis de células 3, aumentar la funcién de
células B y la masa de células 3, estimular la generacion de células B y/o para restaurar la sensibilidad a glucosa en
las células B.

14. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso como medicamento.

15. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento o
prevencion de hiperglucemia, diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa, diabetes tipo 1, obesidad,
hipertensién, sindrome X, dislipidemia, trastornos asociados con hipervolemia toxica, trastornos cognitivos,
aterosclerosis, infarto de miocardio, cardiopatia coronaria, apoplejia y otros trastornos cardiovasculares, sindrome
inflamatorio del intestino, dispepsia y Ulceras gastricas; para retardar o prevenir el progreso de la enfermedad de
diabetes tipo 2; y/o para disminuir la ingesta de alimentos, disminuir la apoptosis de células 3, aumentar la funcion
de células B y la masa de células B, estimular la generacion de células B y/o para restaurar la sensibilidad a glucosa
en las células B.

16. Un procedimiento para aumentar la semi-vida en plasma de una molécula, que comprende convertir dicha
molécula en un compuesto de formula general (1):
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'?1' l\\5—6—)(-—Y—Z—A—Q R-molécula
N"‘N
H

! (1)
en la que
G, X e Y representan independientemente
un enlace, -S-, -O-, -NH-, -(CHz2)1.15-, -C(O)NH-, o

arileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro, alcoxi
inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, o

heteroarileno, opcionalmente sustituido con uno o mas alquilo, amino, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halégeno, nitro,
alcoxi inferior, hidroxi, MeCONH-, alcanoilo, o ciano, y

Z representa un enlace o

-(CH2)n-, -O-(CH2)n-, -S-(CH2)n-, (OCH2CH3)s-, ~(CF2)n, -O-CHa-(CF2)n-, -S-CHa2-(CF2)q-, en los que n es 1-40, y
A representa

-C(=0)-, -0O-C(=0)-, -NH-C(=0)-, -C(C=0)NH-S(=0)2-, -S(=0)2NH-C(=0)-, -(CH2)1.5-, -O-(CH2)15-, 0
-O-(CH2)1.5-C(=0)-y

Q representa un enlace, o

-[NH-(CH2CH20)m-(CHz)p-E-C(=0)]¢-, 0

-O-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, 0

-S-(CH2CH20)m-(CH2),-E-C(=0)-, en los que E es un enlace, O, S, 0 NH y m, p y g son independientemente 1-40 y R
representa un enlace o un poli-radical, tal como [-NH(CH2)4CH(NH-)-C(=0)-]1.5 ,y

tes1-40y

la molécula es exendina-4 o un analogo de la misma que comprende no mas de doce residuos de aminoacido que
han sido intercambiados, afiadidos o delecionados en comparacion con exendina-4(1-39) (SEQ ID N.°: 2).

83



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

