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DESCRIPCION
Péptidos de la superfamilia de glucagén que muestran actividad de receptor nuclear de hormona

Campo de la descripcion

[0001] Esta invencién proporciona péptidos de la superfamilia del glucagén conjugados con ligandos de receptores
nucleares de hormonas que son capaces de actuar en los receptores nucleares de hormonas.

Breve descripcion de la tecnologia relacionada

[0002] Las proteinas de receptores nucleares de hormonas forman una clase de proteinas activadas por ligando
que, cuando se unen a secuencias especificas de ADN, sirven como interruptores on-off para la transcripcion dentro
del nucleo de la célula. Estos interruptores controlan el desarrollo y la diferenciacidon de la piel, los huesos y los
centros de comportamiento en el cerebro, asi como la regulacion continua de los tejidos reproductivos.

[0003] Los ligandos de receptores nucleares de hormonas, tales como los esteroides, esteroles, retinoides,
hormonas tiroideas, y vitamina D funcionan para activar los receptores nucleares de hormonas. La interaccion de la
hormona y el receptor desencadena un cambio conformacional en el receptor, lo que resulta en la regulacion por
incremento de la expresion génica. El nivel de la transduccion de sefial celular activada por la interaccion de un
ligando y un receptor nuclear de hormona se determina por el numero de ligandos y receptores disponibles para la
union, y por la afinidad de unién entre el ligando y el receptor. Muchos ligandos y analogos correspondientes que se
unen a receptores nucleares de hormonas se utilizan como medicamentos para tratar, por ejemplo, la enfermedad
de Parkinson (NURR1), trastornos del suefio (RZRbeta), artritis y ataxia cerebelosa (RORa), trastornos del sistema
nervioso central (NOR-1, Rev-ErbAB, T1x, NGFI-BB, HZF-2a, COUP-TFa, COUP-TFB, COUR-TFy, NUR77),
hipercolesterolemia (LXRa, COR), obesidad (Rev-ErbAa), diabetes (HNF4a), trastornos inmunitarios (TOR),
trastornos metabdlicos (MB67a, SHP, FXR, SF-1, LXRp), y la infertilidad y la anticoncepcién (GCNF, TR2-11a, 3,
TR4, ERa, B ERRa, B).

[0004] EI pre-proglucagdn es un polipéptido precursor de 158 aminoacidos que se procesa en diferentes tejidos para
formar un conjunto de diferentes péptidos derivados de proglucagoén, incluyendo glucagén, péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1), péptido similar al glucagén 2 (GLP-2) y oxintomodulina (OXM), que estan involucrados en una
amplia variedad de funciones fisiolégicas, incluyendo homeostasis de la glucosa, la secrecion de insulina, el vaciado
gastrico, y el crecimiento intestinal, asi como la regulacion de la ingesta de alimentos. El glucagén es un péptido de
29 aminoécidos que corresponde a los aminogcidos 33 a 61 de pre-proglucagén, mientras que el GLP-1 se produce
como un péptido de 37 aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 72 a 108 de pre-proglucagén. GLP-1 (7-36)
amida o GLP-1 (7-37) acido son formas biolégicamente potentes de GLP-1, que demuestran actividad
esencialmente equivalente en el receptor de GLP-1.

[0005] EI glucagdn se utiliza en el tratamiento agudo de hipoglucemia grave. Se ha descrito que la oxintomodulina
tiene la capacidad farmacoldégica para suprimir el apetito y disminuir el peso corporal. Los agonistas de receptores
de GLP-1 y GLP-1 se utilizan como tratamiento para la diabetes Tipo Il. La exendina-4 es un péptido presente en la
saliva del monstruo de Gila que se asemeja a GLP-1 en la estructura, y como el glucagén y el GLP-1, aumenta la
liberacion de insulina.

[0006] EI polipéptido inhibidor gastrico (GIP) también se conoce como un péptido insulinotrépico dependiente de
glucosa y es un miembro de la familia de secretina de hormonas. GIP se deriva de una proproteina de 153
aminoacidos codificada por el gen de GIP y circula como un péptido biolégicamente activo de 42 aminoacidos. El
gen de GIP se expresa en el intestino delgado, asi como las glandulas salivales y es un inhibidor débil de la
secrecion de acido gastrico. Ademas de sus efectos inhibidores en el estémago, en presencia de glucosa, el GIP
aumenta la liberacién de insulina por las células beta de los islotes pancreaticos cuando se administra en dosis
fisioldgicas. El GIP se cree que funciona como un factor entérico que estimula la liberacion de insulina pancreatica y
que pueden desempefiar un papel fisiolégico en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa.

[0007] La osteocalcina es una proteina no coldgena que se halla en el hueso y la dentina. Es secretada por los
osteoblastos y se cree que desempefia un papel en la mineralizacion y la homeostasis de iones de calcio. Se ha
descrito que la osteocalcina también funciona como una hormona en el cuerpo, haciendo que las células beta en el
pancreas liberen mas insulina, y al mismo tiempo dirijan las células de grasa para liberar la hormona adiponectina,
que aumenta la sensibilidad a la insulina.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0008] En el presente documento se proporcionan péptidos de la superfamilia del glucagén conjugados con ligandos
de receptores nucleares de hormonas (ligandos "NHR"). Estos conjugados con actividades plurales son utiles para el
tratamiento de una variedad de enfermedades.
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[0009] Los conugados de péptidos de la superfamilia de glucagén de la invencion pueden representarse por la
siguiente formula:

Q-L-Y

en los que Q es un péptido de la superfamilia del glucagon, Y es un esteroide, y L es un grupo enlazador o un
enlace.

[0010] EI péptido de la superfamilia de glucagon (Q) en algunas realizaciones puede ser un péptido relacionado con
glucagén que presenta actividad agonista en el receptor de glucagon, actividad agonista en el receptor de GLP-1,
actividad agonista en el receptor de GIP, coagonista de la actividad en los receptores de glucagén y GLP-1, la
actividad co-agonista en los receptores de glucagén y GIP, co-agonista de la actividad en los receptores de GIP y
GLP-1, o actividad tri-agonista en los receptores de glucagén, GIP y GLP-1. En algunas realizaciones, el péptido
relacionado con glucagén muestra actividad antagonista en lores receptores de glucagén, GLP-1 o GIP. La actividad
del péptido relacionado con glucagén en el receptor de glucagoén, en el receptor de GLP-1, o en el receptor de GIP
pueden estar segun cualquiera de las ensefianzas establecidas en el presente documento. En algunas realizaciones
especificas, el péptido relacionado con el glucagén muestra al menos 0,1% de actividad de glucagon natural en el
receptor de glucagoén, al menos 0,1% de actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, o al menos 0,1% de
actividad de GIP natural en el receptor de GIP.

[0011] EIl ligando de NHR (Y) es total o parcialmente no peptidico y actia en un receptor nuclear de hormona con
una actividad segun cualquiera de las ensefanzas establecidas en el presente documento. En algunas
realizaciones, el ligando de NHR tiene una ECso o ICso de aproximadamente 1 mM o menos, o 100 uM o menos, o
10 uM o menos, o 1 uM o menos. En algunas realizaciones, el ligando de NHR tiene un peso molecular de hasta
aproximadamente 5000 daltons, o hasta aproximadamente 2000 daltons, o hasta aproximadamente 1000 daltons, o
hasta aproximadamente 500 daltons. El ligando de NHR puede actuar en cualquiera de los receptores nucleares de
hormonas descritos en el presente documento o tener cualquiera de las estructuras descritas en el presente
documento.

[0012] En algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagon tiene una ECsp (0 ICso0) en el receptor de
glucagén en aproximadamente 100 veces, o en aproximadamente 75 veces, o en aproximadamente 50 veces, o en
aproximadamente 40, 30, 25, 20, 15, 10 o 5 veces de la ECso 0 ICs0 del ligando de NHR en su receptor nuclear de la
hormona. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén tiene una ECso (0 ICso) en el receptor de
GLP-1 en aproximadamente 100 veces, 0 en aproximadamente 75 veces, o en aproximadamente 50 veces, 0 en
aproximadamente 40, 30, 25, 20, 15, 10 o 5 veces de la ECso 0 ICso del ligando de NHR en su receptor nuclear de
hormona. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén tiene una ECso (0 ICso) en el receptor de
GIP en aproximadamente 100 veces, o en aproximadamente 75 veces, o en aproximadamente 50 veces, o en
aproximadamente 40, 30, 25, 20, 15, 10 o 5 veces de la ECso 0 ICso del ligando de NHR en su receptor nuclear de
hormona.

[0013] En algunos aspectos de la descripcion, se proporcionan profarmacos de Q-L-Y en los que el profarmaco
comprende un elemento de dipéptido profarmaco (A-B) unido covalentemente a un sitio activo de Q a través de un
enlace amida. La posterior eliminacién del dipéptido en condiciones fisiolégicas y en ausencia de la actividad
enzimatica restaura la actividad completa al conjugado Q-L-Y.

[0014] En algunos aspectos de la invencion, también se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden el conjugado Q-L-Y y un portador farmacéuticamente aceptable.

[0015] En otros aspectos de la descripcidon, se proporcionan procedimientos para administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un conjugado Q-L-Y descrito en el presente documento para el tratamiento de una
enfermedad o afeccion médica en un paciente. En algunas realizaciones, la enfermedad o afeccion médica se
selecciona del grupo que consiste en sindrome metabdlico, diabetes, obesidad, esteatosis hepatica y una
enfermedad neurodegenerativa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0016]

La figura 1 presenta una alineacion de las secuencias de aminoacidos de diversos péptidos de la superfamilia del
glucagoén o fragmentos relevantes de las mismas. Las secuencias de aminoacidos presentadas son GHRH (SEQ ID
NO: 1619), PHI (SEQ ID NO: 1622), VIP (SEQ ID NO: 1620), PACAP-27 (SEQ ID NO: 1621), exendina-4 (SEQ ID
NO: 1618), GLP-1 (SEQ ID NO: 1603), glucagén (SEQ ID NO: 1601), oxintomodulina (SEQ ID NO: 1606), GIP (SEQ
ID NO: 1607), GLP-2 (SEQ ID NO: 1608) y secretina (SEQ ID NO: 1624). La alineacion muestra como las posiciones
de aminoacidos del glucagon pueden corresponder a las posiciones de aminoacidos en otros péptidos de la
superfamilia de glucagon.

La figura 2 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados sobre el cambio en los
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niveles de peso corporal y glucosa en sangre en ratones db/db. La figura 2a ilustra que los ratones a los que se les
administrd6 una dosis alta de conjugado de GLP-1(Aib2A22CexK*%)/estrogeno (17-éster) experimentaron una
disminucion ligeramente mayor en el peso corporal que en ratones que fueron administrados con GLP-1 solo, pero
similar al vehiculo. Las Figuras 2b y 2c muestran ratones a los que se les administré una dosis alta de conjugado de
GLP-1 (Aib%A?2CexK*)/estrogeno (17-éster) que experimentaron una mayor disminucién de los niveles de glucosa
en sangre entre los dias 0 y 14, lo que demuestra que la mayor capacidad para mejorar la independencia de la
glucosa de un cambio en el peso corporal.

La figura 3 ilustra el efecto de administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en la glucosa en sangre, el peso
corporal, la masa grasa y la masa muscular magra en ratones obesos inducidos por la dieta. La figura 3a ilustra los
resultados de un ensayo IPGTT en el dia 21. Las figuras 3b-d ilustran el efecto de administracion de los conjugados
de GLP-1 indicados sobre el cambio en el peso corporal (Figura 3b), el cambio en la masa grasa (Figura 3c), y el
cambio en la masa muscular magra (Figura 3d) en ratones obesos inducidos por la dieta. Los ratones a los que se
les administré una dosis alta del conjugado GLP-1 (Aib?A?2CexK*?)/estrogeno (17-éster) experimentaron una mayor
disminucion en el peso corporal, y la masa grasa, y el menor cambio de la masa muscular magra. La figura 3e ilustra
el efecto de la administracién de los conjugados de GLP-1 indicados en los cambios en la glucosa en sangre en
ratones obesos inducidos por la dieta. Los ratones a los que se les administré una dosis alta de conjugado de GLP-1
(Aib2A%2CexK*%)/estrogeno (17-éster) experimentaron una mayor disminucion en los niveles de glucosa en sangre
entre los dias 0 y 14. Estos resultados demuestran la eficacia dependiente de la dosis afiadida de la adicién de
estrégeno a un agonista de GLP-1 basado en A22 débil.

La figura 4 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en los niveles de glucosa en
la sangre, el cambio en el peso corporal, el cambio en la masa grasa, y el cambio de la glucosa en sangre. La figura
4a ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en una prueba de tolerancia a la
glucosa intraperitoneal en los niveles de glucosa en sangre en ratones obesos inducidos por la dieta después de
catorce dosis diarias. Las Figuras 4b-c ilustran el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados
en el cambio en el peso corporal y el cambio en la masa grasa en ratones obesos inducidos por la dieta. Los ratones
a los que se les administré una dosis alta de conjugados de GLP-1/estrégeno experimentaron la mayor disminucion
en el peso corporal total (Figura 4b). La masa grasa se redujo en la dosis alta de conjugado de éter de estrogeno
con respecto a los animales tratados con vehiculo (Figura 4C). La figura 4d ilustra el efecto de la administracién de
los conjugados de GLP-1 indicados en los cambios en la glucosa en sangre en ratones obesos inducidos por la
dieta. En la dosis alta, los ratones a los que se les administré conjugado de GLP-1 (Aib2E'8CexK*%)/estrogeno
experimentaron un mayor cambio en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y 21 que los ratones a los que
se les administro GLP-1 (Aib%E'6CexK*?) solo.

La figura 5 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados sobre el cambio en el peso
corporal y el cambio de la glucosa en sangre en ratones obesos inducidos por la dieta. Los ratones a los que se les
administré una dosis alta de conjugados de GLP-1/estrégeno experimentaron la mayor disminucién en el peso
corporal (Figura 5a). Los ratones a los que se les administré dosis altas o bajas de GLP-1 (Aib?E'6K*°Cex)
experimentaron el mayor cambio en la glucosa en sangre, junto con la de la dosis alta de GLP-1
(AIb2E'8K*°Cex)/estrogeno (3-éter) (figura 5B).

La figura 6 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal, la masa grasa, y los cambios en la glucosa en sangre en los ratones obesos inducidos por la dieta. Los
ratones a los que se les administré conjugado de estrogeno experimentaron la mayor disminucion en el peso
corporal total (Figura 6a). El andlisis de la masa grasa (Figura 6b) fue relativamente constante con pérdida total de
peso corporal. Los ratones a los que se les administra un conjugado de GLP-1 (Aib’E'6K*°Cex)/estrogeno (3-éter) o
GLP-1 (Aib%E'®K*°Cex)/estrogeno (17-éster) experimentaron el mayor cambio en los niveles de glucosa en sangre
entre los dias 0 y 7 (Figura 6c).

La figura 7 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal y glucosa en sangre en ratones obesos inducidos por la dieta. Los ratones a los que se les administré
conjugados de GLP-1 (Aib?E'®K*°Cex)/estrégeno experimentaron la mayor disminucién en el peso corporal total
(figura 7a) y los niveles de glucosa en sangre (Figura 7b) durante un periodo de 7 dias. Ni los péptidos que
contienen A22 ni los péptidos que contienen d-aminoacidos demostraron mucha disminucién en relaciéon con los
conjugados GLP-1 (Aib2E'®Cex K*0)/estrégeno. Adicionalmente, los coniugates de estrégeno de GLP-1 (Aib?E'6Cex
K*9) eran claramente mas eficaces que la forma no estrogeno del mismo péptido.

La figura 8 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados sobre el cambio en el peso
corporal, glucosa en la sangre, y la masa grasa. Los péptidos que contenian d-aminoacidos eran claramente
inferiores en todas las medidas de eficacia con respecto a los péptidos que contenian 1-aminoacido. La figura 8a
ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio de peso corporal en
ratones obesos inducidos por la dieta. Hubo poca diferencia aparente en la disminucién de peso corporal a estas
dosis para los péptidos con y sin el estrégeno. No obstante, en la Figura 8b se muestra el efecto de la administraciéon
de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio de la glucosa en sangre en ratones obesos inducidos por la
dieta. Los ratones a los que se les administra el conjugado de GLP-1 (Aib2E'®Cex K*O)/estrogeno (3-éster)
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experimentaron el mayor cambio en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y 7 in vivo, mucho mas que los
animales tratados con el mismo péptido, pero sin estrégeno. Esto demostré la mejora directa de la independencia de
glucosa en sangre de una diferencia en el peso corporal. La figura 8c ilustra el efecto de la administraciéon de los
conjugados de GLP-1 indicados sobre el cambio en la masa grasa.

La figura 9 ilustra el efecto de la administracién de los GLP-1 conjugados indicados en el cambio en el peso corporal,
la cantidad de masa grasa, y el cambio de la glucosa en sangre en ratones obesos inducida por la dieta. Los ratones
a los que se les administré el conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éster) que contiene el d-aminoacido a dosis
elevadas en relacién con el aminoacido que contiene el control 1 experimentaron la mayor disminucién en el peso
corporal (Figura 9a) y tenian la menor cantidad de masa grasa (Figura 9b). Hubo una clara disminucién de la
dependencia de la glucosa con la dosis en el conjugado de GLP-1/estrogeno (3-éster) que contiene el d-aminoacido
entre los dias 0 y 7 y aumentd en la dosis més alta con respecto a los ratones a los que se les administré GLP-1 solo
(Figura 9c).

La figura 10 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal y cambios en los niveles de glucosa en sangre en ratones obesos inducidos por la dieta. Los ratones a los
que se les administré el conjugado de GLP-1/estrégeno que contiene el aminoacido d donde el estrégeno estaba
unido covalentemente, ya sea como una amida estable o éster que era inestable in vivo. Los animales tratados con
el conjugado de éster inestable experimentaron la mayor disminucion en el peso corporal total (Figura 10a). La figura
10b ilustra que los ratones administrados el conjugado de GLP-1/éster de estrégeno experimentaron un mayor
cambio en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y 7 que los ratones a los que se les administré un
péptido que contiene d-aminoacido comparable, pero con un conjugado de estrégeno estable.

La figura 11 ilustra la actividad de los conjugados indicados en el receptor de GLP-1 y el receptor de estréogeno. Los
conjugados de GLP-1/estrogeno metaestables activos fueron igualmente activos en el receptor de GLP-1 (Figura
11a), y tenia actividad variable en el receptor de estrogeno (Figura 11b).

La figura 12 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal, la ingesta de alimentos, la glucosa en sangre, el peso del higado, y peso del utero en ratones obesos
inducidos por la dieta. Los ratones a los que se les administré un conjugado de GLP 1/estrogeno (3-éster) que
contiene d-aminoacido 1abil de estrégeno inactivo experimentaron la mayor disminucién en el peso corporal, con el
efecto mas pronunciado a una dosis alta (Figura 12a). La figura 12b ilustra que los ratones a los que se les
administré el conjugado conjugado de GLP 1/estrogeno (3-éster) que contiene d-aminoacido labil de estrégeno
inactivo consumieron significativamente menos comida que los ratones a los que se les administr6 GLP-1 solo que
contenia d-aminoacido inactivo o un conjugado de GLP-1/estrogeno (3-éter) que contiene d-aminoacido labil de
estrogeno inactivo, con el efecto mas pronunciado a una dosis alta. La figura 12c muestra que una alta dosis del
conjugado de GLP 1/estrogeno (3-éster) que contiene d-aminoécido labil de estrégeno inactivo disminuye los niveles
de glucosa en sangre en relacion con animales tratados con vehiculo. La figura 12d muestra que los ratones a los
que se les administré el conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éter) que contiene d-aminoacido labil de estrégeno
inactivo experimentaron una sutil pero mayor disminucion en el peso del higado que los ratones a los que se les
administré el conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éter) que contiene d-aminodcido inactivo con estrogeno estable. La
figura 12e muestra que los ratones a los que se les administré conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éster) que contiene
d-aminoacido labil de estrogeno inactivo experimentaron un aumento significativamente mayor en peso del utero de
ratones que los ratones a los que les administré6 GLP-1 solo inactivo o el conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éter) que
contiene d-aminoécido inactivo estable de estrégeno.

La figura 13 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal, la masa grasa, la ingesta de alimentos, los niveles de glucosa en sangre, y el peso del utero de ratas
ovariectomizadas. La figura 13a muestra que los ratones a los que se les administré el conjugado de agonista de
GLP-1/estrogeno (3-éter) de estrégeno estable activo experimentaron una mayor disminuciéon en el peso corporal
que los ratones a los que se les administrd el agonista de GLP-1 solo activo, el conjugado de GLP-1/estrona (3-
éster) que contiene d-aminoacido labil de estrégeno inactivo o el conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éter) que
contiene d-aminoacido de estrégeno estable inactivo. La figura 13b muestra que los ratones a los que se les
administré el agonista de GLP-1, el conjugado de GLP-1/estrona (3-éster) que contiene d-aminoacido labil de
estrégeno inactivo y el conjugado de agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter) de estrégeno estable activo mostraron
una disminucion de la masa grasa. La figura 13C muestra que los ratones a los que se les administré el conjugado
de agonista de GLP 1/estrogeno (3-éter) estable de estrdgeno activo consumieron menos comida que los ratones a
los que se les administro el agonista de GLP-1 solo activo, el conjugado de GLP-1/estrona (3-éster) que contiene d-
aminoacido labil de estrogeno inactivo o el conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éter) que contiene d-aminoacido de
estrégeno estable inactivo. La figura 13d muestra que los ratones a los que se les administré el conjugado de GLP -
1/estrona (3-éster) que contiene d-aminoacido labil de estrégeno inactivo, o conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éter)
que contiene d-aminoacido I1abil de estrogeno estable inactivo o el conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-
éter) de estrégeno estable activo experimentaron una disminucién en los niveles de glucosa en sangre mayores que
el vehiculo, y que los ratones a los que se les administré el conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éter) que contiene d-
aminoacido de estrégeno estable inactivo no mostré una disminucion en los niveles de glucosa en sangre. La figura
13e muestra que los ratones a los que se les administré el conjugado de GLP 1/estrona (3-éster) que contiene d-
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aminoacido labil de estrégeno inactivo experimentaron un aumento significativamente mayor en peso del utero que
ratones a los que se les administré GLP-1 solo, el conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éter) que contiene d-
aminoacido de estrégeno estable inactivo o el conjugado de GLP 1/estrégeno (3-éter) de estrégeno estable activo.

La figura 14 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal, la masa grasa, la glucosa en sangre, y el peso del Utero de ratas ovariectomizadas. Los ratones a los que
se les administré los conjugados de agonista de GLP-1/estrogeno metaestables experimentaron una mayor
disminucion en el peso corporal y la masa grasa que los ratones a los que se les administré el agonista de GLP-1
solo activo o el conjugado de agonista de GLP-1/estrona (3-éster) labil de estrogeno activo (figuras 14a y 14b). Los
ratones a los que se les administré los conjugados de enzima metaestable y labil de acido, agonista de GLP-
1/estrogeno (17-catepsina) y agonista de GLP-1/estrégeno (17-hidrazona), respectivamente, inicialmente tenian la
mayor disminucion en el peso corporal, mientras el conjugado labil de reduccion de tiol metaestable, agonista de
GLP-1/estrégeno (17-carbamato disulfuro), exhibié la mayor disminucion global en el peso corporal. La figura 14C
muestra que los ratones a los que se les administré los conjugados de reduccion de tiol metaestable y 1abil de acido,
agonista de GLP-1/estrogeno (17-carbamato disulfuro) y agonista de GLP-1/estrogeno (17-hidrazona),
respectivamente, experimentaron una mayor disminucion de los niveles de glucosa en sangre que el conjugado de
agonista de GLP-1/estrona (3-éster). La figura 14d muestra que los ratones a los que se les administré el conjugado
de GLP-1/estrona (3-éster) labil de estrégeno experimentaron un aumento significativamente mayor en peso del
utero que ratones a los que se les administré cualquiera de los tres conjugados de GLP-1/estrégeno metaestables.

La figura 15 ilustra el efecto de la administracion de los conjugados de GLP-1 indicados en el cambio en el peso
corporal y la ingesta de alimentos acumulativa. Los ratones a los que se les administré el conjugado de agonista de
GLP-1/estrégeno (3-éter) estable de estrogeno activo experimentd una disminucién significativamente mayor en el
peso corporal que ratones a los que se les administré el agonista de GLP-1 activo solo o el conjugado de agonista
de GLP-1/estrégeno (3-éster) labil de estrégeno activo (Figura 15a). La figura 15b muestra que los ratones a los que
se les administré el conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter) estable de estrégeno activo consumieron
significativamente menos comida que los ratones a los que se les administré el conjugado de agonista de GLP-
1/estrogeno (3-éster) labil de estrogeno activo

Las Figuras 16a-e ilustran perfiles de HPLC que ilustran la estabilidad de los conjugados de GLP-1/estrégeno
indicados en plasma humano a 37°C. Los conjugados de GLP-1/estrogeno (3-éter) de estrogeno estable no
mostraron liberacion de estrégeno durante 72 horas, mientras que los conjugados de GLP-1/estrégeno (3-éster) labil
de estrogeno mostraron una liberacion de estrogeno sustancial después de 3 horas y la liberacion de estrogeno
completa en 6 horas.

Las Figuras 17a-c ilustran el efecto de la administracion de los conjugados indicados en el cambio en porcentaje de
peso corporal, la ingesta de alimentos acumulativa, y los niveles de glucosa en sangre de ratones con obesidad
inducida por dieta.

Las Figuras 18a-c ilustran el efecto de la administracién de los conjugados indicados en el cambio en porcentaje de
peso corporal, la ingesta de alimentos acumulativa, y los niveles de glucosa en sangre en ratones de tipo natural con
obesidad inducida por la dieta, ratones sin el receptor beta de estrogeno (ERP KO), y ratones sin el receptor alfa de
estréogeno (ERa KO).

La figura 19 ilustra el efecto de los conjugados de GLP-1 indicados en los niveles de glucosa en sangre con el
tiempo. Los ratones a los que se les administré el agonista de GLP-1 mostré la disminucién menos eficaz de glucosa
en sangre durante 48 horas (excepto para el vehiculo), mientras que los ratones a los que se les administré el
conjugado de agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter) de estrogenos estable mostraron la disminucién mas eficaz de la
glucosa en sangre durante 48 horas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0017] La presente invencion se refiere a un compuesto que comprende la estructura Q-L-Y, tal como se define en
las reivindicaciones. La presente invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto, tal como se define en las reivindicaciones. La presente invencion se refiere ademas a la composicion
farmacéutica, tal como se define en las reivindicaciones, para utilizar en el tratamiento de una enfermedad o
afeccion médica en un paciente, donde la enfermedad o afeccién médica se selecciona del grupo que consiste en
sindrome metabdlico, diabetes, obesidad, esteatosis hepatica y una enfermedad neurodegenerativa.

DEFINICIONES

[0018] Al describir y reivindicar la invencion, se utilizara la siguiente terminologia segun las definiciones establecidas
a continuacion.

[0019] EI término "aproximadamente", tal como se utiliza en el presente documento, significa mayor o menor que el
valor o intervalo de valores indicados en un 10 por ciento, pero no pretende designar cualquier valor o intervalo de
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valores a s6lo a esta definicion mas amplia. Cada valor o intervalo de valores precedidos por el término
"aproximadamente" también pretende abarcar la realizacién del valor absoluto o intervalo de valores indicados.

[0020] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye
cualquiera de los vehiculos farmacéuticos estandar, tales como una solucién salina tamponada con fosfato, agua,
emulsiones, tales como una emulsion de aceite/agua o agua/aceite y diversos tipos de agentes humectantes. El
término también abarca cualquiera de los agentes aprobados por una agencia reguladora del gobierno federal de los
EE.UU. o listados en la Farmacopea de los EE.UU. para su uso en animales, incluyendo seres humanos.

[0021] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a sales
de compuestos que retienen la actividad biologica del compuesto precursor, y que no son biolégicamente o de otra
manera indeseables. Muchos de los compuestos descritos en el presente documento son capaces de formar sales
acidas y/o basicas debido a la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos similares a los mismos.

[0022] Las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables se pueden preparar a partir de bases
inorganicas y organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas, incluyen, a modo de ejemplo solamente, sales
de sodio, potasio, litio, amonio, calcio y magnesio. Las sales derivadas de bases organicas incluyen, pero sin
limitacion, sales de aminas primarlas, secundarias y terciarias. Las sales de adicion de acido farmacéuticamente
aceptables pueden prepararse a partir de acidos inorganicos y organicos. Las sales derivadas de acidos inorganicos
incluyen acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, y similares. Las sales
derivadas de acidos organicos incluyen acido acético, acido propionico, acido glicdlico, acido plruvico, acido oxalico,
acido malico, acido malénico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido
benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfonico, acido etanosulfénico, acido p-tolueno-sulfénico,
acido salicilico, y similares.

[0023] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento" incluye la profilaxis del trastorno o
afeccion especifica, o alivio de los sintomas asociados con un trastorno o afeccion especifica y/o prevencion o
eliminacion de dichos sintomas. Por ejemplo, tal como se utiliza en el presente documento, el término “tratamiento
de la diabetes” se referirda en general a la alteracién de los niveles de glucosa en sangre en la direccion de los
niveles normales y puede incluir aumentar o disminuir los niveles de glucosa en sangre dependiendo de una
situacion determinada.

[0024] Tal como se utiliza en el presente documento, una cantidad "eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz"
de un péptido de glucagon se refiere a una cantidad no téxica pero suficiente del péptido para proporcionar el efecto
deseado. Por ejemplo, un efecto deseado seria la prevencion o el tratamiento de la hipoglucemia, tal como se mide,
por ejemplo, por un aumento en el nivel de glucosa en sangre. Un efecto deseado alternativa para los péptidos de
glucagon de la presente descripcion incluiria el tratamiento de la hiperglucemia, por ejemplo, medida por un cambio
en el nivel de glucosa en sangre cerca de lo normal, o la induccion de la pérdida de peso/prevencion del aumento de
peso, por ejemplo, medidos por la reduccion en el peso corporal o prevenir o reducir un aumento en el peso
corporal, o normalizacion de la distribucién de grasa corporal. La cantidad que es "eficaz" variara de un sujeto a otro,
dependiendo de la edad y el estado general de la persona, el modo de administracién, y similares. Por lo tanto, no
siempre es posible especificar una "cantidad eficaz" exacta. Sin embargo, una cantidad "eficaz" apropiada en
cualquier caso individual puede ser determinada por un experto normal en la técnica usando experimentacion de
rutina.

[0025] El término "parenteral" significa no a través del canal alimentario, sino por alguna otra ruta, tal como
subcutanea, intramuscular, intraespinal, o intravenosa.

[0026] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "paciente” sin mas designacién pretende abarcar
cualquier animal domesticado vertebrado de sangre caliente (incluyendo por ejemplo, pero no limitado a animales de
granja, caballos, gatos, perros y otros animales), mamiferos y seres humanos.

[0027] EI término "aislado", como se usa en el presente documento, significa haber sido extraido de su entorno
natural. En algunas realizaciones, el analogo seproduce a través de procedimientos recombinantes y el analogo se
aisla de la célula huésped.

[0028] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "purificado" y términos similares se refieren al
aislamiento de una molécula o compuesto en una forma que esta sustancialmente libre de contaminantes
normalmente asociados con la molécula o compuesto en un medio natural o natural. Tal como se utiliza en el
presente documento, el término "purificado" no requiere pureza absoluta; mas bien, se pretende como una definicion
relativa. El término "polipéptido purificado" se utiliza en el presente documento para describir un polipéptido que se
ha separado de otros compuestos incluyendo, pero no limitado a, moléculas de acidos nucleicos, lipidos e hidratos
de carbono.

[0029] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "péptido" abarca una secuencia de 2 o0 mas
aminoacidos y tipicamente menos de 50 aminoacidos, en el que los aminoacidos son naturales o codificados de
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forma natural o aminoacidos de origen no natural o no codificados de forma natural. Los aminoacidos de origen no
natural se refieren a aminoacidos que son naturales in vivo, pero que, sin embargo, se pueden incorporar en las
estructuras peptidicas descritas en el presente documento. "No codificado" como se usa en el presente documento
se refieren a un aminoéacido que no es un L-isdmero de cualquiera de los siguientes 20 aminoacidos: Ala, Cys, Asp,
Glu, Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr.

[0030] Tal como se usa en el presente documento, "parcialmente no peptidico" se refiere a una molécula de la que
una parte de la molécula es un compuesto quimico o sustituyente que tiene actividad biolégica y que no comprende
una secuencia de aminoacidos.

[0031] Tal como se usa en el presente documento, "no peptidico" se refiere a una molécula que tiene actividad
biolégica y que no comprende una secuencia de aminoacidos.

[0032] Tal como se usa en el presente documento, los términos "polipéptido" y "proteina" son términos que se
utilizan indistintamente para referirse a un polimero de aminoacidos, sin tener en cuenta la longitud del
polimero. Tipicamente, los polipéptidos y las proteinas tienen una longitud de polimero que es mayor que la de
"péptidos”. En algunos casos, una proteina comprende mas de una cadena polipeptidica unidas covalentemente o
no covalentemente entre si.

[0033] En toda la solicitud, todas las referencias a una posicién de aminoacido particular por numero (por ejemplo, la
posicion 28) se refieren al aminoacido en esa posicion en el glucagon natural (SEQ ID NO: 1601) o la posicion de
aminoacido correspondiente en cualquiera de los analogos del mismo. Por ejemplo, una referencia en el presente
documento a la "posicion 28" significaria la posicion correspondiente 27 para un analogo de glucagoén en la que el
primer aminoacido de la SEQ ID NO: 1601 ha sido eliminada. Del mismo modo, una referencia en el presente
documento a "posicion 28" significaria la posicion correspondiente 29 para un analogo de glucagén en la que un
aminoacido se ha afiadido antes del extremo N-terminal de SEQ ID NO: 1601.

[0034] Tal como se usa en el presente documento una "modificacion de aminoacido" se refiere a (i) una sustitucién o
el reemplazo de un aminoéacido del péptido de referencia (por ejemplo, SEQ ID NOs: 1601, 1603, 1607) por un
aminoacido diferente (aminoacido de origen natural o codificado o no codificado o no de origen natural), (ii) una
adicion de un aminoacido (aminoacido de origen natural o codificado o no codificado o no de origen natural) al
péptido de referencia (por ejemplo, SEQ ID NOs: 1601, 1603, 1607) o (iii) una delecion de uno o mas aminoacidos
del péptido de referencia (por ejemplo, SEQ ID NOs: 1601, 1603, 1607).

[0035] En algunas realizaciones, la sustitucion o reemplazo de aminoacido es una sustitucion conservativa de
aminoacido, por ejemplo, una sustitucion conservativa del aminoacido en una o mas de las posiciones 1, 2, 5, 7, 8,
10, 11,12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28 o0 29. Tal como se utiliza en el presente documento, el término
"sustitucion conservativa de aminoacido" es la sustitucion de un aminoacido por otro aminoacido que tiene similares
propiedades, por ejemplo, tamafio, carga, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o aromaticidad, e incluye los intercambios
dentro de uno de los cinco grupos siguientes:

I. Residuos pequefios alifaticos, no polares o ligeramente polares:

Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;

Il. Residuos polares, cargados negativamente y sus amidas y ésteres:

Asp, Asn, Glu, GIn, &cido cisteico y acido homocisteico;

lll. Residuos polares cargados positivamente:

His, Arg, Lys; Ornitina (Orn)

IV. Residuos grandes, alifaticos, no polares:

Met, Leu, lle, Val, Cys, norleucina (Nle), homocisteina

V. Residuos grandes aromaticos:

Phe, Tyr, Trp, acetil fenilalanina

[0036] En algunas realizaciones, la sustitucion de aminoacido no es una sustitucion conservativa de aminoacidos,
por ejemplo, es una sustituciéon de aminoacido no conservativa.

[0037] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aminoacido" incluye cualquier molécula que
contiene grupos funcionales amino y carboxilo, en el que los grupos amino y carboxilo estdn unidos al mismo
carbono (el carbono alfa). EI carbono alfa opcionalmente puede tener uno o dos sustituyentes organicos
adicionales. A los efectos de la presente descripcion, la designacién de un aminodacido sin especificar su
estereoquimica pretende abarcar tanto la forma L como D del aminoacido, o una mezcla racémica. Sin embargo, en
el caso en que un aminoacido sea designado por su cédigo de tres letras e incluye un nimero superindice (es decir,
Lys™), dicha designacion pretende especificar la forma L natural del aminoacido, mientras que la forma D se
especifica mediante la inclusion de una letra minuscula d antes del codigo de tres letras y el nimero superindice (es
decir, dLys™).

[0038] Tal como se usa en el presente documento, el término "hidroxil acido" se refiere a un aminoacido que ha sido
modificado para reemplazar el grupo amino en carbono alfa por un grupo hidroxilo.
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[0039] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aminoacido cargado” se refiere a un aminoacido
que comprende una cadena lateral que tiene una carga negativa (es decir, desprotonado) o carga positiva (es decir,
protonado) en solucidon acuosa a pH fisiologico. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen
acido aspartico, acido glutamico, acido cisteico, acido homocisteico, y acido homoglutamico, mientras que los
aminoacidos de carga positiva incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos cargados incluyen los
aminoacidos cargados entre los 20 aminoacidos codificados, asi como aminoacidos atipicos o de origen no natural o
no codificados.

[0040] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aminoacido acido" se refiere a un aminoacido que
comprende un segundo resto acido (distinto del acido alfa carboxilico del aminoacido), incluyendo por ejemplo, un
grupo acido sulfénico o acido carboxilico de cadena lateral.

[0041] Tal como se usa en el presente documento un aminoacido "acilado" es un aminoacido que comprende un
grupo acilo que es no natural a un aminoacido de origen natural, sin tener en cuenta por los medios por los que se
produce. Ejemplos de procedimientos para la produccién de aminoacidos acilados y péptidos acilados son conocidos
en la técnica e incluyen la acilaciéon de un aminoacido antes de la inclusidn en el péptido o la sintesis de péptidos
seguido de acilacion quimica del péptido. En algunas realizaciones, el grupo acilo hace que el péptido tenga una o
mas de (i) una vida media prolongada en la circulacion, (ii) un retraso en la aparicion de la accién, (iii) una duracion
prolongada de accién, (iv) una mejor resistencia a las proteasas, tales como DPP-IV, y (v) aumento de la potencia en
el receptor de péptido de la superfamilia de glucagon.

[0042] Tal como se usa en el presente documento, un aminoacido "alquilado" es un aminoacido que comprende un
grupo alquilo que es no natural a un aminoacido de origen natural, independientemente de los medios por los que se
produce. Ejemplos de procedimientos para la producciéon de aminoacidos alquilados y péptidos alquilados se
conocen en la técnica y que incluyen la alquilacion de un aminoacido antes de la inclusién en el péptido o sintesis de
péptido seguido de alquilaciéon quimica del péptido. Sin estar ligado a ninguna teoria particular, se cree que la
alquilacion de péptidos lograra efectos similares, si no los mismos, que la acilacién de los péptidos, por ejemplo, una
vida media prolongada en la circulacion, un retraso en la aparicién de la accién, una duracion prolongada de accion,
una resistencia mejorada a las proteasas, tales como DPP-IV, y el aumento de la potencia en el receptor de péptido
de superfamilia de glucagén.

[0043] EI término "alquilo C1-Cn" en el que n puede ser de 1 a 18, tal como se usa en el presente documento,
representa un grupo alquilo ramificado o lineal que tiene de uno al numero especificado de atomos de carbono. Por
ejemplo, alquilo C1-Cs representa un grupo alquilo ramificado o lineal que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Los
grupos alquilo C1-C1s tipicos incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, butilo, iso-butilo, sec-
butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo y similares. Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo,
con hidroxi (OH), halo, arilo, carboxilo, tio, cicloalquilo C3-Cs y amino.

[0044] EI término "alquilo Co-Cn" en el que n puede ser de 1-18, tal como se usa en el presente documento,
representa un grupo alquilo ramificado o lineal que tiene hasta 18 atomos de carbono. Por ejemplo, el término
"(alquilo Co-Cs)OH" representa un resto precursor hidroxilo unido a un sustituyente alquilo que tiene hasta 6 atomos
de carbono (por ejemplo, -OH, -CH20H, -C2H4OH, -C3HsOH , -C4HsOH, -CsH100H, -CsH120H).

[0045] EI término "alquenilo C2-Cn" en el que n puede ser de 2 a 18, tal como se usa en el presente documento,
representa un grupo ramificado o lineal insaturado que tiene de 2 al numero especificado de atomos de carbono y al
menos un doble enlace. Ejemplos de tales grupos incluyen, pero no se limitan a, 1-propenilo, 2-propenilo (CH2-
CH=CHz2), 1,3-butadienilo, (-CH=CHCH=CHz2), 1-butenilo (-CH=CHCH2CHs), hexenilo, pentenilo, y similares. Los
grupos alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo, con hidroxi (OH), halo, arilo, carboxilo, tio,
cicloalquilo C3-Cs y amino.

[0046] EI término "alquinilo C2-Cy" en el que n puede ser de 2 a 18, se refiere a un grupo ramificado o lineal
insaturado que tiene de 2 a n atomos de carbono y al menos un triple enlace. Ejemplos de tales grupos incluyen,
pero no se limitan a, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, y similares. Los grupos alquinilo pueden
estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo, con hidroxi (OH), halo, arilo, carboxilo, tio, cicloalquilo C3-Cs, y amino.

[0047] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "arilo" se refiere a grupos aromaticos monociclicos o
policiclicos (por ejemplo, biciclico, triciclico, o tetraciclico). El tamafio del anillo o anillos de arilo se indica mediante la
designacién del nimero de atomos de carbono presentes. Por ejemplo, el término "(alquilo C1-Cz)(arilo Ce-C10)" se
refiere a un arilo de 6 a 10 miembros que esta unido a un resto precursor a través de una cadena de alquilo de uno a
tres miembros. A menos que se indique lo contrario, un grupo arilo puede estar no sustituido o sustituido con uno o
mas, y en particular uno a cinco grupos seleccionados independientemente de, por ejemplo, halo, alquilo, alquenilo,
OCF3, NO2, CN, NC, OH, alcoxi, amino, CO2zH, cicloalquilo C3-Cs, C(O)Oalquilo, arilo, y heteroarilo. Los grupos arilo
de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, clorofenilo, indanilo, indenilo, metilfenilo,
metoxifenilo, trifluorometilfenilo, nitrofenilo, 2,4-metoxiclorofenilo, y similares.
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[0048] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "heteroarilo" se refiere a un sistema anular
monociclico o policiclico que contiene uno o mas anillos aromaticos y que contiene al menos un atomo de nitrégeno,
oxigeno o azufre en un anillo aromatico. El tamafio del anillo de heteroarilo y la presencia de sustituyentes o grupos
de unién se indican mediante la designacion del nimero de atomos de carbono presentes. Por ejemplo, el término
"(alquilo C1-Ce)(heteroarilo Cs-Cs)" se refiere a un heteroarilo de 5 o0 6 miembros que esté unido a un resto precursor
a través de una cadena de alquilo de uno a 6 miembros. A menos que se indique lo contrario, un grupo heteroarilo
puede estar no sustituido o sustituido con uno o mas, y en particular uno a cinco grupos seleccionados
independientemente de, por ejemplo, halo, alquilo, alquenilo, OCF3, NO2, CN, NC, OH, alcoxi , amino, CO2zH,
cicloalquilo C3-Cs, C(O)Oalquilo, arilo, y heteroarilo. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan
a, tienilo, furilo, piridilo, oxazolilo, quinolilo, tiofenilo, isoquinolilo, indolilo, triazinilo, triazolilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
imidazolilo, benzotiazolilo, pirazinilo, pirimidinilo, tiazolilo y tiadiazolilo.

[0049] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "heteroalquilo" se refiere a un hidrocarburo lineal o
ramificado que contiene el nimero indicado de atomos de carbono y al menos un heteroatomo en el esqueleto de la
estructura. Los heteroatomos adecuados para propésitos de la presente invencion incluyen pero no se limitan a N, S,
y O. Los grupos heteroalquilo pueden estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo, con hidroxi (OH), halo, arilo,
carboxilo, y amino.

[0050] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "halégeno” o "halo" se refiere a uno 0 mas miembros
del grupo que consiste en fluor, cloro, bromo, y yodo.

[0051] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "péptido relacionado con glucagén” se refiere a
aquellos péptidos que tienen actividad biolégica (como agonistas o antagonistas) en uno cualquiera o mas de los
receptores de glucagon, GLP-1, GLP-2, y GIP y comprenden una secuencia de aminoacidos que comparte al menos
una identidad de secuencia del 40% (por ejemplo, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%)
con al menos uno de glucagoén natural, oxintomodulina natural, exendina-4 natural, GLP-1 natural, GLP-2 natural, o
GIP natural. A menos que se indique lo contrario, cualquier referencia a una posicién de aminoacido en un péptido
relacionado con glucagoén (por ejemplo, para la unidon de un ligando de NHR, un resto de conjugado, un polimero
hidrdfilo, acilacion o alquilacion) se refiere a la posicion correspondiente con respecto a la secuencia de aminoacidos
del glucagén natural (SEQ ID NO: 1601).

[0052] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "selectividad" de una molécula para un primer
receptor con relacion a un segundo receptor se refiere a la siguiente relacién: ECso de la molécula en el segundo
receptor dividido por la ECso de la molécula en el primer receptor. Por ejemplo, una molécula que tiene una ECso de
1 nM en un primer receptor y una ECso de 100 nM en un segundo receptor tiene una selectividad de 100 veces para
el primer receptor en relacion con el segundo receptor.

[0053] EI término "identidad" como se utiliza en el presente documento se refiere a la similitud entre dos o mas
secuencias. La identidad se mide dividiendo el numero de residuos idénticos por el numero total de residuos y
multiplicando el producto por 100 para conseguir un porcentaje. De este modo, dos copias de exactamente la misma
secuencia tienen una identidad del 100%, mientras que dos secuencias que tienen deleciones, adiciones o
sustituciones de aminoacidos de uno respecto al otro tienen un menor grado de identidad. Los expertos en la técnica
reconoceran que varios programas de ordenador, tales como los que emplean algoritmos tales como BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, Altschul et al (1993) J. Mol Biol. 215: 403-410) estan disponibles para determinar la
identidad de secuencia.

[0054] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "péptido de la superfamilia de glucagon" se refiere a
un grupo de péptidos relacionados en la estructura en sus regiones N-terminal y C-terminal (véase, por ejemplo,
Sherwood et al, Endocrine Reviews 21: 619- 670 (2000)). Los miembros de este grupo incluyen todos los péptidos
relacionados con glucagén, asi como la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH; SEQ ID NO:
1619), péptido intestinal vasoactivo (VIP; SEQ ID NO: 1620), polipéptido 27 activador de adenilato ciclasa pituitaria
(PACAP-27; SEQ ID NO: 1621), el péptido histidina isoleucina (PHI; SEQ ID NO: 1642), péptido histidina metionina
(PHM; SEQ ID NO: 1622), secretina (SEQ ID NO: 1623), y analogos, derivados o conjugados con hasta 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 o 10 modificaciones de aminoéacidos con relacion al péptido natural. Tales péptidos conservan
preferentemente la capacidad de interactuar

[0055] (agonista o antagonista) con los receptores de la superfamilia de receptores de glucagén. A menos que se
indique lo contrario, cualquier referencia a una posicion de aminoacido en un péptido de la superfamilia de glucagén
(por ejemplo, para la unién de un ligando de NHR, un resto de conjugado, un polimero hidréfilo, acilacion o
alquilacion) se refiere a la posicion correspondiente con respecto a la secuencia de aminoacidos del glucagén
natural (SEQ ID NO: 1601), ver la figura 1 para una alineacién de péptidos de la superfamilia de glucagén
representativos.

[0056] El término "péptido agonista de glucagon" se refiere a un compuesto que se une y activa la sefalizacion
aguas abajo del receptor de glucagoén. Sin embargo, este término no debe interpretarse como una limitacion del
compuesto de tener actividad en sélo el receptor de glucagén. Mas bien, los péptidos agonistas de glucagon de la
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presente divulgacidon pueden mostrar actividades adicionales en otros receptores, tal como se analiza
adicionalmente en el presente documento. Los péptidos agonistas de glucagén, por ejemplo, pueden mostrar
actividad (por ejemplo, la actividad agonista) en el receptor de GLP-1 y/o el receptor de GIP. También, el término
"péptido agonista de glucagén" no debe interpretarse como una limitacion del compuesto a solo los péptidos. Mas
bien, los compuestos distintos de los péptidos estdn abarcados por este término. En consecuencia, el péptido
agonista de glucagén en algunos aspectos es un péptido en forma de conjugado (un heterodimero, un multimero, un
péptido de fusidén), un péptido derivatizado quimicamente, una sal farmacéutica de un péptido, un peptidomimético, y
similares.

[0057] EI término "péptido agonista de GLP-1" se refiere a un compuesto que se une y activa la sefializacion aguas
abajo del receptor de GLP-1. Sin embargo, este término no debe interpretarse como una limitacion del compuesto de
tener actividad en solo el receptor de GLP-1. Méas bien, los péptidos agonistas de GLP-1 de la presente divulgacion
pueden mostrar actividades adicionales en otros receptores, tal como se analiza adicionalmente en el presente
documento. Los péptidos agonistas de GLP-1, por ejemplo, pueden mostrar actividad (por ejemplo, actividad
agonista) en el receptor de glucagén y/o el receptor de GIP. También, el término "péptido agonista de GLP-1" no
debe interpretarse como una limitacién del compuesto a sélo los péptidos. Mas bien, los compuestos distintos de
péptidos estan abarcados por este término. En consecuencia, el péptido agonista de GLP-1 en algunos aspectos es
un péptido en forma de conjugado (un heterodimero, un multimero, un péptido de fusién), un péptido derivatizado
quimicamente, una sal farmacéutica de un péptido, un peptidomimético, y similares.

[0058] EI término "péptido agonista de GIP" se refiere a un compuesto que se une y activa la sefializacion aguas
abajo del receptor de GIP. Sin embargo, este término no debe interpretarse como una limitacion del compuesto de
tener actividad en sélo el receptor de GIP. Mas bien, los péptidos agonistas de GIP de la presente divulgacion
pueden mostrar actividades adicionales en otros receptores, tal como se analiza adicionalmente en el presente
documento. Los péptidos agonistas de GIP, por ejemplo, pueden mostrar actividad (por ejemplo, actividad agonista)
en el receptor de GLP-1. También, el término "péptido agonista de GIP" no debe interpretarse como una limitacidon
del compuesto a solo los péptidos. Mas bien, los compuestos distintos péptidos estan abarcados por este
término. En consecuencia, el péptido agonista de GIP en algunos aspectos es un péptido en forma de conjugado (un
heterodimero, un multimero, un péptido de fusién), un péptido derivatizado quimicamente, una sal farmacéutica de
un péptido, un peptidomimético, y similares.

[0059] EI término "péptido antagonista de glucagén" se refiere a un compuesto que contrarresta la actividad del
glucagén o evita la funcion de glucagoén. Por ejemplo, un antagonista de glucagdn muestra al menos 60% de
inhibicion (por ejemplo, al menos 70%, 80%, 90% o mas de inhibicién) de la respuesta maxima alcanzada por
glucagon en el receptor de glucagén. En una realizacion especifica, el antagonista del glucagdn a una concentracion
de aproximadamente 1 uM muestra menos de aproximadamente 20% de la actividad maxima agonista lograda por
glucagoén en el receptor de glucagon (por ejemplo, menos de aproximadamente 10% o 5%). Este término no debe
interpretarse como una limitacion del compuesto de tener actividad en sélo el receptor de glucagén. Mas bien, los
péptidos antagonistas de glucagon de la presente divulgacion pueden mostrar actividades adicionales en el receptor
de glucagon (por ejemplo, agonismo parcial) u otro receptor. Los péptidos antagonistas de glucagoén, por ejemplo,
pueden mostrar actividad (por ejemplo, actividad agonista) en el receptor de GLP-1. También, el término "péptido
antagonista de glucagéon" no debe interpretarse como una limitacién del compuesto a sélo los péptidos. Mas bien, los
compuestos distintos péptidos estan abarcados por estos términos. En consecuencia, en algunos aspectos, el
péptido agonista de glucagén es un péptido en forma de conjugado, un péptido derivatizado quimicamente, una sal
farmacéutica de un péptido, un peptidomimético, y similares.

[0060] EI término "péptido antagonista de GLP-1" se refiere a un compuesto que contrarresta la actividad de GLP-1
o evita la funcion de GLP-1. Por ejemplo, un antagonista de GLP-1 muestra al menos 60% de inhibicion (por
ejemplo, al menos 70%, 80%, 90% o mas de inhibicion) de la respuesta méxima alcanzada por GLP-1 en el receptor
de GLP-1. En una realizacién especifica, un antagonista de GLP-1 a una concentracion de aproximadamente 1 pM
muestra menos de aproximadamente 20% de la actividad maxima agonista lograda por GLP-1 en el receptor de
GLP-1 (por ejemplo, menos de aproximadamente 10% o 5%). El término no debe interpretarse como una limitacion
del compuesto de tener actividad en solo el receptor de GLP-1. Mas bien, los péptidos antagonistas de GLP-1 de la
presente divulgacion pueden mostrar actividades adicionales en el receptor de GLP-1 (por ejemplo, agonismo
parcial) u otro receptor. Los péptidos antagonistas de GLP-1, por ejemplo, pueden mostrar actividad (por ejemplo, la
actividad agonista) en el receptor de glucagén. También, el término "péptido antagonista de GLP-1" no debe
interpretarse como una limitacién del compuesto a sélo los péptidos. Mas bien, los compuestos distintos péptidos
estan abarcados por estos términos. En consecuencia, en algunos aspectos, el péptido agonista de GLP-1 es un
péptido en forma de conjugado, un péptido derivatizado quimicamente, una sal farmacéutica de un péptido, un
peptidomimético, y similares.

[0061] EI término "péptido antagonista de GIP" se refiere a un compuesto que contrarresta la actividad GIP o evita la
funcion de GIP-1. Por ejemplo, un antagonista de GIP muestra al menos 60% de inhibicion (por ejemplo, al menos
70%, 80%, 90% o mas de inhibicion) de la respuesta maxima alcanzada por GIP en el receptor de GIP. En una
realizacidon especifica, un antagonista de GIP a una concentracion de aproximadamente 1 UM muestra menos de
aproximadamente 20% de la actividad maxima agonista lograda por GIP en el receptor de GIP (por ejemplo, menos
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de aproximadamente 10% o 5%). El término no debe interpretarse como una limitacién del compuesto de tener
actividad en sélo el receptor de GIP. Mas bien, los péptidos antagonistas de GIP de la presente divulgacion pueden
mostrar actividades adicionales en el receptor de GIP (por ejemplo, agonismo parcial) u otro receptor. Los péptidos
antagonistas de GIP, por ejemplo, pueden mostrar actividad (por ejemplo, actividad agonista) en el receptor de
glucagon. También, el término "péptido antagonista de GIP" no debe interpretarse como una limitacion del
compuesto a sélo los péptidos. Mas bien, los compuestos distintos péptidos estan abarcados por estos términos. En
consecuencia, en algunos aspectos, el péptido agonista de GIP es un péptido en forma de conjugado, un péptido
derivatizado quimicamente, una sal farmacéutica de un péptido, un peptidomimético, y similares.

[0062] Tal como se usa en el presente documento, los términos "analogo de glucagén" y "péptido de glucagén”
pueden usarse indistintamente para referirse a un analogo del glucagén que tiene la actividad indicada en un
receptor de péptido relacionado con glucagon.

[0063] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "glucagén natural" se refiere a un péptido que
consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 1601.

[0064] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "GLP-1 natural" es un término genérico que designa
GLP-1 (7-36) amida (SEQ ID NO: 1603), GLP-1 (7-37) acido (SEQ ID NO: 1604) o una mezcla de estos dos
compuestos.

[0065] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "GIP natural" se refiere a un péptido que consiste en
SEQ ID NO: 1607.

[0066] Tal como se usa en el presente documento, "potencia glucagén" o "potencia en comparacion con el glucagén
natural" de una molécula se refiere a la relacién de la ECso de la molécula en el receptor de glucagén dividida por la
ECso0 de glucagon natural en el receptor de glucagon.

[0067] Tal como se usa en el presente documento, "potencia de GLP-1" o "potencia en comparacion con GLP-1
natural" de una molécula se refiere a la relacion de la ECso de la molécula en el receptor de GLP-1 dividido por la
ECs0 de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1.

[0068] Tal como se usa en el presente documento, "potencia de GIP" o "potencia en comparacién con GIP natural”
de una molécula se refiere a la relacion de la ECso de la molécula en el receptor de GIP dividida por la ECso de GIP
natural en el receptor de GIP.

[0069] Tal como se usa en el presente documento, "ligando de NHR” se refiere a un resto hidréfobo o lipdfilo que
tiene actividad bioldgica (ya sea agonista o antagonista) a un receptor nuclear de hormona (NHR). El ligando de
NHR es total o parcialmente no peptidico. En algunas realizaciones, el ligando de NHR es un agonista que se une a
y activa el NHR. En otras realizaciones, el ligando de NHR es un antagonista. En algunas realizaciones, el ligando
de NHR es un antagonista que actua bloqueando total o parcialmente la unién del ligando natural al sitio activo. En
otras realizaciones, el ligando de NHR es un antagonista que actia mediante la unién al sitio activo o un sitio
alostérico y la prevencion de la activacion o desactivacion del NHR.

[0070] Tal como se usa en el presente documento, "receptores nuclear de hormonas” (NHR) se refieren a proteinas
activadas por ligando que regulan la expresién génica dentro del nucleo de la célula, a veces en concierto con otros
co-activadores y co-represores.

[0071] Tal como se usa en el presente documento, "esteroides y derivados de los mismos" se refiere a compuestos,
ya sea de origen natural o sintetizados, que tienen una estructura de Férmula A:

Fdrmula A

en la que R' y R?, cuando estan presentes, son independientemente restos que permiten o promueven la actividad
agonista o antagonista tras la union del compuesto de formula A a un receptor nuclear de hormona; R® y R* son
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independientemente restos que permiten o promueven la actividad agonista o antagonista tras la union del
compuesto de féormula A a un receptor nuclear de hormona; y cada linea de trazos representa un doble enlace
opcional. La Férmula A puede comprender ademas uno o mas sustituyentes en una o mas de las posiciones 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 11,12, 14, 15, 16, y 17. Los sustituyentes opcionales contemplados incluyen, pero no se limitan a,
grupos OH, NHz, cetona, y alquilo C1-C1s. Los ejemplos especificos no limitativos de esteroides y derivados de los
mismos incluyen colesterol, acido coélico, estradiol, testosterona e hidrocortisona.

[0072] Tal como se usa en el presente documento, "acidos biliares y derivados de los mismos" se refiere a
compuestos, ya sea de origen natural o sintetizados, de Férmula M:

R‘IES ME; O
: Me

Rﬁ"

Formula M

en la que cada uno de R, R y R' son independientemente restos que permiten o promueven la actividad
agonista o antagonista tras la uniéon del compuesto de Férmula M a un receptor nuclear de hormona. En algunas
realizaciones, cada uno de R'® y R'® son independientemente hidrogeno, (alquilo Co-Cs)haldgeno, alquilo C1-Cis,
alquenilo C2-C+s, alquinilo alquilo C2-C1s, heteroalquilo, o (alquilo Co-Cs)OH; y R'7 es OH, (alquilo Co-Cg)NH(alquilo
C1-C4) SOsH, o (alquilo Co-Cs)NH(alquilo C4-C4)COOH. La férmula M puede comprender ademas uno o mas
sustituyentes en una o mas de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, y 17. Los ejemplos no
limitantes de acidos biliares incluyen acido cdlico, acido desoxicdlico, acido litocdlico, acido quenodesoxicdlico, acido
taurocoélico y acido glicocdlico.

[0073] Tal como se usa en el presente documento, "colesterol y derivados del mismo" se refiere a compuestos, ya
sea de origen natural o sintetizados, que comprenden una estructura similar a la del colesterol, tal como se muestra
a continuacion:

Colesterol

Los derivados de colesterol pueden incluir oxiesteroles, tales como hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol, 27-
hidroxicolesterol, y acido colestenoico.

[0074] Tal como se usa en el presente documento, "estradiol y derivados del mismo" se refiere a compuestos, ya
sea de origen natural o sintetizados, de la formula B:

Foérmula B

en la que R', R5 y R® son restos que permiten o promueven la actividad agonista o antagonista tras la union del
compuesto de Férmula B al receptor de estrégeno. En algunas realizaciones, la estructura de la Férmula B esta
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sustituida con uno o0 mas sustituyentes en una o mas posiciones del anillo tetraciclico, tales como, por ejemplo, las
posiciones 1, 2,4, 6,7, 8,9, 11, 12, 14, 15, 16, y 17. En algunos casos, el sustituyente comprende una cetona en la
posicion-6.

Me OH

HO
Estradiol

Ejemplos especificos no limitativos de derivados de estradiol incluyen [-estradiol 17-acetato, B-estradiol 17-
cipionato, -estradiol 17-enantato, B-estradiol 17-valerato, B-estradiol 3,17-diacetato, -estradiol 3,17-dipropionato, (3-
estradiol 3-benzoato, B-estradiol 3-benzoato 17-n-butirato, pB-estradiol 3-glicidil éter, B-estradiol 3-metil éter, (-
estradiol 6-ona, B-estradiol 3-glicidilo, 3-estradiol 6-ona 6-(O-carboximetiloxima), 16-epiestriol, 17-epiestriol, 2-metoxi
estradiol, 4-metoxi estradiol, estradiol 17-fenilpropionato, y 17p3-estradiol 2-metil éter, 17a-etinilestradiol, acetato de
megestrol y estriol.

[0075] Tal como se usa en el presente documento, "testosterona y derivados de la misma" se refiere a compuestos,
ya sea de origen natural o sintetizados, de Férmula F:

en la que R', cuando esta presente, R?, R® y R® son cada uno independientemente un resto que permite o promueve
la actividad agonista o antagonista tras la uniéon del compuesto de Férmula F a un receptor nuclear de hormona; y
cada linea de trazos representa un doble enlace opcional, con la condicion de que no mas de un doble enlace
carbono-carbono opcional esta presente en la posicion 5. En algunas realizaciones, la estructura de Férmula F esta
sustituida con uno o mas sustituyentes en una o mas posiciones del anillo tetraciclico, tales como, por ejemplo, las
posiciones 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 11,12, 14, 15, 16 y 17. Los ejemplos especificos no limitantes de derivados de la
testosterona incluyen  deshidroepiandrosterona, androstenodiona, 5-androstenodiol, androsterona vy
dihidrotestosterona.

[0076] Tal como se usa en el presente documento, "acidos grasos y derivados de los mismos" se refiere a acidos
carboxilicos que comprenden un grupo alquilo C1 a C2s o alquenilo C2 a Czs largo no ramificado y pueden
comprender opcionalmente uno o mas sustituyentes halégeno y/o pueden comprender opcionalmente uno o mas
sustituyentes distintos de halégeno. En algunas realizaciones, el resto alquilo o alquenilo largo no ramificado puede
estar totalmente sustituido con halégeno (por ejemplo, todos los hidrogenos reemplazados por atomos de
halégeno). Un acido graso de cadena corta comprende 1-5 dtomos de carbono. Un acido graso de cadena media
comprende 6-12 atomos de carbono. Un acido graso de cadena larga comprende 13-22 atomos de carbono. Un
acido graso de cadena muy larga comprende 23-28 atomos de carbono. Los ejemplos especificos no limitativos de
acidos grasos incluyen acido férmico, acido acético, acido n-caproico, acido heptanoico, acido caprilico, acido
nonanoico, acido caprico, acido undecanoico, acido laurico, acido tridecanoico, acido miristico, acido
pentadeconoico, acido palmitico, acido heptadecanoico, acido estearico, acido nonadecanoico, acido araquidico,
acido heneicosanoico, acido behénico, acido tricosanoico, acido de Mead, acido miristoleico, acido palmitoleico,
acido sapiénico, acido oleico, acido linoleico, acido a-linolénico, acido elaidico, acido petroselinico, acido
araquidoénico, acido dihidroxieicosatetraenoico (DIHETE), acido octadecinoico, acido eicosatriinoico, acido
eicosadienoico, acido eicosatrienoico, acido eicosapentaenoico, acido erucico, acido dihomolinolénico, acido
docosatrienoico, acido docosapentaenoico, acido docosahexaenoico, y acido adrénico.
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[0077] Tal como se usa en el presente documento, "cortisol y derivados del mismo" se refiere a compuestos, ya sea
de origen natural o sintetizados, de formula C:

Férmula C

en la que R?, R3, R® R7, R% R°y R' son cada uno independientemente restos que permiten o promueven la
actividad agonista o antagonista tras la unién del compuesto de formula C a un receptor nuclear de hormona; y cada
linea de trazos representa un doble enlace opcional. En algunas realizaciones, la estructura de la Férmula C esta
sustituida con uno o mas sustituyentes en una o mas posiciones del anillo tetraciclico, tales como, por ejemplo, las
posiciones 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 14, y 15. Los ejemplos no limitativos especificos de derivados de cortisol y
derivados de los mismos incluyen cortisol, acetato de cortisona, beclometasona, prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, betametasona, trimcinolona y dexametasona.

[0078] Tal como se usa en el presente documento, "grupo de unién" es una molécula o grupo de moléculas que une
dos entidades separadas entre si. Los grupos de unién pueden proporcionar el espaciamiento éptimo de las dos
entidades, o pueden suministrar ademas un enlace labil que permite que las dos entidades se separen entre si. Los
enlaces labiles incluyen grupos hidrolizables, grupos fotoescindibles, restos labiles en medio acido, restos labiles en
medio basico y grupos escindibles por enzimas.

[0079] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "profarmaco" se define como cualquier compuesto
que se somete a modificacion quimica antes de mostrar sus efectos farmacolégicos completos.

[0080] Tal como se usa en el presente documento, un "dipéptido" es el resultado de la unién de un a-aminoacido o
a-hidroxilacido a otro aminoacido a través de un enlace peptidico.

[0081] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "escisidon quimica" en ausencia de cualquier
designacion abarca ademas una reaccion no enzimatica que da como resultado la rotura de un enlace quimico
covalente.

REALIZACIONES

[0082] La presente divulgacion proporciona péptidos de la superfamilia del glucagén conjugados con ligandos de
NHR. En algunos aspectos, los ligandos de NHR son capaces de actuar en los receptores nucleares de hormonas
que intervienen en el metabolismo o la homeostasis de la glucosa, y el conjugado proporciona efectos biolodgicos
superiores en el metabolismo o la homeostasis de la glucosa en comparacién con el péptido solo o el ligando de
NHR solo. Sin estar ligado a una teoria de la invencion, el ligando de NHR puede servir para dirigir el péptido de la
superfamilia del glucagon a tipos particulares de células o tejidos; o, alternativamente, el péptido de la superfamilia
del glucagén puede servir para dirigir el ligando de NHR o mejorar su transporte en la célula, por ejemplo, a través
de la union del péptido a un receptor que internaliza al conjugado.

[0083] Los conjugados peptidicos de la superfamilia de glucagén de la invencidon pueden representarse mediante la
siguiente formula:

Q-L-Y
en la que Q es un péptido superfamilia del glucagon, Y es un esteroide, y L es un grupo de unién o un enlace.

[0084] EI péptido de la superfamilia del glucagén (Q) en algunas realizaciones puede ser un péptido relacionado con
glucagén que presenta actividad agonista en el receptor de glucagon, actividad agonista en el receptor de GLP-1,
actividad agonista en el receptor GIP, actividad co-agonista en los receptores de glucagon y GLP-1, actividad co-
agonista en los receptores de glucagon y de GIP, actividad co-agonista en los receptores de GIP y GLP-1, o
actividad tri-agonista en los receptores de glucagén, GIP y GLP-1. En algunas realizaciones, el péptido relacionado
con glucagén muestra actividad antagonista en el receptor de glucagén, GLP-1 o GIP.

[0085] El péptido de la superfamilia de glucagén (Q) en algunas realizaciones puede ser un péptido relacionado con
glucagon, hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH; SEQ ID NO: 1619), péptido intestinal
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vasoactivo (VIP; SEQ ID NO: 1620), polipéptido 27 activador de adenilato ciclasa pituitaria (PACAP-27, SEQ ID No:
1621), péptido histidina metionina (PHM; SEQ ID No: 1622), o Secretina (SEQ ID No: 1623), y/o analogos, derivados
y conjugados de los mismos. Los péptidos de la superfamilia de glucagén pueden tener caracteristicas estructurales
comunes, que incluyen, pero no se limitan a, la homologia dentro de los aminoacidos N-terminales y/o la estructura
alfa-helicoidal dentro de la parte C-terminal. Se cree que el extremo C-terminal generalmente funciona en la unién al
receptor y el extremo N-terminal generalmente funciona en la sefializacidon del receptor. Algunos aminoacidos en la
parte N-terminal y la parte C-terminal estan altamente conservados entre los miembros de la superfamilia de
glucagon, por ejemplo, His1, Gly4, Phe6, Phe22, Val23, Trp25 y Leu26, con aminoacidos en estas posiciones que
muestran identidad, sustituciones conservativas o similitud en las cadenas laterales de aminoacidos. En algunas
realizaciones, el péptido Q relacionado con glucagon es glucagon (SEQ ID NO: 1601), oxintomodulina (SEQ ID NO:
1606), exendina-4 (SEQ ID NO: 1618), péptido-1 de tipo Glucagén (GLP-1) (aminoacidos 7-37 proporcionados como
SEQ ID NO: 1603 y 1604), péptido-2 de tipo Glucagén (GLP-2) (SEQ ID NO: 1608), GIP (SEQ ID NO: 1607) o
analogos, derivados y conjugados de los anteriores. En algunas realizaciones, Q como péptido relacionado con
glucagén comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90 % o 95% idéntica a la secuencia correspondiente de glucagén natural,
oxintomodulina natural, exendina-4 natural, GLP-1 natural (7-37), GLP-2 natural o GIP natural sobre la longitud del
péptido natural (o sobre las posiciones que corresponden a glucagoéon, ver por ejemplo, la Figura 1). En otras
realizaciones, un péptido de la superfamilia de glucagon (Q) comprende una secuencia de aminoacidos de glucagon
natural, exendina-4 natural, GLP-1 natural (7-37), GLP-2 natural, GHRH natural, VIP natural, PACAP-27 natural,
PHM natural, oxintomodulina natural, secretina natural o GIP natural con hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10
modificaciones de aminoacidos. En aun otras realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que es
una quimera de dos o mas secuencias peptidicas relacionadas con glucagén natural. En algunas realizaciones, Q
comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 50% idéntica a glucagén natural (SEQ ID
NO: 1601) que retiene la conformacion de hélice alfa de los aminoacidos correspondientes a los aminoacidos 12-29.

[0086] En aspectos relacionados, la divulgacion proporciona conjugados de péptidos representados por la férmula
Q-L-Y

en la que Q es osteocalcina, calcitonina, amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos, en lugar de un
péptido de la superfamilia de glucagon; Y es un ligando de NHR; y L es un grupo de unién o un enlace. En algunas
realizaciones, Q comprende osteocalcina (SEQ ID NO: 1644), o una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80 %, 85%, 90% o 95% idéntica a la osteocalcina
natural sobre la longitud del péptido natural. Q puede comprender un analogo de la osteocalcina con hasta 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 o 10 modificaciones de aminoacidos en relacioén con la osteocalcina natural, o un analogo truncado de
osteocalcina (por ejemplo, aminoacidos 70-84) con hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 modificaciones de aminoacidos
en relacion con la osteocalcina truncada natural. En algunas realizaciones, Q comprende calcitonina (SEQ ID NO:
1645), 0 una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80 %, 85%, 90% o 95% idéntica a calcitonina natural sobre la longitud del péptido natural. Q puede
comprender un analogo de calcitonina con hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 modificaciones de aminoacidos con
respecto a la calcitonina natural. En algunas realizaciones, Q comprende amilina (SEQ ID NO: 1646), o una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80 %,
85%, 90% o 95% idéntica a la amilina natural sobre la longitud del péptido natural. Q puede comprender un analogo
de amilina con hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0o 10 modificaciones de aminoacidos con respecto a la amilina natural.

El ligando de NHR (Y)

[0087] En la presente divulgacion con respecto a los conjugados Q-L-Y, Y es un ligando que actua en cualquier
receptor nuclear de hormona, incluyendo uno cualquiera de los "superfamilia de receptores nucleares de hormonas"
(superfamilia de NHR) expuesta en la Tabla 1, o una clase o subgrupo de las mismas. Esta superfamilia de NHR se
compone de proteinas estructuralmente relacionadas que se encuentran en el interior de células que regulan la
transcripcion de genes. Estas proteinas incluyen receptores para hormonas esteroides y tiroideas, vitaminas y otras
proteinas "huérfanas" para los que no se han encontrado ligandos. Los receptores nucleares de hormonas
generalmente incluyen al menos uno de dominio de unién a ADN (DBD) de dedo de zinc de tipo C4 y/o un dominio
de unién a ligando (LBD). EI DBD funciona para unirse al ADN en la vecindad de los genes diana, y el LBD se une y
responde a su hormona afin. "Receptores de hormonas nucleares clasicas" poseen un DBD y un LBD (por ejemplo,
receptor de estrogenos alfa), mientras que otros receptores nucleares de hormonas poseen solamente un DBD (por
ejemplo Knirps, ORD) o sdlo un LBD (por ejemplo, short heterodimer partner (SHP)).

[0088] Los receptores nucleares de hormonas se pueden dividir en cuatro clases mecanisticas: Tipo |, Tipo Il, Tipo
lIl'y Tipo IV. La unién del ligando a los receptores de Tipo | (grupo NR3) da como resultado la disociacion de las
proteinas de choque térmico (HSP) del receptor, la homodimerizacion del receptor, la translocacion desde el
citoplasma hacia el nucleo de la célula, y la unién a elementos de respuesta hormonal de repeticién invertida (HRE)
de ADN. El complejo receptor nuclear/ADN recluta a continuacién otras proteinas que transcriben el ADN aguas
abajo de los HRE en ARN mensajero. Los receptores de tipo Il (grupo NR1) son retenidos en el nucleo y se unen
como heterodimeros, generalmente con receptores de Retinoide X (RXR), al ADN. Los receptores nucleares de
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hormonas de tipo Il son a menudo complejos con proteinas corepresoras. La union de ligando al receptor de tipo Il
provoca la disociacion del corepresor y el reclutamiento de las proteinas coactivadoras. Se reclutan proteinas
adicionales para el complejo receptor nuclear/ADN que transcriben ADN en ARN mensajero. Los receptores
nucleares de hormonas de Tipo Ill (grupo NR2) son receptores huérfanos que se unen a HRE de repeticién directa
de ADN como homodimeros. Los receptores nucleares de hormonas de Tipo IV se unen al ADN como monémeros o
dimeros. Los receptores de Tipo IV son Unicos porque un unico dominio de union al ADN del receptor se une a un
unico HRE de medio sitio. El ligando de NHR puede ser un ligando que actua en uno cualquiera o mas de receptores
nucleares de hormonas de Tipo |, Tipo Il, Tipo Il o Tipo IV (por ejemplo, como un agonista o antagonista).

Tabla 1. Superfamilia de receptores nucleares de hormonas

| Receptor nuclear de hormona | Especie | Acceso | Ligando endégeno
Grupo NR1
NR1A1 | Receptor alfa de hormona tiroides Humana M24748 Hormona tiroides
(TRa)
NR1A2 | Receptor beta de hormona tiroides Humana X04707
(TRB)
NR1B1 | Receptor alfa de acido retinoico Humana X06538 Vitmaina Ay
(RARa) compuestos
NR1B2 | Receptor beta de acido retinoico Humana Y00291 relacionados
(RARB)
NR1B3 | Receptor gamma de acido Humana M57707
retinoico (RARY)
NR1C1 | Receptor alfa activado por Humana L02932 Acidos grasos,
proliferadores de proxisoma prostaglandinas
(PPARa)
NR1C2 | Receptor beta/delta activado por Humana L07592
proliferadores de proxisoma
(PPARB/3)
NR1C3 | Receptor gamma activado por Humana L40904
proliferadores de proxisoma
(PPARYy)
NR1D1 | Rev-ErbAa Humana M24898 Hemoglobina
NR1D2 | Rev-ErbAp Humana L31785
NR1F1 | Receptor alfa huérfano Humana uU04897 Colesterol, acido
relacionado con RAR (RORa) retinoico todo-trans
NR1F2 | Receptor beta huérfano Humana Y08639
relacionado con RAR (RORf)
NR1F3 | Receptor gamma huérfano Humana u16997
relacionado con RAR (RORYy)
NR1H2 | Receptor X hepatico beta (LXRB) Humana uU07132 Oxisterol
NR1H3 | Receptor X hepatico alfa (LXRa) Humana U22622
NR1H4 | Receptor X farnesoide (FXR) Humana U68233
NR111 | Receptor de vitamina D (VDR) Humana J03258 Vitamina D
NR1I2 | Receptor X de pregnano Humana AF061056 Xenobidticos
(dexametasona,
rifapicina)
NR1I3 | Receptor alfa constitutivo de Humana 730425 Androstano
androstano
Grupo NR2
NR2A1 | Factor nuclear 4 alfa de hepatocito Humana X76930 Acidos grasos
(HNF4a)
NR2A3 | Factor nuclear 4 gamma de Humana 749826 Acidos grasos
hepatocito (HNF4y)
NR2B1 | Receptor X retinoide alfa (RXRa) Humana X52773 Retinoides
NR2B2 | Receptor X retinoide beta (RXRB) Humana M84820
NR2B3 | Receptor X retinoide gamma Humana u38480
(RXRy)
NR2C1 | Receptor 2 testicular (TR2) Humana M29960
NR2C2 | Receptor 4 testicular (TR4) Humana L27586
NR2E1 | Homologo humano del gen tailess Humana Y13276
de Drosophila (TLX)
NR2E3 | Receptor nuclear especifico de Humana AF121129
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fotoreceptor (PNR)

NR2F1 | Factor de transcripcion | del Humana X12795
promotor en direcciéon &’ de la
ovoalbumina de pollo (COUP-TFI)

NR2F2 | Factor de transcripcion |l del Humana M64497
promotor en direccion 5’ de la
ovoalbumina de pollo (COUP-TFII)

NR2F6 | Gen relacionado con V-erAA Humana X12794
Grupo NR3
NR3A1 | Receptor alfa de estrégeno (ERa) Humana P03372 Estrogeno
NR3A2 | Receptor beta de estrogeno (ERB) Humana AB006590
NR3B1 | Receptor alfa relacionado de Humana X51416
estrogeno (ERRa)
NR3B2 | Receptor beta relacionado de Humana AF094517
estrogeno (ERRB)
NR3B3 | Receptor gamma relacionado de Humana AF058291
estrogeno (ERRYy)
NR3C1 | Receptor glucocorticoide (GR) Humana X03225 Cortisol
NR3C2 | Receptor mineralocorticoide (MR) Humana M16801 Aldosterona
NR3C3 | Receptor de progesterona (PR) Humana M15716 Progesterona
NR3C4 | Receptor de andrégeno (AR) Humana M20132 Testosterona
Grupo NR4
NR4A1 | Factor IB alfa del factor de Humana L13740
crecimiento nervioso (NGFI-Ba)
NR4A2 | Factor IB beta del factor de Humana X75918
crecimiento nervioso (NGFI-Bf)
NR4A3 | Factor IB gamma del factor de Humana D78579
crecimiento nervioso (NGFI-By)
Grupo NR5
NR5A1 | Factor 1 esteroidogénico (SF1) Humana U76388
NR5A2 | Homodlogo 1 de receptor hepatico Humana U93553
(LRH-1)
Grupo NR6
NR6A1 | Factor nuclear de células Humana u64876
germinales
Subgrupo NROB (tienen solo LBD, no DBD)
NROB1 | DAX1 Humana
NROB2 | Short heterodimer partner (SHP) Humana

Los datos de la tabla se toman de Laudet y Gronemeyer “The Nuclear Receptor Facts Book”, Academic Press. La
clasificacion ID se refiere a un cddigo de clasificacion para cada miembro y el acceso se refiere al codigo de acceso
de nucledtidos de NCBI GenBank

Actividad del ligando de NHR (Y)

[0089] En algunas realizaciones, Y presenta una ECso para la activacion del receptor nuclear de hormona (o en el
caso de un antagonista, una ICso) de aproximadamente 10 mM o menos, o 1 mM (1.000 pM) o menos (por ejemplo,
aproximadamente 750 uM o menos, aproximadamente 500 pM o menos, aproximadamente 250 uM o menos,
aproximadamente 100 pM o menos, aproximadamente 75 pM o menos, aproximadamente 50 uM o menos,
aproximadamente 25 pM o menos, aproximadamente 10 pM o menos, aproximadamente 7,5 pM o menos,
aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 uM o menos, aproximadamente 4 puM o menos,
aproximadamente 3 UM o menos, aproximadamente 2 pM o menos, o aproximadamente 1 uM o menos). En algunas
realizaciones, Y muestra una ECso 0 ICso en un receptor nuclear de hormona de aproximadamente 1.000 nM o
menos (por ejemplo, aproximadamente 750 nM o menos, aproximadamente 500 nM o menos, aproximadamente 250
nM o menos, aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 75 nM o menos, aproximadamente 50 nM o
menos, aproximadamente 25 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 7,5 nM o menos,
aproximadamente 6 nM o menos, aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 4 nM o menos,
aproximadamente 3 nM o menos, aproximadamente 2 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos). En algunas
realizaciones, Y tiene una ECso o ICso en un receptor nuclear de hormona, que esté en el intervalo picomolar. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, Y muestra una ECso 0 ICs0o en un receptor nuclear de hormona de
aproximadamente 1.000 pM o menos (por ejemplo, aproximadamente 750 pM o menos, aproximadamente 500 pM o
menos, aproximadamente 250 pM o menos, aproximadamente 100 pM o menos, aproximadamente 75 pM o menos,
aproximadamente 50 pM o menos, aproximadamente 25 pM o menos, aproximadamente 10 pM o menos,
aproximadamente o menos, aproximadamente 18 pM o menos, aproximadamente 5 pM o menos, aproximadamente
16 pM o menos, aproximadamente 3 pM o menos, aproximadamente 2 pM o menos o de aproximadamente 1 pM o
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menos).

[0090] En algunas realizaciones, Y presenta una ECso 0 ICso en un receptor nuclear de hormona que es de
aproximadamente 0,001 pM o mas, o aproximadamente 0,01 pM o mas, o aproximadamente 0,1 pM o mas. La
activacion del receptor nuclear de hormona (actividad del receptor nuclear de hormona) se puede medir in vitro por
cualquier ensayo conocido en la técnica. Por ejemplo, la actividad en el receptor nuclear de hormona puede medirse
mediante la expresién del receptor en células de levadura que también albergan un gen indicador (por ejemplo, lacZ
que codifica B-galactosidasa) bajo el control de un promotor sensible a hormonas. Por lo tanto, en presencia de un
ligando que actua en el receptor, el gen informador se expresa y la actividad del producto del gen informador puede
medirse (por ejemplo, mediante la medicion de la actividad de [3-galactosidasa en la descomposicion de un sustrato
cromogeénico, tal como clorofenol rojo-3-D-galactopiranésido (CPRG), que es inicialmente de color amarillo, en un
producto de color rojo que se puede medir por absorbancia). Véase, por ejemplo, Jungbauer y Beck, J.
Chromatog. B, 77: 167-178 (2002); Routledge y Sumpter, J. Biol. Chem, 272: 3280-3288 (1997); Liu et al., J.
Biol. Chem., 274: 26654-26660 (1999). La unién del ligando de NHR al receptor nuclear de hormona puede
determinarse usando cualquier ensayo de unién conocido en la técnica tal como, por ejemplo, polarizacién por
fluorescencia o un ensayo radiactivo. Véase, por ejemplo, Ranamoorthy et al, 138 (4): 1520-1527 (1997).

[0091] En algunas realizaciones, Y muestra aproximadamente 0,001% o mas, aproximadamente 0,01% o mas,
aproximadamente 0,1% o mas, aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5%
0 mas, aproximadamente 10% o mas, aproximadamente 20% o mas, aproximadamente 30% o0 mas,
aproximadamente 40% o mas, aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 60% o mas, aproximadamente 75%
0 mas, aproximadamente 100% o mas, aproximadamente 125% o mas, aproximadamente 150% o mas,
aproximadamente 175% o mas, aproximadamente 200% o mas, aproximadamente 250% o mas, aproximadamente
300% o mas, aproximadamente 350% o mas, aproximadamente 400% o mas, aproximadamente 450% o mas, o
aproximadamente 500 % o mayor actividad en el receptor nuclear de hormona en relacién a la hormona nuclear
natural (potencia de la hormona nuclear). En algunas realizaciones, Y muestra aproximadamente 5000% o menos o
aproximadamente 10000% o menos actividad en el receptor nuclear de hormona en relaciéon a la hormona nuclear
natural. La actividad de Y en un receptor con respecto a un ligando natural del receptor se calcula como la relacion
inversa de las ECso para Y frente al ligando natural. En algunas realizaciones, Y es el ligando natural del receptor.

Estructura del ligando de NHR (Y)

[0092] EI ligando de NHR, como se describe en el presente documento (Y) es total o parcialmente no peptidico y es
hidréfobo o lipdfilo. En algunas realizaciones, el ligando de NHR tiene un peso molecular que es de
aproximadamente 5.000 daltons o menos, o aproximadamente 4.000 daltons o menos, o aproximadamente 3.000
daltons o menos, o aproximadamente 2.000 daltons o menos, o aproximadamente 1.750 daltons o menos, o
aproximadamente 1.500 daltons o menos, o aproximadamente 1.250 daltons o menos, o aproximadamente 1.000
daltons o menos, o aproximadamente 750 daltons o menos, o aproximadamente 500 daltons o menos, o
aproximadamente 250 daltons o menos. La estructura de Y puede estar segun cualquiera de las ensefianzas
descritas en el presente documento.

[0093] En las realizaciones descritas en el presente documento, Y se conjuga con L (por ejemplo, cuando L es un
grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicién de Y que es capaz de reaccionar
con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion y los medios de conjugacion en vista del
conocimiento general y la divulgacién proporcionada en el presente documento.

[0094] En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, en las que Y comprende un esqueleto
tetraciclico que tiene tres anillos de 6 miembros unidos a un anillo de 5 miembros o una variacién del mismo (por
ejemplo, un Y que actua en el receptor de la vitamina D), los atomos de carbono de el esqueleto son referidos por el
numero de posicion, tal como se muestra a continuacion:

Por ejemplo, una modificacién que tiene una cetona en la posicion 6 se refiere a la siguiente estructura:
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El ligando de NHR que actua sobre un receptor nuclear de hormona de tipo |

[0095] En algunas realizaciones de la invencion, el ligando de NHR (Y) actua sobre un receptor nuclear de hormona
de tipo I. En algunas realizaciones, Y puede tener cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista
tras la union del ligando a un receptor nuclear de hormona de tipo I, mientras que en otras realizaciones, Y es un
antagonista del receptor nuclear de hormona de tipo .

[0096] En realizaciones de ejemplo, Y comprende una estructura tal como se muestra en la Férmula A:

Fotmula A

en la que R' y R?, cuando estan presentes, son independientemente restos que permiten o promueven la actividad
agonista o antagonista tras la unién del compuesto de formula A al receptor nuclear de hormona de tipo I; R® y R*
son independientemente restos que permiten o promueven la actividad agonista o antagonista tras la union del
compuesto de férmula A al receptor nuclear de hormona de tipo I; y cada linea de trazos representa un doble enlace
opcional. La férmula A puede comprender ademas uno o mas sustituyentes en una o mas de las posiciones 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 11,12, 14, 15, 16, 17, 18, y 19. Los sustituyentes opcionales contemplados incluyen, pero no se
limitan a, grupos OH, NHz2, cetona, y alquilo C1-Cis.

[0097] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula A en la que

R' esta presente y es hidrégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-C8)
arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo CO0-C8)C(O)arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)heteroarilo,
(alquilo C0-C8)C(0O)0Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0)O alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquinilo C2-
C18, (alquilo CO0-C8)C(O)OH, (alquilo CO0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0O) NR?**alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo C0O-C8)C(O)NR?*H, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*arilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?**heteroarilo, 0 SOs3H;

R? esta presente y es hidrogeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18,
heteroalquilo, (alquilo C0O-C8) arilo, (alquilo C0O-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8)O alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-
alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8)
NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)
NR?*Hz, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)alquinilo C2-
C18 , (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo CO-C8)C(O)arilo, (alquilo CO-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo
C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0O)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(0O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH,
(alquilo C0-C8)C(O)Oarilo, (alquilo CO-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?**alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
C0-CB8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Hz, (alquilo C0-C8) NR2?*(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR2*(O)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo CO-
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C8)NR?*(O)OH;

R3 es hidrogeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) O alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8) NRXalquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NRZalquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NR2?*Hz, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(0)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8)OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR2*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*H>, (alquilo
C0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR?#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*H>, (alquilo CO-C8)NR?*(O)Oalquilo C1-C18,
(alquilo C0-C8) NR24(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR24(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8) NR?
(O)OH;

R* es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, alquilo) heteroarilo, (alquilo C0-C8)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)
O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR?* (alquenilo C0O-C8), (alquilo CO-C8) NR?**alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*Hz, (alquilo C0-C8)C(O) alquilo
C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo
CO0-C8)C(O)arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-
alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo C0-C8)C(O)QO arilo,
(alquilo C0O-C8)C(0O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC (O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR>*alquenilo
C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)NR%*Hz, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?arilo,
(alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquenilo
C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR2*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8 ) NR#*C(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)Oalquilo
C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)
OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)
OC(O)NR*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Hz, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8) NR?* (0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8) NR#4(O)OH; y

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C18.

[0098] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula A en la que

R'" esta presente y es hidrogeno, alquilo C1-C7; (alquilo C0O-C3)C(O)alquilo C1-C7, (alquilo CO-C3)C(O)arilo, o
SOszH;

R? esta presente y es hidrogeno, halo, OH, o alquilo C1-C7;

R3 es hidrogeno, halo, OH, o alquilo C1-C7,;

R* es halo, alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, hidrogeno, (alquilo
C0-C8) (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) O alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) Oalquenilo C2-C8, (alquilo CO-
C8) O alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?**alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)
NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*Hz, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-
C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo CO-
C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquenilo
C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo C0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO-
C8)C(0O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(0O) alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)
OC(O)alquinilo C2-C18, ( alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?**H2, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?*arilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?**heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) NR#C(O)alquenilo C2-C8, o
(alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(0)O alquilo C1-C8,
(alquilo C0-C8) OC(O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(0O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo
C0-C8) OC(O)NR*alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo
C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Ha, (alquilo C0-C8) NR?*(0)O (alquilo C1-C8), (alquilo C0-C8) NR%*(O)Oalquenilo
C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*4(O)Oalquinilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*(O)OH; v,

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C7.

[0099] En algunas realizaciones, R' es hidrégeno, propionato, acetato, benzoato, o sulfato; R? es hidrégeno o
metilo; R3 es hidrégeno o metilo; y R* es acetato, cipionato, hemisucciniato, enantato, o propionato.

[0100] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de Formula A, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de union) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posiciéon de la Formula A que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la Férmula A y los medios de conjugacion de la Férmula A a Q o L en vista del conocimiento general
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y la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la Férmula A se conjuga a L o
Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 de la formula A.
En algunas realizaciones, la Féormula A se conjuga con L o Q en la posicién 1, 3, 6, 7, 12, 10, 13, 16, 17, 0 19 de la
Foérmula A.

[0101] En algunas realizaciones, Y actua en un receptor de estrogeno (por ejemplo, ERa, ERB). En algunas
realizaciones, Y permite o promueve la actividad agonista en el receptor de estrogeno, mientras que en otras
realizaciones Y es un antagonista de ER. En realizaciones de ejemplo, Y puede tener una estructura de Férmula B

5]
Me O R
WRS

Formula B

en la que R', R% y R® son restos que permiten o promueven la actividad agonista o antagonista tras la unién del
compuesto de Férmula B al receptor de estrogeno. En algunas realizaciones, la Férmula B comprende ademas uno
0 mas sustituyentes en una o mas de las posiciones 1, 2, 4,6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15 y 16 (por ejemplo, una cetona
en la posicion 6).

[0102] En algunas realizaciones, cuando Y comprende una estructura de formula B, en la que

R' es hidrégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O) alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0O-C8)C(O)arilo , (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo
C0-C8)C(0)0alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo CO0-C8)C(O)OH, (alquilo CO0-C8)C(O)O arilo , (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo CO-C8)C(O)NR?**arilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*heteroarilo, 0 SO3H;

RS es hidrégeno, (alquilo CO-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8) NRXalquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NRZalquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NR2?*Hz, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
CO0-C8 alquilo)C(O)NR?arilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?**heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8) NR2*C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NRC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR*C(O)OH,
(alquilo C0-C8) OC(O)0Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquinilo
C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo
C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)OC(O)NR?*H>, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Oalquilo
C1-C18, (alquilo C0-C8) NR?#(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR2*(O)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?* (0 )OH; (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)alquinilo
C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(0O)O-
alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquenilo C2-
C18, (alquilo CO0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo CO-
C8) NR>*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR2?*C(O)alquinilo C2-
C18, o (alquilo CO-C8) NR?*C ( OH;

R® es hidrogeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0O-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo
C0-C8)C(0)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo CO0-C8)C(O)OH, (alquilo CO0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C (0) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*arilo , (alquilo CO-C8)C(O)NR?**heteroarilo, o SO3H; y,

R4 es hidrogeno o alquilo C1-C18.
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[0103] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de férmula B, en la que

R' es hidrégeno, alquilo C1-C7; (alquilo C0-C3)C(O)alquilo C1-C7, (alquilo C0-C3)C(O)arilo, o SOsH;

R?® es hidrégeno, (alquilo C0O-C8) halo, (alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) O alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) O alquenilo C2-C8, (alquilo
C0-C8) O alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C8, (alquilo CO-
C8) NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*Hz, (alquilo C0-C8 )C(O)alquilo
C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo CO-
C8)C(O)arilo, (alquilo C0O-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquenilo
C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo C0-C8)C(0)O arilo, (alquilo CO-
C8)C(0O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8 ) OC(O)alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)
OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0O-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR*alquinilo C2-C8, (alquilo CO0-C8)C(O)NR*Hz, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?*arilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?**heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C8, (alquilo CO0-C8)NR?C(O)alquenilo C2-C8, o
(alquilo C0-C8) NR?C(O)alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR#C(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)Oalquilo C1-C8,
(alquilo C0-C8) OC(O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(0O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo
CO0-C8) OC(O)NR?* alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?* alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo
C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**Hz, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Oalquenilo
C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*4(O)QOalquinilo C2-C8, o (alquilo CO-C8)NR?*(O)OH;

R® es hidrégeno, (alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C8, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(QO)
alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo CO0-C8)C(O)arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo CO-
C8)C(0O)OH, (alquilo C0-C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo , (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C8,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C0O0) NR?*Ha,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?arilo, o (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo; y

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C7.

[0104] Por ejemplo, R' es hidrégeno, propionato, acetato, benzoato, o sulfato; R% es hidrégeno, etinilo, hidroxilo; y R®
es acetato, cipionato, hemisuccinato, enantato o propionato.

[0105] Los ejemplos no limitantes del compuesto de Férmula B incluyen 17B-estradiol, formas modificadas de
estradiol, tales como [-estradiol 17-acetato, B-estradiol 17-cipionato, 3-estradiol 17-enantato, B-estradiol 17-valerato,
B-estradiol 3,17-diacetato, B-estradiol 3,17-dipropionato, -estradiol 3-benzoato, B-estradiol 3-benzoato 17-n-butirato,
B-estradiol 3-glicidil éter, B-estradiol 3-metil éter, B-estradiol 6-ona, B-estradiol 3-glicidilo, B-estradiol 6-ona 6-(O-
carboximetiloxima), 16-epiestriol, 17-epiestriol, 2-metoxi estradiol, 4-metoxi estradiol, estradiol 17-fenilpropionato, y
17 B-estradiol 2-metil éter, 17a-etinilestradiol, acetato de megestrol, estriol, y sus derivados. En algunas
realizaciones, el carbono 17 tiene un sustituyente cetona y R% y R® estan ausentes (por ejemplo estrona). Algunos de
los compuestos mencionados anteriormente de férmula B se muestran a continuacion:

Me

Estradiol , Estriol . Estrona

Etilil estradiol.

[0106] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de formula B, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de union) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posiciéon de la Féormula B que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula B y los medios de conjugacién de la Férmula B a Q o L en vista del conocimiento general
y la descripcion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la Férmula B esta conjugada a
L o Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 de la formula
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B. En algunas realizaciones, la Formula B esta conjugada a L o Q en la posiciéon 3 o 17 de la Férmula B.
[0107] En otras realizaciones, Y actiua en un receptor de estrogeno, pero no estd comprendido por la formula

ejemplos B. A continuacién, se muestran ejemplos no limitantes de ligandos que actian en un receptor de estrogeno
que no estan comprendidos por la Férmula B:

O N/\'“/O O
HEC\I?[/\/O
CH; = CH;

HO

Q
OH
N
S

[0108] En algunas realizaciones, Y actia en un receptor de glucocorticoides (GR). En algunas realizaciones, Y
comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el GR, mientras que en otras
realizaciones Y es un antagonista de GR. En realizaciones de ejemplo, Y comprende una estructura de férmula C:

Formula C

en la que R?, R3, R® R7, R% R®y R' son cada uno independientemente restos que permiten o promueven la
actividad agonista o antagonista tras la unién del compuesto de formula C al GR; y cada linea de trazos representa
un doble enlace opcional. En algunas realizaciones, la Formula C comprende ademas uno o mas sustituyentes en
una o mas de las posiciones 1, 2,4, 5,6, 7, 8,9, 11,12, 14, y 15 (por ejemplo, hidroxilo o cetona en la posicion 11).

[0109] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de formula C en la que

R? es hidrogeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, (alquinilo C0-C8, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?**alquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR2alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?**H 2, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (C 0 -C 8 alquil) OC(O) alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2*C(O)alquenilo C2-C8,0 (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?'C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0)0alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)OC(0)0-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR2*H 2, (alquilo C0-C8) NR#(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0O-C8) NR?(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?4(O)OH;

R3 es hidrogeno, (alquilo C0-C8) halo, (alquilo CO-C8, (alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo
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CO0-C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR2*alquilo C1-C18,
(alquilo C0-C8) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*H 2, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Ha, (alquilo C0-C8) NR?4(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0O-C8) NR?(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?* (O)OH;

R® es hidrogeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0O-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo
C0-C8)C(0)0alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo  CO0-C8)C(O)OH, (alquilo CO0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (C 0-C8 alquilo)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo CO-C8)C(0O) NR?*Hz, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*arilo, o (alquilo C0-C8)C(O)NR?*heteroarilo;

R7 es hidrégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0O-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo
C0-C8)C(0)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo  C0-C8)C(O)OH, alquilo C0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8 )C(O)NR2*alquinilo C2-C18,
(alquilo CO-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*arilo, o (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo;

R es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo;

R?® es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo;

R0 es hidrogeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, o (alquilo C0-C8) OH; y

R4 es hidrogeno o alquilo C1-C18.

[0110] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula C, en la que

R2 es hidrégeno, halo, OH, o alquilo C1-C7;

R3 es hidrogeno, halo, OH, o alquilo C1-C7,;

R® es hidrégeno, alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C8, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-C8)
heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-
C8, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-
C8, (alquilo C0-C8)C(0O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)0Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)OH, alquilo
CO0-C8)C(0)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C8, (alquilo CO-
C8)C(O)NR*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?Hz, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?arilo, o (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo;

R” es hidrégeno, alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C8, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-C8)
heteroarilo, (alquiloC0)C(O)alquilo C1-C8, (alquilo CO0)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo CO0)C(O)alquinilo C2-C8,
(CO)C(O)arilo, (C0O)C(O)heteroarilo, (CO)C(O)Oalquilo C1-C8, (alquilo CO0)C(O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo
C0)C(0O)0alquinilo C2-C8, o (alquilo C0)C(O)OH,;

R8 es hidrogeno o alquilo C1-C7;

R?® es hidrégeno o alquilo C1-C7;

R0 es hidrogeno o OH; y

R4 es hidrogeno o alquilo C1-C7.

[0111] Por ejemplo, R? es hidrogeno o metilo; R® es hidrogeno, fluoro, cloro, o metilo; R® es hidrégeno o C(O) alquilo
C+-C7; R es hidrégeno, C(O)CH3 o C(O)CH2CHz; R® es hidrogeno o metilo; R® es hidrogeno o metilo; y R es
hidroxilo.

[0112] Los ejemplos no limitantes de estructuras de la Féormula C incluyen:
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Cortisol Acetato de Beclometasona
cortisona

Prednisona

Triamcinolona Dexametasona

Betametasona

y derivados de los mismos.

[0113] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de férmula C, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la Férmula C que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la férmula C y los medios de conjugacion de la Férmula C a Q o L en vista del conocimiento general
y la descripcion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la Férmula C esta conjugada a
L o Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 6 23 de
la férmula C. En algunas realizaciones, la Formula C esta conjugada a L o Q en la posicién 3, 10, 16 o 17 de la
Formula C.

[0114] En algunas realizaciones, Y actua en un receptor de mineralocorticoides (MR). En algunas realizaciones, Y
comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el MR, mientras que en otras
realizaciones Y es un antagonista de MR. En realizaciones de ejemplo, Y comprende una estructura de Férmula D:

Fo‘;mula D
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en la que R?, R3, R” y R'% son cada uno independientemente un resto que permite o promueve la actividad agonista
o antagonista tras la union del compuesto de Formula D a MR;y la linea de trazos indica un doble enlace
opcional. En algunas realizaciones, la Férmula D comprende ademas uno o mas sustituyentes en una o mas de las
posiciones 1,2,4,5,6,7,8, 11,12, 14,15, 16, y 17.

[0115] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula D, en el que

R? es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) Oalquenilo C2-C18, (alquilo
CO0-C8) O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?**alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8) NR2*alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*Hz, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?**heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2*C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR2*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR2*H 2, (alquilo C0-C8) NR#(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0O-C8) NR?#(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?4(O)OH;

R3 es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8) NRZalquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NRZalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR2?*H 2, (alquilo CO0-C8
)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8)OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Ha, (alquilo C0-C8) NR?4(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?4(O)OH;

R7 es hidrégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0O-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, ( alquilo
C0-C8)C(0)0alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo  C0-C8)C(O)OH, alquilo C0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8 )C(O)NR2*alquinilo C2-C18,
(alquilo CO-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*arilo, o (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo;

R0 es hidrogeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, o (alquilo C0-C8) OH; y

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C18.

[0116] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula D, en la que

R2 es hidrégeno, halo, OH, o alquilo C1-C7;

R3 es hidrégeno, halo, OH, o alquilo C1-C7,;

R” es hidrégeno, alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C8, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-C8)
heteroarilo, (alquilo C0)C(O) alquilo C1-C8, (alquilo CO)C(O) alquenilo C2-C8, (alquilo C0)C(O) alquinilo C2-C8,
(C0O)C(O) arilo, (CO)C(O) heteroarilo, (CO)C(O)O alquilo C1-C8, (alquilo C0)C(O)O alquenilo C2-C8, (alquilo
C0)C(0)O alquinilo C2-C8, o (alquilo C0)C(O)OH;

R0 es hidrogeno o OH; y

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C7.

[0117] Por ejemplo, R? es hidrogeno o metilo; R® es hidrégeno, fluoro, cloro, o metilo; R” es hidrogeno, C(O)CHs, o

C(O)CH2CHBs; y R es hidroxilo.
Ejemplos no limitativos de compuestos de Férmula D incluyen:
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Acetato de Acetato de
* desoxicorticosterona * desoxicorticosterona °

Aldosterona

y derivados de los mismos.

[0118] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de férmula D, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la Férmula D que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la férmula D y los medios de conjugacion de la Férmula D a Q o L en vista del conocimiento general
y la descripcién proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la Férmula D esta conjugada a
L o Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,23 6
24 de la férmula D. En algunas realizaciones, la Formula D esta conjugada a L o Q en la posicién 3, 10, 13 0 17 de
la Féormula D.

[0119] En algunas realizaciones, Y actiua en un receptor de progesterona (PR). En algunas realizaciones, Y
comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el PR, mientras que en otras
realizaciones Y es un antagonista de PR. En realizaciones de ejemplo, Y comprende una estructura de Férmula E:

Formula E

en la que R?, R3, R* y R” son cada uno independientemente restos que permiten o promueven la actividad agonista o
antagonista tras la unién del compuesto de Féormula E a PR; y la linea de trazos indica un doble enlace opcional. En
algunas realizaciones, la Férmula E comprende ademas uno o mas sustituyentes en una o mas de las posiciones 1,
2,4,5,6,7,8,11,12, 14,15, 16, y 17 (por ejemplo, un grupo metilo en la posicion 6).

[0120] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de formula E en la que

R? es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) Oalquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo CO-C8) SH, (alquilo C0O-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8) NRalquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR2*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR#H 2, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8 )C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(0O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(0O)O arilo, (alquilo C0-C8 )C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0O)NR*alquenilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo
C0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2#C(O)alquenilo C2-C8 ,, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8 ) OC(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18,
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(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Hz, (alquilo C0-C8) NR2?*(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR#(O)OC 2- C 18 alquenilo, (alquilo C0-C8) NR?*(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?4(O)OH; R?* es hidrégeno o alquilo C1-C18.

R3 es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8 ) NRalquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NRZalquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NR?H2, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, ( alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(0)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0O)NR*alquenilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo
C0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?**heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR#*C(O)alquilo C1-C18 , (alquilo C0-C8)
NR?#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquenilo C2-C18 , (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Qalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?4(O)OH;

R* es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8) NRalquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NR**H 2, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(0O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?**alquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(O)NR*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
C0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2*C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR2?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)0alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18,
(alquilo C0O-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Ha, (alquilo C0-C8) NR#(O)Qalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(O)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0O-C8) NR?(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR2* (0 )OH;

R” es hidrégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, ( alquilo
C0-C8)C(0)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8)C(O)OH, alquilo CO0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8 )C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo CO-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*arilo, o (alquilo CO-C8)C(O)NR?**heteroarilo; y

R4 es hidrogeno o alquilo C1-C18.

[0121] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula E, en la que

R2 es hidrégeno, halo, OH, o alquilo C1-C7;

R3 es hidrogeno, halo, OH, o alquilo C1-C7,;

R* es halo, alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, hidrégeno, (alquilo
C0-C8) (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) Oalquenilo C2-C8, (alquilo CO-
C8)0alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)
NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*Hz, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-
C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo CO-
C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquenilo
C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo C0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO-
C8)C(0O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)
OC(O)alquinilo C2-C18, ( alquilo C0-C8)C(O)NR?**alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C8, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?**H2, (alquilo CO0-C8)C(O)NR?*arilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?**heteroarilo, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) NR#C(O)alquenilo C2-C8, o
(alquilo C0-C8) NR2*C(O)alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) NR#*C(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)Qalquilo C1-C8,
(alquilo C0-C8) OC(O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(0O)Oalquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo
C0-C8) OC(O)NR>*alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo
C2-C8, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Oalquilo C1-C8, (alquilo C0-C8) NR24(O)O-alquenilo
C2-C8, (alquilo C0-C8) NR?*(O)Oalquinilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?4(O)OH;

R7 es hidrégeno, alquilo C1-C8, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C8, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-C8)
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heteroarilo, (alquilo C0)C(O)alquilo C1-C8, (alquilo CO0)C(O)alquenilo C2-C8, (alquilo C0)C(O)alquinilo C2-C8,
(C0O)C(O)arilo, (C0)C(O)heteroarilo, (CO)C(O)Oalquilo C1-C8, (alquilo CO0)C(O)Oalquenilo C2-C8, (alquilo
C0)C(O)Oalquinilo C2-C8, o (alquilo CO)C(O)OH; y

R4 es hidrogeno o alquilo C1-C7.

[0122] Por ejemplo, R? es hidrogeno o metilo; R® es hidrégeno o metilo; R* es (alquilo C1)C(O)alquilo C1-C4,
acetato, cipionato, hemisuccinato, enantato, o propionato; y R” es hidrogeno, C(O)CH3 o C(O)CH2CHs.

[0123] Los ejemplos no limitantes de compuestos de Férmula E incluyen:

Progesterona i 19-nor-progesterona Medroxiprogesterona

y derivados de los mismos.

[0124] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de formula E, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de union) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posiciéon de la Féormula E que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula E y los medios de conjugacién de la Férmula E a Q o L en vista del conocimiento general
y la descripcion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la Férmula E esta conjugada a
L o Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,23 6
24 de la formula E. En algunas realizaciones, la Féormula E esta conjugada a L o Q en la posicién 3 6 17 de la
Formula E.

[0125] En otras realizaciones, Y actua en un receptor de progesterona, pero no esta comprendido por la formula E.
Por ejemplo, Y puede comprender la estructura siguiente y analogos de los mismos:

O

Noretindrona

[0126] En algunas realizaciones, Y actua en un receptor de andrégeno (AR). En algunas realizaciones, Y comprende
cualquier estructura que permite o promueve actividad agonista en el AR, mientras que en otras realizaciones Y es
un antagonista de AR. En realizaciones de ejemplo, Y comprende una estructura de Férmula F:

Formula F
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en la que R', cuando esta presente, R2, R® y R® son cada uno independientemente un resto que permite o promueve
actividad agonista o antagonista tras la uniéon del compuesto de formula F al AR; y cada linea de trazos representa
un doble enlace opcional, con la condicion de que no mas de uno del doble enlace carbono-carbono opcional esta
presente en la posicién 5. En algunas realizaciones, la Férmula F comprende ademas uno o mas sustituyentes en
una o mas de las posiciones 1, 2, 4,5, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 16, y 17.

[0127] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula F, en el que

R' esta presente y es hidrogeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-C8)
arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O) arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo,
(alquilo C0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0Oalquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(0O)0O-alquinilo C2-
C18, (alquilo CO0-C8)C(O)OH, alquilo CO0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0O) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?*H: , (alquilo CO-C8)C(O)NR?*arilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*heteroarilo, o SOzH;

R? es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8 ) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR*H 2, (alquilo C0-C8
)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo C0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8)NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR?#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)NR**C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?'alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Ha, (alquilo C0-C8) NR?4(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR?Q) OH;

R3 es hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo CO-
C8) arilo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo
C0-C8) Oalquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OH, (alquilo C0-C8) SH, (alquilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo CO-
C8) NRXalquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NRZalquinilo C2-C18, (alquilo CO0-C8) NR2?*Hz, (alquilo CO-
C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo
C0-C8)C(0)0-alquenilo C2-C18, (alquilo CO0-C8)C(0O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH, (alquilo CO-
C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8)OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*Hz, (alquilo
C0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR2#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)0O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?**alquenilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18 , (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*Ha, (alquilo C0-C8) NR?4(O)Oalquilo C1-
C18, (alquilo C0-C8) NR2*(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*(0)O-alquinilo C2-C18, o (alquilo C0-C8)
NR? (o0 )OH;

R® es hidrogeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo CO-
C8) heteroarilo, (alquilo CO0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo CO0-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo CO-
C8)C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo CO-C8)C(O)heteroarilo, (alquilo
C0-C8)C(0)0alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo  C0-C8)C(O)OH, alquilo C0-C8)C(O)O arilo, (alquilo CO0-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo CO-
C8)C(O)NR?alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?*H 2, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*arilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*heteroarilo, o0 SO3H; y

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C18.

[0128] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula E, en la que

R' es hidrégeno, alquilo C1-C7; (alquilo C0-C3)C(O) alquilo C1-C7, (alquilo CO-C3)C(O) arilo, o SO3H;

R2 es hidrégeno, halo, OH, o alquilo C1-C7;

R3 es hidrégeno, halo, OH, o alquilo C1-C7,;

R® es hidrogeno, alquilo C1-C8 alquilo, alquenilo C2-C8, alquinilo C2-C8, heteroalquilo, (alquilo C0-C8) arilo, (alquilo
C 0-C8) heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O) alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(O) alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)
alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O) arilo, (alquilo C0O-C8)C(O) heteroarilo, (alquilo CO-
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C8)C(0)O alquilo C1-C8, (alquilo C0-C8)C(0O)O alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)0 alquinilo C2-C8, (alquilo CO-
C8)C(0)OH, (alquilo C0-C8)C(0)O arilo, (alquilo CO-C8)C(0O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)NR?* alquilo C1-C8,
(alquilo C0-C8)C(O)NR?* alquenilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR?* alquinilo C2-C8, (alquilo C0-C8)C(O)NR#Hz,
(alquilo CO-C8)C(O)NR?* arilo, o (alquilo CO-C8)C(O)NR?* heteroarilo; y

R4 es hidrogeno o alquilo C1-C7.

[0129] Por ejemplo, R' es hidrogeno o esta ausente; R? es hidrogeno o metilo; R3 es hidrogeno o metilo; y R es H o
ausente.

[0130] Los ejemplos no limitantes de compuestos de Férmula F incluyen:

Testosterona  Deshidroepiandrosterona  Androstendiona ~ 5-Androstendiol

Me QOH

Androsterona , Dihidrotestosterona

y derivados de los mismos.

[0131] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de férmula F, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la Férmula F que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula F y los medios de conjugacion de la Férmula F a Q o L en vista del conocimiento general y
la descripcion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la Férmula F esta conjugada a L
0 Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 22 de la
férmula F. En algunas realizaciones, la Férmula F esta conjugada a L o Q en la posicién 3 6 17 de la Féormula F.

[0132] En algunas realizaciones, la unién del ligando de NHR a receptores nucleares de hormonas de tipo | da lugar
a la actividad agonista (o antagonista) en algunas, pero no todas, las células o tejidos que expresan el receptor
nuclear de hormona de tipo I.

Ligando de NHR que actua sobre un receptor nuclear de hormona de tipo Il

[0133] Tal como se ha descrito en el presente documento, el ligando de NHR (Y) actia sobre un receptor nuclear de
hormona de Tipo Il. En algunas realizaciones, Y puede tener cualquier estructura que permite o promueve la
actividad agonista tras la union del ligando a un receptor nuclear de hormona de tipo Il, mientras que en otras
realizaciones, Y es un antagonista del receptor nuclear de hormona de Tipo Il. En realizaciones de ejemplo, Y
muestra actividad agonista (o antagonista) en un receptor de la hormona tiroidea (TR), receptor de &cido retinoico
(RAR), receptor activado por proliferadores de peroxisoma (PPAR), Receptor X hepatico (LXR), receptor X
farnesoide (FXR), receptor de la vitamina D (VDR), y/o receptor X de pregnano (PXR).

[0134] En algunas realizaciones, Y actta en un receptor de la hormona tiroidea (por ejemplo TRa, TRB). En algunas
realizaciones, Y comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el TR, mientras
que en otras otras realizaciones Y es un antagonista de TR. Ejemplos no limitativos de Y incluyen los siguientes
compuestos:
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0 0
OH 1 I OH I |
HoN HaN
O OH O OH
1 | [
Tiroxina (T4) ? Triyodotiroxina *(Tz) 1

y derivados de los mismos.

[0135] En realizaciones en las que Y comprende una estructura que permite o promueve la actividad agonista o
antagonista a un TR, Y se conjuga con L (por ejemplo, cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L
es un enlace) en cualquier posicion de Y que es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria
determinar facilmente la posicion de la conjugacion en Y y los medios de conjugacién de Y a Q o L en vista del
conocimiento general y la divulgaciéon proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, Y esta
conjugado a L o Q través de cualquier posicion de Y. En algunas realizaciones, Y esta conjugado a L o Q a través
de restos acido carboxilico o alcohol, tal como se indica a continuacion:

Clow | |
H-;N
Qo4 )ty
I I

Tiroxina (T4)

[0136] En algunas realizaciones, Y actua en un receptor de &cido retinoico (por ejemplo RARa, RARf, RARYy). En
algunas realizaciones, Y comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el RAR,
mientras que en otras otras realizaciones Y es un antagonista de RAR. En realizaciones de ejemplo, Y comprende
una estructura de férmula G:

HiC_ CHy  CHs CHs
DNy R

CH4

- "
Formula G

en la que R es un resto que permite o promueve la actividad agonista o antagonista tras la unién del compuesto de
Formula G aun RAR, y ___representa estereoquimica E o Z.

[0137] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Formula G en la que R es C(O)OH, CH20H, o
C(O) . En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Formula G en la que R'" es un derivado de acido
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carboxilico (por ejemplo cloruro de acilo, anhidrido y éster).

[0138] Los ejemplos no limitantes del compuesto de Férmula G incluyen:

WOH WOH
CHs CH;

acido todos-trans retinoico i Retinol i
HsC. CH, CHs
HC. CH, GCHs  CHs O NN
WH CHy  HiC™
CHs 0" "OH
Retinal . &cido 11-cis-retinoico

y derivados de los mismos.

[0139] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de formula G, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la férmula G que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en Y y los medios de conjugacion de Y a Q o L en vista del conocimiento general y la divulgacion
proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, Y esta conjugado a L o Q través de cualquier
posicion de Y. En algunas realizaciones, la formula G esta conjugada a L o Q en R'".

[0140] En algunas realizaciones, Y actua en un receptor activado por proliferadores de peroxisoma (por ejemplo,
PPARa, PPARp/, PPARY). En algunas realizaciones, Y comprende cualquier estructura que permita o promueva la
actividad agonista en el PPAR, mientras que en otras realizaciones Y es un antagonista de PPAR. En algunas
realizaciones, Y es un acido graso libre (FFA) saturado o insaturado, halogenado o no halogenado, tal como se
describe en la Formula H:

R12 {R12]
HO R'2
n R‘12
0 R®

H::n‘;mula H

en la que n es 0-26 y cada R'?, cuando esta presente, es independientemente un resto que permite o promueve la
actividad agonista o antagonista tras la uniéon del compuesto de Férmula H a un PPAR.

[0141] En algunas realizaciones, Y comprende una estructura de Férmula H, en la que n es 0-26 y cada R'2, cuando
esta presente, es independientemente hidrogeno, alquilo C+-C7, o halégeno. En algunas realizaciones, la Férmula B
esta saturada, tal como, por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido n-caproico, acido heptanoico, acido
caprilico, acido nonanoico, acido caprico, acido undecanoico, acido laurico, acido tridecanoico, acido miristico, acido
pentadecanoico, acido palmitico, acido heptadecanoico, acido estearico, acido nonadecanoico, acido araquidico,
acido heneicosanoico, acido behénico, acido tricosanoico, acido perfluorononanoico (ver a continuacion), acido
perfluorooctanoico (ver a continuacion), y derivados de los mismos. En algunas realizaciones, la Férmula H esta
insaturada, ya sea con estereoquimica cis o trans, tales como, por ejemplo, acido Mead, acido miristoleico, acido
palmitoleico, acido sapiénico, acido oleico, acido linoleico, acido a-linolénico, acido elaidico, acido petroselinico,
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acido araquidonico, acido dihidroxieicosatetraenoico (DIHETE), acido octadecinoico, acido eicosatriinoico, acido
eicosadienoico, acido eicosatrienoico, acido eicosapentaenoico, acido erucico, acido dihomolinolénico, acido
docosatrienoico, acido docosapentaenoico, acido docosahexaenoico, acido adrénico, y derivados de los mismos.

FFRFFRFFRF FFFRFFRF
F OH FJJWH,OH
FFFFF F QO FFFFFF QO

Acido perfluorononanoico Acido perfluorooctanoico

[0142] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de férmula H, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicién de la formula H que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula H y los medios de conjugacién de la formula H a Q o L en vista del conocimiento general y
la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la formula H esta conjugada a L o
Q través de cualquier posicion de la formula H. En algunas realizaciones, la formula H esta conjugada a L o0 Q a
través del resto de acido carboxilico terminal.

[0143] En algunas de estas realizaciones, Y es un eiconsanoide. En realizaciones especificas, Y es una
prostaglandina o un leucotrieno. En algunas realizaciones de ejemplo, Y es una prostaglandina que tiene una
estructura como se describe por las formulas J1-J6:

0 1 HO 1 0 13 HO 13 Tgam RT3
a:[ /
R13 R13 R13 R13 O R13 0
0 HO HO
R13
Formula J1 Fdrmula J2 Fdrmula J3 FSrmula J4 Formula J5 Formula J6

en las que cada R'® es independientemente un resto que permite o promueve la actividad agonista o antagonista
tras la unioén del compuesto de férmula J a un PPAR (por ejemplo, PGJ2, tal como se muestra a continuacion):

OH

[0144] En algunas realizaciones, cuando Y comprende una estructura de una cualquiera de las Férmulas J1-J6,
cada R es independientemente alquilo C7-C8, alquenilo C7-C8, alquinilo C7-C8, o heteroalquilo.

[0145] En realizaciones en las que Y es un eicosanoide, Y se conjuga con L (por ejemplo, cuando L es un grupo de
unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion del eicosanoide que es capaz de reaccionar
con Qo L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la conjugacion en Y y los medios de
conjugacion de Y a Q o L en vista del conocimiento general y la divulgacion proporcionada en el presente
documento. En algunas realizaciones, Y esta conjugado a L o Q través de cualquier posicion de Y. En algunas
realizaciones, el eicosanoide esta conjugado a L o Q a través de un resto &cido carboxilico terminal o a través de un
resto de alcohol colgante.

[0146] En algunas realizaciones de ejemplo, Y es un leucotrieno que tiene una estructura como se describe por la
féormula K o una forma derivatizada de Formula K:
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14

Vi R
7

Formula K

en la que cada R' es independientemente un resto que permite o promueve la actividad agonista o antagonista tras
la unién del compuesto de Férmula K a un PPAR (por ejemplo, leucotrieno B4 como se muestra a continuacion):

OH OH 0
PN N— OH

S

[0147] En algunas realizaciones, cuando Y comprende una estructura de Formula K, cada R™ es
independientemente alquilo C3-C13, alquenilo C3-C13, alquinilo C3-C13, o heteroalquilo.

[0148] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de formula K, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la férmula K que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula K y los medios de conjugacioén de la formula K a Q o L en vista del conocimiento general y
la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la férmula K esta conjugada a L o
Q través de cualquier posicion de la formula K. En algunas realizaciones, la formula K esta conjugada a L o Q a
través de un resto acido carboxilico terminal o a través de un resto de alcohol colgante.

[0149] En algunas realizaciones de ejemplo, Y es una tiazolidindiona que comprende una estructura tal como se

describe por la Férmula L:
0O
s

k\(NH

O

Formula L.

Los ejemplos no limitantes del compuesto de Férmula L incluyen:
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O Q
=
f" s’l( SJ<
X N,\,O\@\)\«NH 1 Ny OO\MNH
1
CH; 0 H;C = 0
Rosiglitazona Pioglitazona

o, e -
0. CHs -

HO CK@\/\\{‘H
HaC 0

Troglitazona

y derivados de los mismos.

[0150] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de formula L, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de union) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la formula L que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula L y los medios de conjugacion de la férmula K a Q o L en vista del conocimiento general y
la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la formula L esta conjugada a L o
Q en cualquier posicién de la férmula L, tal como, por ejemplo, un resto de alcohol colgante o a través de un
sustituyente aromatico.

[0151] En algunas realizaciones, Y actua en un receptor huérfano relacionado con RAR (por ejemplo RORa, ROR,
RORYy). En algunas realizaciones, Y comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista
en el ROR, mientras que en ofras realizaciones Y es un antagonista de ROR.

[0152] Ejemplos no limitantes de Y incluyen:

"
HN o
N
N
H
Colesterol Melatonina

CHy CHy O

z S H;C_ CH
HZC/\N No AN, CH; i SN NN OH
o< T Vi
S CH

3
CGP 52608 Acido todo-trans-retinoico
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y derivados de los mismos.

[0153] En realizaciones en las que Y actia en un ROR, Y se conjuga con L (por ejemplo, cuando L es un grupo de
unioén) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de Y que es capaz de reaccionar con Q o L.
Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la conjugacion en Y y los medios de
conjugacion de Y a Q o L en vista del conocimiento general y la divulgacion proporcionada en el presente
documento. En algunas realizaciones, Y esta conjugado a L o Q a través de cualquier posicion de Y, tal como, por
ejemplo, cualquiera de las posiciones descritas previamente en este documento.

[0154] En algunas realizaciones, Y actia en un receptor X hepatico (LXRa, LXRB). En algunas realizaciones, Y
comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el LXR, mientras que en otras
realizaciones Y es un antagonista de LXR. En realizaciones de ejemplo, Y es un oxiesterol (es decir, derivado
oxigenado de colesterol). Los ejemplos no limitativos de Y en estas realizaciones incluyen 22(R)-hidroxicolesterol
(véase a continuacion), 24(S)-hidroxicolesterol (ver a continuacion), 27-hidroxicolesterol, acido colestenoico, y
derivados de los mismos.

22(R)-Hidroxicolesterol 24(S)-Hidroxicolesterol

[0155] En realizaciones en las que Y actda en un LXR, Y se conjuga con L (por ejemplo, cuando L es un grupo de
unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de Y que es capaz de reaccionar con Qo L.
Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la conjugacion en Y y los medios de
conjugacién de Y a Q o L en vista del conocimiento general y la divulgacion proporcionada en el presente
documento. En algunas realizaciones, Y esta conjugado a L o Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 0 26 de la Férmula F. En algunas realizaciones, la
Formula F esta conjugada a L o Q en la posicién 3 0 17 de la Férmula F.

[0156] En algunas realizaciones, Y actua en el receptor X farnesoide (FXR). En algunas realizaciones, Y comprende
cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el FXR, mientras que en otras realizaciones Y
es un antagonista de FXR. En algunas de estas realizaciones, Y es un &cido biliar. En realizaciones de ejemplo, Y
tiene una estructura de Férmula M:

R‘IE Me’: 0

F 4
Formula M

en la que cada uno de R, R y R' son independientemente restos que permiten o promueven la actividad
agonista o antagonista tras la union del compuesto de Férmula M a un FXR.

[0157] En algunas realizaciones, cuando Y comprende una estructura de Férmula M, cada uno de R' y R'® son
independientemente hidrégeno, (alquilo CO0-C8)halégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, alquinilo C2-C18,
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heteroalquilo, o (alquilo CO-C8)OH; y R'” es OH, (alquilo CO-C8)NH(alquilo C1-C4)SOsH, o (alquilo C0-C8)NH(alquilo
C1-C4)COCH.

[0158] En algunas realizaciones, cuando Y comprende una estructura de Formula M, cada uno de R' y R'® son
independientemente hidrogeno u OH; y R'” es OH, NH(alquilo C1-C2)SOsH, o NH(alquilo C1-C2)COOH.

[0159] Los ejemplos no limitantes del compuesto de Férmula M incluyen:

acido taurocélico acido glicocdlico

[0160] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de féormula M, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicion de la formula M que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula M y los medios de conjugacion de la formula M a Q o L en vista del conocimiento general
y la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la formula M esta conjugada a L
0 Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0
25 de la Formula M. En algunas realizaciones, la Férmula M se conjuga con L o Q en la posicién 3, 7, 12 0 17 de la
Foérmula M.

[0161] En algunas realizaciones, Y actia en el receptor de la vitamina D (VDR). En algunas realizaciones, Y

comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el VDR, mientras que en otras
realizaciones Y es un antagonista de VDR. En realizaciones de ejemplo, Y tiene una estructura de Férmula N:
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Fc{‘mu]a N

en la que cada uno de R'8, R'9, R20, R?! R2?2 y R? son restos que permiten o promueven la actividad agonista o
antagonista tras la unién del compuesto de Férmula N al VDR, tales como, por ejemplo, cualquiera de los
compuestos de vitamina D que se encuentran en Bouillon et al, Endocrine Reviews, 16 (2):. 200-257 (1995).

[0162] En algunas realizaciones en las que Y comprende una estructura de Férmula N,

R'® y R' son cada uno independientemente hidrégeno, (alquilo C0-C8) halo, (alquilo C0-C8) heteroarilo, o (alquilo
C0-C8) OH;

ambos de R?° son hidrégeno o ambos de R? se toman juntos para formar =CHy;

cada uno de R?' y R?? son independientemente alquilo C1-C4; y

R% es alquilo C4-C18, alquilenilo C4-C18, alquinilo C4-C18, heteroalquilo, (alquilo C4-C18) arilo, (alquilo C4-C18)
heteroarilo, (alquilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquenilo C0-C8) Oalquilo C1-C18, (alquinilo C0-C8) Oalquilo C1-C18,
(alquilo C0-C8) O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) O-alquinilo C2-C18, (alquilo C6-C18) OH, (alquilo C6-C18) SH,
(alquenilo C6-C18) OH, (alquinilo C6-C18) OH, (alquilo C0-C8) NR?**alquilo C1-C18, (alquenilo C0O-C8) NR?*alquilo
C1-C18, (alquinilo C0-C8) NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?**alquinilo
C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0O-C8)C(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)alquinilo C2-
C18, (alquilo CO-C8)C(O)H, (alquilo C0-C8)C(O)arilo, (alquilo C0-C8)C(O) heteroarilo, (alquilo C0-C8)C(O)Oalquilo
C1-C18, (alquilo C0-C8)C(0O)0-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(0O)0O-alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)OH,
(alquilo C0O-C8)C(0)O arilo, (alquilo CO-C8)C(O)O heteroarilo, (alquilo C0-C8) OC(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
OC(O)alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo
CO0-C8)C(O)NR?*alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR2*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)C(O)NR?*H2, (alquilo
C0-C8)C(O)NR?arilo, (alquilo CO-C8)C(O)NR?*heteroarilo, (alquilo CO-C8) NR?*C(O)alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8)
NR?#C(O)alquenilo C2-C8, o (alquilo C0-C8) NR?*C(O)alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?*C(O)OH, (alquilo CO-
C8) OC(0O)Oalquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(0O)0O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)O-alquinilo C2-C18,
(alquilo C0-C8) OC(O)OH, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquilo C1-C18, (alquilo C0-C8) OC(O)NR?*alquenilo C2-C18,
(alquilo C0O-C8) OC(O)NR?*alquinilo C2-C18, (alquilo C0-C8)OC(O)NR?*H>, (alquilo C0-C8)NR?*(0)Oalquilo C1-C18,
(alquilo C0-C8) NR2*(0)O-alquenilo C2-C18, (alquilo C0-C8) NR?(O) O-alquinilo C2-C18, o (alquilo CO0-C8)
NRZ4(O)OH; y

R?* es hidrogeno o alquilo C1-C18.

[0163] Los ejemplos no limitantes del compuesto de Férmula N incluyen:

HO™' HOY

Calcitriol 25-hidroxivitamina D3
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y derivados de los mismos.

[0164] En realizaciones en las que Y comprende una estructura de férmula N, Y se conjuga con L (por ejemplo,
cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo, cuando L es un enlace) en cualquier posicién de la formula N que
es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica podria determinar facilmente la posicion de la
conjugacion en la formula N y los medios de conjugacién de la formula N a Q o L en vista del conocimiento general y
la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, la formula N esta conjugada a L o
Q en cualquiera de las posiciones 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25
0 26 de la Férmula M. En algunas realizaciones, la Féormula N se conjuga con L o0 Q en la posicion 1, 3, 19 0 25 de la
Formula N.

[0165] En algunas realizaciones, Y actua en el receptor X de pregnano (PXR). En algunas realizaciones, Y
comprende cualquier estructura que permite o promueve la actividad agonista en el PXR, mientras que en otras
otras realizaciones Y es un antagonista de PXR. En algunas realizaciones, Y es un esteroide, antibiotico,
antimicético, acido biliar, hiperforina, o un compuesto herbaceo. En realizaciones de ejemplo, Y es compuesto que
es capaz de inducir CYP3A4, tal como dexametasona y rifampicina. En realizaciones en las que Y comprende una
estructura que actua en el PXR, Y se conjuga con L (por ejemplo, cuando L es un grupo de unién) o Q (por ejemplo,
cuando L es un enlace) en cualquier posicién de Y que es capaz de reaccionar con Q o L. Un experto en la técnica
podria determinar facilmente la posicién de la conjugacion en Y y los medios de conjugacion de Y a Q o L en vista
del conocimiento general y la divulgacion proporcionada en el presente documento. En algunas realizaciones, Y esta
conjugado a L o Q en cualquiera de las posiciones en Y.

Modificacién del ligando de NHR (YY)

[0166] En algunas realizaciones, el ligando de NHR se derivatiza o, en cualquier caso, se modifica quimicamente
para comprender un resto reactivo que es capaz de reaccionar con el péptido de la superfamilia del glucagén (Q) o
el grupo de unién (L). En las realizaciones descritas en el presente documento, Y se derivatiza en cualquier posicion
de Y que es capaz de reaccionar con Q o L. La posicién de derivatizacién en Y es evidente para un experto en la
técnica y depende del tipo de ligando de NHR utilizado y la actividad que se desea. Por ejemplo, en realizaciones en
las que Y tiene una estructura que comprende un esqueleto tetraciclico que tiene tres anillos de 6 miembros unidos
a un anillo de 5 miembros o una variaciéon de los mismos, Y se puede derivatizar en cualquiera de las posiciones 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25. Otras posiciones de derivatizacion
pueden ser como se han descrito anteriormente en el presente documento.

[0167] El ligando de NHR puede ser derivatizado usando cualquier agente conocido para un experto en la técnica o
tal como se describe en el presente documento (por ejemplo, consulte la seccion E/ grupo de unién y la subseccion
Modificacién quimica de Q y/o Y). Por ejemplo, el estradiol se puede derivatizar con acido succinico, anhidrido
succinico, acido benzoico, 2-bromoacetato de etilo o acido yodoacético para formar los derivados siguientes de
estradiol que son capaces de conjugarse a Qo L.

2-bromoacetato de
acido succinico o etilo o acido

anhidrido succinico o ) yodoacético
acido benzoico
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[0168] Del mismo modo, cualquiera de los ligandos de NHR mencionados anteriormente se pueden derivatizar por
procedimientos conocidos en la técnica. Ademas, ciertos ligandos derivatizados estan comercialmente disponibles y
se pueden adquirir en empresas quimicas, tales como Sigma-Aldrich.

El Péptido de la superfamilia de glucagén (Q)

[0169] En los conjugados Q-L-Y descritos en el presente documento, Q es un péptido de la superfamilia del
glucagon. Un péptido de la superfamilia de glucagon se refiere a un grupo de péptidos relacionados en estructura en
sus regiones N-terminal y/o regiones C-terminal (véase, por ejemplo, Sherwood et al, Endocrine Reviews 21: 619-
670 (2000)). Se cree que el extremo C-terminal generalmente funciona en la unién al receptor y el extremo N-
terminal generalmente funciona en la sefalizacion del receptor. Unos pocos aminogcidos en las regiones N-terminal
y C-terminal estdn muy conservados entre los miembros de la superfamilia del glucagén. Algunos de estos
aminoacidos conservados incluyen His1, Gly4, Phe6, Phe22, Va123, Trp25 y Leu26, mostrando los aminoacidos en
estas posiciones identidad, sustituciones conservativas o similitud en la estructura de sus cadenas laterales de
aminoacidos.

[0170] Los péptidos de la superfamilia del glucagén incluyen péptidos relacionados con glucagon, la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH; SEQ ID NO: 1619), el péptido intestinal vasoactivo (VIP; SEQ ID
NO: 1620), el polipéptido 27 activador de la adenilato ciclasa pituitaria (PACAP-27; SEQ ID NO: 1621), el péptido
histidina isoleucina (PHI; SEQ ID NO: 1542), el péptido histidina metionina (PHM; SEQ ID NO: 1622), la secretina
(SEQ ID NO: 1623), y/o analogos, derivados o conjugados de los mismos. En algunas realizaciones, Q comprende
una secuencia de aminoacidos del glucagén natural, la exendina-4 natural, GLP-1 natural (7-37), GLP-2 natural,
GHRH natural, VIP natural, PACAP-27 natural, PHM natural, oxintomodulina natural, secretina natural, o GIP natural
con hasta 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 o0 10 modificaciones de aminoacidos.

[0171] En algunos aspectos de esta invencion, Q es un péptido relacionado con glucagén, tal como, por ejemplo, el
glucagén (SEQ ID NO: 1601), oxintomodulina (SEQ ID NO: 1606), exendina-4 (SEQ ID NO: 1618), péptido 1 de tipo
glucagén (GLP-1) (aminoécidos 7-36 proporcionados como SEQ ID NO: 1603; aminoacidos 7-37 se proporcionan
como SEQ ID NO: 1604), péptido 2 similar al glucagén (GLP 2, SEQ ID NO: 1608), péptido inhibidor gastrico (GIP,
SEQ ID NO: 1607) o analogos, derivados y conjugados de los mismos. Un péptido relacionado con glucagén tiene
actividad bioldgica (tal como un agonista o antagonista) en uno cualquiera 0 mas de los receptores de glucagoén,
GLP-1, GLP-2, y GIP y comprenden una secuencia de aminoacidos que comparte al menos 20% de identidad de
secuencia (por ejemplo , 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%) con
al menos una de glucagén natural, oxintomodulina natural, exendina-4 natural, GLP-1 (7-37) natural, GLP-2 natural,
o GIP natural sobre la longitud del péptido (o sobre las posiciones que corresponden a glucagon, véase por ejemplo
la figura 1).

[0172] Se entiende que todos los posibles subconjuntos de actividad de los péptidos relacionados con glucagén se
contemplan, por ejemplo, péptidos que tienen actividad biolégica (como agonistas o antagonistas) en uno cualquiera
0 mas de los receptores de glucagon o GLP-1 o GIP, junto con todos los posibles subconjuntos de identidad de
secuencia para cada péptido natural en la lista, por ejemplo, comprenden una secuencia de aminoacidos que
comparte al menos 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% , 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% de
identidad de secuencia con GLP-1 natural sobre la longitud de GLP-1 natural. Tal como se describe en el presente
documento, el péptido relacionado con el glucagén es un péptido que tiene actividad agonista del receptor de
glucagédn, actividad agonista de receptor de GLP-1, actividad agonista del receptor de GIP, actividad co-agonista del
receptor de glucagdn/receptor de GLP-1, actividad co-agonista del receptor de glucagén/receptor de GIP, actividad
co-agonista del receptor de GLP-1/receptor de GIP, actividad triagonista de receptor de glucagén/receptor de GLP-
1/receptor de GIP, actividad antagonista del receptor de glucagén, o actividad antagonista del receptor de
glucagon/agonista del receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, el péptido conserva una conformacion de hélice
alfa en la mitad C-terminal de la molécula. En algunas realizaciones, el péptido conserva posiciones implicadas en la
interaccion o sefalizacion del receptor, por ejemplo la posicién 3 del glucagén, o la posicion 7, 10, 12, 13, 150 17 de
GLP-1 (7-37). En consecuencia, el péptido relacionado con glucagén puede ser un péptido de Clase 1, Clase 2,
Clase 3, Clase 4, y/o Clase 5, cada uno de los cuales se describe adicionalmente en el presente documento.

[0173] Q también puede ser cualquiera de los péptidos de la superfamilia del glucagon que son conocidos en la
técnica, algunos de los que se describen en el presente documento a modo de ejemplos no limitativos. Una variedad
de analogos de GLP-1 son conocidos en la técnica y son un péptido relacionado con glucagon, tal como se describe
en el presente documento, véase, por ejemplo, WO 2008023050, WO 2007030519, WO 2005058954, WO
2003011892, WO 2007046834, WO 2006134340, WO 2006124529, WO 2004022004, WO 2003018516, WO
2007124461. En cualquiera de las realizaciones, Q puede ser un péptido relacionado con glucagon descrito en los
documentos WO 2007/056362, WO 2008/086086, WO 2009/155527, WO 2008/101017, WO 2009/155258, WO
2009/058 662, WO 2009/058734, WO 2009/099763, WO 2010/011439, solicitud de patente PCT No. US09/68745, y
la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 61/187.578. En ciertas realizaciones, Q es un péptido relacionado con
glucagon de Clase 1, Clase 2, Clase 3, Clase 4, o Clase 5, tal como se detalla en el presente documento. En

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, Q es cualquiera de SEQ ID NOs: 1-760, 801-
919, 1001-1275, 1301-1371, 1401-1518, 1601-1650. En algunas realizaciones, Q es cualquiera de las SEQ ID NOs:
1647-1650.

Actividad del péptido de la superfamilia del glucagén péptido (Q)

Actividad en el receptor de glucagén

[0174] En algunas realizaciones, Q presenta una ECso para la activacion del receptor de glucagén (o una ICso para el
antagonismo del receptor de glucagén) de aproximadamente 10 mM o menos, o aproximadamente 1 mM (1.000 pM)
0 menos (por ejemplo, aproximadamente 750 pM o menos, aproximadamente 500 pM o menos, aproximadamente
250 pyM o menos, aproximadamente 100 pM o menos, aproximadamente 75 uM o menos, aproximadamente 50 pM
0 menos, aproximadamente 25 pM o menos, aproximadamente 10 uM o menos, aproximadamente 7,5 pM o menos,
aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 uM o menos, aproximadamente 4 puM o menos,
aproximadamente 3 UM o menos, aproximadamente 2 pM o menos, o aproximadamente 1 uM o menos). En algunas
realizaciones, Q muestra una ECso 0 ICso en el receptor de glucagén de aproximadamente 1000 nM o menos (por
ejemplo, aproximadamente 750 nM o menos, aproximadamente 500 nM o menos, aproximadamente 250 nM o
menos, aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 75 nM o menos, aproximadamente 50 nM o menos,
aproximadamente 25 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 7,5 nM o menos,
aproximadamente 6 nM o0 menos, aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 4 nM o menos,
aproximadamente 3 nM o menos, aproximadamente 2 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos). En algunas
realizaciones, Q tiene una ECso o ICs0 en el receptor de glucagéon que estd en el intervalo picomolar. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, Q muestra una ECso o ICso en el receptor de glucagén de aproximadamente
1000 pM o menos (por ejemplo, aproximadamente 750 pM o menos, aproximadamente 500 pM o menos,
aproximadamente 250 pM o menos, aproximadamente 100 pM o menos , aproximadamente 75 pM o menos,
aproximadamente 50 pM o menos, aproximadamente 25 pM o menos, aproximadamente 10 pM o menos,
aproximadamente 7,5 pM o menos, aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 pM o menos,
aproximadamente 4 pM o menos, aproximadamente 3 pM o menos, aproximadamente 2 pM o menos o de
aproximadamente 1 pM o menos).

[0175] En algunas realizaciones, Q presenta una ECso o ICso en el receptor de glucagébn que es de
aproximadamente 0,001 pM o mas, aproximadamente 0,01 pM o mas, o aproximadamente 0,1 pM o mas. La
activacion del receptor de glucagoén (actividad del receptor de glucagon) se puede medir por ensayos in vitro que
miden la induccién de AMPc en células HEK293 que sobreexpresan el receptor de glucagon, por ejemplo, el ensayo
de células HEK293 cotransfectadas con ADN que codifica el receptor de glucagén y un gen luciferasa ligado a un
elemento sensible a AMPc como se describe en el Ejemplo 2.

[0176] En algunas realizaciones, Q muestra aproximadamente 0,001% o mas, aproximadamente 0,01% o mas,
aproximadamente 0,1% o mas, aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente
5% o mas, aproximadamente 10% o mas , aproximadamente 20% o mas, aproximadamente 30% o mas,
aproximadamente 40% o mas, aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 60% o mas, aproximadamente 75%
0 mas, aproximadamente 100% o mas, aproximadamente 125% o mas, aproximadamente 150% o mas,
aproximadamente 175% o mas, aproximadamente 200% o mas, aproximadamente 250% o mas, aproximadamente
300% o mas, aproximadamente 350% o mas, aproximadamente 400% o mas, aproximadamente 450% o mas, o
aproximadamente 500 % o mayor actividad en el receptor de glucagén en relacion con el glucagén natural (potencia
glucagén). En algunas realizaciones, Q muestra aproximadamente 5.000% o menos o aproximadamente 10.000% o
menos actividad en el receptor de glucagon en relaciéon con el glucagén natural. La actividad de Q en un receptor
con respecto a un ligando natural del receptor se calcula como la relacion inversa de ECso para Q en comparacion
con el ligando natural.

[0177] En algunas realizaciones, Q muestra actividad (potencia) sustancial en sélo el receptor de glucagén y poca o
ninguna actividad en el receptor de GLP-1 o el receptor de GIP. En algunas realizaciones, Q es considerado como
un "agonista del receptor de glucagén puro" o no se considera como un "coagonista del receptor de glucagon/GLP-
1" 0 un "coagonista del receptor de glucagon/GIP". En algunas realizaciones, Q presenta cualquiera de los niveles
de actividad o potencia en el receptor de glucagon descritos en el presente documento, pero tiene sustancialmente
menos actividad (potencia) en el receptor de GLP-1 o el receptor de GIP. En algunas realizaciones, Q muestra una
ECs0 en el receptor de GLP-1 que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de glucagén. En algunas
realizaciones, Q muestra una ECso en el receptor de GIP, que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de
glucagon.

Actividad en el receptor de GLP-1

[0178] En algunas realizaciones, Q presenta una ECso para la activacion del receptor de GLP-1 (o una ICso para el
antagonismo del receptor de GLP-1) de aproximadamente 10 mM o menos, o aproximadamente 1 mM (1.000 uM) o
menos (por ejemplo, aproximadamente 750 UM o menos, aproximadamente 500 UM o menos, aproximadamente 250
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MM o menos, aproximadamente 100 uM o menos, aproximadamente 75 pM o menos, aproximadamente 50 pM o
menos, aproximadamente 25 uM o menos, aproximadamente 10 uM o menos, aproximadamente 7,5 uM o menos,
aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 uM o menos, aproximadamente 4 puM o menos,
aproximadamente 3 UM o menos, aproximadamente 2 pM o menos, o aproximadamente 1 pM o menos). En algunas
realizaciones, Q muestra una ECso o ICso para la activacion del receptor de GLP-1 de aproximadamente 1000 nM o
menos (por ejemplo, aproximadamente 750 nM o menos, aproximadamente 500 nM o menos, aproximadamente 250
nM o menos, aproximadamente 100 nM o menos, aproximadamente 75 nM o menos, aproximadamente 50 nM o
menos, aproximadamente 25 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 7,5 nM o menos,
aproximadamente 6 nM o menos, aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 4 nM o menos,
aproximadamente 3 nM o menos, aproximadamente 2 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos). En algunas
realizaciones, Q tiene una ECso 0 ICso en el receptor de GLP-1 que esta en el intervalo picomolar. Por consiguiente,
en algunas realizaciones, Q muestra una ECso 0 ICso para la activacion del receptor de GLP-1 de aproximadamente
1000 pM o menos (por ejemplo, aproximadamente 750 pM o menos, aproximadamente 500 pM o menos,
aproximadamente 250 pM o menos, aproximadamente 100 pM o menos, aproximadamente 75 pM o menos,
aproximadamente 50 pM o menos, aproximadamente 25 pM o menos, aproximadamente 10 pM o menos,
aproximadamente 7,5 pM o menos, aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 pM o menos,
aproximadamente 4 pM o menos, aproximadamente 3 pM o menos, aproximadamente 2 pM o menos o de
aproximadamente 1 pM o menos).

[0179] En algunas realizaciones, Q presenta una ECso 0 ICso en el receptor de GLP-1 que es de aproximadamente
0,001 pM o mas, aproximadamente 0,01 pM o mas, o aproximadamente 0,1 pM o mas. La activacion del receptor de
GLP-1 (actividad del receptor de GLP-1) se puede medir por ensayos in vitro que miden la induccion de AMPc en
células HEK293 que sobreexpresan el receptor de GLP-1, por ejemplo, el ensayo de células HEK293
cotransfectadas con ADN que codifica el receptor de GLP-1 y un gen luciferasa ligado a un elemento sensible a
AMPc como se describe en el Ejemplo 2.

[0180] En algunas realizaciones, Q muestra aproximadamente 0,001% o mas, aproximadamente 0,01% o mas,
aproximadamente 0,1% o mas, aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente
5% o mas, aproximadamente 10% o mas , aproximadamente 20% o mas, aproximadamente 30% o mas,
aproximadamente 40% o mas, aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 60% o mas, aproximadamente 75%
0 mas, aproximadamente 100% o mas, aproximadamente 125% o mas, aproximadamente 150% o mas,
aproximadamente 175% o mas, aproximadamente 200% o mas, aproximadamente 250% o mas, aproximadamente
300% o mas, aproximadamente 350% o mas, aproximadamente 400% o mas, aproximadamente 450% o mas, o
aproximadamente 500 % o mayor actividad en el receptor de GLP-1 en relacion con el GLP-1 natural (potencia de
GLP-1). En algunas realizaciones, Q muestra aproximadamente 5.000% o menos o aproximadamente 10.000% o
menos actividad en el receptor de GLP-1 en relacion con el GLP-1 natural.

[0181] En algunas realizaciones, Q muestra actividad (potencia) sustancial en soélo el receptor de GLP-1 y poca o
ninguna actividad en el receptor de glucagon o el receptor de GIP. En algunas realizaciones, Q es considerado como
un "agonista del receptor de GLP-1 puro" o no se considera como un "coagonista del receptor de glucagén/GLP-1" o
un "coagonista de GLP-1/GIP". En algunas realizaciones, Q presenta cualquiera de los niveles de actividad o
potencia en el receptor de GLP-1 descritos en el presente documento, pero tiene sustancialmente menos actividad
(potencia) en el receptor de glucagon o el receptor de GIP. En algunas realizaciones, Q muestra una ECso en el
receptor de glucagén que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, Q
muestra una ECso en el receptor de GIP, que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de GLP-1.

Actividad en el receptor de GIP

[0182] En algunas realizaciones, Q presenta una ECso para la activacion del receptor de GIP (o una ICso para el
antagonismo del receptor de GIP) de aproximadamente 10 mM o menos, o aproximadamente 1 mM (1.000 uM) o
menos (por ejemplo, aproximadamente 750 uM o menos, aproximadamente 500 pM o menos, aproximadamente 250
MM o menos, aproximadamente 100 uM o menos, aproximadamente 75 pM o menos, aproximadamente 50 pM o
menos, aproximadamente 25 uM o menos, aproximadamente 10 uM o menos, aproximadamente 7,5 uyM o menos,
aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 uM o menos, aproximadamente 4 puM o menos,
aproximadamente 3 UM o menos, aproximadamente 2 pM o menos, o aproximadamente 1 uM o menos). En algunas
realizaciones, la ECso 0 ICs0 de Q en el receptor de GIP es de menos de 1.000 nM, menos de 900 nM, menos de 800
nM, menos de 700 nM, menos de 600 nM, menos de 500 nM, menos de 400 nM, menos de 300 nM, o menos de 200
nM. En algunas realizaciones, la ECso 0 ICs0 de Q en el receptor de GIP es de aproximadamente 100 nM o menos,
por ejemplo, aproximadamente 75 nM o menos, aproximadamente 50 nM o menos, aproximadamente 25 nM o
menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 8 nM o menos, aproximadamente 6 nM o menos,
aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 4 nM o menos, aproximadamente 3 nM o menos,
aproximadamente 2 nM o menos, o aproximadamente 1 nM o menos. En algunas realizaciones, Q muestra una ECso
0 ICso para la activacion del receptor de GIP que esté en el intervalo picomolar. En realizaciones de ejemplo, la ECso
0 ICs0 de Q en el receptor de GIP es inferior a 1.000 pM, inferior a 900 pM, inferior a 800 pM, inferior a 700 pM,
inferior a 600 pM, inferior a 500 pM, inferior a 400 pM, inferior a 300 pM, inferior a 200 pM. En algunas realizaciones,
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la ECs0 0 ICs0 de Q en el receptor de GIP es de aproximadamente 100 pM o menos, por ejemplo, aproximadamente
75 pM o menos, aproximadamente 50 pM o menos, aproximadamente 25 pM o menos, aproximadamente 10 pM o
menos, aproximadamente 8 pM o menos, aproximadamente 6 pM o menos, aproximadamente 5 pM o menos,
aproximadamente 4 pM o menos, aproximadamente 3 pM o menos, aproximadamente 2 pM o menos, o de
aproximadamente 1 pM o menos. La activacién del receptor se puede medir mediante ensayos in vitro que miden la
induccion de AMPc en células HEK293 que sobreexpresan el receptor de GIP, por ejemplo, mediante el ensayo de
células HEK293 cotransfectadas con ADN que codifica el receptor y un gen de luciferasa ligado a un elemento
sensible a AMPc, tal como se describe en el Ejemplo 2.

[0183] En algunas realizaciones de las presentes divulgaciones, Q muestra al menos o aproximadamente el 0,1% de
la actividad de GIP natural en el receptor de GIP. En realizaciones de ejemplo, Q muestra al menos o
aproximadamente el 0,2%, al menos o aproximadamente el 0,3%, al menos o aproximadamente el 0,4%, al menos o
aproximadamente el 0,5%, al menos o aproximadamente el 0,6%, al menos o aproximadamente el 0,7%, al menos o
aproximadamente el 0,8%, al menos o aproximadamente el 0,9%, al menos o aproximadamente el 1%, al menos o
aproximadamente el 5%, al menos o aproximadamente el 10%, al menos o aproximadamente el 20%, al menos o
aproximadamente el 30%, al menos o aproximadamente el 40%, al menos o aproximadamente el 50%, al menos o
aproximadamente el 60%, al menos o aproximadamente el 70%, al menos o aproximadamente el 75%, al menos o
aproximadamente el 80%, al menos o aproximadamente el 90%, al menos o aproximadamente el 95%, o al menos o
aproximadamente el 100% de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP.

[0184] En algunas realizaciones de las presentes divulgaciones, Q muestra actividad en el receptor de GIP que es
mayor que la de GIP natural. En realizaciones de ejemplo, Q muestra al menos o aproximadamente el 101%, al
menos o aproximadamente el 105%, al menos o aproximadamente el 110%, al menos o aproximadamente el 125%,
al menos o aproximadamente el 150%, al menos o aproximadamente el 175%, al menos o aproximadamente el
200%, al menos o aproximadamente el 300%, al menos o aproximadamente el 400%, al menos o aproximadamente
el 500% o un % superior de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP. En algunas realizaciones, Q no
muestra mas de 1.000%, 10.000%, 100.000%, o 1.000.000% de actividad en el receptor de GIP en relaciéon con GIP
natural. La actividad de un péptido en el receptor de GIP en relaciéon con GIP natural se calcula como la relacion
inversa de ECso para el péptido agonista de GIP vs. GIP natural.

[0185] En algunas realizaciones, Q muestra actividad (potencia) sustancial en sélo el receptor de GIP y poca o
ninguna actividad en el receptor de glucagon o el receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, Q es considerado
como un "agonista puro del receptor de GIP" o0 no se considera como una "coagonista del receptor de glucagéon/GIP"
o un "coagonista de GLP-1/GIP". En algunas realizaciones, Q presenta cualquiera de los niveles de actividad o
potencia en el receptor de GIP descritos en el presente documento, pero tiene sustancialmente menos actividad
(potencia) en el receptor de glucagon o el receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, Q muestra una ECso en el
receptor de glucagon que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de GIP y una ECso en el receptor de
GLP-1 que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de GIP.

Actividad en el receptor de GLP-1 y el receptor de glucagén

[0186] En algunas realizaciones, Q presenta actividad tanto en el receptor de GLP-1 como en el receptor de
glucagon ("coagonistas del recetor de glucagon/GLP-1"). En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso
o la actividad relativa o potencia) de Q en el receptor de glucagén esta dentro de aproximadamente 50 veces,
aproximadamente 40 veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 10 veces, o
aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de su actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o
potencia) en el receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, la potencia de glucagén de Q estd dentro de
aproximadamente 25, aproximadamente 20, aproximadamente 15, aproximadamente 10 o aproximadamente 5
veces diferente (mayor o menor) de su potencia de GLP-1.

[0187] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la ECso o la potencia de Q en el receptor de
glucagoén dividida por la actividad relativa o la ECso o potencia de Q en el receptor de GLP-1 es menor que, o es
aproximadamente, X, donde X se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la
relacién de la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de glucagén dividida por la ECso 0 potencia o
actividad relativa de Q en el receptor de GLP-1 es de aproximadamente 1 a menos de 5 (por ejemplo,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la
relacién de la potencia de glucagon de Q comparado con la potencia de GLP-1 de Q es menor que, o es de
aproximadamente, Z, donde Z se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 y 5. En algunas realizaciones, la
relacion de la potencia de glucagén de Q en comparacion con la potencia de GLP-1 de Q es de menos de 5 (por
ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas
realizaciones, Q tiene una ECso en el receptor de glucagon, que es de 2 a 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso en el receptor de GLP-1.

[0188] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la potencia o la ECso de Q en el receptor de
GLP-1 dividida por la actividad relativa o potencia o la ECso del analogo de glucagén en el receptor de glucagon es
menor que, o es aproximadamente, V, donde V se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas
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realizaciones, la relacién de la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GLP-1 dividida por la ECso
o potencia o actividad relativa de Q en el receptor de glucagén es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4,
aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la relacion de la potencia
de GLP-1 de Q comparado con la potencia de glucagon de Q es menor que, o es de aproximadamente, W, donde W
se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 y 5. En algunas realizaciones, la relacion de la potencia de GLP-
1 de Q en comparacion con la potencia de glucagén de Q es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4,
aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Q tiene una ECso en el
receptor de GLP-1, que es de 2 a 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8
veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso en el receptor de glucagoén.

[0189] En algunas realizaciones, Q muestra al menos 0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o més,
aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad de
GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 (potencia de GLP-1) y presenta al menos 0,1% (por ejemplo,
aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o
mas, o mas) de la actividad del glucagén natural en el receptor de glucagoén (potencia de glucagoén).

[0190] La selectividad de Q para el receptor de glucagon en comparacion con el receptor de GLP-1 puede ser
descrito como la relacion relativa de actividad de glucagdén/GLP-1 (actividad de Q en el receptor de glucagén en
relacion con el glucagén natural, dividida por la actividad del analogo en el receptor de GLP-1 con respecto al GLP-1
natural). Por ejemplo, Q que muestra 60% de la actividad del glucagén natural en el receptor de glucagén y 60% de
la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 tiene una relacion 1:1 de actividad de glucagon/GLP-1. Las
relaciones de ejemplo de actividad de glucagén/GLP-1 incluyen aproximadamente 1:1, 1,5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1,
71, 8:1, 911 o 10:1, o aproximadamente 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, o 1:1,5. Como ejemplo, una
relacion de actividad de glucagon/GLP-1 de 10:1 indica una selectividad de 10 veces para el receptor de glucagon
en comparacion con el receptor de GLP-1. Del mismo modo, una relaciéon de actividad de GLP-1/glucagén de 10:1
indica una selectividad de 10 veces para el receptor de GLP-1 en comparacién con el receptor de glucagon.

[0191] En algunas realizaciones, Q muestra actividad (potencia) sustancial en el receptor de glucagén y receptor de
GLP-1 y poca o ninguna actividad en el receptor de GIP. En algunas realizaciones, Q presenta cualquiera de los
niveles de actividad o potencia en el receptor de glucagén y el receptor de GLP-1 descrito en el presente
documento, pero tiene una actividad (potencia) sustancialmente menor en el receptor de GIP. En algunas
realizaciones, Q muestra una ECso en el receptor de GIP, que es 100 veces o mayor que la ECso en el receptor de
glucagoén y la ECso en el receptor de GLP-1.

Actividad en el receptor de GLP-1 y el receptor de GIP

[0192] En algunas realizaciones, Q presenta actividad tanto en el receptor de GLP-1 como en el receptor de GIP
("coagonistas del receptor de GIP/GLP-1"). En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad
relativa o potencia) de Q en el receptor de GIP est4 dentro de aproximadamente 50 veces, aproximadamente 40
veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 10 veces, o aproximadamente 5
veces diferente (mayor o menor) de su actividad (por ejemplo, la ECso 0 la actividad relativa o potencia) en el
receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, la potencia de GIP de Q esta dentro de aproximadamente 25,
aproximadamente 20, aproximadamente 15, aproximadamente 10 o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o
menor) de su potencia de GLP-1.

[0193] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la ECso o la potencia de Q en el receptor de
GIP dividida por la actividad relativa o la ECso o potencia de Q en el receptor de GLP-1 es menor que, o es
aproximadamente, X, donde X se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la
relacion de la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GIP dividida por la ECso 0 potencia o
actividad relativa de Q en el receptor de GLP-1 es de aproximadamente 1 a menos de 5 (por ejemplo,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la
relacién de la potencia de GIP de Q comparado con la potencia de GLP-1 de Q es menor que, o es de
aproximadamente, Z, donde Z se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 y 5. En algunas realizaciones, la
relacién de la potencia de GIP de Q en comparacion con la potencia de GLP-1 de Q es de menos de 5 (por ejemplo,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Q
tiene una ECso en el receptor de GIP, que es de 2 a 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso en el receptor de GLP-1.

[0194] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la potencia o la ECso de Q en el receptor de
GLP-1 dividida por la actividad relativa o potencia o la ECso de Q en el receptor de GIP es menor que, o es
aproximadamente, V, donde V se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la
relacién de la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GLP-1 dividida por la ECso 0 potencia o
actividad relativa de Q en el receptor de GIP es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente
3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la relacion de la potencia de GLP-1 de Q
comparado con la potencia de GIP de Q es menor que, o es de aproximadamente, W, donde W se selecciona de
100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 y 5. En algunas realizaciones, la relacién de la potencia de GLP-1 de Q en
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comparacion con la potencia de GIP de Q es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3,
aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Q tiene una ECso en el receptor de GLP-1, que
es de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso en el receptor de GIP.

[0195] En algunas realizaciones, Q muestra al menos 0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o més,
aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad de
GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 (potencia de GLP-1) y presenta al menos 0,1% (por ejemplo,
aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o
mas, o mas) de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP (potencia de GIP).

[0196] La selectividad de Q para el receptor de GIP en comparacién con el receptor de GLP-1 puede ser descrito
como la relacién relativa de actividad de GIP/GLP-1 (actividad de Q en el receptor de GIP en relacion con el GIP
natural, dividida por la actividad del analogo en el receptor de GLP-1 con respecto al GLP-1 natural). Por ejemplo, Q
que muestra 60% de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP y 60% de la actividad de GLP-1 natural en el
receptor de GLP-1 tiene una relacién 1:1 de actividad de GIP/GLP-1. Las relaciones de ejemplo de actividad de
GIP/GLP-1 incluyen aproximadamente 1:1, 1,5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 o 10:1, o aproximadamente
1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, o 1:1,5. Como ejemplo, una relacién de actividad de GIP/GLP-1 de 10:1
indica una selectividad de 10 veces para el receptor de de GIP en comparacion con el receptor de GLP-1. Del mismo
modo, una relacién de actividad de GLP-1/GIP de 10:1 indica una selectividad de 10 veces para el receptor de GLP-
1 en comparacién con el receptor de GIP.

Actividad en el receptor de glucagén y el receptor de GIP

[0197] En algunas realizaciones, Q presenta actividad tanto en el receptor de glucagéon como en el receptor de GIP
("coagonistas del receptor de GIP/glucagén”). En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso 0 la
actividad relativa o potencia) de Q en el receptor de GIP estda dentro de aproximadamente 50 veces,
aproximadamente 40 veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 10 veces, o
aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de su actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o
potencia) en el receptor de glucagén. En algunas realizaciones, la potencia de GIP de Q estd dentro de
aproximadamente 25, aproximadamente 20, aproximadamente 15, aproximadamente 10 o aproximadamente 5
veces diferente (mayor o menor) de su potencia de glucagon.

[0198] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la ECso o la potencia de Q en el receptor de
GIP dividida por la actividad relativa o la ECso o potencia de Q en el receptor de glucagén es menor que, 0 es
aproximadamente, X, donde X se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la
relacién de la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GIP dividida por la ECso 0 potencia o
actividad relativa de Q en el receptor de glucagén es de aproximadamente 1 a menos de 5 (por ejemplo,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la
relacién de la potencia de GIP de Q comparado con la potencia de glucagén de Q es menor que, o es de
aproximadamente, Z, donde Z se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 y 5. En algunas realizaciones, la
relacion de la potencia de GIP de Q en comparacion con la potencia de glucagon de Q es de menos de 5 (por
ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas
realizaciones, Q tiene una ECso en el receptor de GIP, que es de 2 a 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso en el receptor de glucagon.

[0199] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la potencia o la ECso de Q en el receptor de
glucagén dividida por la actividad relativa o potencia o la ECso de Q en el receptor de GIP es menor que, o es
aproximadamente, V, donde V se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la
relacion de la ECso o potencia o actividad relativa de Q en el receptor de glucagon dividida por la ECso 0 potencia o
actividad relativa de Q en el receptor de GIP es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente
3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la relaciéon de la potencia de glucagon de Q
comparado con la potencia de GIP de Q es menor que, o es de aproximadamente, W, donde W se selecciona de
100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 y 5. En algunas realizaciones, la relacién de la potencia de glucagén de Q en
comparacién con la potencia de GIP de Q es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3,
aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Q tiene una ECso en el receptor de glucagon,
que es de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso en el receptor de GIP.

[0200] En algunas realizaciones, Q muestra al menos 0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas,
aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad de
glucagén natural en el receptor de glucagén (potencia de glucagén) y presenta al menos 0,1% (por ejemplo,
aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o
mas, o mas) de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP (potencia de GIP).

[0201] La selectividad de Q para el receptor de GIP en comparacion con el receptor de glucagén puede ser descrito
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como la relacién relativa de actividad de GIP/glucagén (actividad de Q en el receptor de GIP en relacién con el GIP
natural, dividida por la actividad del analogo en el receptor de glucagén con respecto al glucagéon natural). Por
ejemplo, Q que muestra 60% de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP y 60% de la actividad de glucagén
natural en el receptor de glucagon tiene una relaciéon 1:1 de actividad de GIP/glucagodn. Las relaciones de ejemplo de
actividad de GIP/glucagén incluyen aproximadamente 1:1, 1,5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:11 o 10:1, o
aproximadamente 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 0 1:1,5. Como ejemplo, una relacién de actividad de
GIP/glucagén de 10:1 indica una selectividad de 10 veces para el receptor de de GIP en comparacion con el
receptor de glucagon. Del mismo modo, una relacion de actividad de GLP-1/glucagén de 10:1 indica una selectividad
de 10 veces para el receptor de glucagén en comparacién con el receptor de GIP.

Actividad en el receptor de glucagén, el receptor de GLP-1, y el receptor GIP

[0202] En algunas realizaciones, Q presenta actividad en los tres del receptor de glucagén, receptor de GLP-1, y el
receptor de GIP ("triagonistas del receptor de glucagdon/GLP-1/GIP"). En algunas realizaciones, la actividad (por
ejemplo, la ECso 0 la actividad relativa o potencia) de Q en el receptor de glucagon esta dentro de aproximadamente
100 veces, aproximadamente 75 veces, aproximadamente 60 veces, 50 veces, aproximadamente 40 veces,
aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 10 veces, o aproximadamente 5 veces
diferente (mayor o menor) de su actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) en el receptor de
GLP-1 y el receptor de GIP. En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso 0 la actividad relativa o
potencia) de Q en el receptor de GLP-1 esta dentro de aproximadamente 100 veces, aproximadamente 75 veces,
aproximadamente 60 veces, 50 veces, aproximadamente 40 veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente
20 veces, aproximadamente 10 veces, o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de su actividad (por
ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia), en el receptor de glucagén y el receptor de GIP. En algunas
realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso 0 la actividad relativa o potencia) de Q en el receptor de GIP esta
dentro de aproximadamente 100 veces, aproximadamente 75 veces, aproximadamente 60 veces, 50 veces,
aproximadamente 40 veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 10 veces, o
aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de su actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o
potencia), en el receptor de glucagon y el receptor de GLP-1. Esta diferencia de veces se puede expresar
alternativamente como relaciones de glucagén/GLP-1 o GLP-1/GIP, o de glucagon/GLP-1 como anteriormente.

Estructura del péptido de la superfamilia de glucagén (Q)

[0203] El péptido de la superfamilia del glucagon (Q) descrito en el presente documento puede comprender una
secuencia de aminoacidos que se basa en la secuencia de aminoacidos del glucagén humano natural (SEQ ID NO:
1601), GLP-1 humano natural (SEQ ID NOs: 1603 o 1604), o GIP humano natural (SEQ ID NO: 1607).

En base a glucagdén humano natural

[0204] En algunos aspectos de la invencion, el péptido de la superfamilia del glucagén (Q) comprende una
secuencia de aminoacidos que se basa en la secuencia de aminoacidos del glucagén humano natural (SEQ ID NO:
1601). En algunos aspectos, Q comprende una secuencia de aminoacidos modificada de SEQ ID NO: 1601 que
comprende 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, y en algunos casos, 16 o mas (por ejemplo, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, etc.), modificaciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, Q comprende un total de 1, hasta
2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, hasta 6, hasta 7, hasta 8, hasta 9, o hasta 10 modificaciones de aminoacidos con
respecto a la secuencia de glucagéon humano natural (SEQ ID NO: 1601). En algunas realizaciones, las
modificaciones son cualquiera de las descritas en el presente documento, por ejemplo, acilacion, alquilacion,
pegilacién, truncamiento en C-terminal, la sustitucién de aminoacido en una o mas de las posiciones 1, 2, 3, 7, 10,
12,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28, y 29.

[0205] En algunas realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 25% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos del glucagén humano natural (SEQ ID NO: 1601). En algunas
realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90 % o mas de un 90% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1601. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de Q, que tiene el % de
identidad de secuencia anteriormente referenciada es la secuencia de aminoacidos de longitud completa de Q. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de Q que tiene el % de identidad de secuencia referenciada
anteriormente es solo una parte de la secuencia de aminoacidos de Q. En algunas realizaciones, Q comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene sobre un % de identidad de secuencia A o mayor con una secuencia de
aminoacidos referenciada de al menos 5 aminoacidos contiguos (por ejemplo, al menos 6, al menos 7, al menos 8,
al menos 9, al menos 10 aminoacidos) de la SEQ ID NO: 1601, donde la secuencia de aminoacidos de referencia
comienza con el aminoéacido en la posicién C de la SEQ ID NO: 1601 y termina con el amino&cido en la posicion D
de la SEQ ID NO: 1601, en la que A es 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97,98,99;Ces1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,028 y D
es5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 , 25, 26, 27, 28 o0 29. Cualquiera y todas las
posibles combinaciones de los parametros anteriores se contemplan, incluyendo, pero no limitado a, por ejemplo, en
laque Aes90% yCyDson1y27,06y27,08y27,010y 27,012y 27,016y 27.
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En base a GLP-1 humano natural

[0206] En algunos aspectos de la invencion, el péptido de la superfamilia del glucagén (Q) comprende una
secuencia de aminoacidos que se basa en la secuencia de aminoacidos de GLP-1 humano natural (SEQ ID NO:
1603). En algunos aspectos, Q comprende una secuencia de aminoacidos modificada de SEQ ID NO: 1603 que
comprende 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, y en algunos casos, 16 o mas (por ejemplo, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, etc.), modificaciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, Q comprende un total de 1, hasta
2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, hasta 6, hasta 7, hasta 8, hasta 9, o hasta 10 modificaciones de aminoacidos con
respecto a la secuencia de GLP-1 humana natural (SEQ ID NO: 1603). En algunas realizaciones, las modificaciones
son cualquiera de las descritas en el presente documento, por ejemplo, acilacién, alquilacion, pegilacion,
truncamiento en C-terminal, la sustitucion de aminoacido en una o mas de las posiciones 1, 2, 3, 7, 10, 12, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28, y 29.

[0207] En algunas realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 25% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos del GLP-1 humano natural (SEQ ID NO: 1603). En algunas
realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90 % o mas de un 90% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1603. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de Q, que tiene el % de
identidad de secuencia anteriormente referenciada es la secuencia de aminoacidos de longitud completa de Q. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de Q que tiene el % de identidad de secuencia referenciada
anteriormente es sélo una parte de la secuencia de aminoacidos de Q. En algunas realizaciones, Q comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene sobre un % de identidad de secuencia A o mayor con una secuencia de
aminoacidos referenciada de al menos 5 aminoacidos contiguos (por ejemplo, al menos 6, al menos 7, al menos 8,
al menos 9, al menos 10 aminoacidos) de la SEQ ID NO: 1603, donde la secuencia de aminoacidos de referencia
comienza con el aminodacido en la posicién C de la SEQ ID NO: 1603 y termina con el aminoacido en la posicion D
de la SEQ ID NO: 1603, en la que A es 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97,98,99;Ces 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,27,028 yD
esb5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 , 25, 26, 27, 28 o 29. Cualquiera y todas las
posibles combinaciones de los parametros anteriores se contemplan, incluyendo, pero no limitado a, por ejemplo, en
laque Aes90% yCyDson1y27,06y27,08y27,010y27,012y 27,016y 27.

En base a GIP humano natural

[0208] En algunas realizaciones de las presentes divulgaciones, Q es un analogo de GIP humano natural, la
secuencia de aminoacidos de la cual se proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 1607. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que se basa en la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1607 pero esta modificado con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, y en
algunos casos, 16 o0 mas (por ejemplo, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, etc.) modificaciones de aminoacidos. En
algunas realizaciones, Q comprende un total de 1, hasta 2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, hasta 6, hasta 7, hasta 8, hasta
9, o hasta 10 modificaciones de aminoacidos respecto a la secuencia de GIP humano natural (SEQ ID NO:
1607). En algunas realizaciones, las modificaciones son cualquiera de las descritas en el presente documento, por
ejemplo, acilacion, alquilacién, pegilacidn, truncamiento en C-terminal, la sustitucién de aminoacido en una o mas de
las posiciones 1, 2, 3, 7, 10, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28, y 29. Los ejemplos de agonistas del
receptor de GIP son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Irwin et al, J Pharm y Expmt Ther 314 (3): 1187-
1194 (2005); Salhanick et al, Bioorg Med Chem Lett 15 (18): 4114-4117 (2005); Green et al, Dibetes 7 (5): 595-604
(2005); O'Harte et al, J Endocrinol 165 (3): 639-648 (2000); O'Harte et al, Diabetologia 45 (9): 1281-1291 (2002);
Gault et al, Biochem J 367 (PT3): 913-920 (2002); Gault et al, J Endocrin 176: 133-141 (2003); Irwin et al., Diabetes
Obes Metab. 11 (6): 603-610 (epub 2009).

[0209] En algunas realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 25% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de GIP humana natural (SEQ ID NO: 1607). En algunas
realizaciones, Q comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90 % o tiene mas de un 90% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1607. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de Q que tiene el % de
identidad de secuencia anteriormente referenciada es la secuencia de aminoacidos de longitud completa de Q. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de Q que tiene el % de identidad de secuencia referenciada
anteriormente es solo una parte de la secuencia de aminoacidos de Q. En algunas realizaciones, Q comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene un % de aproximadamente A o mayor identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacidos de referencia de al menos 5 aminoacidos contiguos (por ejemplo, al menos 6, al menos 7,
al menos 8, al menos 9, al menos 10 aminoacidos) de la SEQ ID NO: 1607, en el que la secuencia de aminoacidos
de referencia comienza con el aminoacido en la posiciéon C de la SEQ ID NO: 1607 y termina con el aminogcido en
la posicion D de la SEQ ID NO: 1607, en el que A es 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93,
94, 95,96, 97,98,99;Ces1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,028y Des 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 , 25, 26, 27, 28 o0 29. Se
contemplan cualquiera y todas las posibles combinaciones de los parametros anteriores, incluyendo, pero no

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

limitado a, por ejemplo, enelque Aes 90% yCyDson1y27,06y27,08y27,010y27,012y 27,016y 27.
Modificaciones

[0210] Cuando Q es un péptido relacionado con glucagén, Q puede comprender la secuencia de aminogcidos de
glucagén natural (SEQ ID NO: 1601) con modificaciones. En realizaciones de ejemplo, el péptido relacionado con
glucagon puede comprender un total de 1, hasta 2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, hasta 6, hasta 7, hasta 8, hasta 9, o
hasta 10 modificaciones de aminoacidos relativas a la secuencia de glucagén natural, por ejemplo, sustituciones
conservativas 0 no conservativas. Las modificaciones y sustituciones descritas en el presente documento son, en
ciertos aspectos, realizadas en posiciones especificas dentro de Q en el que la numeracidon de la posicién
corresponde a la numeracion de glucagén (SEQ ID NO: 1601). En algunas otras realizaciones se llevan a cabo 1, 2,
3, 4 o 5 sustituciones no conservativas en cualquiera de las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21,
24, 27, 28 o0 29 y se llevan a cabo hasta 5 sustituciones conservativas adicionales en cualquiera de estas
posiciones. En algunas otras realizaciones, se llevan a cabo 1, 2, o 3 modificaciones de aminoacidos dentro de los
aminoacidos en las posiciones 1-16, y se llevan a cabo 1, 2 o 3 modificaciones de aminoacidos dentro de los
aminoacidos en las posiciones 17-26. En algunas realizaciones, Q retiene al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27 o 28 de
los aminoacidos de origen natural en las posiciones correspondientes en el glucagén natural (por ejemplo, tienen 1-
7, 1-5 o 1-3 modificaciones relativas al glucagén de origen natural).

Resistencia a DPP-IV

[0211] En algunas realizaciones, cuando Q es un péptido de la superfamilia del glucagén, Q comprende una
modificacion en la posicién 1 o 2 para reducir la susceptibilidad a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-
IV). Mas particularmente, en algunas realizaciones, la posicion 1 de Q (por ejemplo, seleccionada de entre las de la
figura 1) esta sustituida con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-histidina, acido alfa, alfa-
dimetil imidiazol acético (DMIA), N-metil histidina, alfa-metil histidina, acido imidazol acético, desaminohistidina,
hidroxil-histidina, acetil-histidina y homo-histidina. Mas particularmente, en algunas realizaciones, la posicién 2 de Q
esta sustituida con un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en D-serina, D-alanina, valina, glicina, N-
metil serina y aminoacidoisobutirico. En algunas realizaciones, la posicidon 2 del péptido relacionado con glucagéon no
es D-serina.

Modificacién de glucagdén en la posicién 3

[0212] Los péptidos relacionados con glucagén de las clases 1 a 3 descritos en el presente documento pueden estar
modificados en la posicidon 3 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural) para mantener o
aumentar la actividad en el receptor de glucagon.

[0213] En algunas realizaciones en las que Q es un péptido relacionado con glucagén de Clase 1, Clase 2, o Clase
3, la actividad mantenida o mejorada en el receptor de glucagén puede lograrse mediante la modificacion de la Gin
en la posicion 3 con un andlogo de glutamina. Por ejemplo, un péptido relacionado con glucagén de Clase 1, Clase
2, o Clase 3 que comprende un analogo de glutamina en la posicion 3 puede mostrar aproximadamente 5%,
aproximadamente 10%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 50%, o aproximadamente 85% o mayor de
la actividad de glucagon natural (SEQ ID NO: 1601) en el receptor de glucagon. En algunas realizaciones, un
péptido relacionado con glucagon de Clase 1, Clase 2, o Clase 3 que comprende un analogo de glutamina en la
posicion 3 puede presentar aproximadamente el 20%, aproximadamente el 50%, aproximadamente el 75%,
aproximadamente el 100%, aproximadamente el 200% o aproximadamente el 500% o mayor la actividad de un
péptido de glucagén correspondiente que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el péptido que comprende
el andlogo de glutamina, excepto para el aminoacido modificado en la posicion 3 en el receptor de glucagon. En
algunas realizaciones, un péptido relacionado con glucagén de Clase 1, Clase 2, o Clase 3 que comprende un
analogo de glutamina en la posiciéon 3 muestra una mayor actividad en el receptor de glucagén, pero la actividad
mejorada no es mas de 1.000%, 10.000%, 100.000%, o 1.000.000% de la actividad del glucagén natural o de un
péptido relacionado con glucagén correspondiente que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el péptido que
comprende el analogo de glutamina, excepto por el aminoacido modificado en la posicion 3.

[0214] En algunas realizaciones, el analogo de glutamina es un aminoacido de origen natural o no natural que
comprende una cadena lateral de la Estructura I, Il o llI:
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0
$R1—cH,—x—LR?

Estructura |

o)
-§—R1—GHQJ|—Y

Estructura ll

o
I}
$R'—CH,—S—CHy—R*

Estructura Il

en las que R" es alquilo Co-3 0 heteroalquilo Co-3; R? es NHR* o alquilo C1.3; R® es alquilo C1-3; R* es H o alquilo C1.3;
X es NH, O, 0 S; e Y es NHR* SR3 u OR3. En algunas realizaciones, X es NH o Y es NHR* En algunas
realizaciones, R es alquilo Co2 0 heteroalquilo C+1. En algunas realizaciones, R? es NHR* o alquilo C1. En algunas
realizaciones, R* es H o alquilo C+1. En realizaciones de ejemplo en las que Q es un péptido relacionado con
glucagédn de la Clase 1, Clase 2 o Clase 3, se proporciona un aminoacido que comprende una cadena lateral de
estructura | en donde, R' es CH2-S, X es NH, y R? es CH3 (acetamidometil-cisteina, C(Acm)) ; R es CH2, X es NH, y
R? es CHs (acido acetildiaminobutanoico, Dab (Ac)); R' es alquilo Co, X es NH, R? es NHR4 y R* es H (acido
carbamoildiaminopropanoico, Dap (urea)); o R' es CH2-CHz, X es NH, y R? es CHs (acetilornitina, Orn (Ac)). En
realizaciones de ejemplo, se proporciona un aminoacido que comprende una cadena lateral de la Estructura Il donde
R" es CHz, Y es NHR?, y R* es CHz (metilglutamina, Q (Me)). En realizaciones de ejemplo, se proporciona un
aminoacido que comprende una cadena lateral de la Estructura |ll donde R' es CH2y R* es H (metionina-sulféxido,
M(O)); en realizaciones especificas, el aminoacido en la posicién 3 esta sustituido por Dab(Ac).

Acilaciéon de Q

[0215] En algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén (por ejemplo, un péptido relacionado con
glucagon de Clase 1, péptido relacionado con glucagén de Clase 2, péptido relacionado con glucagéon de Clase 3,
péptido relacionado con glucagoén de Clase 4, péptidos relacionados con glucagén de Clase 4 o péptido relacionado
con glucagén de Clase 5), Q se modifica para comprender un grupo acilo. El grupo acilo puede estar unido
covalentemente directamente a un aminoacido del péptido Q, o indirectamente a un aminoacido de Q a través de un
espaciador, en el que el espaciador se coloca entre el aminoacido de Q y el grupo acilo. Q puede estar acilado en la
misma posicién de aminoacido donde se une un resto hidrofilo, o en una posicidon de aminoacido diferente. Tal como
se describe en el presente documento, Q puede ser un péptido de la superfamilia del glucagon, péptido relacionado
con glucagoén, incluyendo un péptido relacionado con glucagén de clase 1, 2, 3, 4 o 5, o la osteocalcina, la
calcitonina, la amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos. Por ejemplo, Q puede ser uno de Clase 1,
Clase 2, Clase 3, Clase 4 o Clase 5, y puede comprender un grupo acilo que es un aminoacido de origen no natural
a natural. La acilaciéon puede llevarse a cabo en cualquier posicién dentro Q. Cuando Q es un péptido relacionado
con glucagon, la acilacion se puede producir en cualquier posicion, incluyendo cualquiera de las posiciones 1-29,
una posicién dentro de una extension C-terminal, o el aminoacido C-terminal, siempre que la actividad mostrada por
el péptido relacionado con glucagén no acilado se retenga después de la acilacion. Por ejemplo, si el péptido no
acilado tiene actividad agonista del glucagon, entonces el péptido acilado retiene la actividad agonista del
glucagon. Por ejemplo, también, si el péptido no acilado tiene actividad antagonista del glucagén, entonces el
péptido acilado retiene la actividad antagonista del glucagén. Por ejemplo, si el péptido no acilado tiene actividad
agonista de GLP-1, entonces el péptido acilado retiene la actividad agonista de GLP-1. Los ejemplos no limitantes
incluyen la acilacion en las posiciones 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28, o 29 (segun la
numeracion de aminoacidos de glucagon de tipo natural). Con respecto a los péptidos relacionados con glucagén de
Clase 1, Clase 2 y Clase 3, la acilacién se puede producir en cualquiera de las posiciones 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28, 29, 30, 37, 38, 39, 40, 41, 42, o0 43 (segun la numeracion de aminoacidos del
glucagon de tipo natural). Otros ejemplos no limitantes con respecto a los péptidos relacionados con glucagén (por
ejemplo, la clase 1, 2, 3, 4, o 5) incluyen la acilaciéon en la posicion 10 (segun la numeracion de aminogcidos del
glucagon de tipo natural) y pegilacién en una o mas posiciones en la parte C-terminal del péptido de glucagoén, por
ejemplo, la posicion 24, 28 o 29 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagon de tipo natural), dentro de una
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extension C-terminal, o en el extremo C-terminal (por ejemplo, a través de la adicién de una Cys C-terminal).

[0216] Como se describe en el presente documento, el péptido Q (por ejemplo, un péptido de la superfamilia de
glucagén, un péptido relacionado con glucagén, un péptido relacionado con glucagén de Clase 1, 2, 3,4 0 5 u
osteocalcina, calcitonina, amilina o un analogo, derivado o conjugado de los mismos) se modifica para que
comprenda un grupo acilo por acilacion directa de una amina, hidroxilo o tiol de una cadena lateral de un aminoacido
de Q. En algunas realizaciones, Q se acila directamente a través de la amina, hidroxilo o tiol de cadena lateral de un
aminoacido. En algunas realizaciones, cuando Q es un péptido relacionado con glucagon, la acilacion esta en la
posicion 10, 20, 24 o 29 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural). A este respecto, el
péptido relacionado con glucagén acilado puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1601, o
una secuencia de aminoacidos modificada de la misma que comprende una o mas de las modificaciones de
aminoacidos descritas en el presente documento, con al menos uno de los aminoacidos en posiciones 10, 20, 24 y
29 (segun la numeracién de aminoacidos del glucagon de tipo natural) modificado a cualquier aminoacido que
comprenda una amina, hidroxilo o tiol de cadena lateral. Tal como se describe en el presente documento, cuando Q
es un péptido relacionado con glucagén, la acilacion directa de Q tiene lugar a través de la amina, hidroxilo o tiol de
cadena lateral del aminoacido en la posicién 10 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural).

[0217] En algunas realizaciones, el aminoacido del péptido Q (por ejemplo, un péptido de la superfamilia del
glucagon, un péptido relacionado con glucagoén, un péptido relacionado con glucagon de la Clase 1, 2, 3,4 05,0 la
osteocalcina, la calcitonina, la amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos) que comprende una
amina de la cadena lateral es un aminoacido de Férmula I:

H
H,N C COOH

(CHz)n

NH,

enlagquen=1a4

[Formula 1]

En algunas realizaciones de ejemplo, el aminoacido de Férmula |, es el aminoacido en el que n es 4 (Lys) o n es 3
(Orn).

[0218] En otras realizaciones, el aminoacido de péptido Q que comprende un grupo hidroxilo en la cadena lateral es
un aminoacido de Férmula Il:

H
H,N——C——COOH

(CHy),

OH

enlaquen=1a4
[Férmula 11]

En algunas realizaciones de ejemplo, el aminoacido de Férmula Il es el aminoacido en el que n es 1 (Ser).

[0219] En aun otras realizaciones, el aminoacido de péptido Q que comprende un tiol en la cadena lateral es un
aminoacido de Férmula ll1:
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H
H,N——C——COOH

(CHa)y

SH

enlaquen=1a4
[Férmula 111]

En algunas realizaciones de ejemplo, el aminoacido de Férmula Il es el aminoacido en el que n es 1 (Cys).

[0220] En otras realizaciones, el aminoacido de péptido Q que comprende una cadena lateral de amina, hidroxilo o
tiol es un aminoacido disustituido que comprende la misma estructura de féormula |, formula Il o férmula Il, excepto
que el hidrogeno unido al carbono alfa del aminoacido de férmula |, férmula Il o féormula Il esta sustituido por una
segunda cadena lateral.

[0221] Tal como se describe en el presente documento, el péptido Q acilado (por ejemplo, un péptido de la
superfamilia del glucagon, un péptido relacionado con glucagon, un péptido relacionado con glucagon de Clase 1, 2,
3, 4 0 5, o la osteocalcina, la calcitonina, la amilina, o un andlogo, derivado o conjugado de los mismos) comprende
un espaciador entre el péptido y el grupo acilo. En algunas realizaciones, Q esta unido covalentemente al
espaciador, que esta unido covalentemente al grupo acilo. En algunas realizaciones de ejemplo, Q esta modificado
para comprender un grupo acilo mediante acilacion de una amina, hidroxilo o tiol de un espaciador, cuyo espaciador
(donde Q es un péptido relacionado con glucagon, por ejemplo, de la clase 1, 2, 3, 4 o 5) esta unido a una cadena
lateral de un aminoacido en la posicién 10, 20, 24, o 29 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagoén de tipo
natural), o en el aminoacido C-terminal del péptido relacionado con glucagon. El aminoacido del péptido Q al que se
une el espaciador puede ser cualquier aminoacido que comprende un resto que permite la unién al espaciador. Por
ejemplo, un aminoacido que comprende una cadena lateral -NH2, -OH, o -COOH (por ejemplo, Lys, Orn, Ser, Asp, o
Glu) es adecuado. Un aminoacido del péptido Q (por ejemplo, un aminoacido o-sustituido de forma individual o
doble) que comprende una cadena lateral con —NHz, -OH, o -COOH (por ejemplo, Lys, Orn, Ser, Asp, o Glu) también
es adecuado . En algunas realizaciones en las que Q es un péptido relacionado con glucagén (por ejemplo, de la
clase 1, 2, 3, 4 0 5), el péptido relacionado con glucagén acilado puede comprender la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1601, o una secuencia de aminoacidos modificada de la misma que comprende una o mas de las
modificaciones de aminoacidos descritas en el presente documento, con al menos uno de los aminoacidos en las
posiciones 10, 20, 24, y 29 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural) modificado por
cualquier aminoacido que comprende una cadena lateral con amina, hidroxilo o carboxilato.

[0222] En algunas realizaciones, el espaciador entre el péptido Q y el grupo acilo es un aminoacido que comprende
una cadena lateral con amina, hidroxilo o tiol, o un dipéptido o tripéptido que comprende un aminoacido que
comprende una cadena lateral con amina, hidroxilo, o tiol. En algunas realizaciones, el espaciador de aminoacidos
no es y-Glu. En algunas realizaciones, el espaciador dipéptido no es y-Glu-y-Glu.

[0223] Cuando la acilacion se produce a través de un grupo amina del aminoacido del espaciador, la acilacién puede
tener lugar a través de la amina alfa del aminoacido o una amina de la cadena lateral. En el caso en el que se acila
la amina alfa, el aminoacido del espaciador puede ser cualquier aminoacido. Por ejemplo, el aminoacido del
espaciador puede ser un aminoacido hidréfobo, por ejemplo, Gly, Ala, Val, Leu, lle, Trp, Met, Phe, Tyr. En algunas
realizaciones, el aminoacidos espaciador puede ser, por ejemplo, un aminoacido hidréfobo, por ejemplo, Gly, Ala,
Val, Leu, lle, Trp, Met, Phe, Tyr, acido 6-aminohexanoico, acido 5-aminovalérico, acido 7-aminoheptanoico y acido 8-
aminooctanoico. Alternativamente, el aminoacido del espaciador puede ser un residuo acido, por ejemplo, Asp y Glu.
En el caso en el que se acila la amina de la cadena lateral del aminoacido del espaciador, el aminoacido del
espaciador es un aminoacido que comprende una amina en la cadena lateral, por ejemplo, un aminoacido de
Formula | (por ejemplo, Lys u Orn). En este caso, es posible acilar la amina alfa y la amina de la cadena lateral del
aminoacido del espaciador, de manera que el péptido se diacila. La descripcidn incluye tales moléculas diaciladas.

[0224] Cuando la acilacién se produce a través de un grupo hidroxilo del aminoacido del espaciador, el aminoacido o
uno de los aminoacidos del dipéptido o tripéptido puede ser un aminoacido de Férmula Il. En una realizaciéon de
ejemplo especifica, el aminoacido es Ser.

[0225] Cuando la acilacion se produce a través de un grupo tiol del aminoacido del espaciador, el aminoacido o uno
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de los aminoacidos del dipéptido o tripéptido puede ser un aminoacido de Férmula Ill. En una realizacion de ejemplo
especifica, el aminoacido es Cys.

[0226] En algunas realizaciones, el espaciador comprende un espaciador bifuncional hidréfilo. En una realizacion
especifica, el espaciador comprende un amino poli(alquiloxi)carboxilato. En este sentido, el espaciador puede
comprender, por ejemplo, NH2(CH2CH20)a(CH2)mCOOH, en el que m es cualquier numero entero de 1 a6y n es
cualquier numero entero de 2 a 12, tal como, por ejemplo, acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico, que esta disponible
comercialmente de Peptides International, Inc. (Louisville, KY).

[0227] En algunas realizaciones, el espaciador entre el péptido Q y el grupo acilo comprende un espaciador
bifuncional hidréfobo. En ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende dos o mas grupos
reactivos, por ejemplo, una amina, un hidroxilo, un tiol, y un grupo carboxilo o cualquiera de sus combinaciones. En
ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende un grupo hidroxilo y un carboxilato. En otras
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende un grupo amina y un carboxilato. En otras
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende un grupo tiol y un carboxilato.

[0228] En algunas realizaciones, el espaciador entre el péptido Q y el grupo acilo es un espaciador bifuncional
hidréfobo. Los espaciadores bifuncionales hidréfobos son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Bioconjugate
Techniques, GT Hermanson (Academic Press, San Diego, CA, 1996). En ciertas realizaciones, el espaciador
bifuncional hidré6fobo comprende dos o mas grupos reactivos, por ejemplo, una amina, un hidroxilo, un tiol, y un
grupo carboxilo o cualquiera de sus combinaciones. En ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo
comprende un grupo hidroxilo y un carboxilato. En otras realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo
comprende un grupo amina y un carboxilato. En otras realizaciones, el espaciador bifuncional hidré6fobo comprende
un grupo tiol y un carboxilato. Los espaciadores bifuncionales hidréfobos adecuados que comprenden un
carboxilato, y un grupo hidroxilo o un grupo tiol son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, acido 8-
hidroxioctanoico y acido 8-mercaptooctanoico.

[0229] En algunas realizaciones, el espaciador bifuncional no es un acido dicarboxilico que comprende un metileno
no ramificado de 1-7 atomos de carbono entre los grupos carboxilato. En algunas realizaciones, el espaciador
bifuncional es un acido dicarboxilico que comprende un metileno no ramificado de 1-7 atomos de carbono entre los
grupos carboxilato.

[0230] El espaciador (por ejemplo, aminoacido, dipéptido, tripéptido, espaciador bifuncional hidréfilo, o espaciador
bifuncional hidréfobo) en realizaciones especificas, en las que Q es un péptido relacionado con glucagon de la clase
1, clase 2 o clase 3, tiene de 3 a 10 atomos (por ejemplo, de 6 a 10 atomos, (por ejemplo, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos))
de longitud. En realizaciones mas especificas, en las que Q es un péptido relacionado con glucagon de la clase 1,
clase 2 o clase 3, el espaciador tiene de aproximadamente 3 a 10 4tomos (por ejemplo, 6 a 10 atomos) de longitud y
el grupo acilo es un grupo acilo graso C12 a C18, por ejemplo, un grupo acilo graso C14, un grupo acilo graso C16,
de manera que la longitud total del espaciador y grupo acilo es de 14 a 28 atomos, por ejemplo, aproximadamente
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, o 28 atomos. En algunas realizaciones, en las que Q es un
péptido relacionado con glucagoén de la clase 1, clase 2 o clase 3, la longitud del espaciador y grupo acilo es de 17 a
28 (por ejemplo, 19 a 26, 19 a 21) atomos.

[0231] Segun ciertas realizaciones, en las que Q es un péptido relacionado con glucagon de la clase 1, clase 2 o
clase 3, el espaciador bifuncional puede ser un aminoécido sintético o de origen natural (incluyendo, pero no limitado
a, cualquiera de los descritos en el presente documento) que comprende una cadena principal de aminoacido que
tiene de 3 a 10 atomos de longitud (por ejemplo, acido 6-aminohexanoico, acido 5-aminovalérico, acido 7-
aminoheptanoico, y acido 8-aminooctanoico). Alternativamente, el espaciador unido al péptido relacionado con
glucagon de la clase 1, clase 2 o clase 3 puede ser un espaciador dipéptido o tripéptido que tiene una cadena
principal peptidica que tiene de 3 a 10 atomos (por ejemplo, 6 a 10 atomos) de longitud. Cada aminoacido del
espaciador dipéptido o tripéptido unido al péptido relacionado con glucagén de la clase 1, clase 2 o clase 3 puede
ser el mismo o diferente de otro aminoacido o aminoacidos del dipéptido o tripéptido y puede seleccionarse
independientemente entre el grupo que consiste en: aminoacidos de origen natural y/o de origen no natural,
incluyendo, por ejemplo, cualquiera de los isémeros D o L de los aminoacidos de origen natural (Ala, Cys, Asp, Glu,
Phe, Gly, His, lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr), o cualquier isémero D o L de los aminoacidos
de origen no natural seleccionados del grupo constituido por: B-alanina (B-Ala), N-a-metil alanina (Me-Ala),
aminoacidobutirico (Abu), acido y-aminobutirico (y-Abu), aminoacidohexanoico (e-Ahx), aminoacidoisobutirico (Aib),
aminoacidometilpirrolcarboxilico, aminoacidopiperidincarboxilico, aminoserina (Ams), aminoacidotetrahidropirano-4-
carboxilico, arginina N-metoxi-N-metil amida, acido B-aspartico (B-Asp), acido azetidin-carboxilico, 3-(2-benzotiazolil)
alanina, a-terc-butilglicina, acido 2-amino-5-ureido-n-valérico (citrulina, Cit), B-Ciclohexilalanina (Cha),
acetamidometilo-cisteina, acido diaminobutanoico (Dab), &cido diaminopropidnico (Dpr), dihidroxifenilalanina
(DOPA), dimetiltiazolidina (DMTA), acido y-glutamico (y-Glu), homoserina (Hse), hidroxiprolina (Hyp), isoleucina N-
metoxi-N-metil amida, metil-isoleucina (Melle), acido isonipecético (ISN), metil-leucina (MeLeu), metil-lisina, dimetil-
lisina, trimetil-lisina, metanoprolina, metionina-sulféxido (Met(O)), metionina-sulfona (Met(Oz2)), norleucina (Nle),
metil-norleucina (Me-Nle), norvalina (Nva), ornitina (Orn), acido para-aminobenzoico (PABA), penicilamina (Pen),
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metilfenilalanina (MePhe), 4-clorofenilalanina (Phe (4-Cl)), 4-fluorofenilalanina (Phe (4-F)), 4-nitrofenilalanina (Phe (4-
NOz)), 4-cianofenilalanina ((Phe (4-CN)), fenilglicina (Phg), piperidinilalanina, piperidinilglicina, 3,4-deshidroprolina,
pirrolidinilalanina, sarcosina (Sar), selenocisteina (Sec), O-bencil-fosfoserina, &cido 4-amino-3-hidroxi-6-
metilheptanoico (Sta), acido 4-amino-5-ciclohexil-3-hidroxipentanoico (ACHPA), &acido 4-amino-3-hidroxi-5-
fenilpentanoico (AHPPA), acido 1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolina-3-carboxilico (Tic), tetrahidropiranglicina, tienilalanina
(Thi), O-bencil-fosfotirosina, O-fosfotirosina, metoxitirosina, etoxitirosina, O-(bis-dimetilamino-fosfono)-tirosina,
tirosina sulfato tetrabutilamina, metil-valina (MeVal), acido 1-amino-1-ciclohexano acido carboxilico (Acx),
aminoacidovalérico, beta-ciclopropil-alanina (CPA), propargilglicina (Prg), alilglicina (Alg), acido 2-amino-2-ciclohexil-
propanoico (2-Cha), terc-butilglicina (TBG), vinilglicina (Vg), acido 1-amino-1-ciclopropano carboxilico (ACP), acido
1-amino-1-ciclopentano carboxilico (Acpe), acido 3-mercaptopropionico alquilado, acido 1-amino-1-ciclobutano
carboxilico (Acb).

[0232] En algunas realizaciones en las que Q es un péptido relacionado con glucagén de la clase 1, clase 2 o clase
3, el espaciador comprende una carga global negativa, por ejemplo, comprende uno o dos aminoacidos cargados
negativamente. En algunas realizaciones en las que Q es un péptido relacionado con glucagén de la clase 1, clase 2
o clase 3, el dipéptido no es ninguno de los dipéptidos de estructura general A-B, en la que A se selecciona del
grupo que consiste en Gly, Gin, Ala, Arg, Asp, Asn, lle, Leu, Val, Phe y Pro, en la que B se selecciona del grupo que
consiste en Lys, His, Trp. En algunas realizaciones en las que Q es un péptido relacionado con glucagon de la clase
1, clase 2 o clase 3, el espaciador dipéptido se selecciona del grupo que consiste en: Ala-Ala, 3-Ala-p-Ala, Leu-Leu,
Pro- Pro, acido y-aminobutirico-acido y-aminobutirico, y y-Glu-y-Glu.

[0233] El péptido Q se puede modificar para comprender un grupo acilo mediante acilacion de un alcano de cadena
larga. En aspectos especificos, el alcano de cadena larga comprende un grupo amina, hidroxilo, o tiol (por ejemplo,
octadecilamina, tetradecanol, y hexadecanotiol) que reacciona con un grupo carboxilo, o forma activada del mismo,
del péptido Q. El grupo carboxilo, o forma activada del mismo, de Q puede ser parte de una cadena lateral de un
aminoacido (por ejemplo, &cido glutdmico, acido aspartico) de Q o puede ser parte de la cadena principal del
péptido.

[0234] En ciertas realizaciones, el péptido Q se modifica para comprender un grupo acilo por acilacién de un alcano
de cadena larga por un separador que se une a Q. En aspectos especificos, el alcano de cadena larga comprende
un grupo amina, hidroxilo, o tiol que reacciona con un grupo carboxilo, o forma activada del mismo, del espaciador.
Los espaciadores adecuados que comprenden un grupo carboxilo, o forma activada del mismo, se describen en el
presente documento e incluyen, por ejemplo, espaciadores bifuncionales, por ejemplo, aminoacidos, dipéptidos,
tripéptidos, espaciadores bifuncionales hidréfilos y espaciadores bifuncionales hidréfobos.

[0235] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "forma activada de un grupo carboxilo" se refiere a
un grupo carboxilo con la formula general R(C=0)X, en donde X es un grupo saliente y R es Q o el espaciador. Por
ejemplo, las formas activadas de un grupo carboxilo pueden incluir, pero no se limitan a, cloruros de acilo,
anhidridos, y ésteres. En algunas realizaciones, el grupo carboxilo activado es un éster con un éster de N-
hidroxisuccinimida (NHS) como grupo saliente.

[0236] Con respecto a estos aspectos de la descripcion, en los que se acila un alcano de cadena larga por el péptido
Q o el espaciador, el alcano de cadena larga puede ser de cualquier tamafio y puede comprender cualquier longitud
de cadena de carbono. El alcano de cadena larga puede ser lineal o ramificado. En ciertos aspectos, el alcano de
cadena larga es un alcano C4 a C30. Por ejemplo, el alcano de cadena larga puede ser cualquiera de un alcano C4,
alcano C6, alcano C8, alcano C10, alcano C12, alcano C14, alcano C16, alcano C18, alcano C20, alcano C22,
alcano C24, alcano C26, alcano C28, o un alcano C30. En algunas realizaciones, el alcano de cadena larga
comprende un alcano C8 a C20, por ejemplo, un alcano C14, alcano C16, o un alcano C18.

[0237] En algunas realizaciones, se acila una amina, hidroxilo, o grupo tiol de Q con un acido colesterol. En una
realizacién especifica, el péptido esta unido con el acido colesterol a través de un espaciador de des-amino Cys
alquilado, es decir, un espaciador de acido 3-mercaptopropionico alquilado

[0238] Los procedimientos adecuados de acilacidon de péptidos a través de aminas, hidroxilos, y tioles son conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Miller, Biochem Biophys Res Commun 218: 377-382 (1996); Shimohigashi y
Stammer, Int J Pept Protein Res 19: 54-62 (1982); y Previero et al, Biochim Biophys Acta 263: 7-13. (1972) (para
procedimientos de acilacion a través de un hidroxilo); y San y Silvius, J Pept Res 66: 169-180 (2005) (para los
procedimientos de acilacion a través de un tiol); Bioconjugate Chem.: "Chemical Modifications of Proteins: History y
Applications” paginas 1, 2-12 (1990); Hashimoto et al., Pharmacuetical Res. "Synthesis of Palmitoyl Derivatives of
Insulin y their Biological Activity" Vol. 6, No: 2 pag.171-176 (1989).

[0239] EI grupo acilo del péptido Q acilado puede ser de cualquier tamafio, por ejemplo, cadena de carbono de
cualquier longitud, y puede ser lineal o ramificado. Tal como se describe en el presente documento, el grupo acilo es
un acido graso de C4 a C30. Por ejemplo, el grupo acilo puede ser cualquiera de un acido graso C4, 4cido graso C6,
acido graso C8, acido graso C10, acidos grasos C12, acido graso C14, acido graso C16, acido graso C18, acido
graso C20, acido graso C22, acido graso C24, acido graso C26, 4cido graso C28, o un &cido graso C30. En algunas
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realizaciones, el grupo acilo es un acido graso C8 a C20, por ejemplo, un acido graso C14 o un acido graso C16.

[0240] En una realizacién alternativa, el grupo acilo es un acido biliar. El &cido biliar puede ser cualquier acido biliar
adecuado, incluyendo, pero no limitado a, acido colico, acido quenodesoxicélico, acido desoxicolico, acido litocolico,
acido taurocdlico, acido glicocdlico, y acido colesterol.

[0241] Los péptidos Q acilados descritos en este documento se pueden modificar adicionalmente para comprender
un grupo hidréfilo. En algunas realizaciones especificas, el grupo hidréfilo puede comprender una cadena de
polietilenglicol (PEG). La incorporacion de un grupo hidréfilo se puede realizar a través de cualquier medio
adecuado, tal como cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones
relacionadas con péptidos relacionados con glucagén de las clases 1, 2, 3, 4 o 5, el péptido relacionado con
glucagén acilado puede comprender la SEQ ID NO: 1601, incluyendo cualquiera de las modificaciones descritas en
el presente documento, en el que al menos uno de los aminoacidos en las posiciones 10, 20, 24, y 29 (segun la
numeracion de aminoacidos del glucagon de tipo natural) comprenden un grupo acilo y al menos uno de los
aminoacidos en las posiciones 16, 17, 21, 24, 6 29 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagén de tipo
natural) una posicion dentro de una extensioén C-terminal, o el aminoacido C-terminal, se modifican a una Cys, Lys,
Orn, homo-Cys, o Ac-Phe, y la cadena lateral del aminoacido esta unida covalentemente a un grupo hidréfilo (por
ejemplo, PEG). En algunas realizaciones relacionadas con péptidos relacionados con glucagén de las clases 1, 2, 3,
4 0 5, el grupo acilo esta unido a la posicidén 10 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagon de tipo natural),
opcionalmente a través de un espaciador que comprende Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o Ac-Phe, y el grupo hidréfilo se
incorpora en un residuo de Cys en la posicion 24.

[0242] Alternativamente, el péptido (Q) acilado puede comprender un espaciador, en el que el espaciador esta
acilado y modificado para comprender el grupo hidréfilo. Los ejemplos no limitantes de espaciadores adecuados
incluyen un espaciador que comprende uno 0 mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Cys, Lys,
Orn, homo-Cys, y Ac-Phe.

Alquilacién de Q

[0243] En algunas realizaciones, Q se modifica para comprender un grupo alquilo. El grupo alquilo puede estar
unido covalentemente directamente a un aminoacido del péptido Q, o indirectamente a un aminoacido de Q a través
de un espaciador, en el que el espaciador se coloca entre el aminoacido de Q y el grupo alquilo. El grupo alquilo
puede estar unido a Q a través de un enlace éter, tioéter, o amino, por ejemplo. Q puede alquilarse en la misma
posicion de aminoacido donde se une un resto hidréfilo, o en una posicién de aminoacido diferente. Como se
describe en el presente documento, Q puede ser un péptido de la superfamilia del glucagon, péptido relacionado con
glucagon, incluyendo un péptido relacionado con glucagon de la clase 1, 2, 3, 4 o 5, o osteocalcina, calcitonina,
amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos. Por ejemplo, Q puede ser un péptido relacionado con
glucagén de Clase 1, Clase 2, o Clase 3, y puede comprender un grupo alquilo, que es no natural a un aminoacido
de origen natural.

[0244] La alquilacion puede llevarse a cabo en cualquier posicién dentro de Q. Cuando Q es un péptido relacionado
con glucagon, la alquilacion puede tener lugar en cualquier posicién, incluyendo cualquiera de las posiciones 1-29,
una posicion dentro de una extension C-terminal, o en el aminoacido C-terminal, siempre que se mantenga una
actividad agonista del péptido no alquilado con respecto al receptor de glucagén, GLP-1, GIP u otro receptor de
péptido relacionado con glucagén tras la alquilacién. En algunas realizaciones, si el péptido no alquilado tiene
actividad agonista de glucagoén, entonces el péptido alquilado retiene la actividad agonista del glucagon. En algunas
realizaciones, si el péptido no alquilado tiene actividad agonista de GLP-1, entonces el péptido alquilado retiene la
actividad agonista de GLP-1. Ejemplos no limitativos incluyen la alquilacion en las posiciones 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28, o 29 (segun la numeraciéon de aminodacidos de glucagén de tipo natural). Con
respecto a los péptidos relacionados con glucagon de Clase 1, Clase 2 y Clase 3, la alquilacion puede tener lugar en
las posiciones 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27 , 28, 29, 30, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 0 43 (segun
la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural). Otros ejemplos no limitantes con respecto a péptidos
relacionados con glucagon (por ejemplo, Clase, 1, 2, 3, 4 o 5) incluyen alquilacion en la posicion 10 (segun la
numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural) y pegilacion en una o mas posiciones en la parte C-
terminal del péptido relacionado con glucagén, por ejemplo, la posicion 24, 28 o 29 (segun la numeracion de
aminoacidos del glucagén de tipo natural), dentro de una extensién C-terminal, o en el extremo C-terminal (por
ejemplo, a través de la adicion de una Cys C-terminal).

[0245] Como se describe en el presente documento, el péptido Q (por ejemplo, un péptido de la superfamilia del
glucagon, un péptido relacionado con glucagoén, un péptido relacionado con glucagon de la Clase 1, 2, 3,4 05,0 la
osteocalcina, la calcitonina, la amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos) se modifica para
comprender un grupo alquilo por alquilacién directa de una amina, hidroxilo o tiol de una cadena lateral de un
aminoacido de Q. En algunas realizaciones, Q es directamente alquilado a través de la amina, hidroxilo o tiol de
cadena lateral de un aminoacido. En algunas realizaciones, cuando Q es un péptido relacionado con glucagon, la
alquilacion es en la posicion 10, 20, 24, o 29 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural). En
este sentido, el péptido relacionado con glucagon alquilado puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ
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ID NO: 1601, o una secuencia de aminoacidos modificada de la misma que comprende una o mas de las
modificaciones de aminoacidos descritas en el presente documento, con al menos uno de los aminoacidos en las
posiciones 10, 20, 24, y 29 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagén de tipo natural) modificado a
cualquier aminoacido que comprende una amina, hidroxilo o tiol e la cadena lateral. Tal como se describe en el
presente documento, cuando Q es un péptido relacionado con glucagén, la alquilacion directa de Q se produce a
través de la amina, hidroxilo o tiol den la cadena lateral del amino&cido en la posicion 10 (segun la humeracion de
aminoacidos del glucagon de tipo natural).

[0246] En algunas realizaciones, el aminoacido del péptido Q (por ejemplo, un péptido de la superfamilia del
glucagon, un péptido relacionado con glucagoén, un péptido relacionado con glucagon de la Clase 1, 2, 3,4 6 5,0 la
osteocalcina, la calcitonina, amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos) que comprende una amina
en la cadena lateral es un aminoacido de Foérmula I. En algunas realizaciones de ejemplo, el aminoacido de Férmula
I, es el aminoéacido en el que n es 4 (Lys) o n es 3 (Orn).

[0247] En otras realizaciones, el aminoacido del péptido Q que comprende un grupo hidroxilo en la cadena lateral es
un aminoacido de férmula Il. En algunas realizaciones de ejemplo, el aminoacido de Férmula Il es el aminoacido en
el que nes 1 (Ser).

[0248] En ofras realizaciones, el aminoacido del péptido Q comprende un tiol en la cadena lateral es un aminoacido
de férmula lll. En algunas realizaciones de ejemplo, el aminoacido de Férmula Il es el aminoacido en el que n es 1

(Cys).

[0249] En otras realizaciones, el aminoacido del péptido Q que comprende una amina, hidroxilo o tiol en la cadena
lateral es un aminoacido disustituido que comprende la misma estructura de la Férmula |, Féormula Il, o Férmula I,
excepto que el hidrogeno unido al carbono alfa del aminoacido de férmula |, férmula Il, o férmula 11l se sustituye por
una segunda cadena lateral.

[0250] Tal como se describe en el presente documento, el péptido Q alquilado (por ejemplo, un péptido de la
superfamilia del glucagén, un péptido relacionado con glucagén, un péptido relacionado con glucagén de la Clase 1,
2, 3,4 6 5, o la osteocalcina, la calcitonina, amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos) comprende
un espaciador entre el péptido y el grupo alquilo. En algunas realizaciones, Q se une covalentemente al espaciador,
que esta unido covalentemente al grupo alquilo. En algunas realizaciones de ejemplo, el péptido Q se modifica para
comprender un grupo alquilo por alquilacién de una amina, hidroxilo o tiol de un espaciador, cuyo espaciador (donde
Q es un péptido relacionado con glucagén, por ejemplo, de la clase 1, 2, 3, 4 o 5) esta unido a una cadena lateral de
un aminoacido en la posiciéon 10, 20, 24, o 29 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagon de tipo natural) de
Q. El aminoéacido del péptido Q al que se une el espaciador puede ser cualquier aminocido que comprende un resto
que permite la union con el espaciador. El aminoacido del péptido Q al que se une el espaciador puede ser cualquier
aminoacido (por ejemplo, un aminoacido alfa-sustituido de forma individual o un aminoacido alfa, alfa-disustituido)
que comprende un resto que permite la unién con el espaciador. Un aminoéacido del péptido Q que comprende —NHz,
-OH, o0 -COOH en la cadena lateral (por ejemplo, Lys, Orn, Ser, Asp, o Glu) es adecuado. En algunas realizaciones
en las que Q es un péptido relacionado con glucagon (por ejemplo, de la clase 1, 2, 3, 4 0 5), el Q alquilado puede
comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1601, o una secuencia de aminoacidos modificada de la
misma que comprende uno o mas de las modificaciones de aminoacidos descritas en el presente documento, con al
menos uno de los aminoacidos en las posiciones 10, 20, 24, y 29 (segun la numeracion de aminoacidos del
glucagon de tipo natural) modificado a cualquier aminoacido que comprende una amina, hidroxilo o carboxilato enla
cadena lateral.

[0251] En algunas realizaciones, el espaciador entre el péptido Q y el grupo alquilo es un aminoacido que
comprende una amina, hidroxilo o tiol en la cadena lateral o un dipéptido o tripéptido que comprende un aminoacido
que comprende una amina, hidroxilo o tiol en la cadena lateral. En algunas realizaciones, el espaciador de
aminoacidos no es y-Glu. En algunas realizaciones, el espaciador dipéptido no es y-Glu-y-Glu.

[0252] Cuando la alquilaciéon se produce a través de un grupo amina del aminoacido del espaciador, la alquilacion
puede tener lugar a través de la amina alfa del aminoacido o una amina de la cadena lateral. En el caso en el que la
amina alfa esta alquilada, el aminoacido del espaciador puede ser cualquier aminoacido. Por ejemplo, el aminoacido
del espaciador puede ser un aminoacido hidréfobo, por ejemplo, Gly, Ala, Val, Leu, lle, Trp, Met, Phe,
Tyr. Alternativamente, el aminoacido del espaciador puede ser un residuo acido, por ejemplo, Asp y Glu. En
realizaciones de ejemplo, el aminoacido del espaciador puede ser un aminoacido hidréfobo, por ejemplo, Gly, Ala,
Val, Leu, lle, Trp, Met, Phe, Tyr, acido 6-amino hexanoico, acido 5-aminovalérico, acido 7-aminoheptanoico, acido 8-
aminooctanoico. Alternativamente, el aminoacido del espaciador puede ser un residuo acido, por ejemplo, Asp y Glu,
a condicion de que la alquilacion se produzca en la amina alfa del residuo acido. En el caso en el que la amina de la
cadena lateral del aminoacido del espaciador esta alquilada, el aminoacido del espaciador es un aminoacido que
comprende una amina de cadena lateral, por ejemplo, un aminoacido de férmula | (por ejemplo, Lys u Orn). En este
caso, es posible alquilar la amina alfa como la amina de la cadena lateral del aminoacido del espaciador, de manera
que el péptido esta dialquilado. La divulgacion incluye tales moléculas dialquiladas.
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[0253] Cuando la alquilacion se produce a través de un grupo hidroxilo del aminoacido del espaciador, el aminoacido
o0 uno de los aminoacidos del espaciador puede ser un aminoacido de férmula Il. En un ejemplo de realizacién
especifico, el aminoacido es Ser.

[0254] Cuando la alquilacion se produce a través de un grupo tiol del aminoacido del espaciador, el aminoacido o
uno de los aminoacidos del espaciador puede ser un aminoacido de férmula Ill. En un ejemplo de realizacién
especifico, el aminoacido es Cys.

[0255] En algunas realizaciones, el separador comprende un espaciador bifuncional hidréfilo. En una realizacion
especifica, el espaciador comprende un amino poli(alquiloxi)carboxilato. En este sentido, el espaciador puede
comprender, por ejemplo, NH2(CH2CH20)a(CH2)mCOOH, en el que m es cualquier nimero entero de 1 a6y n es
cualquier numero entero de 2 a 12, tal como, por ejemplo, acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico, que esta disponible
comercialmente de Peptides International, Inc. (Louisville, KY).

[0256] En algunas realizaciones, el espaciador entre el péptido Q y el grupo alquilo es un espaciador bifuncional
hidréfilo. En ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfilo comprende dos o mas grupos reactivos, por
ejemplo, una amina, un hidroxilo, un tiol, y un grupo carboxilo o cualquiera de sus combinaciones. En ciertas
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfilo comprende un grupo hidroxilo y un carboxilato. En otras
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfilo comprende un grupo amina y un carboxilato. En otras realizaciones,
el espaciador bifuncional hidréfilo comprende un grupo tiol y un carboxilato.

[0257] En algunas realizaciones, el espaciador entre el péptido Q y el grupo alquilo es un espaciador bifuncional
hidréfobo. En ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende dos o mas grupos reactivos, por
ejemplo, una amina, un hidroxilo, un tiol, y un grupo carboxilo o cualquiera de sus combinaciones. En ciertas
realizaciones, el espaciador bifuncional hidré6fobo comprende un grupo hidroxilo y un carboxilato. En otras
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende un grupo amina y un carboxilato. En otras
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende un grupo tiol y un carboxilato. Los espaciadores
bifuncionales hidréfobos adecuados que comprenden un carboxilato y un grupo hidroxilo o un grupo tiol son
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, acido 8-hidroxioctanoico y acido 8-mercaptooctanoico.

[0258] El espaciador (por ejemplo, un aminoacido, dipéptido, tripéptido, el espaciador bifuncional hidréfilo, o el
espaciador bifuncional hidréfobo) en otras realizaciones especificas en las que Q es un péptido relacionado con
glucagon de Clase 1, Clase 2, o Clase 3 tiene de 3 a 10 atomos (por ejemplo, de 6 a 10 atomos, (por ejemplo, 6, 7,
8, 9, o 10 atomos)) de longitud. En realizaciones mas especificas, el espaciador unido al péptido relacionado con
glucagon de Clase 1, Clase 2, o Clase 3 tiene de 3 a 10 atomos (por ejemplo, de 6 a 10 atomos) de longitud y el
alquilo es un grupo alquilo de C12 a C18, por ejemplo, un grupo alquilo C14, un grupo alquilo C16, de manera que la
longitud total del grupo espaciador y alquilo es de 14 a 28 4tomos, por ejemplo, aproximadamente 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, o 28 atomos. En algunas realizaciones en las que Q es un péptido relacionado con
glucagén de Clase 1, Clase 2 o Clase 3, la longitud del espaciador y alquilo es de 17 a 28 (por ejemplo, de 19 a 26,
19 a 21) atomos.

[0259] Segun ciertas otras realizaciones anteriores en las que Q es un péptido relacionado con glucagén de clase 1,
clase 2, o clase 3, el espaciador bifuncional puede ser un aminoacido sintético o de origen no natural que
comprende una cadena principal de aminoacidos que es de 3 a 10 4tomos de longitud (por ejemplo, acido 6-
aminohexanoico, acido 5-aminovalérico, acido 7-aminoheptanoico y acido 8-aminooctanoico). Alternativamente, el
espaciador unido al péptido relacionado con glucagén de Clase 1, Clase 2, o Clase 3 puede ser un espaciador
dipéptido o tripéptido que tiene una cadena principal peptidica que tiene de 3 a 10 atomos (por ejemplo, de 6 a 10
atomos) de longitud. El espaciador dipéptido o tripéptido unido al péptido relacionado con glucagéon de Clase 1,
Clase 2, o Clase 3 puede estar compuesto de aminoacidos de origen natural y/o de origen no natural, incluyendo,
por ejemplo, cualquiera de los aminoacidos ensefiados en el presente documento. En algunas realizaciones en las
que Q es un péptido relacionado con glucagon de Clase 1, Clase 2 o Clase 3, el espaciador comprende una carga
global negativa, por ejemplo, comprende uno o dos aminoacidos cargados negativamente. En algunas realizaciones
en las que Q es un péptido relacionado con glucagéon de Clase 1, Clase 2 o Clase 3, el espaciador dipéptido se
selecciona del grupo que consiste en: Ala-Ala, B-Ala-B-Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, acido y-aminobutirico-acido y-
aminobutirico, y y-Glu-y-Glu. En algunas realizaciones, el espaciador dipéptido no es y-Glu-y-Glu.

[0260] Los procedimientos adecuados de alquilacion de péptidos a través de aminas, hidroxilos y tioles son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar una sintesis de éter de Williamson para formar un enlace éter
entre el péptido relacionado con glucagon y el grupo alquilo. Ademas, una reaccion de sustitucion nucledfila del
péptido con un haluro de alquilo puede dar lugar a cualquiera de un enlace éter, tioéter, o amino.

[0261] EI grupo alquilo del péptido Q alquilado puede ser de cualquier tamafio, por ejemplo, cualquier longitud de
cadena de carbono, y puede ser lineal o ramificado. Tal como se describe en el presente documento, el grupo alquilo
es un alquilo C4 a C30. Por ejemplo, el grupo alquilo puede ser cualquiera de un grupo alquilo C4, alquilo C6, alquilo
C8, alquilo C10, alquilo C12, alquilo C14, alquilo C16, alquilo C18, alquilo C20, alquilo C22, alquilo C24, alquilo C26,
alquilo C28 o alquilo C30. En algunas realizaciones, el grupo alquilo es un alquilo C8 a C20, por ejemplo, un alquilo
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C14 o un alquilo C16.

[0262] En algunas realizaciones especificas, el grupo alquilo comprende un resto esteroide de un acido biliar, por
ejemplo, acido cdlico, acido quenodesoxicolico, acido desoxicdlico, acido litocodlico, acido taurocolico, acido
glicocolico, y acido colesterol.

[0263] Tal como se describe en el presente documento, el péptido Q se modifica para comprender un grupo alquilo
por reaccion de un alcano de cadena larga nucledfilo con Q, en el que Q comprende un grupo saliente adecuado
para la sustitucion nucledfila. En aspectos especificos, el grupo nucledfilo del alcano de cadena larga comprende
una amina, hidroxilo o tiol (por ejemplo, octadecilamina, tetradecanol, y hexadecanotiol). El grupo saliente de Q
puede ser parte de una cadena lateral de un aminoéacido o puede ser parte de la cadena principal del péptido. Los
grupos salientes adecuados incluyen, por ejemplo, ésteres de N-hidroxisuccinimida, halégenos, y sulfonato.

[0264] En ciertas realizaciones, el péptido Q se modifica para comprender un grupo alquilo haciendo reaccionar el
alcano de cadena larga nucledfilo con un espaciador, que esta unido a Q, en el que el espaciador comprende el
grupo saliente. En aspectos especificos, el alcano de cadena larga comprende un grupo amina, hidroxilo, o tiol. En
ciertas realizaciones, el espaciador que comprende el grupo saliente puede ser cualquier espaciador discutido en el
presente documento, por ejemplo, aminoacidos, dipéptidos, tripéptidos, espaciadores bifuncionales hidréfilos y
espaciadores bifuncionales hidréfobos, que comprenden ademas un grupo saliente adecuado.

[0265] Con respecto a estos aspectos de la divulgacién en el que un alcano de cadena larga es alquilado por el
péptido Q o el espaciador, el alcano de cadena larga puede ser de cualquier tamafio y puede comprender cualquier
longitud de cadena de carbono. El alcano de cadena larga puede ser lineal o ramificado. En ciertos aspectos, el
alcano de cadena larga es un alcano C4 a C30. Por ejemplo, el alcano de cadena larga puede ser cualquiera de un
alcano C4, alcano C6, alcano C8, alcano C10, alcano C12, alcano C14, alcano C16, alcano C18, alcano C20, alcano
C22, alcano C24, alcano C26, alcano C28 o un alcano C30. En algunas realizaciones en las que el péptido
relacionado con eglucagon es un péptido relacionado con glucagén de Clase 1, Clase 2, o Clase 3, el alcano de
cadena larga comprende un alcano C8 a C20 alcano, por ejemplo, un alcano C14, un alcano C16 o un alcano C18.

[0266] Ademas, en algunas realizaciones, puede tener lugar la alquilacién entre Q y un resto de colesterol. Por
ejemplo, el grupo hidroxilo del colesterol puede desplazar un grupo saliente en el alcano de cadena larga para
formar un producto peptidico colesterol-glucagoén.

[0267] Los péptidos (Q) alquilados descritos en el presente documento pueden modificarse adicionalmente para
comprender un resto hidréfilo. En algunas otras realizaciones especificas, el resto hidrofilo puede comprender una
cadena de polietilenglicol (PEG). La incorporacion de un resto hidréfilo se puede lograr a través de cualquier medio
adecuado, tal como cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. En algunas otras
realizaciones relacionadas con los péptidos relacionados con glucagén de clase 1, 2, 3, 4 0 5, el Q alquilado puede
comprender SEQ ID NO: 1601, o una secuencia de aminoacidos modificada de la misma que comprende una o mas
de las modificaciones de aminoacidos descritas en el presente documento, en la que al menos uno de los
aminoacidos en la posicion 10, 20, 24, y 29 (segun la numeracidon de aminoacidos del glucagén de tipo natural)
comprenden un grupo alquilo y al menos uno de los aminoacidos en la posicién 16, 17, 21, 24 y 29, una posicion
dentro de una extension C-terminal o el aminoacido C-terminal se modifican a una Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o Ac-
Phe, y la cadena lateral del aminoacido esta unido covalentemente a un resto hidréfilo (por ejemplo, PEG). En
algunas otras realizaciones relacionadas con péptidos relacionados con glucagoén de la clase 1, 2, 3, 4 o 5, el grupo
alquilo esta unido a la posicion 10 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagon de tipo natural),
opcionalmente a través de un espaciador que comprende Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o Ac-Phe, y el resto hidrofilo se
incorpora en un residuo de Cys en la posicion 24.

[0268] Alternativamente, el péptido Q alquilado puede comprender un espaciador, en el que el espaciador esta
alquilado y modificado para comprender el resto hidréfilo. Ejemplos no limitantes de separadores adecuados
incluyen un espaciador que comprende uno 0 mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Cys, Lys,
Orn, homo-Cys, y Ac-Phe.

Estabilizacion de la estructura de hélice alfa

[0269] En algunas realizaciones, se forma un puente intramolecular entre dos cadenas laterales de aminoacidos
para estabilizar la estructura tridimensional de la parte carboxi terminal (por ejemplo, los aminoacidos 12-29 (segun
la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural)) del péptido relacionado con glucagén Q de la clase 1,
2, 3, 4, 0 5. Las dos cadenas laterales de aminoacidos se pueden unir entre si a través de enlaces de hidrégeno,
interacciones ionicas, tales como la formacion de puentes salinos, o por enlaces covalentes.

[0270] En algunas realizaciones, se forma el puente intramolecular entre dos aminoacidos que estdn 3 aminoacidos
separados, por ejemplo, aminoacidos en las posiciones i e i + 4, en donde i es cualquier numero entero entre 12 'y 25
(por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25). Mas particularmente, las cadenas laterales de
los pares de aminoacidos 12y 16, 16 y 20, 20 y 24 0 24 y 28 (pares de aminoacidos en los que i = 12, 16, 20, 0 24),
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segun la numeracién del aminoacido del glucagén de tipo natural estan unidos entre si y por lo tanto estabilizan la
hélice alfa de glucagén. Alternativamente, i puede ser 17.

[0271] En algunas realizaciones especificas, en las que los aminoacidos en las posiciones i e i + 4 estan unidas por
un puente intramolecular, el tamafio del enlazador es de aproximadamente 8 atomos, o aproximadamente 7-9
atomos.

[0272] En otras realizaciones, se forma el puente intramolecular entre los dos aminoacidos que estan dos
aminoacidos separados, por ejemplo, aminoacidos en las posiciones jy j + 3, en el que j es cualquier niUmero entero
entre 12 y 26 (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26), segun la numeraciéon de
aminoacidos de glucagoén de tipo natural. En algunas realizaciones especificas, j es 17.

[0273] En algunas realizaciones especificas, en las que los aminoécidos en las posiciones jy j + 3 estan unidos por
un puente intramolecular, el tamafio del enlazador es de aproximadamente 6 atomos, o aproximadamente 5 a 7
atomos.

[0274] En otras realizaciones, se forma el puente intramolecular entre dos aminoacidos que estan 6 aminoacidos
separados, por ejemplo, aminoacidos en las posiciones k y k + 7, en el que k es cualquier nimero entero entre 12 y
22 (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, y 22), segun la numeraciéon de aminoacidos de glucagén de
tipo natural. En algunas realizaciones especificas, k es 12, 13, o 17. En una realizacién de ejemplo, k es 17.

[0275] Ejemplos de emparejamientos de aminoacidos que son capaces de unirse covalentemente para formar un
puente de union de seis atomos incluyen Orn y Asp, Glu y un aminoacido de la Férmula |, en la que n es 2, y acido
homoglutamico y un aminoacido de la Féormula |, en la que n es 1, en el que la Férmula | es:

H
HoN C——COOH

(CHy),

NH,

enlagquen=1a4

[Férmula 1]

[0276] Ejemplos de emparejamientos de aminoacidos que son capaces de unirse covalentemente para formar un
puente de uniéon que tiene siete 4tomos incluyen Orn-Glu (lactama); Lys-Asp (lactama); o Homoser-Homoglu
(lactona). Ejemplos de emparejamientos de aminoacidos que pueden formar un enlazador de ocho atomos incluyen
Lys-Glu (lactama); Homolys-Asp (lactama); Orn-Homoglu (lactama); 4-aminoPhe- Asp (lactama); o Tyr-Asp (lactona).
Ejemplos de emparejamientos de aminoacidos que pueden formar un enlazador de nueve atomos incluyen Homolys-
Glu (lactama); Lys-Homoglu (lactama); 4-aminoPhe-Glu (lactama); o Tyr-Glu (lactona). Cualquiera de las cadenas
laterales de estos aminoacidos puede estar sustituida con grupos quimicos adicionales, siempre y cuando la
estructura tridimensional de la hélice alfa no se interrumpa. Un experto en la técnica puede imaginar
emparejamientos alternativos o analogos de aminoacidos alternativos, incluyendo derivados modificados
quimicamente que crearian una estructura estabilizadora de tamafio similar y efecto deseado. Por ejemplo, un
puente disulfuro homocisteina-homocisteina tiene 6 atomos de longitud y puede ser modificado adicionalmente para
proporcionar el efecto deseado. Incluso sin enlace covalente, los emparejamientos de aminoacidos descritos
anteriormente o emparejamientos similares que un experto en la técnica puede imaginar también pueden
proporcionar estabilidad afadida a la hélice alfa a través de enlaces no covalentes, por ejemplo, mediante la
formacion de puentes salinos o interacciones de puentes de hidrégeno.

[0277] El tamafo de un anillo de lactama puede variar dependiendo de la longitud de las cadenas laterales de los
aminoacidos, y en algunas realizaciones, la lactama se forma mediante la unién de las cadenas laterales de un
aminoacido de lisian a una cadena lateral de acido glutdmico. Otras realizaciones de ejemplo (segun la numeracién
de aminoacidos de glucagén de tipo natural) incluyen las siguientes parejas, opcionalmente con un puente de
lactama: Glu en la posicién 12 con Lys en la posiciéon 16; Lys nativa en la posicién 12 con Glu en la posicién 16; Glu
en la posicion 16 con Lys en la posicion 20; Lys en la posicion 16 con Glu en la posiciéon 20; Glu en la posicién 20
con Lys en la posicidon 24; Lys en la posicién 20 con Glu en la posicidon 24; Glu en la posicién 24 con Lys en la

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

posicion 28; Lys en la posicidon 24 con Glu en la posicion 28. Alternativamente, el orden del enlace amida en el anillo
de lactama se puede invertir (por ejemplo, un anillo de lactama se puede formar entre las cadenas laterales de una
Lys12 y un Glu16 o alternativamente, entre un Glu12 y una Lys16).

[0278] Se pueden utilizar puentes intramoleculares distintos de un puente de lactama para estabilizar la hélice alfa
de Q. En algunas realizaciones, el puente intramolecular es un puente hidréfobo. En este caso, el puente
intramolecular es opcionalmente entre las cadenas laterales de dos aminoacidos que son parte de la cara
hidrofébica de la hélice alfa de Q. Por ejemplo, uno de los aminoacidos unidos por el puente hidréfobo puede ser el
aminoacido en la posicion 10, 14, y 18 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagén de tipo natural).

[0279] En un aspecto especifico, la metatesis de olefinas se utiliza para reticular uno o dos giros de la hélice alfa de
Q utilizando un sistema de reticulacién de todos los hidrocarburos. Q en este caso puede comprender aminoacidos
a-metilados que llevan cadenas laterales olefinicas de longitud variable y configuradas con estereoquimica Ro S, en
las posicionesiei+ 4 oi+ 7. Por ejemplo, la cara olefinica puede puede comprender (CH2)n, donde n es cualquier
numero entero entre 1 a 6. En algunas realizaciones, n es 3 para una longitud de reticulacion de 8 atomos. Los
procedimientos adecuados para la formacion de tales puentes intramoleculares se describen en la técnica. Véase,
por ejemplo, Schafmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122: 5891-5892 (2000) y Walensky et al, Science 305: 1466-70
(2004). Alternativamente, Q puede comprender residuos de Ser O-alilo localizados en los giros helicoidales
adyacentes, que estan puenteados entre si a través de metatesis de cierre de anillo catalizada por rutenio. Tales
procedimientos de reticulacion se describen en, por ejemplo, Blackwell et al., Angew, Chem., Int. Ed. 37: 3281- 3284
(1998).

[0280] En otro aspecto especifico, el aminoacido tiodialanina no natural, lantionina, que ha sido ampliamente
adoptado como un peptidomimético de cistina, se utiliza para reticular un giro de la hélice alfa. Los procedimientos
adecuados de ciclacién a base de lantionina son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Matteucci et al,
Tetrahedron Letters 45: 1399-1401 (2004); Mayer et al., J. Peptide Res. 51: 432-436 (1998); Polinsky et al., J. Med.
Chem. 35: 4185-4194 (1992); Osapay et al., J. Med. Chem. 40: 2241-2251 (1997); Fukase et al., Bull. Chem. Soc.
Jpn. 65: 2227-2240 (1992); Harpp et al., J. Org. Chem. 36: 73-80 (1971); Goodman y Shao, Pure Appl. Chem. 68:
1303-1308 (1996); y Osapay y Goodman, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1599-1600 (1993).

[0281] En algunas realizaciones, grupos enlazadores de a,w-diaminoalcanos, por ejemplo, 1,4-diaminopropano y
1,5-diaminopentano) entre dos residuos de Glu en las posiciones i e i + 7 se utilizan para estabilizar la hélice alfa de
Q. Dichos grupos enlazadores conducen a la formacién de un puente de 9 atomos de longitud o mas, dependiendo
de la longitud del grupo de enlazadores de diaminoalcano. Los procedimientos adecuados para la produccion de
péptidos reticulados con dichos grupos enlazadores se describen en la técnica. Véase, por ejemplo, Phelan et al., J.
Am. Chem. Soc. 119: 455-460 (1997).

[0282] Tal como se describe en el presente documento, se utiliza un puente disulfuro para reticular uno o dos giros
de la hélice alfa de Q. Alternativamente, se utiliza un puente disulfuro modificado en el que uno o ambos 4tomos de
azufre se sustituyen por un grupo metileno que da lugar a una macrociclacion isostérica para estabilizar la hélice alfa
de Q. Los procedimientos adecuados para la modificacion de péptidos con puentes disulfuro o ciclacion a base de
azufre se describen en, por ejemplo, Jackson et al., J. Am. Chem. Soc. 113: 9391-9392 (1991) y Rudinger y Jost,
Experientia 20: 570-571 (1964).

[0283] En aun otra realizacion, la hélice alfa de Q se estabiliza a través de la unién del atomo de metal por dos
residuos de His o un par His y Cys posicionados en iy i + 4. El atomo de metal puede ser, por ejemplo, Ru (lll), Cu
(1), Zn (I1), o Cd (Il). Tales procedimientos de estabilizacion de hélice alfa a base de union del metal son conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Andrews y Tabor, Tetrahedron 55: 11711-11743 (1999); Ghadiri et al., J. Am.
Chem. Soc. 112: 1630-1632 (1990); y Ghadiri et al., J. Am. Chem. Soc. 119: 9063- 9064 (1997).

[0284] La hélice alfa de Q alternativamente puede estabilizarse a través de otros medios de ciclacion del péptido,
cuyos medios se revisan en Davies, J. Peptide. Sci 9: 471-501 (2003). La hélice alfa puede estabilizarse a través de
la formacién de un puente de amida, puente de tioéter, puente de tioéster, puente de urea, puente de carbamato,
puente de sulfonamida, y similares. Por ejemplo, un puente de tioéster se puede formar entre el extremo C-terminal y
la cadena lateral de un residuo de Cys. Alternativamente, un tioéster se puede formar a través de cadenas laterales
de aminoacidos que tienen un tiol (Cys) y un acido carboxilico (por ejemplo, Asp, Glu). En otro procedimiento, un
agente de reticulacion, tal como un &cido dicarboxilico, por ejemplo, acido subérico (acido octanodioico), etc. puede
introducir un enlace entre dos grupos funcionales de una cadena lateral de aminoacido, tal como un amino libre,
hidroxilo, grupo tiol, y combinaciones de los mismos.

[0285] Segun algunas realizaciones, la hélice alfa de Q se estabiliza mediante la incorporacion de aminoacidos
hidréfobos en las posiciones i e i + 4. Por ejemplo, i puede ser Tyr e i + 4 puede ser Val o Leu; i puede ser Phe e i +
4 puede ser Cys o Met; i puede ser Cys e i + 4 puede ser Met; o i puede ser Phe e i + 4 puedo ser lle. Debe
entenderse que, para los propdsitos del presente documento, los emparejamientos de los aminoacidos anteriores se
pueden invertir, de manera que el aminoacido indicado en la posicion i, alternativamente, podria estar situado en i +
4, mientras que el aminoacido i + 4 puede estar situado en la posicion i.
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[0286] Segun otras realizaciones de la invencion, en las que Q es un péptido relacionado con glucagén, la hélice alfa
se estabiliza a través de la incorporacion (ya sea por sustitucion o insercion de aminoacidos) de uno o mas
aminoacidos estabilizantes de la hélice alfa en la parte C-terminal de Q (aproximadamente los aminoacidos 12-29
segun la numeracion de la numeracién de aminoacidos del glucagén de tipo natural). En una realizacion especifica,
el aminodcido estabilizante de la hélice alfa es un aminoacido a,a-disustituido, incluyendo, pero no limitado a,
cualquier de acido amino iso-butirico (Aib), un aminoacido disustituido con el mismo grupo o un grupo diferente
seleccionado de metilo, etilo, propilo, y n-butilo, o con un ciclooctano o cicloheptano (por ejemplo, acido 1-
aminociclooctano-1-carboxilico). En algunas realizaciones, una, dos, tres, cuatro o mas de las posiciones 16, 17, 18,
19, 20, 21, 24 o 29 del péptido relacionado con glucagon esta sustituido con un aminoacido a,a-disustituido. En una
realizacién especifica, uno, dos, tres o todas las posiciones 16, 20, 21, y 24 estan sustituidos con Aib.

Conjugados

[0287] En algunas realizaciones, los péptidos (Q) descritos en el presente documento estan glicosilados, amidados,
carboxilados, fosforilados, esterificados, N-acilados, ciclados a través de, por ejemplo, un puente disulfuro, o
convertidos en una sal (por ejemplo, una sal de adicién de acido, una sal de adicién de base), y/u opcionalmente
dimerizados, multimerizados o polimerizados, o conjugados. Como se describe en el presente documento, Q puede
ser un péptido de la superfamilia del glucagon, péptido relacionado con glucagon, incluyendo un péptido relacionado
con glucagon de la Clase 1, 2, 3, 4 6 5, o la osteocalcina, la calcitonina, amilina, o un analogo, derivado o conjugado
de los mismos.

[0288] La presente descripcién también abarca conjugados en los que Q de Q-L-Y esta unido ademas a un resto
heterdlogo. La conjugacion entre Q y el resto heterdlogo puede ser a través de unién covalente, unidon no covalente
(por ejemplo, interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals, puentes salinos,
interacciones hidrofébicas, y similares), o ambos tipos de unién. Puede utilizarse una variedad de sistemas de
acoplamiento no covalentes, incluyendo biotina-avidina, ligando/receptor, enzima/sustrato, proteina de unién a acido
nucleico/acido nucleico, proteina de unién a lipido/lipido, compafieros de moléculas de adhesion celular; o cualquier
pareja de uniéon o fragmento de los mismos que tienen afinidad entre si. En algunos aspectos, los enlaces
covalentes son enlaces peptidicos. La conjugacion de Q al resto heterélogo puede ser la conjugacion indirecta o
directa, la primera de las cuales puede implicar un enlazador o espaciador. Los enlazadores y espaciadores
adecuados son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los enlazadores o
espaciadores descritos en el presente documento en las secciones "Acilacion y alquilacion" y "El grupo de unién", y
en la subseccion "Modificacion quimica de Q y/o L."

[0289] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "resto heterdlogo" es sinénimo del término "resto
conjugado” y se refiere a cualquier molécula (quimica o bioquimica, de origen natural o no codificada) que es
diferente de Q al que esta unido. Los restos conjugados de ejemplo que se pueden unir a Q incluyen, pero no se
limitan, a un péptido o polipéptido heterdlogo (incluyendo, por ejemplo, una proteina de plasma), un agente de
reconocimiento, una inmunoglobulina o parte de la misma (por ejemplo, regién variable, CDR, o la regién Fc), un
marcador de diagndstico, tal como un marcador radioisétopo, fluoréforo o enzimatico, un polimero que incluye
polimeros solubles en agua, u otros agentes terapéuticos o de diagnéstico. En algunas realizaciones se proporciona
un conjugado que comprende Q y una proteina plasmatica, en el que la proteina de plasma se selecciona del grupo
que consiste en albumina, transferrina, fibrindbgeno y globulinas. En algunas realizaciones, el resto de proteina de
plasma del conjugado es albumina o transferrina. El conjugado en algunas realizaciones comprende Q y uno o mas
de un polipéptido, una molécula de acido nucleico, un anticuerpo o fragmento del mismo, un polimero, un punto
cuantico, una molécula pequefia, una toxina, un agente de diagnéstico, un carbohidrato, un aminoacido.

Resto heterélogo C-Terminal

[0290] En algunas realizaciones, el resto heterdlogo conjugado con Q es un péptido que es distinto de Q y el
conjugado es un péptido de fusidon o un péptido quimérico. En algunas realizaciones, cuando Q es un péptido de la
superfamilia del glucagén, el resto heterdlogo es una extension de péptido de 1-21 aminoacidos. En realizaciones
especificas, cuando Q es un péptido relacionado con glucagén (por ejemplo, un péptido relacionado con glucagén
de la clase 1, 2, 3, 4 0 5), la extension se une a C-terminal de Q, por ejemplo, al aminoacido en la posiciéon 29. En
algunas realizaciones, la extension comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1610
(GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 1611 (GGPSSGAPPPS-CONH 2), SEQ ID NO: 1614 (KRNRNNIA), SEQ ID NO: 1643
(KRNR) o KGKKNDWKHNITQ (SEQ ID NO: 1613). En aspectos especificos, la secuencia de aminoacidos esta
unida a través del aminoacido C-terminal de Q, por ejemplo, aminoéacido en la posicion 29. En algunas realizaciones,
la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1610, 1611, 1613, 1614 y 1643 esta unida al aminoacido 29 del
péptido a través de un enlace peptidico. En algunas realizaciones especificas, el aminoacido en la posicion 29 del
péptido relacionado con glucagoén (por ejemplo, un péptido relacionado con glucagén de la Clase 1, 2, 3, 4 6 5) es
una Gly y la Gly se fusiona a una de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 1610, 1611, 1613, 1614 y
1643.

Resto heterdlogo de polimero
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[0291] En algunas realizaciones, el resto heterdlogo conjugado con Q es un polimero. En algunas realizaciones, el
polimero se selecciona del grupo que consiste en: poliamidas, policarbonatos, polialquilenos y derivados de los
mismos, incluyendo, polialquilenglicoles, 6xidos de polialquileno, tereftalatos de polialquileno, polimeros de ésteres
acrilicos y metacrilicos, incluyendo poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de butilo),
poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo),
poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), y poli(acrilato
de octadecilo), polimeros de polivinilo, incluyendo alcoholes de polivinilo, éteres de polivinilo, ésteres de polivinilo,
haluros de polivinilo, poli(acetato de vinilo) y polivinilpirrolidona, poliglicélidos, polisiloxanos, poliuretanos y co-
polimeros de los mismos, celulosas incluyendo alquilo Celulosa, hidroxialquilo Celulosa, éteres de celulosa, ésteres
de celulosa, nitrocelulosas, metil celulosa, etil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, hidroxibutil
metil celulosa, acetato de celulosa, propionato de celulosa, butirato acetato de celulosa, ftalato acetato de celulosa,
carboxiletil celulosa, triacetato de celulosa, y sal de sodio de sulfato de celulosa, polipropileno, polietilenos,
incluyendo poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), y poli(tereftalato de etileno), y poliestireno.

[0292] En algunos aspectos, el polimero es un polimero biodegradable, que incluye un polimero biodegradable
sintético (por ejemplo, polimeros de acido lactico y acido glicélico, polianhidridos, poli(orto)ésteres, poliuretanos,
poli(acido butico), poli(acido valérico), y poli(lactido-cocaprolactona)), y un polimero biodegradable natural (por
ejemplo, alginato y otros polisacaridos incluyendo dextrano y celulosa, colageno, derivados quimicos de los mismos
(sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones, y otras
modificaciones de rutina hechas por los expertos en la técnica), albumina y otras proteinas hidréfilas (por ejemplo,
zeina y otras prolaminas y proteinas hidréfobas)), asi como cualquier copolimero o mezcla de los mismos. En
general, estos materiales se degradan por hidrélisis enzimatica o exposicion al agua in vivo, por erosién superficial o
en masa.

[0293] En algunos aspectos, el polimero es un polimero bioadhesivo, tal como un hidrogel biodegradable descrito
por HS Sawhney, CP Pathak y JA Hubbell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, cuyas ensefianzas se incorporan
en el presente documento, acidos polihialurénicos, caseina, gelatina, glutina, polianhidridos, acido poliacrilico,
alginato, quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato
de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de
fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), y poli(acrilato de octadecilo).

[0294] En algunas realizaciones, el polimero es un polimero soluble en agua o u polimero hidréfilo. Los polimeros
hidréfilos se describen adicionalmente en este documento bajo el titulo “Grupos hidréfilos”. Los polimeros solubles
en agua adecuados son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulosa
(HPC; Kiucel), hidroxipropil metilcelulosa (HPMC; Methocel), nitrocelulosa, hidroxipropiletilcelulosa, hidroxipropil
butilcelulosa, hidroxipropil pentilcelulosa, metil celulosa, etil celulosa (Ethocel), hidroxietil celulosa, diversas alquilo
Celulosas e hidroxialquilo Celulosas, diversos éteres de celulosa, acetato de celulosa, carboximetil celulosa,
carboximetil celulosa de sodio, carboximetil celulosa de calcio, copolimeros de acetato de vinilo/acido croténico,
metacrilato de poli-hidroxialquilo, metacrilato de hidroximetilo, copolimeros de acido metacrilico, acido metacrilico,
polimetacrilato de metilo, copolimeros de anhidrido maleico/metil vinil éter, poli vinilalcohol, acido poliacrilico sédico y
calcico, acido poliacrilico, carboxi polimeros acidos, carboxipolimetileno, polimeros de carboxivinilo, copolimero de
polioxietileno y polioxipropileno, anhidrido de polimetilviniléter co-maleico, carboximetilamida, co-polimero de
metacrilato de potasio y divinilbenceno, polioxietilenglicoles, éxido de polietileno, y derivados, sales, y
combinaciones de los mismos.

[0295] En realizaciones especificas, el polimero es un polialquilenglicol, incluyendo, por ejemplo, polietilenglicol
(PEG).

[0296] En algunas realizaciones, el grupo heterélogo es un hidrato de carbono. En algunas realizaciones, el hidrato
de carbono es un monosacarido (por ejemplo, glucosa, galactosa, fructosa), un disacarido (por ejemplo, sacarosa,
lactosa, maltosa), un oligosacarido (por ejemplo, rafinosa, estaquiosa), un polisacarido (un almidén, amilasa,
amilopectina, celulosa, quitina, calosa, laminarina, xilano, manano, fucoidano, galactomanano).

[0297] En algunas realizaciones, el grupo heterdlogo es un lipido. El lipido, en algunas realizaciones, es un acido
graso, eicosanoide, prostaglandina, leucotrienos, tromboxano, N-acil etanolamina), glicerolipido (por ejemplo, mono,
gliceroles mono-, di-, trisustituidos), glicerofosfolipido (por ejemplo, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina), esfingolipidos (por ejemplo, esfingosina, ceramida), lipido esterol (por ejemplo,
esteroide, colesterol), lipido prenol, sacarolipido, o un policétido, aceite, cera, colesterol, esterol, vitamina soluble en
grasa, monoglicérido, diglicérido, triglicérido, un fosfolipido.

Resto heterélogo de fusién a Fc
[0298] Como se sefialé anteriormente, en algunas realizaciones, Q se conjuga, por ejemplo, se fusiona a una
inmunoglobulina o parte de la misma (por ejemplo, regién variable, CDR, o la region Fc). Como se describe en el

presente documento, Q puede ser un péptido de la superfamilia del glucagoén, péptido relacionado con glucagon,
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incluyendo un péptido relacionado con glucagon de la Clase 1, 2, 3, 4 6 5, o la osteocalcina, la calcitonina, amilina, o
un analogo, derivado o conjugado de los mismos. Los tipos conocidos de inmunoglobulinas (lg) incluyen IgG, IgA,
IgE, IgD o IgM. La region Fc es una regién C-terminal de una cadena pesada de Ig, que es responsable de la union
a los receptores Fc que llevan a cabo actividades, tales como el reciclaje (que se traduce en una vida media
prolongada), citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), y citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC).

[0299] Por ejemplo, segun algunas definiciones, la regiéon Fc de la cadena pesada de IgG humana se extiende
desde la Cys226 al extremo C-terminal de la cadena pesada. La "regidon bisagra" generalmente se extiende desde
Glu216 a Pro230 de la IgG1 humana (regiones bisagra de otros isotipos de IgG pueden alinearse con la secuencia
de IgG1 mediante la alineacion de las cisteinas implicadas en la unién a cisteina). La region Fc de una IgG incluye
dos dominios constantes, CH2 y CH3. El dominio CH2 de una regién Fc de IgG humana normalmente se extiende
desde el aminoacido 231 hasta el aminoacido 341. El dominio CH3 de una regién Fc de IgG humana normalmente
se extiende entre los aminoacidos 342 a 447. Las referencias a la numeracién de amino acidos de inmunoglobulinas
o fragmentos de inmunoglobulina, o regiones, se basan todas en Kabat et al. 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Departamento de Salud Publica, Bethesda, MD. En realizaciones relacionadas, la region Fc
puede comprender una 0 mas regiones constantes modificadas o nativas de una cadena pesada de
inmunoglobulina, diferente de CH1, por ejemplo, las regiones CH2 y CH3 de IgG e IgA, o las regiones CH3 y CH4 de
IgE.

[0300] Los grupos de conjugado adecuados incluyen partes de secuencia de inmunoglobulina que incluyen el sitio
de union a FcRn. El FcRn, un receptor de salvamento, es responsable del reciclaje de inmunoglobulinas y su retorno
a la circulacion en la sangre. La region de la parte Fc de IgG que se une al receptor FcRn se ha descrito basandose
en cristalografia de rayos X (Burmeister et al 1994, Nature 372: 379). El area de contacto principal de la Fc con el
FcRn esta cerca de la union de los dominios CH2 y CH3. Los contactos Fc-FcRn estan todos dentro de una sola
cadena pesada de Ig. Los sitios de contacto principales incluyen los residuos de aminoacidos 248, 250-257, 272,
285, 288, 290-291, 308-311, y 314 del dominio CH2 y los residuos de aminoacidos 385-387, 428, y 433-436 del
dominio CH3.

[0301] Algunos grupos de conjugado pueden incluir o no un sitio o sitios de unién a FcyR. FcyR son responsables de
ADCC y CDC. Los ejemplos de posiciones dentro de la region Fc que realizan un contacto directo con FcyR son los
aminoacidos 234-239 (region bisagra inferior), los aminoacidos 265-269 (bucle B/C), los aminoacidos 297-299 (bucle
C’/E), y los aminoacidos 327-332 (bucle F/G) (Sondermann et al., Nature 406:. 267-273, 2000). La region bisagra
inferior de IgE también se ha implicado en la unién a FcRI (Henry, et al., Biochemistry 36, 15568 a 15578, 1997). Los
residuos implicados en la unién al receptor de IgA se describen en Lewis et al., (J Immunol. 175: 6694-701, 2005).
Los residuos de aminoacidos implicados en la union al receptor de IgE se describen en Sayers et al. (J Biol Chem.
279 (34): 35320-5, 2004).

[0302] Las modificaciones de aminoacidos pueden realizarse en la region Fc de una inmunoglobulina. Dichas
regiones Fc variantes comprenden al menos una modificacion de aminoacidos en el dominio CH3 de la region Fc
(residuos 342-447) y/o al menos una modificacién de aminoacido en el dominio CH2 de la region Fc (residuos 231-
341). Las mutaciones que se cree que transmiten una mayor afinidad por FcRn incluyen T256A, T307A, E380A, y
N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276: 6591). Otras mutaciones pueden reducir la unién de la regién Fc a
FeyRlI, FeyRIIA, FeyRIIB, y/o FeyRIIA sin reducir significativamente la afinidad por FcRn. Por ejemplo, la sustitucion
de Asn en la posicion 297 de la region Fc por Ala u otro aminoacido elimina un sitio de N-glicosilacién altamente
conservado y puede dar lugar a una inmunogenicidad reducida con una vida media prolongada concomitante de la
region Fc, asi como una unién reducida a FcyRs (Routledge et al 1995, Transplantation 60: 847; Friend et al 1999,
Transplantation 68: 1632; Shields y otros, 1995, J. Biol. Chem. 276: 6591). Se han realizado modificaciones de
aminoacidos en las posiciones 233-236 de IgG1 han sido hechos que reducen la uniéon a FcyRs (Ward y Ghetie
1995, Therapeutic Immunology 2:77 y Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29: 2613). Algunas sustituciones de
aminoacidos de ejemplo se describen en las Patentes de Estados Unidos 7.355.008 y 7.381.408.

Resto heterélogo hidroéfilo

[0303] En algunas realizaciones, Q descrito en el presente documento estd unido covalentemente a un resto
hidrofilo. Como se describe en el presente documento, Q puede ser un péptido de la superfamilia del glucagon,
péptido relacionado con glucagén, incluyendo un péptido relacionado con glucagén de la Clase 1, 2, 3,46 5,0 la
osteocalcina, la calcitonina, amilina, o un analogo, derivado o conjugado de los mismos. Los restos hidrofilos se
pueden unir a Q en cualquier condicién adecuada utilizada para hacer reaccionar una proteina con una molécula de
polimero activada. Se pueden usar cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo a través de acilacion,
alquilacion reductora, adicién de Michael, alquilacion con tiol u otros métodos de conjugacion/union quimioselectiva a
través de un grupo reactivo sobre el grupo PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, éster, tiol, a-haloacetilo,
maleimido o hidrazino) a un grupo reactivo en el compuesto diana (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, éster, tiol,
a-haloacetilo, maleimido o hidrazino). Los grupos activadores que pueden utilizarse para enlazar el polimero soluble
en agua a una o mas proteinas incluyen, sin limitacidon sulfona, maleimida, sulfhidrilo, tiol, triflato, tresilato, azidirina,
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oxirano, 5-piridilo y grupo acilo alfa-halogenado (por ejemplo, acido alfa-yodo acético, acido alfa-bromo acético,
acido alfa-cloro acético). Si se une al analogo mediante alquilacion reductora, el polimero seleccionado debe tener
un unico aldehido reactivo, de manera que se controla el grado de polimerizacion. Véase, por ejemplo, Kinstler et al.,
Adv. Drugs. Delivery Rev. 54: 477-485 (2002); Roberts et al., Adv. Drug Delivery Rev. 54: 459-476 (2002); y Zalipsky
et al., Adv. Drug Delivery Rev. 16: 157-182 (1995).

[0304] Grupos activantes adicionales que pueden utilizarse para unir el resto hidréfilo (polimero soluble en agua) a
una proteina incluyen un grupo acilo alfa-halogenado (por ejemplo, acido alfa-yodo acético, acido alfa-bromoacético,
acido alfa-cloroacético). En aspectos especificos, un residuo de aminoacido del péptido que tiene un tiol es
modificado con un resto hidréfilo, tal como PEG. En algunas realizaciones, un aminoacido en Q que comprende un
tiol estd modificado con PEG activado con maleimida en una reacciéon de adicion de Michael para dar como
resultado un péptido PEGilado que comprende el enlace tioéter que se muestra a continuacion:

Péptido O

Q '
Sg\/\gN\/\OI(\/O); CH

[0305] En algunas realizaciones, el tiol de un aminoacido de Q se modifica con un PEG activado con haloacetilo en
una reaccién de sustitucion nucledfila para dar como resultado un péptido PEGilado que comprende el enlace tioéter
se muestra a continuacion:

Péptido
L H\/\\/O CHsy
s of,
O :

[0306] Los grupos hidréfilos adecuados incluyen polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol, polioles polioxietilados (por
ejemplo, POG), sorbitol polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol polioxietilado (POG), polioxialquilenos,
propionaldehido con polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, monometoxi-polietilenglicol, mono (C1-
C10) alcoxi- o ariloxi-polietilenglicol, carboximetilcelulosa, poliacetales, alcohol polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona,
poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poli (B-aminoacidos) (ya sean
homopolimeros o copolimeros aleatorios), poli (n-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol
(PPG) y otros 6xidos de polialquileno, copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido de etileno, acidos coldnicos u
otros polimeros de polisacaridos, Ficoll o dextrano y mezclas de los mismos. Los dextranos son polimeros de
polisacaridos de subunidades de glucosa, predominantemente unidas por uniones a1-6. El dextrano esta disponible
en muchos intervalos de peso molecular, por ejemplo, de aproximadamente 1 kD a aproximadamente 100 kD, o de
aproximadamente 5, 10, 15 6 20 kD a aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 6 90 kD.

[0307] El resto hidréfilo, por ejemplo, cadena de polietilenglicol, segun algunas otras realizaciones, tiene un peso
molecular seleccionado del intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente 40.000 Daltons. En algunas
realizaciones, la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular seleccionado del intervalo de aproximadamente
500 a aproximadamente 5.000 Daltons, o aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En otra
realizacion, el resto hidréfilo, por ejemplo, cadena de polietilenglicol, tiene un peso molecular de aproximadamente
10.000 a aproximadamente 20.000 Daltons. En aun otros ejemplos de realizacién, el resto hidréfilo, por ejemplo,
cadena de polietilenglicol, tiene un peso molecular de aproximadamente 20.000 a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0308] Se contemplan polimeros hidréfilos lineales o ramificados. Las preparaciones resultantes de conjugados
pueden ser esencialmente monodispersas o polidispersas, y pueden tener restos de aproximadamente 0,5, 0,7, 1,
1,2, 1,5 0 2 restos de polimero por péptido.

[0309] En algunas realizaciones, el aminoacido natural del péptido se sustituye con un aminoacido que tiene una
cadena lateral adecuada para la reticulacién con restos hidréfilos, para facilitar la uniéon del resto hidrofilo al
péptido. Los aminoacidos de ejemplo incluyen Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o acetil fenilalanina (Ac-Phe). En otras otras
realizaciones, se afiade un aminoacido modificado para comprender un grupo hidréfilo al péptido en el extremo C-
terminal.

[0310] En algunas realizaciones, el péptido del conjugado se conjuga a un resto hidréfilo, por ejemplo PEG, a través

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

de enlace covalente entre una cadena lateral de un aminoacido del péptido y el resto hidréfilo. En algunas
realizaciones, cuando Q es un péptido relacionado con glucagon de la clase 1, 2, 3, 4 0 5, el péptido se conjuga con
un resto hidrdéfilo a través de la cadena lateral de un aminoacido en la posicion 16, 17, 21, 24, 29, 40, una posicién
dentro de una extension C-terminal, o el aminoacido C-terminal, o una combinacion de estas posiciones. En algunos
aspectos, el aminoacido unido covalentemente a un resto hidrdfilo (por ejemplo, el aminoacido que comprende un
resto hidréfilo) es una Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o Ac-Phe, y la cadena lateral del aminoacido esta covalentemente
unido a un resto hidrdfilo (por ejemplo, PEG).

Resto heterdlogo de rPEG

[0311] En algunas realizaciones, el conjugado como se describe en el presente documento comprende un Q
fusionado a un péptido accesorio que es capaz de formar una conformacion extendida similar a PEG quimico (por
ejemplo, una molécula PEG recombinante (rPEG)), tales como los descritos en la publicacién de solicitud de Patente
Internacional No. WQ02009/023270 y la publicacién de la solicitud de Patente de Estados Unidos N°
US20080286808. La molécula de rPEG no es polietilenglicol. La molécula de rPEG en algunos aspectos es un
polipéptido que comprende una o mas de glicina, serina, acido glutamico, acido aspartico, alanina o prolina. En
algunos aspectos, el rPEG es un homopolimero, por ejemplo, poli-glicina, poli-serina, poli-acido glutamico, poli-acido
aspartico, poli-alanina, o poli-prolina. En otras realizaciones, el rPEG comprende dos tipos de aminoacidos
repetidos, por ejemplo, poli (Gly-Ser), poli (Gly-Glu), poli (Gly-Ala), poli (Gly-Asp), poli (Gly-Pro), poli (Ser-Glu), etc.
En algunos aspectos, el rPEG comprende tres tipos diferentes de aminoacidos, por ejemplo, poli (Gly-Ser-Glu). En
aspectos especificos, el rPEG aumenta la vida media de Q. En algunos aspectos, el rPEG comprende una carga
positiva neta o carga negativa neta. El rPEG en algunos aspectos carece de estructura secundaria. En algunas
realizaciones, el rPEG es mayor que o igual a 10 aminoacidos de longitud y en algunas realizaciones es de
aproximadamente 40 a aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. El péptido accesorio en algunos aspectos se
fusiona con el extremo N- o C-terminal del péptido tal como se describe en el presente documento a través de un
enlace peptidico o un sitio de escisidén por proteinasa, o se inserta en los bucles del péptido tal como se describe en
el presente documento. El rPEG en algunos aspectos comprende una etiqueta de afinidad o esta unido a un PEG
que es mayor que 5 kDa. En algunas realizaciones, el rPEG confiere al conjugado tal como se describe en el
presente documento un mayor radio hidrodinamico, mayor vida media en suero, mayor resistencia a la proteasa, o
mayor solubilidad y, en algunos aspectos, confiere el conjugado una menor inmunogenicidad.

[0312] Q puede estar unido a restos de conjugados a través de union covalente directa haciendo reaccionar los
residuos aminoacidos dirigidos del péptido con un agente derivatizante organico que es capaz de reaccionar con
cadenas laterales seleccionadas o con los residuos N-terminales o C-terminales de estos aminoacidos dirigidos. Los
grupos reactivos en el péptido o resto conjugado incluyen, por ejemplo, un aldehido, amino, éster, tiol, a-haloacetilo,
maleimido o grupo hidrazino. Los agentes de derivatizacion incluyen, por ejemplo, éster de
maleimidobenzoilsulfosuccinimida (conjugacién a través de residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de
residuos lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico u otros agentes conocidos en la técnica. Alternativamente, los
restos de conjugado se pueden enlazar al péptido indirectamente a través de portadores intermedios, tales como
portadores de polisacaridos o polipéptidos. Ejemplos de portadores de polisacaridos incluyen
aminodextrano. Ejemplos de portadores de polipéptidos adecuados incluyen polilisina, acido poliglutamico, acido
poliaspartico, co-polimeros de los mismos, y polimeros mixtos de estos aminoacidos y otros, por ejemplo, serinas,
para conferir propiedades de solubilidad deseables en el portador cargado resultante.

Multimeros

[0313] Con respecto a los péptidos relacionados con glucagén de Clase 1, Clase 2 y Clase 3, Q puede ser parte de
un dimero, trimero o multimero de orden superior comprende al menos dos, tres 0 mas péptidos unidos a través de
un enlazador, en el que al menos uno o ambos péptidos es un péptido relacionado con glucagoén. El dimero puede
ser un homodimero o, alternativamente, puede ser un heterodimero. En realizaciones de ejemplo, el enlazador que
conecta los dos (0 mas) analogos es PEG, por ejemplo, un PEG de 5 kDa, un PEG de 20 kDa. En algunas
realizaciones, el enlazador es un enlace disulfuro. Por ejemplo, cada monémero del dimero puede comprender un
residuo de Cys (por ejemplo, una Cys terminal o situada internamente) y el atomo de azufre de cada residuo de Cys
participa en la formacién del enlace disulfuro. En algunos aspectos, los monémeros estan conectados a través de
aminoacidos terminales (por ejemplo, N-terminal o C-terminal), a través de aminoacidos internos, o a través de un
aminoacido terminal de al menos un monémero y un aminoécido interno de al menos otro monémero. En aspectos
especificos, los mondmeros no estan conectados a través de un aminoacido N-terminal. En algunos aspectos, los
mondémeros del multimero se unen en una orientacion "cola con cola" en la que los aminoacidos C-terminales de
cada mondmero se unen. Un resto conjugado se puede unir covalentemente a cualquiera de los péptidos
relacionados con glucagoén descritos en el presente documento, incluyendo un dimero, trimero o multimero de orden
superior.

Conjugacion del resto heterélogo a Q

[0314] El resto heterdlogo esté conjugado al péptido (Q) segun procedimientos de unidn y conjugacion descritos en
la seccion "Grupo de unién" y subseccion "Modificaciéon quimica de Q y/o Y.
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Procedimientos de fabricacion de Q

[0315] Los péptidos (Q) descritos en el presente documento pueden prepararse por procedimientos estandar de
sintesis, técnicas de ADN recombinante, o cualquier otro procedimiento de preparacion de péptidos y proteinas de
fusion. Aunque ciertos aminoacidos no naturales no se pueden expresar mediante técnicas de ADN recombinante
estandar, las técnicas para su preparacion son conocidos en la técnica. Los compuestos de esta invencidon que
abarcan porciones no peptidicas pueden sintetizarse mediante reacciones de quimica organica convencionales,
ademas de las reacciones de quimica de péptidos convencionales cuando sea aplicable.

[0316] Los péptidos de la divulgacién pueden obtenerse por procedimientos conocidos en la técnica. Los
procedimientos adecuados de péptidos de sintesis de novo se describen en, por ejemplo, Chan et al, Fmoc Solid
Phase Peptide Synthesis, Oxford University Press, Oxford, Reino Unido., 2005; Peptide and Protein Drug Analysis,
ed. Reid, R., Marcel Dekker, Inc., 2000; Epitope Mapping, ed. Westwood et al, Oxford University Press, Oxford,
Reino Unido., 2000; y la patente de Estados Unidos N° 5.449.752.

[0317] Ademas, en los casos en los que los péptidos de la divulgacion no comprenden cualquiera de los
aminoacidos no codificados o no naturales, el péptido puede producirse de forma recombinante utilizando un acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido usando procedimientos recombinantes
estandar. Véase, por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Closing: A Laboratory Manual. 3% edicion, Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, Nueva York., 2001;y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates y John Wiley & Sons, NY, 1994.

[0318] En algunas realizaciones, los péptidos de la divulgacidon estan aislados. En algunas realizaciones, los
péptidos de la divulgacion estan purificados. Se reconoce que la "pureza" es un término relativo, y no debe
interpretarse necesariamente como pureza absoluta o enriquecimiento absoluto o selecciéon absoluta. En algunos
aspectos, la pureza es de al menos o aproximadamente el 50%, de al menos o aproximadamente el 60%, de al
menos o aproximadamente el 70%, de al menos o aproximadamente el 80%, o de al menos o aproximadamente el
90% (por ejemplo, de al menos o aproximadamente el 91%, de al menos o aproximadamente el 92%, de al menos o
aproximadamente el 93%, de al menos o aproximadamente el 94%, de al menos o aproximadamente el 95%, de al
menos o aproximadamente el 96%, de al menos o aproximadamente el 97%, de al menos o aproximadamente el 98
%, de al menos o aproximadamente el 99% o es de aproximadamente el 100%.

[0319] En algunas realizaciones, los péptidos descritos en el presente documento se sintetizan comercialmente por
empresas, tales como Synpep (Dublin, CA), Peptide Technologies Corp. (Gaithersburg, MD), y Multiple Peptide
Systems (San Diego, CA). A este respecto, los péptidos pueden ser sintéticos, recombinante, aislados, y/o
purificados.

[0320] Las clases de péptidos relacionados con glucagén (Q) se describen en detalle a continuacion. Con respecto a
cada una de las secciones de la divulgacion con respecto a los péptidos relacionados con glucagén de Clase 1,
Clase 2, Clase 3, Clase 4 y Clase 5, las modificaciones se describen con respecto a la parte de péptido relacionado
con glucagon (Q) de un conjugado Q-L-Y detallado anteriormente. Por lo tanto, los elementos estructurales descritos
con respecto a una clase de péptidos relacionados con glucagén son elementos estructurales de Q que
posteriormente se modifican adicionalmente para generar el conjugado Q-L-Y, tal como se describe anteriormente.

Péptidos relacionados con glucagén de Clase 1

[0321] En ciertas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén es un péptido relacionado con glucagon de
clase 1, que se describe en el presente documento y en la publicacion de patente internacional No. WO
2009/155257 (publicada el 23 de diciembre de 2009), Solicitud de Patente Internacional No. WO 2008/086086
(publicada el 17 de julio, 2008), y la publicacién de solicitud de patente Internacional N° WO 2007/056362 (publicada
el 18 de mayo, 2007).

[0322] Las secuencias bioldgicas referenciadas en la seccién siguiente (SEQ ID NOs: 801-915), relativa a los
péptidos relacionados con glucagén de clase 1 corresponden a SEQ ID NOs: 1-115 en la Publicacion de Patente
Internacional N° WO 2009/155257.

Actividad

[0323] Los péptidos de glucagon de la clase 1 conservan la actividad del receptor de glucagén en relacion con el
péptido de glucagén natural (SEQ ID NO: 801). Por ejemplo, el péptido de glucagdn puede retener al menos 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, actividad del 75%, actividad del 80%, actividad del 85%, o actividad del 90 de
glucagén natural (calculada como la relacion inversa de ECso para el péptido de glucagén frente a glucagén, por
ejemplo, tal como se mide por la produccién de AMPc utilizando el ensayo descrito en general en el ejemplo 2). En
algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 1 tienen la misma o mayor actividad
(utilizado como sinénimo del término "potencia" en el presente documento) que el glucagén. En algunas
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realizaciones, los péptidos de glucagén descritos en el presente documento presentan no mas de aproximadamente
100%, 1000%, 10,000%, 100 000%, o 1.000.000% de la actividad de péptido de glucagdn natural.

[0324] Cualquiera de los péptidos relacionados con glucagon de clase 1 descritos en el presente documento pueden
presentar una ECsp en el receptor de glucagéon humano de aproximadamente 100 nM, 75 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM,
20 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM o menos cuando se prueban para la induccion de AMPc en células HEK293 que
sobreexpresan el receptor de glucagon, por ejemplo, utilizando el ensayo del ejemplo 2. Los péptidos tipicamente
pegilados mostraran una mayor ECso en comparacion con el péptido no pegilado. Por ejemplo, los péptidos
relacionados con glucagén de clase 1 descritos en el presente documento, cuando no estan pegilados, pueden
presentar actividad en el receptor de glucagén que es al menos 20% (por ejemplo, al menos 30%, al menos 40%, al
menos 50%, al menos 60% , al menos 75%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos
99%, 100%, 150%, 200%, 400%, 500% o mas) de la actividad de glucagén natural (SEQ ID NO: 801) en el receptor
de glucagon. En ciertas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagon de clase 1 descritos en el presente
documento muestran el % de actividad indicada de glucagén natural en el receptor de glucagon, cuando carecen un
resto hidréfilo, pero muestran una disminucion del % de actividad de glucagén natural en el receptor de glucagon,
cuando comprende un resto hidréfilo. Por ejemplo, los péptidos relacionados con glucagén de clase 1 descritos en el
presente documento, cuando estan pegilados, pueden presentar actividad en el receptor de glucagén que es al
menos 2% (por ejemplo al menos 3%, al menos 4%, al menos 5%, al menos 6%, al menos 7%, al menos 8%, al
menos 9%, o al menos 10% de la actividad del glucagdn natural. En algunas realizaciones, los péptidos relacionados
con glucagén de clase 1 descritos en el presente documento pueden mostrar cualquiera de las actividades
anteriormente indicadas, pero no mas de 1.000%, 10.000%, 100.000%, o 1.000.000% de la actividad del glucagén
natural en el receptor de glucagon.

[0325] En algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 1 muestran menos de
aproximadamente 5%, 4%, 3%, 2% o 1% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 y/o mas de
aproximadamente 5 veces, 10 veces, 0 15 veces la selectividad por el receptor de glucagén en comparacion con el
receptor de GLP-1. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 1
muestran menos de 5% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 y muestran una selectividad mayor
que 5 veces para el receptor de glucagén en comparacion con el receptor de GLP-1.

Solubilidad mejorada

[0326] El glucagdn natural presenta una mala solubilidad en solucién acuosa, particularmente a pH fisiolégico, con
una tendencia a agregarse y precipitar con el tiempo. En cambio, los péptidos relacionados con glucagén de la clase
1 en algunas realizaciones muestran al menos 2 veces, 5 veces, o incluso una solubilidad mas alta en comparacion
con el glucagén natural a un pH entre 6y 8, o entre 6 y 9, por ejemplo, a un pH de 7 después de 24 horas a 25°C.

[0327] Por consiguiente, en algunas realizaciones, un péptido relacionado con glucagén de la clase 1 se ha
modificado con respecto al péptido de tipo natural de His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Met-Leu-Asn-Thr (SEQ ID NO: 801) para mejorar la solubilidad del
péptido en soluciones acuosas, en particular a un pH que varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 8,0,
mientras que se conserva la actividad biolégica del péptido natural.

[0328] Por ejemplo, la solubilidad de cualquiera de los péptidos relacionados con glucagén de clase 1 descritos en el
presente documento se puede mejorar ain mas mediante la unién de un resto hidroéfilo al péptido. La introduccion de
tales grupos también aumenta la duracién de accion, por ejemplo, tal como se mide por una vida media prolongada
en la circulacion. Los restos hidroéfilos se describen adicionalmente en el presente documento.

Modificaciones con residuos cargados

[0329] En algunas realizaciones, la solubilidad se mejora mediante la adiciéon de carga al péptido relacionado con
glucagon de clase 1 mediante la sustitucion de aminoacidos naturales no cargados por aminoacidos cargados
seleccionados del grupo que consiste en lisina, arginina, histidina, acido aspartico y acido glutdmico, o mediante la
adicion de aminoécidos cargados en el extremo amino o carboxilo del péptido.

[0330] Segun algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén de la clase 1 ha mejorado la solubilidad
debido al hecho de que el péptido estda modificado por sustituciones y/o adiciones de aminoacidos que introducen un
aminoacido cargado en la parte C-terminal del péptido y, en algunas realizaciones, en una posicién C-terminal a la
posicion 27 de la SEQ ID NO: 801. Opcionalmente, uno, dos o tres aminoacidos cargados pueden introducirse
dentro de la parte C-terminal, y en algunas realizaciones C-terminal a la posicién 27. Segun algunas realizaciones, el
aminoacido o aminoacidos naturales en las posiciones 28 y/o 29 estan sustituidos con un aminoacido cargado, y/o
de uno a tres aminoacidos cargados se afiaden al extremo C-terminal del péptido, por ejemplo, después de la
posicion 27, 28 o 29. En realizaciones de ejemplo, uno, dos, tres o todos los aminoacidos cargados estan cargados
negativamente. En otras realizaciones, uno, dos, tres o todos de los aminoacidos cargados estan cargados
positivamente.

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

[0331] En realizaciones de ejemplo especificas, el péptido relacionado con glucagén de clase 1 puede comprender
una cualquiera o dos de las siguientes modificaciones: sustitucion de N28 con E; sustitucion de N28 con
D; sustitucidon de T29 con D; sustitucién de T29 con E; insercion de E después de la posicion 27, 28 o 29; insercién
de D después de la posicidn 27, 28 o 29. Por ejemplo, D28E29, E28E29, E29E30, E28E30, D28E30.

[0332] Segun una realizacion ejemplar, el péptido relacionado con glucagén de la clase 1 comprende una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 811, o un analogo de la misma que contiene de 1 a 3 modificaciones de
aminoacidos adicionales (que se describen en el presente documento en referencia a los agonistas de glucagoén) en
relaciéon con el glucagon natural, o un analogo agonista de glucagon de los mismos. La SEQ ID NO: 811 representa
un péptido relacionado con glucagoén de la clase 1 modificado, en el que el residuo de asparagina en la posicion 28
de la proteina natural ha sido sustituido por un acido aspartico. En otra realizacion de ejemplo del péptido
relacionado con glucagén de clase 1 comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 838, en la que el
residuo de asparagina en la posicion 28 de la proteina natural ha sido sustituido por acido glutamico. Otras
realizaciones de ejemplo incluyen péptidos relacionados con glucagon de la clase 1 de SEQ ID NOs: 824, 825, 826,
833, 835, 836 y 837.

[0333] La sustitucidén del aminoacido natural en la posiciéon 28 y/o 29 con aminoacidos cargados, y/o la adicion de
uno a dos aminoacidos cargados en el extremo carboxilo del péptido relacionado con glucagén de la clase 1, mejora
la solubilidad y estabilidad de los péptidos de glucagén en soluciones acuosas a pH fisioldgicamente relevantes (es
decir, un pH de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5) en al menos 5 veces y como mucho 30 veces. Por
consiguiente, los péptidos de glucagén de la clase 1 de algunas realizaciones retienen la actividad de glucagon y
muestran al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 25 veces, 30 veces o mayor solubilidad relativa al
glucagon natural a un pH determinado entre aproximadamente 5,5 y 8, por ejemplo, pH 7, cuando se mide después
de 24 horas a 25°C.

[0334] Las modificaciones adicionales, por ejemplo, sustituciones conservativas, cuyas modificaciones se describen
adicionalmente en el presente documento, se pueden aplicar al péptido relacionado con glucagoén de la clase 1 que
aun permitan que se retenga la actividad de glucagon.

Estabilidad mejorada

[0335] Cualquiera de los péptidos de glucagéon de clase 1 pueden presentar, ademas, una mayor estabilidad y/o
reduccion de la degradacion, por ejemplo, pueden retener al menos 95% del péptido original después de 24 horas a
25°C. Cualquiera de los péptidos relacionados con glucagén de clase 1 descritos en el presente documento pueden
presentar, ademas, una estabilidad mejorada a un pH dentro del intervalo de 5,5 a 8, por ejemplo, pueden retener al
menos 75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% del péptido original después de 24 horas a 25°C. En algunas
realizaciones, los péptidos relacionados con glucagéon de la clase 1 de la invencién muestran una estabilidad
mejorada, tal como al menos 75% (por ejemplo, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, mas
del 95%, hasta el 100%) de una concentracién del péptido o menos de aproximadamente el 25% (por ejemplo,
menos de 20%, menos de 15%, menos de 10%, menos del 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, a 0%) de péptido degradado es
detectable a 280 nm mediante un detector ultravioleta (UV) después de aproximadamente 1 o mas semanas (por
ejemplo, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 1 mes, aproximadamente
dos meses, aproximadamente cuatro meses, seis meses, unos ocho meses, aproximadamente diez meses,
aproximadamente doce meses) en solucion a una temperatura de al menos 20°C (por ejemplo, 21°C, 22°C, 23°C,
24°C, 25°C, 26°C, por lo menos 27,5°C, al menos 30°C, al menos 35°C, al menos 40°C, al menos 50°C) y menos de
100°C, menos de 85°C, menos de 75°C, o menos de 70°C. Los péptidos relacionados con glucagén de clase 1
pueden incluir modificaciones adicionales que alteran sus propiedades farmacéuticas, por ejemplo, aumento de
potencia, vida media prolongada en la circulacion, aumento de la vida util, reduccion de la precipitacion o
agregacion, y/o reduccién de la degradacion, por ejemplo, reduccién de la aparicién de escisidon o modificacion
quimica después del almacenamiento.

[0336] En todavia otras realizaciones adicionales de ejemplo, cualquiera de los péptidos relacionados con glucagon
de clase 1 anteriores se pueden modificar adicionalmente para mejorar la estabilidad mediante la modificacion del
aminoacido en la posicién 15 de la SEQ ID NO: 801 para reducir la degradacion del péptido con el tiempo,
especialmente en tampones acidos o alcalinos. En realizaciones de ejemplo, Asp en la posicion 15 esta sustituido
con Glu, homoGlu, acido cisteico, o acido homo-cisteico.

[0337] Alternativamente, cualquiera de los péptidos relacionados con glucagén de clase 1 descritaos en el presente
documento se pueden modificar adicionalmente para mejorar la estabilidad mediante la modificacién del aminoacido
en la posicion 16 de la SEQ ID NO: 801. En realizaciones de ejemplo, Ser en la posicidon 16 esta sustituido con Thr o
Aib, o cualquiera de las sustituciones de aminoacidos descritas en el presente documento con respecto a los
péptidos relacionados con glucagéon de clase 1 que mejoran la potencia en el receptor de glucagon. Tales
modificaciones reducen la escision del enlace peptidico entre Asp15-Ser16.

[0338] En algunas realizaciones, cualquiera de los péptidos relacionados con glucagéon de clase 1 descritos en el
presente documento se pueden modificar adicionalmente para reducir la degradaciéon en varias posiciones de
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aminoacidos mediante la modificaciéon de una cualquiera, dos, tres, o cuatro de las posiciones 20, 21, 24, o 27. Las
realizaciones de ejemplo incluyen la sustitucion de GIn en la posiciéon 20 por Ser, Thr, Ala o Aib, la sustitucién de Asp
en la posicién 21 por Glu, la sustitucion de GIn en la posicién 24 por Ala o Aib, la sustitucion de Met en la posicion 27
por Leu o Nle. La eliminacién o sustitucion de metionina reduce la degradacién debido a la oxidacion de la
metionina. La eliminacion o sustitucion de GIn o Asn reduce la degradacion debido a la desamidacion de GIn o
Asn. La eliminacion o sustitucion de Asp reduce la degradacion que se produce a través de la deshidratacion de Asp
para formar una succinimida ciclica intermedia seguido de isomerizacion a iso-aspartato.

Potencia mejorada

[0339] Segun otra realizaciéon, se proporcionan péptidos relacionados con glucagoén de clase 1 que tienen una
potencia mejorada en el receptor de glucagon, en la que los péptidos comprenden una modificacién de aminoacidos
en la posicién 16 de glucagon natural (SEQ ID NO: 801). A modo de ejemplo no limitativo, dicha potencia mejorada
se puede proporcionar mediante la sustitucion de la serina de origen natural en la posicién 16 por acido glutamico o
por otro aminoacido cargado negativamente que tiene una cadena lateral con una longitud de 4 atomos, o
alternativamente por uno cualquiera de glutamina, acido homoglutamico, o acido homocisteico, o un aminoacido
cargado que tiene una cadena lateral que contiene al menos un heteroatomo, (por ejemplo, N, o, S, P) y con una
longitud de cadena lateral de aproximadamente 4 (o 3-5) atomos. La sustitucion de serina en la posicién 16 por
acido glutamico aumenta la actividad del glucagéon al menos 2 veces, 4 veces, 5 veces y hasta 10 veces mas en el
receptor de glucagon. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén de la clase 1 conserva la
selectividad por el receptor de glucagén en relacion con los receptores de GLP-1, por ejemplo, una selectividad de al
menos 5 veces, 10 veces, o de 15 veces.

Resistencia a DPP-IV

[0340] En algunas realizaciones, los péptidos de glucagon de clase 1 descritos en el presente documento se
modifican adicionalmente en la posicién 1 o 2 para reducir la susceptibilidad a la escisién por la dipeptidil peptidasa
IV. Mas particularmente, en algunas realizaciones, la posicion 1 y/o la posicién 2 del péptido relacionado con
glucagon de clase 1 estan sustituidas con el aminoacido aminoacidos resistentes a DPP-IV descritos en el presente
documento. En algunas realizaciones, la posicion 2 del péptido analogo estd sustituido por un acido
aminoisobutirico. En algunas realizaciones, la posicion 2 del péptido analogo esta sustituida por un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D-serina, D-alanina, glicina, N-metilo serina, y acido e-aminobutirico. En otra
realizacién, la posicion 2 del péptido relacionado con glucagén de clase 1 se sustituye por un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D-serina, glicina y acido aminoisobutirico. En algunas realizaciones, el
aminoacido en la posiciéon 2 no es D-serina.

[0341] La reduccion de la actividad de glucagoén tras la modificacion de los aminoacidos en la posicién 1 y/o la
posicion 2 del péptido de glucagén puede ser restaurada mediante la estabilizacién de la estructura de hélice alfa en
la parte C-terminal del péptido de glucagéon (aproximadamente aminoacidos 12-29). La estructura de hélice alfa
puede ser estabilizado mediante, por ejemplo, la formacién de un enlace covalente o puente intramolecular no
covalente (por ejemplo, un puente de lactama entre las cadenas laterales de los aminoacidos en las posiciones "i" y
"i + 4", en las que i es un nimero entero de 12 a 25), la sustitucion y/o inserciéon de aminoacidos alrededor de las
posiciones 12-29 con un aminoécido estabilizador de la hélice alfa (por ejemplo, un aminoacido a,a-disustituido), tal

como se describe adicionalmente en el presente documento.
Modificaciones en la posicién 3

[0342] La actividad del receptor de glucagén se puede reducir mediante una modificacion de aminoéacidos en la
posicion 3 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagén de tipo natural), por ejemplo, la sustitucion de la
glutamina de origen natural en la posicion 3, por un aminoacido &cido, basico, o un aminoacido hidréfobo. Por
ejemplo, la sustitucion en la posicion 3 por &cido glutdmico, ornitina, o norleucina reduce sustancialmente o destruye
la actividad del receptor de glucagén.

[0343] La actividad mantenida o mejorada en el receptor de glucagén puede lograrse mediante la modificacion de la
GIn en la posicién 3 por un analogo de glutamina, tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, los
agonistas de glucagén pueden comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 863, SEQ ID NO: 869,
SEQ ID NO: 870, SEQ ID NO: 871, SEQ ID NO: 872, SEQ ID NO: 873 y SEQ ID NO: 874.

Mejora de la actividad de GLP-1 con amidas y ésteres C-terminales

[0344] La actividad mejorada en el receptor de GLP-1 se proporciona mediante la sustitucion del acido carboxilico
del aminoacido C-terminal por un grupo de carga neutra, tal como una amida o éster. A la inversa, conservando el
acido carboxilico natural en el extremo C-terminal del péptido se mantiene una selectividad relativamente mayor del
péptido relacionado con glucagon de la clase 1 para el receptor de glucagén vs. el receptor de GLP-1 (por ejemplo,
mayor de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o0 20 veces).
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Otras modificaciones y combinaciones

[0345] Se puedne realizar modificaciones adicionales al péptido relacionado con glucagén de la clase 1 que pueden
aumentar aun mas la solubilidad y/o estabilidad y/o actividad de glucagén. El péptido relacionado con glucagon de la
clase 1 puede comprender alternativamente otras modificaciones que no afectan sustancialmente a la solubilidad o
estabilidad, y que no disminuyen sustancialmente la actividad de glucagon. En realizaciones de ejemplo, el péptido
relacionado con glucagén de Clase 1 puede comprender un total de hasta 11, o hasta 12, o hasta 13, o hasta 14
modificaciones de aminoacidos con respecto a la secuencia de glucagén natural. Por ejemplo, pueden llevarse a
cabo sustituciones conservativas o no conservativas, adiciones o deleciones en cualquiera de las posiciones 2, 5, 7,
10, 11, 12,13, 14,17, 18, 19, 20, 21, 24, 27 , 28 0 29.

[0346] Las modificaciones de ejemplo del péptido relacionado con glucagén de la clase 1 incluyen, pero no se limitan
a:

(a) sustituciones no conservativas, sustituciones conservativas, adiciones o supresiones a la vez que se conserva al
menos parcialmente, la actividad agonista del glucagén, por ejemplo, sustituciones conservativas en una o mas de
las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28 o 29, la sustitucién de Tyr en la posicion
10 con Val o Phe, sustitucion de Lys en la posicién 12 con Arg, la sustitucion de una o mas de estas posiciones con
Ala;

(b) delecion de los aminoacidos en las posiciones 29 y/o 28, y opcionalmente la posicion 27, a la vez que se
conserva, al menos parcialmente, la actividad agonista de glucagon;

(c) modificacion del acido aspartico en la posicion 15, por ejemplo, por sustitucion con acido glutdmico, acido
homoglutamico, acido cisteico o acido homocisteico, lo que puede reducir la degradacion; o modificacién de la serina
en la posicidon 16, por ejemplo, por sustitucién de treonina, Aib, acido glutdmico o con otro aminoacido cargado
negativamente que tiene una cadena lateral con una longitud de 4 atomos, o alternativamente con uno cualquiera de
glutamina, acido homoglutamico, o acido homocisteico, que también pueden reducir la degradacién debido a la
escision del enlace Asp15-Ser16;

(d) adicion de un resto hidrofilo, tal como el polimero soluble en agua polietilenglicol, tal como se describe en el
presente documento, por ejemplo en la posiciéon 16, 17, 20, 21, 24, 29, 40 o en el aminoacido C-terminal, que puede
aumentar la solubilidad y/o la vida media;

(e) modificacién de la metionina en la posicién 27, por ejemplo, por sustitucion con leucina o norleucina, para reducir
la degradacion oxidativa;

(f) modificacion de la Gin en la posicion 20 o 24, por ejemplo, por sustitucion con Ser, Thr, Ala o Aib, para reducir la
degradacion que se produce a través de la desamidacion de Gin

(g) la modificacidon de Asp en la posicidon 21, por ejemplo, por sustitucion con Glu, para reducir la degradaciéon que se
produce a través de la deshidratacion de Asp para formar un succinimida ciclica intermedia, seguido por
isomerizacion a iso-aspartato;

(h) modificaciones en la posicién 1 o 2, tal como se describen en el presente documento, que mejoran la resistencia
a la escisién de DPP-IV, opcionalmente en combinaciéon con un puente intramolecular, tales como un puente de
lactama entre las posiciones "i" y "i + 4", en el que i es un numero entero de 12 a 25, por ejemplo, 12, 16, 20, 24;

(i) acilar o alquilar el péptido de glucagén, tal como se describe en el presente documento, lo que puede aumentar la
actividad en el receptor de glucagén y/o el receptor de GLP-1, aumentar la vida media en circulacién y/o extender la
duracion de accion y/o retrasar el inicio de acciéon, combinado opcionalmente con la adicién de un resto hidrofilo,
adicional o alternativamente, combinado opcionalmente con una modificacion que reduce selectivamente la actividad
en el péptido GLP-1, por ejemplo, una modificacién de la Thr en la posicién 7, tal como una sustitucion de la Thr en
la posicién 7 con un aminoacido que carece de un grupo hidroxilo, por ejemplo, Abu o lle; eliminacion de
aminoacidos C-terminales al aminoacido en la posicion 27 (por ejemplo, la supresién de uno o ambos de los
aminoacidos en las posiciones 28 y 29, produciendo un péptido de 27 o 28 aminoacidos de longitud);

(j) extensiones C-terminal, tal como se describen en el presente documento;

(k) homodimerizacién o heterodimerizacion, tal como se describen en el presente documento; y combinaciones de
(a) a (k).

[0347] En algunas realizaciones, las modificaciones de ejemplo del péptido relacionado con glucagon de la clase 1
incluyen al menos una modificacion de aminoéacido seleccionada del grupo A y una o mas modificaciones de
aminoacidos seleccionadas del grupo B y/o el Grupo C,

donde el grupo A es:

sustitucion de Asn en la posicién 28 con un aminoéacido cargado;

sustitucion de Asn en la posicién 28 con un aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg,
His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico;

sustitucion en la posicion 28 con Asn, Asp, o Glu;

sustitucion en la posicion 28 con Asp;

sustitucion en la posicion 28 con Glu;

sustitucion de Thr en la posicidon 29 con un aminoacido cargado;

sustitucion de Thr en la posiciéon 29 con un aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg,
His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico;

sustitucion en la posicion 29 con Asp, Glu o Lys;

sustitucion en la posiciéon 29 con Glu;
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insercion de 1-3 aminoacidos cargados después de la posicién 29;
insercion después de la posicién 29 de Glu o Lys;

insercién después de la posicion 29 de Gly-Lys o Lys-Lys;

o combinaciones de los mismos;

donde el grupo B es:

sustitucion de Asp en la posicion 15 con Glu;

sustitucion de Ser en la posicion 16 con Thr o Aib; y

donde el grupo C es:

sustitucion de His en la posicién 1 con un aminoacido no natural que reduce la susceptibilidad del péptido de
glucagon a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),
sustitucion de Ser en la posicién 2 con un aminoacido no natural que reduce la susceptibilidad del péptido de
glucagon a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),
sustitucion de Lys en la posicion 12 con Arg;

sustitucion de GIn en la posicion 20 con Ser, Thr, Ala o Aib;
sustitucion de Asp en la posicién 21 con Glu;

sustitucion de GIn en la posicion 24 con Ser, Thr, Ala o Aib;
sustitucion de Met en la posicion 27 con Leu o Nle;

delecion de los aminoacidos en las posiciones 27-29;

delecion de los aminoacidos en las posiciones 28-29;

delecion del aminoéacido en la posicion 29;

0 combinaciones de los mismos.

[0348] En realizaciones de ejemplo, Lys en la posicion 12 se sustituye con Arg. En otras otras realizaciones de
ejemplo los aminoacidos en las posiciones 29 y/o 28, y opcionalmente en la posicién 27, se eliminan.

[0349] En algunas otras realizaciones especificas, el péptido de glucagén comprende (a) una modificacion de
aminoacido en la posicién 1 y/o 2 que confiere resistencia a DPP-IV, por ejemplo, la sustituciéon con DMIA en la
posicion 1, o Aib en la posicion 2, (b) un puente intramolecular dentro de las posiciones 12-29, por ejemplo, en las
posiciones 16 y 20, o una o mas sustituciones de los aminoacidos en las posiciones 16, 20, 21, y 24 con un
aminoacido a,a-disustituido, opcionalmente (c) unido a un resto hidréfilo, tal como PEG, por ejemplo, a través de
Cys en la posicidon 24, 29 o en el aminoacido C-terminal, opcionalmente (d) una modificacion de aminoacido en la
posicion 27 que sustituye Met con, por ejemplo, Nle, opcionalmente (e) modificaciones de aminoacidos en las
posiciones 20, 21 y 24 que reducen la degradacion, y opcionalmente (f) unido a la SEQ ID NO: 820. Cuando el
péptido de glucagon esta unido a la SEQ ID NO: 820, el aminoacido en la posicion 29 en ciertas realizaciones es Thr
o Gly. En otras realizaciones especificas, el péptido de glucagéon comprende (a) Asp28Glu29, o Glu28Glu29, o
Glu29GIu30, o Glu28GIu30 o Asp28GIu30, y opcionalmente (b) una modificacién de aminoacido en la posicion 16
que sustituye Ser con, por ejemplo, Thr o Aib, y opcionalmente (c) una modificaciéon de aminoacido en la posicion 27
que sustituye Met con, por ejemplo, Nle, y opcionalmente (d) modificaciones de aminoacidos en las posiciones 20,
21y 24 que reducen la degradacion. En una realizacion especifica, el péptido de glucagon es T16, A20, E21, A24,
Nle27, D28, E29.

[0350] En algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén de la clase 1 comprende la secuencia de
aminoacidos:
X1-X2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Z
(SEQ ID NO: 839) con 1 a 3 modificaciones de aminoacidos en la misma,

en la que X1 y/o X2 es un aminoacido no natural que reduce la susceptibilidad de (o aumenta la resistencia de) el
péptido de glucagoén a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),

en la que Z se selecciona del grupo que consiste en -COOH (el carboxilato C-terminal de origen natural), -Asn-
COOH, Asn-Thr-COOH, y Y-COOH, en la que Y es de 1 a 2 aminoacidos, y

en la que un puente intramolecular, preferiblemente un enlace covalente, conecta las cadenas laterales de un
aminoacido en la posicién i y un aminoacido en la posicién i+ 4, en el que i es 12, 16, 20 o0 24.

[0351] En algunas realizaciones, el puente intramolecular es un puente de lactama. En algunas realizaciones, los
aminoacidos en las posiciones i e i+ 4 de la SEQ ID NO: 839 son Lys y Glu, por ejemplo, Glu16 y Lys20. En algunas
realizaciones, X1 se selecciona del grupo que consiste en: D-His, N-metil-His, alfa-metil-His, &cido imidazol acético,
des-amino-His, hidroxil-His, acetil-His, homo-His, y &cido alfa,alfa-dimetil imidaazol acético (DMIA). En otras
realizaciones, X2 se selecciona del grupo que consiste en: D-Ser, D-Ala, Gly, N-metil-Ser, Val, y acido alfa,
aminoisobutirico (Aib). En algunas realizaciones, el péptido de glucagdn se une covalentemente a un resto hidrofilo
en cualquiera de las posiciones de aminoacidos 16, 17, 20, 21, 24, 29, 40, dentro de una extensiéon C-terminal, o en
el aminoacido C-terminal. En realizaciones de ejemplo, este resto hidréfilo estda unido covalentemente a una Lys,
Cys, Orn, homocisteina, o residuo acetil-fenilalanina en cualquiera de estas posiciones. Los restos hidroéfilos de
ejemplo incluyen polietilenglicol (PEG), por ejemplo, de un peso molecular de aproximadamente 1.000 Daltons a
aproximadamente 40.000 Daltons, o de aproximadamente 20.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0352] En ofras realizaciones, el péptido relacionado con glucagéon de clase | comprende la secuencia de
aminoacidos:
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X1-X2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-
Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Z (SEQ ID NO: 839),

en la que X1 y/o X2 es un aminoacido no natural que reduce la susceptibilidad de (0o aumenta la resistencia de) el
péptido de glucagén a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),

en la que uno, dos, tres, cuatro o mas de las posiciones 16, 20, 21, y 24 del péptido de glucagén estan sustituidas
con un aminodcido alfa, alfa-disustituido, y

en la que Z se selecciona del grupo que consiste en -COOH (carboxilato C-terminal de origen natural), Asn-COOH,
Asn-Thr-COOH, y Y-COOH, en la que Y es de 1 a 2 amino&cidos.

[0353] Otras modificaciones de aminoacidos a modo de ejemplo a los péptidos relacionados con glucagén de clase
1 o analogos anteriores incluyen la sustitucion de Thr en la posicidon 7 con un aminoacido que carece de un grupo
hidroxilo, por ejemplo, acido aminobutirico (Abu), lle, opcionalmente, en combinacion con la sustitucién o adicion de
un aminoacido que comprende una cadena lateral unida covalentemente (opcionalmente, a través de un espaciador)
a un grupo acilo o alquilo, cuyo grupo acilo o alquilo es un aminoacido no natural o de origen natural, sustitucién de
Lys en la posicidon 12 con Arg; sustitucion de Asp en la posicion 15 con Glu; sustitucion de Ser en la posicién 16 con
Thr o Aib; sustitucion de Gin en la posicién 20 con Ser, Thr, Ala o Aib; sustitucion de Asp en la posicion 21 con
Glu; sustitucion de GIn en la posicion 24 con Ser, Thr, Ala o Aib; sustitucién de Met en la posicion 27 con Leu o
Nle; sustitucién de Asn en la posicién 28 con un aminoacido cargado; sustitucion de Asn en la posicion 28 con un
aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg, His, Asp, Glu, &cido cisteico, y acido
homocisteico; sustitucion en la posicion 28 con Asn, Asp, o Glu; sustitucion en la posicion 28 con Asp; sustitucion en
la posicidon 28 con Glu; sustitucion de Thr en la posicién 29 con un aminoacido cargado; sustitucion de Thr en la
posicion 29 con un aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg, His, Asp, Glu, acido
cisteico, y acido homocisteico; sustitucién en la posicién 29 con Asp, Glu o Lys; sustitucion en la posicién 29 con
Glu; insercién de 1-3 aminoacidos cargados después de la posicién 29; insercion en la posicion 30 (es decir,
después de la posicién 29) de Glu o Lys; opcionalmente con la insercion en la posicién 31 de Lys; adicién de la SEQ
ID NO: 820 a la C-terminal, opcionalmente, en el que el aminoacido en la posicion 29 es Thr o Gly; sustitucién o
adicion de un aminoacido unido covalentemente a un resto hidréfilo; o una combinacién de los mismos.

[0354] Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente en referencia a los agonistas de glucagén de Clase
1 que aumentan la actividad del receptor de glucagon, retienen la actividad parcial del receptor de glucagén, mejoran
la solubilidad, aumentan la estabilidad, o reducen la degradacion se puede aplicar a los péptidos de glucagén de
clase 1 individualmente o en combinacién. Por lo tanto, se pueden preparar péptidos relacionados con glucagén de
clase 1 que retienen al menos 20% de la actividad del glucagon natural en el receptor de glucagon, y que son
solubles a una concentracion de al menos 1 mg/ml a un pH entre 6 y 8 o entre 6 y 9, (por ejemplo, pH 7), y
opcionalmente retienen al menos 95% del péptido original (por ejemplo 5% o menos del péptido original es
degradado o escindido) después de 24 horas a 25°C. Alternativamente, se pueden preparar péptidos de glucagén
clase 1 de alta potencia que muestran al menos aproximadamente 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 250%, 300%,
350%, 400%, 450%, 500%, 600 %, 700%, 800%, 900% o 10 veces o mas de la actividad de glucagén natural en el
receptor de glucagon, y opcionalmente son solubles a una concentracion de al menos 1 mg/mlaun pHentre 6y 8 o
entre 6 y 9, (por ejemplo, pH 7), y retienen opcionalmente al menos 95% del péptido original (por ejemplo 5% o
menos del péptido original es degradado o escindido) después de 24 horas a 25°C. En algunas realizaciones, los
péptidos de glucagdn de clase 1 descritos en el presente documento pueden presentar por lo menos cualquiera de
los niveles relativos indicadas anteriormente de actividad en el receptor de glucagoén pero no mas de 1.000%,
5.000% o 10.000% de la actividad del glucagén natural en el receptor de glucagén.

Ejemplos de realizaciones de péptidos relacionados con glucagén de Clase 1,

[0355] Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagon natural de la SEQ ID NO: 801 es modificado por la
sustitucion del aminoécido natural en la posicién 28 y/o 29 con un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo,
acido aspartico o acido glutdmico) y opcionalmente la adicion de un aminoacido cargado negativamente (por
ejemplo, acido aspartico o acido glutamico) en el extremo carboxi del péptido. En una realizacién alternativa, el
péptido de glucagén natural de la SEQ ID NO: 801 es modificado por la sustitucién del aminoacido natural en la
posicion 29 con un aminoacido cargado positivamente (por ejemplo, lisina, arginina o histidina) y opcionalmente la
adicion de uno o dos aminoacidos cargados positivamente (por ejemplo, lisina, arginina o histidina) en el extremo
carboxi terminal del péptido. Segun algunas realizaciones, se proporciona un andlogo de glucagén que tiene una
mejor solubilidad y estabilidad en el que el analogo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 834
con la condicién de que al menos uno aminoéacidos en la posicion, 28, o 29 esta sustituido con un aminoacido acido
y/o se afiade un aminoacido acido en el extremo carboxi de la SEQ ID NO: 834. En algunas realizaciones, los
aminoacidos acidos se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Asp, Glu, acido cisteico y acido
homocisteico.

[0356] Segun algunas realizaciones, se proporciona un agonista del glucagén que tienen mejor solubilidad y
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estabilidad en el que el agonista comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 833, en el que al menos
uno de los aminoacidos en las posiciones 27, 28 o 29 esta sustituido con un residuo de aminoacido no natural (es
decir, al menos un aminoacido presente en la posicién 27, 28 o 29 del analogo es un aminoacido acido diferente del
aminoacido presente en la posicién correspondiente en SEQ ID nO: 801). Segun algunas otras realizaciones se
proporciona un agonista de glucagéon comprende la secuencia de SEQ ID NO: 833 con la condiciéon de que cuando
el aminoécido en la posicién 28 es asparagina y el aminoacido en la posicién 29 es treonina, el péptido comprende
ademas de uno a dos aminoacidos, seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en Lys, Arg, His,
Asp o Glu, afiadidos al extremo carboxi del péptido de glucagén.

[0357] Se ha decrito que ciertas posiciones del péptido de glucagéon natural pueden ser modificadas al tiempo que
conserva al menos parte de la actividad del péptido precursor. Segun ello, los solicitantes prevén que uno o mas de
los aminoacidos localizados en las posiciones en las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24,
27, 28 o0 29 del péptido de la SEQ ID NO: 811 puede ser sustituidos con un aminoécido diferente del presente en el
péptido de glucagén natural, y aun conservan la potencia mejorada, estabilidad de pH fisiolégico y actividad
biolégica del péptido similar al glucagén original. Por ejemplo, segun algunas realizaciones, el residuo de metionina
presente en la posicion 27 del péptido natural se cambia a leucina o norleucina para evitar la degradacién oxidativa
del péptido.

[0358] En algunas realizaciones se proporciona un analogo de glucagén de la SEQ ID NO: 833, donde de 1 a 6
aminoacidos, seleccionados de las posiciones 1, 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18 , 19, 20, 21 o0 24 del andlogo
difieren de los correspondientes aminoacidos de SEQ ID NO: 801. Segun otra realizacion, se proporciona un
andlogo de glucagén de la SEQ ID NO: 833 en el que 1 a 3 aminoacidos seleccionados de las posiciones 1, 2, 5, 7,
10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o0 24 del analogo difieren de los correspondientes aminoacidos de SEQ ID
NO: 801. En ofra realizacion, se proporciona un analogo de glucagon de la SEQ ID NO: 807, SEQ ID NO: 808 o la
SEQ ID NO: 834 en el que de 1 a 2 aminoacidos seleccionados de las posiciones 1, 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16,
17, 18, 19, 20, 21 o 24 del analogo difieren de los correspondientes aminoacidos de SEQ ID NO: 801, y en una
realizacién adicional dichos uno a dos diferentes aminoacidos representan sustituciones conservativas de
aminoacidos en relacién con el aminoacido presente en la secuencia natural (SEQ ID NO: 801). En algunas
realizaciones, se proporciona un péptido de glucagén de la SEQ ID NO: 813 en el que el péptido de glucagén
comprende ademas una, dos o tres sustituciones de aminoacidos en posiciones seleccionadas de las posiciones 2,
5, 7,10, 11, 12: 811 o la SEQ ID NO, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27 o 29. En algunas realizaciones, las
sustituciones en las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 27 o 29 son sustituciones conservativas
de aminoacidos.

[0359] En algunas realizaciones se proporciona un agonista de glucagén que comprende un péptido analogo de la
SEQ ID NO: 801 en el que el analogo difiere de SEQ ID NO: 801 por tener un aminoacido distinto de serina en la
posicion 2 y por tener un aminoacido acido sustituido para el aminoacido natural en la posicién 28 o 29 o un
aminoacido &cido afadido al extremo carboxi del péptido de la SEQ ID NO: 801. En algunas realizaciones, el
aminoacido acido es acido aspartico o acido glutdmico. En algunas realizaciones, se proporciona un analogo de
glucagén de la SEQ ID NO: 809, SEQ ID NO: 812, SEQ ID NO: 813 o la SEQ ID NO: 832 en donde el analogo difiere
de la molécula original por una sustitucion en la posicion 2. Mas particularmente, la posicién 2 del péptido analogo se
sustituye con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-serina, alanina, D-alanina, glicina, n-metil
serina y acido aminoisobutirico.

[0360] En otra realizacion, se proporciona un agonista de glucagén que comprende un péptido analogo de la SEQ ID
NO: 801 en el que el analogo difiere de SEQ ID NO: 801 por tener un aminoacido distinto de histidina en la posicion
1y por tener un aminoacido acido sustituido para el aminoacido natural en la posiciéon 28 o 29 o un aminoacido acido
anadido al extremo carboxi del péptido de la SEQ ID NO: 801. En algunas realizaciones, el aminoacido acido es
acido aspartico o acido glutamico. En algunas realizaciones se proporciona un analogo de glucagon de la SEQ ID
NO: 809, SEQ ID NO: 812, SEQ ID NO: 813 o la SEQ ID NO: 832 en donde el analogo difiere de la molécula original
por una sustitucién en la posicién 1. Mas particularmente, la posicion 1 del péptido andlogo se sustituye con un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste de DMIA, D-histidina, desaminohistidina, hidroxilo-histidina, acetil-
histidina y homo-histidina.

[0361] Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagéon modificado comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 809, SEQ ID NO: 812, SEQ ID NO: 813 y SEQ ID NO: 832. En una realizacién
adicional, se proporciona un péptido de glucagdon que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 809, SEQ ID NO:
812, SEQ ID NO: 813 o la SEQ ID NO: 832 que comprende ademas uno o dos aminoacidos, afadidos a la C-
terminal de SEQ ID NO: 809, SEQ ID NO: 812, SEQ ID NO: 813 o la SEQ ID NO: 832, en el que los aminoacidos
adicionales se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Lys, Arg, His, Asp Glu, acido cisteico o
acido homocisteico. En algunas realizaciones, los aminoacidos adicionales afadidos al extremo carboxi se
seleccionan del grupo que consiste en Lys, Arg, His, Asp o Glu o en una realizaciéon adicional, los aminoacidos
adicionales son Asp o Glu.

[0362] En ofra realizacion, el péptido de glucagon comprende la secuencia de SEQ ID NO: 807 o un analogo
agonista de glucagén del mismo. En algunas realizaciones, el péptido que comprende una secuencia seleccionada
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del grupo que consiste en SEQ ID NO: 808, SEQ ID NO: 810, SEQ ID NO: 811, SEQ ID NO: 812 y SEQ ID NO: 813.
En otra realizacion, el péptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
808, SEQ ID NO: 810 y SEQ ID NO: 811. En algunas realizaciones, el péptido de glucagén comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 808, SEQ ID NO: 810 y SEQ ID NO: 811 que comprende ademas un aminoacido adicional,
seleccionado del grupo que consiste en Asp y Glu, afiadido al C-terminal del péptido de glucagén. En algunas
realizaciones, el péptido de glucagdén comprende la secuencia de SEQ ID NO: 811 o la SEQ ID NO: 813, y en una
realizacion aun mas el péptido de glucagén comprende la secuencia de SEQ ID NO: 811.

[0363] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un agonista de glucagén que comprende un péptido de
glucagon modificado seleccionado del grupo que consiste en:

NH»-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Ser-Arg-Arg-
Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-R (SEQ ID NO: 834),

NH2-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser- Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Met-
Leu-Asp-Thr-R (SEQ ID NO: 811) y

NH;-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Xaa-Tyr-Leu-Glu-Ser-Arg-Arg-
Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asp-Thr-R (SEQ 1D NO: 813)

en donde Xaa en la posicion 15 es Asp, Glu, acido cisteico, acido homoglutamico o acido homocisteico, el Xaa en la
posicion 28 es Asn o un aminodacido acido y el Xaa en la posicién 29 es Thr o un aminoacido acido y R es un
aminoacido acido, COOH o CONHz, con la condiciéon de que un residuo aminoacido acido esta presente en una de
las posiciones 28, 29 o 30. En algunas realizaciones R es COOH, y en otra realizacion R es CONHa.

[0364] La presente descripcion también abarca péptidos de fusion de glucagén en el que un segundo péptido se ha
fusionado con el C-terminal del péptido de glucagén para mejorar la estabilidad y solubilidad del péptido de
glucagon. Mas particularmente, el péptido de glucagon de fusion puede comprender un analogo agonista de
glucagén que comprende un péptido de glucagéon NH2-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Xaa-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-R (SEQ ID NO: 834), en donde R es un
aminoacido acido o un enlace y una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 820 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO:
821 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 822 (KRNR) unida al aminoacido carboxi terminal del péptido de glucagon. En
algunas realizaciones, el péptido de glucagén se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 833, SEQ ID
NO: 807 o la SEQ ID NO: 808 que comprende ademas una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 820
(GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 821 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 822 (KRNR) unida al aminoacido carboxi terminal
del péptido de glucagdn. En algunas realizaciones, el péptido de fusién de glucagon comprende la SEQ ID NO: 802,
SEQ ID NO: 803, SEQ ID NO: 804, SEQ ID NO: 805 y SEQ ID NO: 806 o un analogo agonista de glucagén de la
misma, que comprende ademas una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 820 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO:
821 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 822 (KRNR) unida al aminoacido 29 del péptido de glucagén. Segun algunas
realizaciones, el péptido de fusion comprende ademas una cadena de PEG unida a un aminoacido en la posicion 16,
17, 21, 24, 29, dentro de una extension C-terminal, o en el aminoacido C-terminal, en el que la cadena de PEG se
selecciona del intervalo de 500 a 40.000 Daltons. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 820 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 821 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 822 (KRNR) esta unida al aminoacido 29
del péptido de glucagén a través de un enlace peptidico. En algunas otras realizaciones la parte de péptido de
glucagoén del péptido de fusion de glucagon comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 810, SEQ ID NO: 811 y SEQ ID NO: 813. En algunas otras realizaciones la parte de péptido de glucagén de
la fusion del péptido de glucagon comprende la secuencia de SEQ ID NO: 811 o la SEQ ID NO: 813, en el que una
cadena de PEG esta unida en la posicion 21, 24, 29, dentro de una extension C-terminal o en el aminoacido C-
terminal, respectivamente.

[0365] En otra realizacién, la secuencia del péptido de glucagon del péptido de fusion comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 811, que comprende ademas una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 820 (GPSSGAPPPS),
SEQ ID NO: 821 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 822 (KRNR) unida al aminoacido 29 del péptido de glucagon. En
algunas realizaciones, el péptido de fusion de glucagéon comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 824, SEQ ID NO: 825 y SEQ ID NO: 826. Tipicamente, los péptidos de fusion de la
presente invenciéon tendran un aminoacido C-terminal con el grupo acido carboxilico estandar. Sin embargo, los
analogos de las secuencias en el que el aminoacido C-terminal tiene una amida sustituida por el acido carboxilico
también se incluyen como realizaciones. Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagén de fusion comprende
un analogo agonista de glucagén seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 810, SEQ ID NO: 811 y SEQ
ID NO: 813, que comprende ademds una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 823 (GPSSGAPPPS-CONH2)
unida al aminoacido 29 del péptido de glucagon.
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[0366] Los agonistas de glucagéon de la presente invencion se pueden modificar adicionalmente para mejorar la
solubilidad y la estabilidad del péptido en soluciones acuosas al tiempo que conserva la actividad bioldgica del
péptido de glucagén. Segun algunas realizaciones, la introduccion de grupos hidréfilos en una o mas posiciones
seleccionadas de las posiciones 16, 17, 20, 21, 24 y 29 del péptido de la SEQ ID NO: 811, o un analogo agonista de
glucagon de la misma, se prevé que mejoran la solubilidad y la estabilidad del pH del analogo de glucagon. Mas
particularmente, en algunas realizaciones, el péptido de glucagdn de la SEQ ID NO: 810, SEQ ID NO: 811, SEQ ID
NO: 813, o SEQ ID NO: 832 se modifica para comprender uno o mas grupos hidréfilos unidos covalentemente a las
cadenas laterales de aminoacidos presentes en las posiciones 21 y 24 del péptido de glucagon.

[0367] Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagon de la SEQ ID NO: 811 se modifica para contener una o
mas sustituciones de aminoacidos en las posiciones 16, 17, 20, 21, 24 y/o 29, donde el aminoacido natural es
sustituido con un aminoacido que tiene una cadena lateral adecuada para la reticulacién con restos hidrofilos,
incluyendo por ejemplo, PEG. El péptido natural puede estar sustituido con un aminoacido de origen natural o
sintético (de origen no natural). Los aminoéacidos sintéticos o de origen no natural se refieren a aminoacidos que no
ocurren de forma natural in vivo pero que, sin embargo, se pueden incorporar en las estructuras peptidicas descritas
en el presente documento.

[0368] En algunas realizaciones, se proporciona un agonista de glucagén de la SEQ ID NO: 810, SEQ ID NO: 811 o
la SEQ ID NO: 813 en el que la secuencia del péptido de glucagén natural se ha modificado para contener un
aminoacido de origen natural o sintético en al menos una de las posiciones 16, 17, 21, 24, 29, dentro de una
extensién C-terminal o en el aminoacido C-terminal de la secuencia natural, en el que el sustituto de aminoacido
comprende ademas un resto hidrofilo. En algunas realizaciones, la sustitucion es en la posicion 21 o 24, y en una
realizacién adicional el resto hidréfilo es una cadena de PEG. En algunas realizaciones, el péptido de glucagon de la
SEQ ID NO: 811 esta sustituido con al menos un residuo de cisteina, en el que la cadena lateral del residuo de
cisteina se modifica adicionalmente con un reactivo reactivo con tiol, incluyendo, por ejemplo, maleimido, vinil
sulfona, 2-piridiltio, haloalquilo, y haloacilo. Estos reactivos reactivos con tiol pueden contener carboxi, ceto, hidroxilo
y grupos éter, asi como otros restos hidroéfilos, tales como unidades de polietilenglicol. En una realizacién alternativa,
el péptido de glucagdn natural se sustituye con lisina, y la cadena lateral del residuo de lisina de sustitucion se
modifica adicionalmente utilizando reactivos reactivos con amina, tales como ésteres activos (succinimido, anhidrido,
etc) de acidos carboxilicos o aldehidos de restos hidréfilos tales como polietilenglicol. En algunas realizaciones, el
péptido de glucagdn se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 814, SEQ ID NO: 815, SEQ ID NO: 816,
SEQ ID NO: 817, SEQ ID NO: 818 y SEQ ID NO: 819.

[0369] Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagén pegilado comprende dos o mas cadenas de
polietilenglicol unido covalentemente al péptido de glucagén en el que el peso molecular total de las cadenas de
glucagén es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En algunas realizaciones el agonista del
glucagén pegilado comprende un péptido de la SEQ ID NO: 806, en el que una cadena de PEG estd unida
covalentemente al residuo de aminoacido en la posicién 21 y en la posicion 24, y en donde el peso molecular
combinado de los dos cadenas de PEG es de aproximadamente 1000 a aproximadamente 5000 Daltons. En otra
realizacion el agonista de glucagon pegilado comprende un péptido de la SEQ ID NO: 806, en el que una cadena de
PEG esta unida covalentemente al residuo aminoacido en la posiciéon 21 y en la posiciéon 24, y en donde el peso
molecular combinado de los dos cadenas de PEG es de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 20.000
Daltons.

[0370] La cadena de polietilenglicol puede estar en forma de una cadena lineal o puede ser ramificado. Segun
algunas realizaciones de la cadena de polietilenglicol, tiene un peso molecular medio seleccionado del intervalo de
aproximadamente 500 a aproximadamente 40.000 Daltons. En algunas realizaciones, la cadena de polietilenglicol
tiene un peso molecular seleccionado del intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente 5000 Daltons. En
otra realizacion, la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular de aproximadamente 20.000 a
aproximadamente 40.000 Daltons.

[0371] Cualquiera de los péptidos de glucagdén descritos anteriormente se pueden modificar adicionalmente para
incluir un enlace covalente o puente intramolecular no covalente o un aminoacido estabilizador de hélice alfa dentro
de la parte C-terminal del péptido de glucagon (posiciones de aminoacidos 12-29). Segun algunas realizaciones, el
péptido de glucagén comprende una cualquiera o mas de las modificaciones descritas anteriormente, ademas de
una sustitucién de aminoéacido en las posiciones 16, 20, 21, o 24 (o una combinacién de los mismos) con un
aminoacido alfa, alfa-disustituido, por ejemplo, Aib. Segun otra realizacién, el péptido de glucagén comprende una
cualquiera o mas modificaciones discutidas anteriormente ademas de un puente intramolecular, por ejemplo, una
lactama, entre las cadenas laterales de los aminoacidos en las posiciones 16 y 20 del péptido de glucagon.

[0372] Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagén comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 877, en el que el Xaa en la posicion 3 es un aminoacido que comprende una cadena lateral de estructura I, Il, o
I
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o
$-R1—GH,—Xx—L-R?

Estructura |

o
$ri—cH, Ay

Estructura Il

; 1]
$-R'—CH,—S—CH,—R*

Estructura I11

en la que R! es alquilo C0-3 o heteroalquilo C0-3; R? es NHR* o alquilo C1-3; R? es alquilo C1-3; R* es H o alquilo
C1-3; X es NH, O, 0 S; e Y es NHR* SR3, o OR3. En algunas realizaciones, X es NH o Y es NHR*. En algunas
realizaciones, R’ es alquilo C0-2 o heteroalquilo C1. En algunas realizaciones, R? es NHR* o alquilo C1. En algunas
realizaciones, R* es H o alquilo C1. En realizaciones de ejemplo, se proporciona un aminoacido que comprende una
cadena lateral de estructura | en el que, R' es CH2-S, X es NH, y R2 es CH3 (acetamidometilo-cisteina, C(Acm)); R’
es CHz, X es NH, y R? es CH3 (acido acetildiaminobutanoico, Dab (Ac)); R es alquilo CO, X es NH, RZ es NHR*, y R*
es H (acido carbamoildiaminopropanoico, Dap (urea)); o R es CH2-CHz, X es NH, y R? es CHs (acetilornitina, Orn
(Ac)). En ofras realizaciones de ejemplo se proporciona un aminoacido que comprende una cadena lateral de la
Estructura II, en la que R' es CHz, Y es NHR*, y R* es CH3 (metilglutamina, (Q(Me)); En otras realizaciones de
ejemplo se proporciona un aminoacido que comprende una cadena lateral de la estructura Il en la que R' es CHz2 y
R* es H (sulféxido de metionina, M(O)); En realizaciones especificas, el aminoacido en la posicion 3 esta sustituido
con Dab (Ac). Por ejemplo, los agonistas de glucagén pueden comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 863, SEQ ID NO: 869, SEQ ID NO: 871, SEQ ID NO: 872, SEQ ID NO: 873 y SEQ ID NO: 874.

[0373] En ciertas realizaciones, el péptido de glucagén es un analogo del péptido de glucagén de la SEQ ID NO:
877. En aspectos especificos, el analogo comprende cualquiera de las modificaciones de aminoacidos descritas en
el presente documento, incluyendo, pero no limitado a: una sustitucién de Asn en la posicidon 28 con un aminoacido
cargado; una sustitucion de Asn en la posiciéon 28 con un aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste
en Lys, Arg, His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico; una sustitucion en la posicion 28 con Asn, Asp, o
Glu; una sustitucion en la posicion 28 con Asp; una sustitucion en la posicion 28 con Glu; una sustitucion de Thr en
la posicién 29 con un aminoacido cargado; una sustitucién de Thr en la posicion 29 con un aminoacido cargado
seleccionado del grupo que consiste en Lys, Arg, His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico; una sustitucion
en la posicion 29 con Asp, Glu o Lys; una sustitucion en la posicién 29 con Glu; una insercion de 1-3 aminoacidos
cargados después de la posiciéon 29; una insercidon después de la posicion 29 de Glu o Lys; una insercion después
de la posicion 29 de Gly-Lys o Lys-Lys; y una combinacion de los mismos.

[0374] En ciertas realizaciones, el analogo del péptido de glucagén de la SEQ ID NO: 877 comprende un
aminoacido alfa,alfa-disustituido, tal como Aib, en una, dos, tres, o la totalidad de las posiciones 16, 20, 21, y 24.

[0375] En ciertas realizaciones, el analogo del péptido de glucagén de la SEQ ID NO: 877 comprende una o mas de
los siguientes: sustitucién de His en la posiciéon 1 con un aminoacido no natural que reduce la susceptibilidad del
péptido de glucagdn a la escision por dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V), la sustitucion de Ser en la posicién 2 con un
aminoacido no natural que reduce la susceptibilidad del péptido de glucagén a la escisidn por la dipeptidil peptidasa
IV (DPP-IV), la sustitucion de Thr en la posiciéon 7 con un aminoacido que carece de un grupo hidroxilo, por ejemplo,
Abu o lle; sustitucion de Tyr en la posicidon 10 con Phe o Val; sustitucion de Lys en la posicién 12 con Arg; sustitucion
de Asp en la posicion 15 con Glu, la sustitucién de Ser en la posicion 16 con Thr o Aib; sustitucion de Gin en la
posicion 20 con Ala o Aib; sustitucion de Asp en la posicion 21 con Glu; sustitucion de Gln en la posicion 24 con Ala
o Aib; sustitucion de Met en la posicion 27 con Leu o Nle; delecién de los aminoacidos en las posiciones 27-
29; delecion de los aminoacidos en las posiciones 28-29; delecion del aminoacido en las posiciones 29; adicion de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 820 a la C-terminal, en el que el aminoacido en la posicion 29 es Thr o
Gly, o una combinacién de los mismos.

77



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

[0376] Segun realizaciones especificas, el péptido de glucagéon comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 862-867 y 869-874.

[0377] En ciertas realizaciones, el analogo del péptido de glucagén que comprende la SEQ ID NO: 877 comprende
un resto hidréfilo, por ejemplo, PEG, unido covalentemente al aminoacido en cualquiera de las posiciones 16, 17, 20,
21, 24 y 29 o en el aminoacido C-terminal.

[0378] En ciertas realizaciones, el analogo del péptido de glucagén que comprende la SEQ ID NO: 877 comprende
un aminoacido que comprende una cadena lateral unida covalentemente, opcionalmente, a través de un espaciador,
a un grupo acilo o un grupo alquilo, cuyo grupo acilo o grupo alquilo es aminoacido de origen natural o no natural. El
grupo acilo en algunas realizaciones es un grupo acilo graso C4 a C30. En otras realizaciones, el grupo alquilo es un
alquilo C4 a C30. En aspectos especificos, el grupo acilo o grupo alquilo esta unido covalentemente a la cadena
lateral del aminoacido en la posicién 10. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 7 es lle o Abu.

[0379] El agonista de glucagén puede ser un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de
las SEQ ID NOs: 801-919, opcionalmente con hasta 1, 2, 3, 4, o 5 modificaciones adicionales que retienen la
actividad agonista del glucagén. En ciertas realizaciones, el agonista de glucagdén comprende los aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 859-919.

Péptidos relacionados con glucagén de clase 2

[0380] En ciertas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén es un péptido relacionado con glucagén de la
Clase, que se describe en el presente documento y en la publicacion de patente internacional No. WO 2010/011439
y solicitud de patentes de Estados Unidos No. 61/187,578, (presentada el 16 de junio, 2009).

[0381] Las secuencias biolégicas referenciadas en la seccion siguiente (SEQ ID NOs: 1001-1262) relativas a los
péptidos relacionados con glucagon de la clase 2 corresponden a las SEQ ID NOs: 1 a 262 en la publicacién de
Patente Internacional N°® WO 2010/011439. Las SEQ ID NOs: 1263-1275 relativas a los péptidos relacionados con
glucagén corresponden a SEQ ID NOs: 657-669 en la solicitud de Estados Unidos N° 61/187.578.

Actividad

[0382] EI glucagon natural no activa el receptor de GIP, y normalmente tiene aproximadamente 1% de la actividad
de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1. Las modificaciones en la secuencia de glucagén natural descritas en el
presente documento producen péptidos relacionados con glucagén de clase 2 que pueden mostrar una actividad de
glucagon potente equivalente o mejor que la actividad de glucagén natural (SEQ ID NO: 1001), una actividad de GIP
potente equivalente o mejor que la actividad de GIP natural (SEQ ID NO: 1004), y/o una actividad de GLP-1 potente
equivalente o mejor que la actividad de GLP-1 natural. En este sentido, el péptido relacionado con glucagén de clase
2 puede ser uno de un coagonista de glucagon/GIP, triagonista de glucagén/GIP/GLP-1, coagonista de GIP/GLP-1,
o un péptido de glucagon agonista de GIP, tal como se describe adicionalmente en el presente documento.

[0383] En algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 2 descritos en el presente
documento muestran una ECso para la actividad de activacién del receptor de GIP de aproximadamente 100 nM o
menos, o aproximadamente 75, 50, 25, 10, 8, 6, 5, 4, 3,2 0 1 nM o menos. En algunas realizaciones, los péptidos
relacionados con glucagén de clase 2 presentan una ECso para la activacion del receptor de glucagén de
aproximadamente 100 nM o menos, o aproximadamente 75, 50, 25, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nM o menos. En algunas
realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 2 presentan una ECso para la activaciéon del receptor
de GLP-1 de aproximadamente 100 nM o menos, o aproximadamente 75, 50, 25, 10, 8, 6, 5,4, 3,20 1 nM o
menos. La activacion del receptor se puede medir mediante ensayos in vitro que miden la induccién de AMPc en
células HEK293 que sobreexpresan el receptor, por ejemplo el ensayo de células HEK293 cotransfectadas con ADN
que codifica el receptor y un gen de luciferasa ligado a un elemento sensible a AMPc, tal como se describe en el
Ejemplo 2.

[0384] En algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagdén de clase 2 muestran al menos
aproximadamente 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1%, 5%, 10 %, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175% o 200% o mas actividad en el receptor GIP en relacién con GIP natural
(potencia de GIP). En algunas realizaciones, los péptidos de glucagdén descritos en el presente documento no
muestran mas de 1000%, 10000%, 100000%, o 1.000.000% de actividad en el receptor de GIP en relacién con GIP
natural. En algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 2 muestran al menos
aproximadamente 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175 %, 200%, 250%,
300%, 350%, 400%, 450% o 500% o mas actividad en el receptor de glucagén en relacion con el glucagén natural
(potencia de glucagon). En algunas realizaciones, los péptidos de glucagén descritos en el presente documento no
muestran mas de 1000%, 10000%, 100 000%, o 1.000.000% de actividad en el receptor de glucagén en relaciéon con
el glucagoén natural. En algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de clase 2 muestran al menos
aproximadamente 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1%, 5%, 10%, 20 %, 30%, 40%, 50%,
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60%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175% o 200% o mas actividad en el receptor de GLP-1 receptor con relacién a GLP-
1 (potencia de GLP-1). En algunas realizaciones, los péptidos de glucagéon descritos en el presente documento no
muestran mas de 1000%, 10000%, 100000%, o 1.000.000% de actividad en el receptor de GLP-1 con respecto al
GLP-1 natural. La actividad de un péptido relacionado con glucagon de clase 2 en un receptor con respecto a un
ligando natural del receptor se calcula como la relacién inversa de EC50 para el péptido relacionado con glucagon
de Clase 2 vs. el ligando natural.

[0385] En algunas realizaciones, los péptidos relacionados con glucagén de Clase 2 muestran actividad tanto en el
receptor de glucagén como en el receptor de GIP ("coagonistas de glucagdon/GIP"). Estos péptidos relacionados con
glucagon de clase 2 han perdido selectividad de glucagén natural para el receptor de glucagén en comparacion con
receptor GIP. En algunas realizaciones, la ECso del péptido relacionado con glucagén de clase 2 en el receptor de
GIP es inferior a aproximadamente 50 veces, 40 veces, 30 veces o 20 veces diferente (mayor o menor) de su ECso
en el receptor de glucagén. En algunas realizaciones, la potencia de GIP del péptido relacionado con glucagén de
Clase 2 es menor que aproximadamente 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 75, 50, 25, 20, 15, 10,05
veces diferente (mayor o menor) de su potencia de glucagon. En algunas realizaciones, la relacion de la ECso del
péptido relacionado con glucagén de Clase 2 en el receptor de GIP dividida por la ECso del péptido relacionado con
glucagon de clase 2 en el receptor de glucagén es menor que aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10,
6 5. En algunas realizaciones, la relacion de la ECso en el receptor de GIP dividida por la ECso en el receptor de
glucagon es de aproximadamente 1 o menos de aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente 0,01, 0,013,
0,0167, 0,02, 0,025, 0,03, 0,05, 0,067, 0,1, 0,2). En algunas realizaciones, la relacion de la potencia de GIP del
péptido relacionado con glucagén de clase 2 en comparacién con la potencia de glucagén del péptido relacionado
con de glucagon de clase 2 es menor que aproximadamente 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100 , 75, 60,
50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la relacién de la potencia en el receptor de GIP dividida por la
potencia en el receptor de glucagon es de aproximadamente 1 o menos de aproximadamente 1 (por ejemplo,
aproximadamente 0,01, 0,013, 0,0167, 0,02, 0,025, 0,03, 0,05, 0,067, 0,1, 0,2). En algunas realizaciones, la
actividad de GLP-1 se ha reducido significativamente o destruido, por ejemplo, mediante una modificacién de
aminoacidos en la posiciéon 7, una delecion de aminoacido(s) C-terminal para el aminoacido en la posicién 27 o 28,
produciendo un péptido de 27 o 28 aminoacidos, o una combinacién de los mismos.

[0386] En otro aspecto, los péptidos relacionados con glucagén de Clase 2 presentan una actividad en los
receptores de glucagén, GIP y GLP-1 ("triagonistas de glucagon/GIP/GLP-1"). Estos péptidos relacionados con
glucagon de clase 2 han perdido selectividad de glucagén natural para el receptor de glucagén en comparacion con
los receptores de GIP y de GLP-1. En algunas realizaciones, la ECso del péptido relacionado con glucagén de clase
2 en el receptor de GIP es inferior a aproximadamente 50 veces, 40 veces, 30 veces o 20 veces diferente (mayor o
menor) de sus respectivas EC50 en los receptores de glucagén y GLP-1. En algunas realizaciones, la potencia de
GIP del péptido relacionado con glucagon de Clase 2 es menor que aproximadamente 500, 450, 400, 350, 300, 250,
200, 150, 100, 75, 50, 25, 20, 15, 10, o 5 veces diferente (mayor o menor) de sus potencias de glucagon y GLP-
1. En algunas realizaciones, la relacion de la ECso del tri-agonista en el receptor GIP dividida por la ECso del tri-
agonista en el receptor de GLP-1 es menor que aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30 , 20, 15, 10, 6 5. En
algunas realizaciones, la relacion de la ECso en el receptor de GIP dividida por la ECso en el receptor de GLP-1 es de
aproximadamente 1 o menos de aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente 0,01, 0,013 , 0,0167, 0,02,
0,025, 0,03, 0,05, 0,067, 0,1, 0,2). En algunas realizaciones, la relacién de la potencia de GIP del triagonista en
comparacioén con la ptoencia de GLP-1 del triagonista es menos de aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20,
15, 10, o 5. En algunas realizaciones, la relacién de la potencia en el receptor de GIP dividida por la potencia en el
receptor de GLP-1 es de aproximadamente 1 o menos de aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente 0,01,
0,013, 0,0167, 0,02, 0,025, 0,03, 0,05, 0.067, 0.1, 0.2). En realizaciones relacionadas, la relacion de la ECso de la
triagonista en el receptor de GIP dividida por la ECso del triagonista en el receptor de glucagén es menor que
aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20 , 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la relacion de la ECso en el
receptor de GIP dividida por la ECso en el receptor de glucagdén es de aproximadamente 1 o menos de
aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente 0,01, 0,013, 0,0167, 0,02, 0,025, 0,03, 0,05, 0,067, 0,1, 0,2). En
algunas realizaciones, la relacion de la potencia GIP del triagonista en comparacién con la potencia de glucagoén del
triagonista es menos de aproximadamente 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 75, 60 , 50, 40, 30, 20, 15,
10, 6 5. En algunas realizaciones, la relacion de la potencia en el receptor de GIP dividida por la potencia en el
receptor de glucagon es de aproximadamente 1 o menos de aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente
0,01, 0.013, 0.0167, 0.02, 0.025, 0.03, 0.05, 0.067, 0.1, 0.2). En algunas realizaciones, la relacion de la ECso del
triagonista en el receptor de GLP-1 dividida por la ECso del triagonista en el receptor de glucagéon es menor que
aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas realizaciones, la relacién de la ECso en el
receptor de GLP-1 dividida por la ECso en el receptor de glucagén es de aproximadamente 1 o menos de
aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente 0,01, 0,013 , 0,0167, 0,02, 0,025, 0,03, 0,05, 0,067, 0,1,
0,2). En algunas realizaciones, la relacion de la potencia de GLP-1 del triagonista en comparacién con la potencia de
glucagon del triagonista es menos de aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, o 5. En algunas
realizaciones, la relacion de la potencia en el receptor de GLP-1 dividido por la potencia en el receptor de glucagon
es de aproximadamente 1 o menos de aproximadamente 1 (por ejemplo, aproximadamente 0,01, 0,013, 0,0167,
0,02, 0,025, 0,03, 0,05, 0,067, 0,1, 0,2).

[0387] En otro aspecto adicional, los péptidos relacionados con glucagéon d3 clase 2 muestran actividad en los
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receptores de GLP-1 y GIP, pero en el que la actividad de glucagén se ha reducido o destruido significativamente
("coagonistas de GIP/GLP-1"), por ejemplo, por una modificacién de aminoacidos en la posicién 3. Por ejemplo, la
sustitucidon en esta posicion con un aminoacido &cido, basico, o un aminoacido hidréfobo (acido glutdmico, ornitina,
norleucina) reduce la actividad de glucagon. En algunas realizaciones, la ECso del péptido de glucagén en el
receptor de GIP es inferior a aproximadamente 50 veces, 40 veces, 30 veces o 20 veces diferente (mayor o menor)
de su ECso en el receptor de GLP-1. En algunas realizaciones, la potencia GIP del péptido relacionado con glucagon
de Clase 2 es inferior a aproximadamente 25, 20, 15, 10, o 5 veces diferente (mayor o menor) de su potencia de
GLP-1. En algunas realizaciones, estos péptidos relacionados con glucagéon de clase 2 tienen aproximadamente
10% o menos de la actividad de glucagén natural en el receptor de glucagon, por ejemplo, aproximadamente 1-10%,
o aproximadamente 0,1-10%, o mayor que aproximadamente 0,1%, pero menos de aproximadamente 10%. En
algunas realizaciones, la relacion de la ECso del péptido relacionado con glucagon de Clase 2 en el receptor de GIP
dividida por la ECso del péptido relacionado con glucagon de clase 2 en el receptor de GLP-1 es menor que
aproximadamente 100, 75, 60, 50 , 40, 30, 20, 15, 10, 0 5, y no menos de 1. En algunas realizaciones, la relacion de
la potencia de GIP del péptido relacionado con glucagén de Clase 2 en comparacion con la potencia de GLP-1 del
péptido relacionado con glucagén de clase 2 es menor de aproximadamente 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, o 5,
y no menos de 1.

[0388] En un aspecto adicional, los péptidos relacionados con glucagén de clase 2 muestran actividad en el receptor
de GIP, en el que la actividad de glucagén y GLP-1 se han reducido significativamente o destruido ("péptidos de
glucagén agonistas de gIP"), por ejemplo, mediante modificaciones de aminoacidos en las posiciones 3 con Glu y 7
con lle. En algunas realizaciones, estos péptidos relacionados con glucagén de clase 2 tienen aproximadamente
10% o menos de la actividad de glucagén natural en el receptor de glucagon, por ejemplo, aproximadamente 1-10%,
o aproximadamente 0,1-10%, o mayor que aproximadamente 0,1%, 0,5% o 1% pero menos de aproximadamente
1%, 5%, o 10%. En algunas realizaciones estos péptidos relacionados con glucagén de clase 2 también tienen
aproximadamente 10% o menos de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, por ejemplo
aproximadamente 1-10%, o aproximadamente 0,1-10%, o mayor que aproximadamente 0,1 %, 0,5%, o 1% pero
menos de aproximadamente 1%, 5%, 0 10%.

[0389] En algunas realizaciones, cuando el péptido relacionado con glucagén de clase 2 no esté pegilado, la ECso
del péptido relacionado con glucagén de clase 2 para la activacion del receptor de GIP es aproximadamente 4, 2, 1
nM o menos, o el analogo tiene al menos aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4% o 5% de la actividad de GIP natural en
el receptor de GIP. En realizaciones relacionadas, la ECso de los péptidos relacionados con glucagon de clase 2 no
pegilados para la activacion del receptor de GLP-1 es de aproximadamente 4, 2, 1 nM o menos o tiene al menos
aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4% o 5% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1. En aun otras
realizaciones relacionadas, la ECso del péptido relacionado con glucagon de clase 2 no pegilado para la activacion
del recrptor de glucagoén es aproximadamente 4, 2, 1 nM o menos, o al menos aproximadamente 5%, 10%, 15% o
20% de la actividad de glucagdn natural en el receptor de glucagén. En algunas realizaciones, el péptido relacionado
con glucagon de clase 2 no pegilado tiene menos de aproximadamente 1% de la actividad del glucagon natural en el
receptor de glucagon. En otras realizaciones, el péptido relacionado con glucagéon de clase 2 no pegilado tiene
menos de aproximadamente 10%, 5% o 1% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1.

[0390] En realizaciones en las que los péptidos relacionados con glucagon de Clase 2 estan unidos a restos
hidréfilos tales como PEG, Las EC50 relativas en uno o mas receptores pueden ser mayores por ejemplo,
aproximadamente 10 veces mayor. Por ejemplo, la ECso de un analogo pegilado para la activacion del receptor de
GIP es de aproximadamente 10 nM o menos, o el péptido relacionado con glucagén de Clase 2 tiene al menos
aproximadamente 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% o 0,5% de la actividad de GIP natural en el receptor de GIP. En
realizaciones relacionadas, la ECso de un péptido relacionado con glucagdn de clase 2 pegilado para la activacion
del receptor de GLP-1 es de aproximadamente 10 nM o menos o tiene al menos aproximadamente 0,1%, 0,2%,
0,3%, 0,4% o 0,5% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1. En aun otras realizaciones
relacionadas, la ECso de un péptido relacionado con glucagon de clase 2 pegilado para la activacion del receptor de
glucagon es de aproximadamente 10 nM o menos, o al menos aproximadamente 0,5%, 1%, 1,5% o 2% de la
actividad del glucagén natural en el receptor de glucagén. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con
glucagédn de clase 2 tiene menos de aproximadamente 1% de la actividad del glucagén natural en el receptor de
glucagon. En otras realizaciones, el péptido relacionado con glucagén de clase 2 tiene menos de aproximadamente
10%, 5% 0 1% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1.

Modificaciones

[0391] Las modificaciones descritas en el presente documento en referencia a un péptido relacionado con glucagén
de Clase 2 permiten la manipulacion de glucagén (SEQ ID NO: 1001) para crear péptidos de glucagdén que muestran
una mayor actividad GIP, actividad de glucagén, y/o actividad de GLP-1. Otras modificaciones descritas en el
presente documento en referencia a un péptido relacionado con glucagén Clase 2 prolongan la vida media,
aumentan la solubilidad, o aumentan la estabilidad del péptido resultante. Aun otras modificaciones descritas en el
presente documento en referencia a un péptido relacionado con glucagén de clase 2 no tienen ningun efecto sobre
la actividad, o pueden producirse sin destruir la actividad o actividades deseadas. Cualquiera de las combinaciones
en referencia a un péptido relacionado con glucagén de clase 2 que sirven al mismo propésito (por ejemplo,
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aumento de la actividad GIP) se pueden aplicar individualmente o en combinacion. Cualquiera de las entidades
individuales o conjuntos de combinaciones en referencia a un péptido relacionado con glucagén de clase 2 que
confieren propiedades mejoradas se pueden aplicar individualmente o en combinacion, por ejemplo, mayor actividad
de GIP y/o actividad de GLP-1 pueden combinarse con el aumento de la vida media. En otras realizaciones
relacionadas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas de las modificaciones de aminoacido pueden ser sustituciones no conservativas,
adiciones o deleciones. En algunas realizaciones, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o mas de las modificaciones de aminoacidos
pueden ser sustituciones conservativas.

Modificaciones que afectan a la actividad de GIP

[0392] La actividad mejorada en el receptor de GIP es proporcionada por una modificacion de aminoacidos en la
posicion 1. Por ejemplo, His en la posicién 1 esta sustituida con un aminoacido grande, aromatico, opcionalmente
Tyr, Phe, Trp, amino-Phe, nitro-Phe, cloro-Phe, sulfo-Phe, 4-piridil-Ala, metil-Tyr, o 3-amino Tyr. La combinacion de
Tyr en la posicion 1 con la estabilizacion de la hélice alfa en la region correspondiente a los aminoacidos 12-29
proporciona un péptido relacionado con glucagén de Clase 2 que activa el receptor GIP, asi como el receptor de
GLP-1 y el receptor de glucagon. La estructura de hélice alfa puede ser estabilizada mediante, por ejemplo, la
formacion de un enlace covalente o puente intramolecular no covalente, o sustitucion y/o insercion de aminoacidos
en torno a las posiciones 12-29 con un aminoacido estabilizante de hélice alfa (por ejemplo, un aminoacido alfa, alfa
disustituido).

[0393] La actividad mejorada en el receptor de GIP también es proporcionada por modificaciones de aminoacidos en
las posiciones 27 y/o 28, y opcionalmente en la posicion 29. Por ejemplo, la Met en la posicion 27 esta sustituida con
un aminoacido alifatico grnade, opcionalmente Leu, la Asn en la posicion 28 estd sustituido con un aminoacido
alifatico pequefio, opcionalmente Ala, y la Thr en la posicion 29 esta sustituida con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Gly. La sustitucion con LAG en las posiciones 27-29 proporciona una mayor actividad de GIP en
relacion a la secuencia natural MNT en esas posiciones.

[0394] La actividad mejorada en el receptor de GIP también es proporcionada por una modificacion de aminoacidos
en la posicion 12. Por ejemplo, la posicion 12 estd sustituida con un aminoacido grande alifatico no polar,
opcionalmente lle.

[0395] La actividad mejorada en el receptor de GIP también es proporcionada por una modificacién de aminoacidos
en las posiciones 17 y/o 18. Por ejemplo, la posicidon 17 esta sustituida con un residuo polar, opcionalmente GIn, y la
posicion 18 esta sustituida con un aminoacido alifatico pequefio, opcionalmente Ala. Una sustitucion con QA en las
posiciones 17 y 18 proporciona mayor actividad de GIP en relacién a la secuencia RR natural en esas posiciones.

[0396] EI aumento de actividad en el receptor de GIP es proporcionado por las modificaciones que permiten la
formacion de un puente intramolecular entre cadenas laterales de aminoacidos en las posiciones de 12 a 29. Por
ejemplo, un puente intramolecular puede estar formado por un enlace covalente entre las cadenas laterales de dos
aminoacidos en las posiciones i e i + 4 o entre las posiciones j y j + 3, o entre las posiciones k y k + 7. En
realizaciones de ejemplo, el puente es entre las posiciones 12 y 16, 16 y 20, 20 y 24, 24 y 28, 0 17 y 20. En otras
realizaciones, las interacciones no covalentes, tales como puentes salinos, se pueden formar entre aminoacidos
cargados positivamente y negativamente en estas posiciones.

[0397] Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente que aumentan la actividad del receptor de GIP
puede aplicarse individualmente o en combinacién. Las combinaciones de las modificaciones que aumentan la
actividad del receptor de GIP generalmente proporcionan actividad de GIP mas alta que cualquiera de tales
modificaciones tomadas solas.

Modificaciones que afectan la actividad de glucagén

[0398] En algunas realizaciones, el aumento de potencia de glucagdn se proporciona por una modificacion de
aminoacidos en la posicion 16 de glucagon natural (SEQ ID NO: 1001). A modo de ejemplo no limitativo, dicha
potencia mejorada se puede proporcionar mediante la sustitucion de la serina de origen natural en la posicion 16 con
acido glutamico o con otro aminoacido cargado negativamente que tiene una cadena lateral con una longitud de 4
atomos, o alternativamente con una cualquiera de glutamina, acido homoglutamico, o acido homocisteico, o un
aminoacido cargado que tiene una cadena lateral que contiene al menos un heteroatomo, (por ejemplo, N, o, S, P) y
con una longitud de cadena lateral de aproximadamente 4 (o 3-5) atomos. En algunas realizaciones, el péptido de
glucagon conserva su selectividad original para el receptor de glucagén en relacion a los receptores de GLP-1.

[0399] La actividad del receptor de glucagdn se puede reducir mediante una modificacion de aminoéacidos en la
posicion 3, por ejemplo, sustitucion de la glutamina de origen natural en la posiciéon 3, con un aminoéacidoacido,
basico, o hidréfobo. Por ejemplo, la sustitucion en la posicion 3 con acido glutdmico, ornitina, o norleucina reduce
sustancialmente o destruye la actividad del receptor de glucagon.

[0400] La actividad mantenida o mejorada en el receptor de glucagéon puede lograrse mediante la modificacion de la
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GIn en la posiciéon 3 con un analogo de glutamina, tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, los
agonistas de glucagon pueden comprender la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 1243-1248,
1250, 1251, y 1253 a 1256.

[0401] La restauracion de la actividad de glucagén que se ha reducido por modificaciones de aminogcidos en las
posiciones 1 y 2 es proporcionada por modificaciones que estabilizan la estructura de hélice alfa de la parte C-
terminal (aminoacidos 12-29) del péptido de glucagén o analogo de este. Por ejemplo, un puente intramolecular
puede estar formado por un enlace covalente entre las cadenas laterales de dos aminoacidos en las posiciones i € i
+ 4 o entre las posiciones j y j + 3, 0 entre las posiciones k y k + 7. En otras realizaciones, las interacciones no
covalentes tales como puentes salinos se pueden formar entre los aminoacidos cargados positivamente y
negativamente en estas posiciones. En aun otras realizaciones, uno o mas aminoacidos alfa, alfa disustituidos son
insertados o sustituidos en esta parte C-terminal (aminoacidos 12-29) en las posiciones que conservan la actividad
deseada. Por ejemplo, una, dos, tres o todas las posiciones 16, 20, 21 o 24 estan sustituidas con un aminoacido
alfa, alfa disustituido, por ejemplo, Aib.

Modificaciones que afectan la actividad de GLP-1

[0402] La actividad mejorada en el receptor de GLP-1 se proporciona mediante la sustitucion del acido carboxilico
del aminoacido C-terminal con un grupo de carga neutra, tal como una amida o éster.

[0403] La actividad mejorada en el receptor de GLP-1 también se proporciona mediante la estabilizacion de la
estructura de hélice alfa en la parte C-terminal de glucagén (aproximadamente los aminoacidos 12-29), por ejemplo,
mediante la formacién de un puente intramolecular entre las cadenas laterales de dos aminoacidos, o sustitucién y/o
insercion de aminoacidos en torno a las posiciones 12-29 con un aminoacido estabilizador de hélice alfa (por
ejemplo, un aminodcido alfa, alfa disustituido), como se describe adicionalmente en el presente documento. En
realizaciones de ejemplo, las cadenas laterales de los pares de aminoacidos 12y 16, 13y 17,16y 20,17y 21,20y
24 0 24 y 28 (pares de aminoacidos en la que i = 12, 16, 20, o0 24) estan unidos entre si y por lo tanto estabilizan la
hélice alfa de glucagon. En algunas realizaciones, el puente o enlazador es de aproximadamente 8 (o cerca de 7-9)
atomos de longitud, en particular cuando el puente esta entre las posiciones i e i + 4. En algunas realizaciones, el
puente o enlazador es de aproximadamente 6 (o aproximadamente 5-7) atomos de longitud, en particular cuando el
puente esta entre las posiciones jyj + 3.

[0404] En algunas realizaciones, los puentes intramoleculares estan formados por (a) la sustitucion de la serina de
origen natural en la posiciéon 16 con acido glutamico o con otro aminoacido cargado negativamente que tiene una
cadena lateral con una longitud de 4 atomos, o alternativamente con una cualquiera de glutamina, acido
homoglutamico, o acido homocisteico, o un aminoacido cargado que tiene una cadena lateral que contiene al menos
un heteroatomo, (por ejemplo, N, o, S, P) y con una longitud de cadena lateral de aproximadamente 4 (o 3-5) atomos
y (b) la sustitucion de la glutamina de origen natural en la posicién 20 por otro aminoacido hidréfilo que tiene una
cadena lateral que esta cargada o tiene una capacidad de enlace de hidrégeno, y es de al menos aproximadamente
5 (o aproximadamente 4-6) atomos en longitud, por ejemplo, lisina, citrulina, arginina o la ornitina. Las cadenas
laterales de estos aminoacidos en las posiciones 16 y 20 pueden formar un puente salino o pueden estar unidos
covalentemente. En algunas realizaciones, los dos aminoacidos estan unidos entre si para formar un anillo de
lactama.

[0405] En algunas realizaciones, la estabilizacién de la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal del péptido de
glucagon se consigue a través de la formacién de un puente intramolecular que no sea un puente de lactama. Por
ejemplo, los procedimientos de unién covalente adecuados incluyen uno cualquiera o mas de metatesis de olefinas,
ciclacion a base de lantionina, puente de disulfuro o la formacion de puentes que contiene azufre modificado, el uso
de grupos a,w-diaminoalcano, formaciéon de puentes de metal-atomo, y otros medios de ciclacion de péptidos se
utilizan para estabilizar la hélice alfa.

[0406] En otras realizaciones, uno 0 mas aminoacidos alfa, alfa disustituidos se insertan o sustituyen en esta parte
C-terminal (aminoacidos 12-29) en las posiciones que retienen la actividad deseada. Por ejemplo, una, dos, tres o
todas las posiciones 16, 20, 21 o 24 estan sustituidas con un aminoacido alfa, alfa disustituido, por ejemplo, Aib.

[0407] El aumento de actividad en el receptor de GLP-1 se proporciona mediante una modificacién de aminoacidos
en la posicién 20 tal como se describe en el presente documento.

[0408] El aumento de actividad en el receptor de GLP-1 se proporciona mediante la adicion de GPSSGAPPPS (SEQ
ID NO: 1095) o XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1096) a C-terminal. La actividad de GLP-1 en tales analogos se
puede aumentar mas mediante la modificacién del aminoacido en la posicién 18, 28 o 29, o en la posiciéon 18 y 29,
tal como se describe en el presente documento.

[0409] Un aumento mas modesto de la portencia de GLP-1 se proporciona mediante la modificacion del aminoacido
en la posicion 10 para ser un residuo de aminoacido grande aromatico, opcionalmente Trp.
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[0410] Se proporciona una actividad reducida en el receptor de GLP-1, por ejemplo, mediante una modificacion de
aminoacidos en la posicidon 7 como se describe en el presente documento.

[0411] La potencia en el receptor de GLP-1 se puede mejorar aun mas por una sustitucién de alanina por la arginina
natural en la posicién 18.

[0412] Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente en referencia a un péptido relacionado con
glucagon de la Clase 2 que aumentan la actividad del receptor de GLP-1 se pueden aplicar individualmente o en
combinacién. Las combinaciones de las modificaciones que aumentan la actividad del receptor de GLP-1
generalmente proporcionan una mayor actividad de GLP-1 que cualquiera de tales modificaciones tomadas
solas. Por ejemplo, la invencién proporciona péptidos de glucagén que comprenden modificaciones en la posiciéon
16, en la posicion 20, y en el grupo de acido carboxilico C-terminal, opcionalmente con un enlace covalente entre los
aminoacidos en las posiciones 16 y 20; péptidos de glucagén que comprenden modificaciones en la posicion 16 y en
el grupo de acido carboxilico C-terminal; péptidos de glucagdén que comprenden modificaciones en las posiciones 16
y 20, opcionalmente con un enlace covalente entre los aminoacidos en las posiciones 16 y 20;y péptidos de
glucagon que comprenden modificaciones en la posicidén 20 y en el grupo de acido carboxilico C-terminal.

Modificaciones que mejoran la resistencia a DPP-IV

[0413] Las modificaciones en la posicion 1 y/o 2 se pueden aumentar la resistencia del péptido a la escision por
dipeptidil peptidasa IV (DPP V). Por ejemplo, la posicion 1 y/o la posicion 2 pueden estar sustituidos con un
aminoacido resistente a DPP-IV como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el
aminoacido en la posicion 2 esta sustituido con N-metil alanina.

[0414] Se observé que las modificaciones en la posicidn 2 (por ejemplo, Aib en la posicién 2) y en algunos casos las
modificaciones en la posiciéon 1 (por ejemplo, DMIA en la posicidon 1) pueden reducir la actividad de glucagon, a
veces de manera significativa; sorprendentemente, esta reduccién en la actividad del glucagén puede ser restaurada
mediante la estabilizacion de la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal de glucagén (aproximadamente los
aminoacidos 12-29), por ejemplo, mediante la formacién de un enlace covalente entre las cadenas laterales de dos
aminoacidos, como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el enlace covalente es entre
los aminoacidos en las posiciones "i"y "i + 4", o posiciones de "J"y "j + 3", por ejemplo, entre las posiciones 12 y 16,
16y 20, 20 y 24, 24 y 28, o0 17 y 20. En realizaciones de ejemplo, este enlace covalente es un puente de lactama
entre un acido glutamico en la posiciéon 16 y una lisina en la posicion 20. En algunas realizaciones, este enlace
covalente es un puente intramolecular distinto de un puente lactama, como se describe en el presente documento.

Modificaciones que reducen la degradacion

[0415] En todavia otras realizaciones de ejemplo, cualquiera de los péptidos relacionados con glucagén de clase 2
se puede modificar adicionalmente para mejorar la estabilidad mediante la modificacién del aminoacido en la
posicion 15 y/o 16 de la SEQ ID NO: 1001 para reducir la degradacion del péptido con el tiempo, especialmente en
tampones acidos o alcalinos. Tales modificaciones reducen la escisidon del enlace de péptido Asp15-Ser16. En otras
realizaciones de ejemplo, la modificacién de aminoacido en la posicién 15 es una delecién o sustitucién de Asp con
acido glutamico, acido homoglutamico, acido cisteico o acido homocisteico. En otros ejemplos de realizacion, la
modificacién de aminoacido en la posicién 16 es una delecién o sustitucion de Ser con Thr o Aib. En otras
realizaciones de ejemplo, la Ser en la posicion 16 esta sustituida con acido glutamico o con otro aminoacido cargado
negativamente que tiene una cadena lateral con una longitud de 4 atomos, o alternativamente con una cualquiera de
glutamina, &cido homoglutamico, o acido homocisteico.

[0416] En algunas realizaciones, el residuo de metionina presente en la posicién 27 del péptido natural esta
modificado, por ejemplo por delecion o sustitucion. Tales modificaciones pueden prevenir la degradacién oxidativa
del péptido. En algunas realizaciones, la Met en la posiciéon 27 se sustituye con leucina, isoleucina o norleucina. En
algunas otras realizaciones especificas, Met en la posicion 27 esta sustituida con leucina o norleucina.

[0417] En algunas realizaciones, la GIn en la posicion 20 y/o 24 estd modificada, por ejemplo, por delecién o
sustitucion. Tales modificaciones pueden reducir la degradacién que se produce a través de la desamidacién de
GIn. En algunas realizaciones, la GIn en la posiciéon 20 y/o 24 esta sustituida con Ser, Thr, Ala o Aib. En algunas
realizaciones, la GIn en la posicidn 20 y/o 24 esta sustituida con Lys, Arg, Orn, o citrulina.

[0418] En algunas realizaciones, el Asp en la posicion 21 estd modificado, por ejemplo, por deleciéon o
sustitucion. Tales modificaciones pueden reducir la degradacidon que se produce a través de la deshidratacion de
Asp para formar una succinimida ciclica intermedia seguido por isomerizacién a iso-aspartato. En algunas
realizaciones, la posicién 21 se sustituye con Glu, acido homoglutamico o acido homocisteico. En algunas otras
realizaciones especificas, la posicion 21 se sustituye con Glu.

Estabilizacion de la estructura de hélice alfa
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[0419] La estabilizacién de la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal del péptido relacionado con glucagén
de clase 2 (aproximadamente los aminoacidos 12-29) ofrece una mejor actividad GIP y/o GLP-1 y restaura la
actividad del glucagén que se ha reducido por modificaciones de aminoéacidos en las posiciones 1 y/o 2. La
estructura de hélice alfa puede ser estabilizada mediante, por ejemplo, la formacion de un enlace covalente o puente
intramolecular no covalente, o sustitucion y/o insercion de aminoacidos en torno a las posiciones 12-29 con un
aminoacido estabilizador de hélice alfa (por ejemplo, un aminoacido alfa, alfa disustituido). La estabilizaciéon de la
estructura de hélice alfa de un agonista de GIP puede llevarse a cabo como se describe en el presente documento.

Acilacion y alquilacion

[0420] Segun algunas realizaciones, los péptidos similares al glucagon descritos en el presente documento estan
modificado para comprender un grupo acilo o un grupo alquilo, por ejemplo, un grupo acilo o alquilo que es no
natural a un aminoacido de origen natural tal como se describe en el presente documento. La acilacién o alquilacion
pueden aumentar la vida media de los péptidos de glucagén en circulacién. La acilacion o alquilacion pueden
retrasar ventajosamente el inicio de accion y/o extender la duracion de la accion en el glucagén y/o 1-GLP
receptores y/o mejorar la resistencia a las proteasas, tales como DPP-IV y/o mejorar la solubilidad. Actividad en el
glucagon yl/o receptores de GLP-1 y/o de GIP del péptido de glucagén se puede mantener después de la
acilacion. En algunas realizaciones, la potencia de los péptidos similares al glucagén acilados es comparable a las
versiones no acilada de los péptidos de glucagon. Los péptidos relacionados con glucagén de clase 2 pueden ser
acilados o alquilados en la misma posicion de aminoacido donde se une un resto hidréfilo, o en una posicion de
aminoacido diferente, como se describe en el presente documento.

[0421] En algunas realizaciones, la descripcién proporciona un péptido de glucagdén modificado para comprender un
grupo acilo o un grupo alquilo unido covalentemente al aminoacido en la posicion 10 del péptido de glucagon. El
péptido de glucagdén puede comprender adicionalmente un espaciador entre el aminoacido en la posicién 10 del
péptido de glucagon y el grupo grupo acilo o alquilo. En algunas realizaciones, el grupo acilo es un acido graso o
acido biliar o sal del mismo, por ejemplo un acido graso C4 a C30, un acido graso C8 a C24, acido cdlico, un alquilo
C4 a C30, un alquilo C8 a C24, o un grupo alquilo que comprende un resto de esteroides de un acido biliar. El
espaciador es cualquier resto con grupos reactivos adecuados para la unién de grupos acilo o alquilo. En
realizaciones de ejemplo, el espaciador comprende un aminoacido, un dipéptido, un tripéptido, un bifuncional
hidréfilo, o un espaciador bifuncional hidréfobo. En algunas realizaciones, el espaciador se selecciona del grupo que
consiste en: Trp, Glu, Asp, Cys y un espaciador que comprende NH2(CH2CH20)n(CH2)mCOOH, donde m es
cualquier numero entero de 1 a 6 y n es cualquier nimero entero de 2 a 12. Tales péptidos de glucagén acilados o
alquilados también pueden comprender ademas un resto hidrofilo, opcionalmente un polietilenglicol. Cualquiera de
los péptidos de glucagon anteriores puede comprender dos grupos de acilo o dos grupos alquilo, o una combinacion
de los mismos.

Conjugados y fusiones

[0422] El agonista de GIP puede estar enlazado, opcionalmente a través de un enlace covalente y opcionalmente a
través de un enlazador, a un resto de conjugado como se describe en el presente documento.

[0423] En otras realizaciones, el segundo péptido es XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1096), en el que X se
selecciona de uno de los 20 aminoacidos comunes, por ejemplo, acido glutdmico, acido aspartico o glicina. En
algunas realizaciones X representa un aminoacido, por ejemplo Cys, comprende que, ademas, un resto hidréfilo
unido covalentemente a la cadena lateral de dicho aminoacido. Tales extensiones C-terminal mejorar la solubilidad y
también puede mejorar GIP o actividad de GLP-1. En algunas otras realizaciones en el que el péptido de glucagén
comprende ademas una extension carboxi terminal, el aminoacido carboxi terminal de la extensién termina en un
grupo amida o un grupo éster en lugar de un acido carboxilico.

[0424] En algunas realizaciones, por ejemplo, en los péptidos de glucagdn que comprenden la extensiéon C-terminal,
la treonina en la posicion 29 del péptido de glucagén natural se sustituye con una glicina. Por ejemplo, un péptido de
tipo glucagén que tiene una sustitucion de glicina por treonina en la posicién 29 y que comprende la extension C-
terminal de GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1095) es cuatro veces mas potente en el receptor de GLP-1 como el
glucagén natural modificado para comprender el mismo C-terminal de extensién. Esta sustitucion T29G se puede
utilizar en conjuncién con otras modificaciones descritas en la presente para mejorar la afinidad de los péptidos
similares al glucagén para el receptor de GLP-1. Por ejemplo, la sustituciéon T29G se puede combinar con las
sustituciones de aminoacidos S16E y N20K, opcionalmente con un puente de lactama entre los aminoacidos 16 y
20, y opcionalmente con adiciéon de una cadena de PEG como se describe en el presente documento.

[0425] En algunas realizaciones, se afiade un aminoacido a la C-terminal, y el aminoacido adicional se selecciona
del grupo que consiste en acido glutamico, acido aspartico y glicina.

Modificaciones que potencian la solubilidad
[0426] En otra realizacién, la solubilidad de cualquiera de los péptidos similares al glucagén se puede mejorar
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mediante sustituciones de aminoacidos y/o adiciones que introducen un aminoacido cargado en la parte C-terminal
del péptido, preferiblemente en una posicion C-terminal para la posiciéon 27 de la SEQ ID NO: 1001. Opcionalmente,
uno, dos o tres aminoacidos cargados puede ser introducido dentro de la parte C-terminal, preferiblemente C-
terminal en la posicion 27. En algunas realizaciones, el aminoacido o aminoacidos naturales en las posiciones 28 y/o
29 estén sustituidos con uno o dos aminoacidos cargados, y/o en una realizacion adicional de uno a tres
aminoacidos cargados también se afiaden a la C-terminal del péptido. En realizaciones de ejemplo, uno, dos o todos
de los aminoacidos cargados estan cargados negativamente. En algunas realizaciones, la carga negativa
(aminoacido acido) es acido aspartico o acido glutamico.

[0427] Las modificaciones adicionales, por ejemplo, sustituciones conservativas, se pueden hacer al péptido de
glucagén que aun permita que se retenga la actividad de GIP (y, opcionalmente, la actividad de GLP-1 y/o actividad
de glucagon).

Otras modificaciones

[0428] Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente en referencia a un péptido de Clase 2 que
aumentan o disminuyen la actividad de GIP, que aumentan o disminuyen la actividad del receptor de glucagén, y
que aumentan la actividad del receptor de GLP-1 se puede aplicar de forma individual o en combinacion. Cualquiera
de las modificaciones descritas anteriormente en referencia a un péptido relacionado con la clase de glucagén 2
también se pueden combinar con otras modificaciones que confieren otras propiedades deseables, tales como
mayor solubilidad y/o estabilidad y/o duraciéon de la acciéon, como se describe en el presente documento con
respecto a la Clase 2 péptidos relacionados con glucagdn. Alternativamente, cualquiera de las modificaciones
descritas anteriormente en referencia a la clase 2 glucaton péptidos relacionados se pueden combinar con otras
modificaciones descritas en el presente documento en referencia a 2 péptidos relacionados con glucagén de clase
que no afectan sustancialmente o estabilidad o actividad solubilidad. Modificaciones de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a:

(A) mejorar la solubilidad, por ejemplo, mediante la introducciéon de uno, dos, tres 0 mas Charged acido (s) amino a
la parte C-terminal de glucagén natural, preferiblemente en una posicion C-terminal a la posicion 27. Tal un
aminoacido cargado se puede introducir mediante la sustitucion de un aminoacido natural por un aminoacido
cargado, por ejemplo, en las posiciones 28 6 29, o alternativamente mediante la adicién de un aminoacido cargado,
por ejemplo, después de la posicion 27, 28 o 29. en ejemplos de realizacion, uno, dos, tres o todos de los
aminoacidos cargados estan cargadas negativamente. En otras realizaciones, uno, dos, tres o todos de los
aminoacidos cargados estan cargados positivamente. Tales modificaciones aumentan la solubilidad, por ejemplo,
proporcionar al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 25 veces, 30 veces o mayor solubilidad relativa al
glucagon natural a un pH dado entre aproximadamente 5,5y 8, por ejemplo, , pH 7, cuando se mide después de 24
horas a 25°C.

(B) El aumento de la solubilidad y la duracién de la accién o la vida media en circulacion mediante la adiciéon de un
resto hidrofilo tal como una cadena de polietilenglicol, como se describe en el presente documento, por ejemplo en la
posicion 16, 17, 20, 21, 24 o 29, dentro de un C extension -terminal, o en el acido C-terminal amino del péptido,

(C) el aumento de solubilidad y/o duracion de la accion o la vida media en circulacién y/o retrasar el comienzo de la
accion por acilacién o alquilacién del péptido de glucagén, como se describe en el presente documento;

(D) Aumento de la duracién de la accién o la vida media en circulacion a través de la introduccion de la resistencia a
la dipeptidil peptidasa IV de escision (DPP 1V) por modificacién del aminoacido en la posicién 1 o 2 como se describe
en el presente documento.

(E) El aumento de la estabilidad por modificaciéon de la Asp en la posicion 15, por ejemplo, por delecion o sustitucion
con acido glutamico, acido homoglutamico, acido cisteico o acido homocisteico. Tales modificaciones pueden reducir
la degradacion o la escision en un pH dentro del intervalo de 5,5 a 8, por ejemplo, retener al menos 75%, 80%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% o 99%, hasta 100% del péptido original después de 24 horas a 25°C. Tales modificaciones
reducen la escision del enlace peptidico entre Asp15-Ser16.

(F) El aumento de la estabilidad por modificacién de la Ser en la posicion 16, por ejemplo por sustituciéon con Thr o
Aib. Tales modificaciones también reducen la escision del enlace peptidico entre Asp15-Ser16.

(G) El aumento de la estabilidad por modificacién de la metionina en la posiciéon 27, por ejemplo, por sustitucion con
leucina o norleucina. Tales modificaciones pueden reducir la degradacién oxidativa. La estabilidad también se puede
aumentar mediante modificacién de la GIn en la posicién 20 o 24, por ejemplo, por sustitucion con Ser, Thr, Ala o
Aib. Tales modificaciones pueden reducir la degradacion que se produce a través de la desamidacion de GIn. La
estabilidad puede aumentarse mediante la modificacion de Asp en la posicién 21, por ejemplo, por sustitucion con
Glu. Tales modificaciones pueden reducir la degradacién que se produce a través de la deshidratacion de Asp para
formar una succinimida intermedio ciclico seguido por isomerizacién a iso-aspartato.

(H) sustituciones no conservativa o conservativa, adiciones o deleciones que no afectan sustancialmente la
actividad, por ejemplo, sustituciones conservativas en uno o mas de las posiciones 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16
, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28 o 29; sustitucion de uno o mas de estas posiciones con Ala; deleciéon de los
aminoacidos en una o mas de las posiciones 27, 28 o 29; o delecidon de aminoacido 29 combinado opcionalmente
con una amida C-terminal o éster en lugar del grupo de acido carboxilico C-terminal; sustituciéon de Lys en la
posicion 12 con Arg; sustitucion de Tyr en la posicion 10 con Val o Phe;

[0429] La preservacion de la actividad después de la pegilacion es proporcionado por la adiciéon de GPSSGAPPPS
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(SEQ ID NO: 1095) a la C-terminal.

[0430] Algunas posiciones del péptido de glucagén natural pueden ser modificados al tiempo que conserva al menos
algunas de las actividades de péptido precursor. Segun ello, los solicitantes prevén que uno o mas de los
aminoacidos localizados en las posiciones en las posiciones 2, 5, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28 o
29 puede ser sustituido con un aminoacido diferente de la presente en el péptido de tipo glucagén natural, y todavia
retener la actividad en el receptor de glucagén.

[0431] En algunas realizaciones, la posicion 18 esta sustituido con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Ala, Ser, o Thr. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicién 20 se sustituye con Ser, Thr, Lys,
Arg, Orn, citrulina o Aib. En algunas realizaciones, la posicién 21 se sustituye con Glu, acido homoglutamico o 4cido
homocisteico. En algunas realizaciones, el péptido de glucagén comprende de 1 a 10 modificaciones de
aminoacidos seleccionadas de las posiciones 16, 17, 18, 20, 21, 23, 24, 27, 28 y 29. En realizaciones de ejemplo,
las modificaciones son una o mas sustituciones de aminoéacidos seleccionado del grupo que consiste en GIn17,
Ala18, Glu21, lle23, Ala24, Val27 y Gly29. En algunas realizaciones, los acidos 1 a 2 aminoacidos seleccionados de
las posiciones 17-26 difieren del péptido precursor. En oftras realizaciones, los acidos 1 a 2 aminoacidos
seleccionados de las posiciones 17-22 difieren del péptido precursor. En aun otras realizaciones, las modificaciones
son GIn17, Ala18, Glu21, 1le23 y Ala24.

[0432] En algunas realizaciones, uno o mas aminoacidos se afiade a la terminal carboxi del péptido de glucagoén. El
aminoacido es tipicamente seleccionado de uno de los 20 aminoacidos comunes, y en algunas realizaciones el
aminoacido tiene un grupo amida en lugar del acido carboxilico del aminoacido natural. En realizaciones de ejemplo
del aminoacido afiadido se selecciona entre el grupo constituido por acido glutamico y acido aspartico y glicina.

Otras modificaciones que no destruyen la actividad incluyen W10 o R20.

[0433] En algunas realizaciones, los 2 péptidos relacionados con glucagén Clase descritos en el presente
documento son modificados por el truncamiento de la C-terminal por uno o dos residuos de aminoéacidos todavia
retener la actividad y potencia similar al glucagon, receptores de GLP-1 y/o de GIP. En este sentido, el aminoacido
en la posicién 29 y/o 28 se puede eliminar.

Realizaciones de ejemplo

[0434] Segun algunas realizaciones de la invencion, el analogo del glucagén (SEQ ID NO: 1001) que tiene actividad
agonista GIP comprende SEQ ID NO: 1001 con (a) una modificacién de aminoacidos en la posicion 1 que confiere
actividad agonista GIP, (b) una modificacién que estabiliza la estructura de hélice alfa de la parte C-terminal
(aminoacidos 12-29) de la analdgica, y (c) opcionalmente, de 1 a 10 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) mas
modificaciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, las exposiciones analdgicas al menos actividad sobre el
1% de GIP natural en el receptor de GIP o cualquier otro nivel de actividad en el receptor GIP se describe en el
presente documento.

[0435] En ciertas realizaciones, la modificacién que estabiliza la estructura de hélice alfa es uno que proporciona o
introduce un puente intramolecular, incluyendo, por ejemplo, un puente intramolecular covalente, tal como cualquiera
de los descritos en el presente documento. El puente intramolecular covalente en algunas realizaciones es un
puente de lactama. El puente de lactama del analogo de estas realizaciones puede ser un puente de lactama tal
como se describe en el presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas de puentes de lactama en la
seccion "estabilizacion de la estructura de hélice alfa." Por ejemplo, el puente de lactama puede ser uno que se
encuentra entre las cadenas laterales de aminoacidos en las posiciones i e i + 4 0 entre las cadenas laterales de
aminoacidos en las posiciones jy j + 3, en el que i es 12, 13, 16, 17, 20 0 24, y en el que j es 17. en ciertas
realizaciones, el puente de lactama puede estar entre los aminoacidos en las posiciones 16 y 20, en el que uno de
los aminoacidos en las posiciones 16 y 20 esta sustituido con Glu y el otro de los aminoacidos en las posiciones 16 y
20 esta sustituido con Lys.

[0436] En realizaciones alternativas, la modificacion que estabiliza la estructura de hélice alfa es la introduccion de
uno, dos, tres, o cuatro alfa, alfa aminoacidos disustituidos en la posicién (s) 16, 20, 21, y 24 de la analdgica . En
algunas realizaciones, el acido alfa, alfa disustituida amino es Aib. En ciertos aspectos, la aminoacido alfa, alfa
disustituido (por ejemplo, Aib) es en la posicidn 20 y la atPosition aminoacido 16 esta sustituido con un aminoacido-
carga positiva, tal como, por ejemplo, un aminoacido de férmula IV, que se describe en el presente documento. El
aminoacido de Férmula IV puede ser HomoLys, Lys, Orn, o 2,4-diaminobutirico acido (Dab).

[0437] En aspectos especificos de la invencion, la modificacion de aminoacido en la posicion 1 es una sustitucion de
His con un aminoacido que carece de una cadena lateral de imidazol, por ejemplo, un aminoacido aromatico grande
(por ejemplo, Tyr).

[0438] En ciertos aspectos, el andlogo de glucagéon comprende modificaciones de aminoacidos en una, dos o todas
las posiciones 27, 28 y 29. Por ejemplo, la Met en la posicidon 27 puede estar sustituido con un gran aminoacido
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alifatico, opcionalmente Leu, la Asn en la posicion 28 puede estar sustituido con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Ala, la Thr en la posicion 29 puede estar sustituido con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Gly, o una combinacién de dos o tres de los anteriores. En realizaciones especificas, el analogo de
glucagdén comprende Leu en la posicion 27, Ala en la posicion 28, y Gly o Thr en la posicién 29.

[0439] En ciertas realizaciones de la invencion, el analogo de glucagén comprende una extension de 1 a 21
aminoacidos C-terminal para el aminoacido en la posicién 29. La extensidon puede comprender la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1095 o 1096 , por ejemplo. Adicional o alternativamente, el analogo del glucagén puede
comprender una extensién de que 1-6 aminoacidos de la extension son los aminoacidos de carga positiva. Los
aminoacidos de carga positiva pueden ser aminoacidos de férmula IV, incluyendo, pero no limitado a Lys, HomoLys,
Orn, y Dab.

[0440] El analogo del glucagdn en algunas realizaciones esté acilado o alquilado tal como se describe en el presente
documento. Por ejemplo, el grupo acilo o alquilo puede estar unido al analogo de glucagén, con o sin un espaciador,
en la posicion 10 o 40 del analogo, como se describe adicionalmente en el presente documento. El analogo puede
adicional o alternativamente ser modificado para comprender un resto hidréfilo tal como se describe adicionalmente
en el presente documento. Ademas, en algunas otras realizaciones, el analogo comprende uno cualquiera o una
combinacion de las siguientes modificaciones:

(a) Ser en la posicidn 2 sustituido con D-Ser, Ala, D-Ala, Gly, N-metil-Ser, Aib, Val, o el acido alfa-amino-N-butirico;
b) Tyr en la posicion 10 sustituido con Trp, Lys, Orn, Glu, Phe, o Val:

¢) Unidn de un grupo acilo a un Lys en la posicion 10;

d) Lys en la posicidn 12 sustituido con Arg o lle;

e) Ser en la posicidn 16 sustituido con Glu, Gln, &cido homoglutdmico, acido homocisteico, Thr, Gly, o Aib;

f) Arg en la posicion 17 sustituido con Gin;

g) Arg en la posicidn 18 sustituido con Ala, Ser, Thr, o Gly;

h) GIn en la posicion 20 sustituido con Ser, Thr, Ala, Lys, citrulina, Arg, Orn, o Aib;

i) Asp en la posicion 21 sustituido con Glu, acido homoglutamico, acido homocisteico;

(j) Val en la posicion 23 sustituido con lle;

(k) GIn en la posicion 24 sustituido con Asn, Ser, Thr, Ala, o Aib;

(I) y una sustitucidon conservativa en cualquiera de las posiciones 2 5, 9, 10, 11, 12. 13, 14, 15, 16, 8 19 20, 21. 24,
27,28,y 29.

(
(
(
(
(
(
(
(

[0441] En realizaciones de ejemplo, el analogo del glucagon (SEQ ID NO: 1001) que tiene actividad de GIP agonista
comprende las siguientes modificaciones:

(a) una modificacién de aminoacidos en la posicion 1 que confiere actividad agonista GIP,

(b) un puente de lactama entre las cadenas laterales de aminoéacidos en las posiciones i e i + 4 o0 entre las cadenas
laterales de aminoécidos en las posicionesjyj+ 3,enelqueies 12,13, 16,17,20024,yenelquejes 17,
modificaciones (c) de aminoacidos en una, dos o todas las posiciones 27, 28 y 29, por ejemplo, modificaciones de
aminoacidos en la posicion 27 y/o 28, y

(d) 1-9 o 1-6 modificaciones adicionales de aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 modificaciones de
aminoacidos adicionales, y la ECso del analogo para la activacion del receptor de GIP es de aproximadamente 10 nM
0 menos.

[0442] El puente de lactama del analogo de estas realizaciones puede ser un puente de lactama tal como se
describe en el presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas de puentes de lactama en la seccion
"estabilizacion de la estructura de hélice alfa." Por ejemplo, el puente de lactama puede estar entre los aminoacidos
en las posiciones 16 y 20, en el que uno de los aminoacidos en las posiciones 16 y 20 esta sustituido con Glu y el
otro de los aminoacidos en las posiciones 16 y 20 esta sustituido con Lys.

[0443] Segun estas realizaciones, el analogo puede comprender, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1005-1094.

[0444] En otros ejemplos de realizacién, el analogo del glucagén (SEQ ID NO: 1001) que tiene actividad de GIP
agonista comprende las siguientes modificaciones:

(a) una modificacion de aminoacidos en la posicion 1 que confiere actividad agonista GIP,

(b) uno, dos , tres, o todos los aminoacidos en las posiciones 16, 20, 21 y 24 del analogo esta sustituido con un alfa,
alfa amino disustituida acido,

modificaciones (c) de aminoacidos en una, dos o todas las posiciones 27, 28 y 29, por ejemplo, modificaciones de
aminoacidos en la posicion 27 y/o 28, y

(d) 1-9 o 1-6 mas modificaciones de aminoacidos, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 modificaciones de
aminoacidos adicionales, y la ECso del analogo para la activacion del receptor de GIP es de aproximadamente 10 nM
0 menos.

[0445] El aminoécido alfa, alfa disustituido del analogo de estas realizaciones puede ser cualquier aminoacido alfa,
alfa disustituido, incluyendo, pero no limitado a, acido amino iso-butirico (Aib), un aminoacido disustituido con el
mismo o un grupo diferente seleccionado de metilo, etilo, propilo, y n-butilo, o con un ciclooctano o cicloheptano (por
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ejemplo, acido 1-aminocyclooctane-1-carboxilico). En ciertas realizaciones, el acido alfa, alfa disustituida amino es
Aib. En ciertas realizaciones, el aminoacido en la posicién 20 esta sustituido con un alfa, alfa aminoacido
disustituida, por ejemplo, Aib.

[0446] Segun estas realizaciones, el andlogo puede comprender, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1099-1141, 1144-1164, 1166-1169, y 1173-1178.

[0447] En aun otros ejemplos de realizacion, el analogo del glucagén (SEQ ID NO: 1001) que tiene actividad de GIP
agonista comprende las siguientes modificaciones:

(a) una modificacién de aminoacidos en la posicion 1 que confiere actividad agonista GIP,

(b) un amino sustitucion de &cido de Ser en la posicion 16 con un aminoacido de formula IV:

H
HyN——C——COOH

(CHa)y

N
F{/ \‘HE
1

[F&tmula IV],

enlaquenesde1a16,o0de1a10,o0de1a7,0de1a6, 02 a6, cada uno de R1y R2 se selecciona
independientemente del grupo que consiste en H, alquilo C1-C18, (alquilo C1-C18) OH, alquilo (C1-C18 alquilo)
NH2, (alquilo C1-C18) SH, (alquilo C0-C4) (C3-C6 ) cicloalquilo, (alquilo C0-C4) (heterociclico C2-C5), (alquilo CO-
C4) (C6-C10 arilo) R7, y (alquilo C1-C4) (heteroarilo C3-C9), en el que R7 es H o OH , y la cadena lateral del
aminoacido de Férmula IV comprende un grupo amino libre,

(c) una sustitucién de aminoacido de la GIn en la posicion 20 con un alfa, amino acido alfa-disustituido,
modificaciones (d) de aminoacidos en una, dos o todas las posiciones 27, 28 y 29, por ejemplo, modificaciones de
aminoacidos en posit ion 27 y/o 28, y

(e) 1-9 o 1-6 mas modificaciones de aminoacidos, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 modificaciones de
aminoacidos adicionales, y la ECso del analogo para la activacion del receptor de GIP es de aproximadamente 10 nM
0 menos.

[0448] El aminoacido de Formula IV del analogo de estas realizaciones puede ser cualquier aminoacido, tal como,
por ejemplo, el aminoacido de formula IV, enlaquenes 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 16. en
ciertas realizaciones, n es 2, 3, 4, 0 5, en cuyo caso, el aminoacido es Dab, Orn, Lys, o HomoLys respectivamente.

[0449] La alfa, alfa-disustituido amino acido del andlogo de estas realizaciones puede ser cualquier alfa, aminoacido-
alfa disustituido, incluyendo, pero no limitado a, acido amino iso-butirico (Aib), un aminoacido disustituido con el
mismo o un grupo diferente seleccionado de metilo, etilo, propilo, y n-butilo, o con un ciclooctano o cicloheptano (por
ejemplo, acido 1-aminocyclooctane-1-carboxilico). En ciertas realizaciones, el acido alfa, alfa amino-disustituido es
Aib.

[0450] Segun estas realizaciones, el andlogo puede comprender, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1099-1165.

[0451] En aun otros ejemplos de realizacién, el analogo del glucagon (SEQ ID NO: 1001) que tiene actividad
agonista GIP comprende:

(a) una modificacion de aminoacidos en la posicién 1 que confiere actividad agonista GIP, y

(b) una extension de unos 1 a aproximadamente 21 aminoacidos C-terminal para el aminoacido en la posicién 29, en
el que al menos uno de los aminoacidos de la extension es acilado o alquilado, en el que la ECso del andlogo para la
activacion del receptor de GIP es de aproximadamente 10 nM o menos .

[0452] En algunas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado es un aminoacido de Férmula I, Il, o Ill. En
realizaciones mas especificas, el aminoacido de Férmula | es Dab, Orn, Lys, o HomoLys. También, en algunas otras
realizaciones, la extensién de aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos comprende la secuencia de
aminoacidos de GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1095) o XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1096), en donde X es cualquier
aminoacido, o GPSSGAPPPK ( SEQ ID nO: 1170) o XGPSSGAPPPK (SEQ ID nO: 1171) o XGPSSGAPPPSK (SEQ
ID nO: 1172), en el que X es Gly o una pequefia, alifaticos o no polar o ligeramente polar aminoacido. En algunas
realizaciones, las aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos pueden comprender secuencias que
contienen una o mas sustituciones conservativas con respecto a SEQ ID NO: 1095, 1096, 1170, 1171 o 1172. En
algunas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en posicién 37, 38, 39, 40, 41, 42, o 43 del
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analogo-terminal extendido-C. En ciertas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en la
posicion 40 del analogo de C-terminal extendida.

[0453] En algunas realizaciones, el andlogo que tiene actividad agonista de GIP comprende ademas modificaciones
de aminoacidos en una, dos o todas las posiciones 27, 28 y 29, por ejemplo, modificaciones de aminoacidos en la
posicion 27 y/o 28.

[0454] En cualquiera de las realizaciones de ejemplo anteriores, la modificacion de aminoacido en la posiciéon 1 que
confiere actividad agonista GIP puede ser una sustitucion de Su con un aminoacido que carece de una cadena
lateral de imidazol. La modificacién de aminoacido en la posicion 1 puede, por ejemplo, ser una sustitucion de Su
con un aminoacido grande, aromatico. En algunas realizaciones, la gran aminoacido, aromatico es cualquiera de los
descritos en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Tyr.

[0455] En ciertos aspectos, el analogo no comprende una modificacion de aminoacidos en la posicién 1 que la
modificacién confiere actividad agonista de GIP. En algunos aspectos, el aminoacido en la posicion 1 no es un acido
grande, aromatico amino, por ejemplo, Tyr. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 1 es un
aminoacido que comprende un anillo de imidazol, por ejemplo, Su, analogos de Su. En ciertas realizaciones, el
analogo no es cualquiera de los compuestos descritos en la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N° WO
2010/011439. En ciertos aspectos, el analogo comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID
NOs: 1263-1275.

[0456] Ademds, con respecto a las realizaciones de ejemplo anteriores, las modificaciones de aminoécidos en uno,
dos, o todas las posiciones 27, 28, y 29 puede ser cualquiera de las modificaciones en estas posiciones descritas en
el presente documento. Por ejemplo, la Met en la posicidon 27 puede estar sustituido con un gran aminoacido
alifatico, opcionalmente Leu, el Asn en la posicién 28 puede estar sustituido con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Ala, y/o la Thr en la posicion 29 puede estar sustituido con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Gly. Alternativamente, el analogo puede comprender tales modificaciones de aminoacidos en la
posicion 27 y/o 28.

[0457] El andlogo de las realizaciones de ejemplo anteriores pueden comprender ademas 1-9 o 1-6 Ademas,
modificaciones de aminoacidos adicionales, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 mas modificaciones de aminoacidos,
tal como, por ejemplo, cualquiera de las modificaciones descritas en el presente documento que aumentar o
disminuir la actividad en cualquiera de los GIP, receptores de GLP-1, y el glucagén, mejorar la solubilidad, mejorar la
duracion de la accion o la vida media en circulacion, retrasar la aparicion de accion, o aumentar la estabilidad. El
analogo puede comprender ademas, por ejemplo, una modificacion de aminoacidos en la posicion 12,
opcionalmente, una sustitucion con lle, y/o modificaciones de aminoacidos en las posiciones 17 y 18, la sustitucion
opcionalmente con Q en la posicion 17 y A en la posicion 18, y/o una adicion de GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1095)
o0 XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1096), o secuencias que contienen una o mas sustituciones conservativas con
respecto a SEQ ID NO: 1095 o 1096, a la C-terminal. El analogo puede comprender uno o mas de las siguientes
modificaciones:

(i) Ser en la posicion 2 sustituido con D-Ser, Ala, D-Ala, Gly, N-metil-Ser, Aib, Val, o alfa-amino-N- acido butirico;

(i) Tyr en la posicion 10 sustituido con Trp, Lys, Orn, Glu, Phe, o Val;

(iii) La unién de un grupo acilo a un Lys en la posicion 10;

(iv) Lys en la posicion 12 sustituido con Arg;

(v) Ser en la posicion 16 sustituido con Glu, GIn, acido homoglutamico, acido homocisteico, Thr, Gly, o Aib;

(vi) Arg en la posicion 17 sustituido con GIn;

(vii) Arg en la posicién 18 sustituido con Ala, Ser, Thr, o Gly;

(viii) GIn en la posicion 20 sustituido con Ala, Ser, Thr, Lys, citrulina, Arg, Orn, o Aib;

(ix) Asp en la posicion 21 sustituido con Glu, acido homoglutamico, acido homocisteico;

(x) Val en la posicion 23 sustituido con lle;

(xi) GIn en la posicion 24 sustituido con Asn, Ala, Ser, Thr, o Aib; y

(xii) una sustitucién conservativa en cualquiera de las posiciones 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,24, 27,28,y 29.

[0458] El andlogo en algunas otras realizaciones comprenden una combinacién de las modificaciones (i) a
(xii). Alternativa o adicionalmente, el andlogo puede comprender una modificacion de aminoacidos en la posicion 3
(por ejemplo, una sustitucion de aminoacido de GIn con Glu), donde el analogo tiene menos de 1% de la actividad
del glucagén en el receptor de glucagoén. Alternativa o adicionalmente, el analogo puede comprender una
modificacién de aminoacidos en la posicidn 7 (por ejemplo, una sustitucién de aminoacido de Thr con un aminoacido
que carece de un grupo hidroxilo, por ejemplo, Abu o lle), en el que el analogo tiene menos de aproximadamente
10% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1.

[0459] Con respecto a las realizaciones de ejemplo, el analogo puede ser unido covalentemente a un resto
hidréfilo. En algunas realizaciones, el analogo se une covalentemente a la fraccion hidréfila en cualquiera de las
posiciones de aminodacidos 16, 17, 20, 21, 24, 29, 40, o el C-terminal. En ciertas realizaciones, el analogo
comprende una extension C-terminal (por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1095) y una
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adicion de un aminoacido que comprende el resto hidrdéfilo, tal que el resto hidréfilo esta unido covalentemente al
analogo a posicion 40.

[0460] En algunas realizaciones, el resto hidréfilo esta unido covalentemente a una Lys, Cys, Orn, homocisteina, o
acetil-fenilalanina de la analdgica. La Lys, Cys, Orn, homocisteina, o acetil-fenilalanina puede ser un aminoacido que
es natural de la secuencia de glucagén (SEQ ID NO: 1001) o puede ser un aminoacido que estd sustituyendo un
aminoacido natural de la SEQ ID NO : 1001. En algunas ofras realizaciones, en el que el resto hidrdfilo esta unido a
una Cys, la unién con el resto hidréfilo puede comprender la estructura

Péptido 0

IHSFH<;:S:“fR“’Hx’fx04M“’O%CH3
O O

Peptido

l\ H WD GHa
s/\g’ o,

[0461] Con respecto a los analogos que comprenden un resto hidréfilo, el resto hidréfilo puede ser cualquiera de los
descritos en el presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas en la seccién "La unién de restos
hidréfilos." En algunas realizaciones, el resto hidréfilo es un polietilenglicol (PEG). EI PEG en ciertas realizaciones
tiene un peso molecular de aproximadamente 1.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons, por ejemplo,
aproximadamente 20.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0462] Con respecto a las realizaciones de ejemplo, el andlogo puede comprender un aminoacido modificado en el
que la cadena lateral esta covalentemente unido a un grupo acilo o alquilo (por ejemplo, un grupo acilo o alquilo que
es no natural a un origen natural aminoacidos). El andlogo acilado o alquilado puede estar segun los péptidos
acilados o alquilados descritos en la seccién "acilacion y alquilacion." En algunas realizaciones, el grupo acilo es un
C4 a un grupo acilo graso C30, tal como, por ejemplo, un grupo acilo graso C10 o alquilo, un grupo acilo graso C12
o alquilo, un grupo acilo graso C14 o alquilo, un graso C16 acilo o un grupo alquilo, un grupo acilo graso C18 o
alquilo, un acilo o un grupo alquilo C20, o un grupo acilo C22 o alquilo. El grupo acilo o alquilo puede estar unido
covalentemente a cualquier aminoacido de la analdgica, incluyendo, pero no limitado al aminoacido en la posicion 10
0 40, o el aminoacido C-terminal. En ciertas realizaciones, el analogo comprende una extensién C-terminal (por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1095) y una adicién de un aminoacido que comprende el
grupo acilo o alquilo, tal que el grupo acilo o alquilo esta unido covalentemente al analogo en la posicién 40. en
algunas realizaciones, el grupo acilo o alquilo esta unido covalentemente a la cadena lateral de un aminoacido de
Formula 1, II, o lll, por ejemplo, un residuo de Lys. El grupo acilo o alquilo puede estar unido covalentemente a un
aminoacido que es natural de la secuencia de glucagén (SEQ ID NO: 1001) o puede estar ligado a un aminoacido
que se afiade a la secuencia de SEQ ID NO: 1001 o al secuencia de SEQ ID NO: 1001 seguido por la SEQ ID NO:
1095 (en el N o C-terminal) o puede estar unido a un aminoacido que sustituye a un aminoéacido natural, por
ejemplo, la Tyr en la posicién 10 de la SEQ ID NO: 1001 .

[0463] En las realizaciones de ejemplo anteriores, en el que el analogo comprende un grupo acilo o alquilo, el
analogo puede estar unido al grupo acilo o alquilo a través de un espaciador, tal como se describe en el presente
documento. El espaciador, por ejemplo, puede ser de 3 a 10 atomos de longitud y puede ser, por ejemplo, un
aminoacido (por ejemplo, 6-amino hexanoico, cualquier aminoacido descrito en el presente documento), un dipéptido
(por ejemplo, Ala-Ala, beta Ala-beta Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, gamma Glu-gamma Glu), un tripéptido, o un espaciador
bifuncional hidrofilo o hidréfobo. En ciertos aspectos, la longitud total del espaciador y el grupo acilo o alquilo es de
aproximadamente 14 a aproximadamente 28 atomos. En algunas realizaciones, el espaciador de aminoacidos no
estd gamma Glu. En algunas realizaciones, el espaciador dipéptido no es gamma -Glu- gamma Glu.

[0464] En otras realizaciones adicionales a modo de ejemplo, el analogo del glucagén que tienen actividad agonista
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de GIP comprende la secuencia de aminoacidos segun una cualquiera de las SEQ ID NOs: 1227, 1228, 1229 o0 1230
que comprende ademas las siguientes modificaciones:

(a) opcionalmente, una modificacién de aminoacidos en la posicién 1 que confiere actividad agonista GIP,

(b) una extension de aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos C-terminal para el aminoacido en la
posicion 29, en el que al menos uno de los aminoacidos de la extension se acila o alquilado, y

(d) hasta 6 modificaciones de aminoacidos adicionales, en el que la ECso del analogo para la activacion del receptor
de GIP es de aproximadamente 10 nM o menos.

[0465] En algunos aspectos, el aminoacido acilado o alquilado es un aminoacido de Foéormula I, 1I, o Ill. En
realizaciones mas especificas, el aminoacido de Férmula | es Dab, Orn, Lys, o HomoLys. También, en algunas otras
realizaciones, los aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos comprende la secuencia de aminoacidos
de GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1095) o XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1096), en donde X es cualquier aminoacido,
0 GPSSGAPPPK (SEQ ID nO: 1170) o XGPSSGAPPPK (SEQ ID nO: 1171) o XGPSSGAPPPSK (SEQ ID nO:
1172), en el que X es Gly o una pequeia, alifaticos o aminoacido no polar o ligeramente polar. En algunas
realizaciones, las aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos pueden comprender secuencias que
contienen una o mas sustituciones conservativas con respecto a SEQ ID NO: 1095, 1096, 1170, 1171 o 1172. En
algunas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en posicién 37, 38, 39, 40, 41, 42, o 43 del
analogo-terminal extendido-C. En ciertas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en la
posicion 40 del analogo de C-terminal extendida.

[0466] En cualquiera de las realizaciones de ejemplo anteriores, el aminoacido en la posicion 1 que confiere
actividad agonista GIP puede ser un aminoacido que carece de una cadena lateral de imidazol. El aminoacido en la
posicion 1 puede, por ejemplo, ser un aminoacido grande, aromatico. En algunas realizaciones, la gran aminoacido,
aromatico es cualquiera de los descritos en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Tyr.

[0467] El analogo de las realizaciones de ejemplo anteriores puede comprender ademas 1-6 modificaciones de
aminoacidos adicionales, tales como, por ejemplo, cualquiera de las modificaciones descritas en el presente
documento que aumentan o disminuyen la actividad en cualquiera de los GIP, GLP-1, y receptores de glucagodn,
mejorar la solubilidad, mejorar la duracion de la accion o la vida media en circulacién, retrasar la aparicion de la
accion, o aumentar la estabilidad.

[0468] En ciertos aspectos, analogos de glucagon descritos en el ejemplo de realizacidon anterior, comprenden,
ademas, modificaciones de aminoacidos en una, dos o todas las posiciones 27, 28 y 29. Modificaciones en estas
posiciones puede ser cualquiera de las modificaciones descritas en el presente documento en relaciéon con estos
posiciones. Por ejemplo, con respecto a SEQ ID NO: 1227, 1228, 1229 o 1230, la posicion 27 puede estar sustituido
con un gran aminoacido alifatico (por ejemplo, Leu, lle o norleucina) o Met, la posicion 28 puede ser sustituido con
otro pequefio amino alifatico acido (por ejemplo, Gly o Ala) o Asn, y/o la posicion 29 se pueden sustituir con otro
pequefio aminoacido alifatico (por ejemplo, Ala o Gly) o Thr. Alternativamente, el analogo puede comprender tales
modificaciones de aminoacidos en la posicion 27 y/o 28.

[0469] El analogo puede comprender ademas una o mas de las siguientes modificaciones adicionales:

(i) el aminoacido en la posiciéon 2 es uno cualquiera de D-Ser, Ala, D-Ala, Gly, N-metil-Ser, Aib, Val, o alfa-amino-N-
butirico;

(i) el aminoacido en la posicién 10 es Tyr, Trp, Lys, Orn, Glu, Phe, o Val;

(iii) la unién de un grupo acilo a un Lys en la posicién 10;

(iv) el aminoacido en la posicion 12 es lle, Lys o Arg;

(v) el aminoacido en la posicion 16 es uno cualquiera de Ser, Glu, GIn, acido homoglutamico, acido homocisteico,
Thr, Gly, o Aib;

(vi) el aminoacido en la posicion 17 es GIn o Arg;

(vii) el aminoacido en la posicién 18 es uno cualquiera de Ala, Arg, Ser, Thr, o Gly;

(viii) el aminoacido en la posiciéon 20 es uno cualquiera de Ala, Ser, Thr, Lys, citrulina, Arg, Orn, o Aib o otra alfa,
aminoacido-alfa disustituido;

(ix) el aminoécido en la posicidon 21 es uno cualquiera de Glu, Asp, acido homoglutdmico, &cido homocisteico;

(x) el aminoécido en la posicion 23 es Val o lle;

(xi) el aminoacido en la posicidon 24 es uno cualquiera de GIn, Asn, Ala, Ser, Thr, o Aib; y

(xii) una o mas sustituciones conservativas en cualquiera de las posiciones 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 24, 27, 28, y 29.

[0470] EI andlogo en algunas otras realizaciones comprenden una combinacién de las modificaciones (i) a
(xii). Alternativa o adicionalmente, el analogo puede comprender una modificacién de aminoacidos en la posicién 3
(por ejemplo, una sustitucién de aminoacido de GIn con Glu), donde el analogo tiene menos de 1% de la actividad
del glucagén en el receptor de glucagoén. Alternativa o adicionalmente, el analogo puede comprender una
modificacién de aminoéacidos en la posicién 7 (por ejemplo, una sustitucién de aminoacido de Thr con un aminoacido
que carece de un grupo hidroxilo, por ejemplo, Abu o lle), en el que el andlogo tiene menos de aproximadamente
10% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1.
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[0471] Con respecto a las realizaciones de ejemplo, el analogo puede ser unido covalentemente a un resto
hidréfilo. En algunas realizaciones, el analogo se une covalentemente a la fraccion hidréfila en cualquiera de las
posiciones de aminoacidos 16, 17, 20, 21, 24, 29, 40, o el C-terminal. En ciertas realizaciones, el analogo
comprende un resto hidréfilo unido covalentemente al analogo en la posicion 24.

[0472] En algunas realizaciones, el resto hidréfilo esta unido covalentemente a una Lys, Cys, Orn, homocisteina, o
acetil-fenilalanina de la analdgica. La Lys, Cys, Orn, homocisteina, o acetil-fenilalanina puede ser un aminoacido que
es natural de la SEQ ID NO: 1001, 1227, 1228, 1229 o0 1230 o puede ser un aminoacido sustituido. En algunas otras
realizaciones, en el que el resto hidrdéfilo esta unido a un Cys, la articulacién puede comprender la estructura

Péptido 0

IHSFH<;:S:“fR“’Hx’fx04M“’O%CH3
O O

Peptido

l\ H WD GHa
s/\g’ o,

[0473] Con respecto a los analogos que comprenden un resto hidréfilo, el resto hidréfilo puede ser cualquiera de los
descritos en el presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas en la seccidén "La uniéon de restos
hidréfilos." En algunas realizaciones, el resto hidréfilo es un polietilenglicol (PEG). EI PEG en ciertas realizaciones
tiene un peso molecular de aproximadamente 1.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons, por ejemplo,
aproximadamente 20.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0474] Con respecto a las realizaciones de ejemplo, el analogo puede comprender un aminoacido modificado dentro
de la extension C-terminal en la que la cadena lateral estd covalentemente unido a un grupo acilo o alquilo. El
analogo acilado o alquilado puede estar segun los péptidos acilados o alquilados descritos en la seccién "acilacion y
alquilacion." En algunas realizaciones, el grupo acilo es un C4 a un grupo acilo graso C30, tal como, por ejemplo, un
grupo acilo graso C10 o alquilo, un grupo acilo graso C12 o alquilo, un grupo acilo graso C14 o alquilo, un graso C16
acilo o un grupo alquilo, un grupo acilo graso C18 o alquilo, un acilo o un grupo alquilo C20, o un grupo acilo C22 o
alquilo. El grupo acilo o alquilo puede estar unido covalentemente a cualquier aminoacido de la analdgica,
incluyendo, pero no limitado al aminoacido en la posicion 10 o 40, o el aminoacido C-terminal. En algunas
realizaciones, el grupo acilo o alquilo esta unido covalentemente a la cadena lateral de un aminoacido de Férmula |,
I, o lll, por ejemplo, un residuo de Lys. El grupo acilo o alquilo esta unido covalentemente a un aminoacido que es
natural de la SEQ ID NO: 1001, 1227, 1228, 1229 o 1230 o puede estar ligado a un aminoacido sustituido. El grupo
acilo o alquilo esta unido covalentemente a un aminoacido que es natural de la SEQ ID NO: 1095, 1096, 1171 o
1172, o puede estar ligado a un aminoacido sustituido.

[0475] En las realizaciones de ejemplo anteriores, en el que el analogo comprende un grupo acilo o alquilo, el
analogo puede estar unido al grupo acilo o alquilo a través de un espaciador, tal como se describe en el presente
documento. El espaciador, por ejemplo, puede ser de 3 a 10 atomos de longitud y puede ser, por ejemplo, un
aminoacido (por ejemplo, 6-amino hexanoico, cualquier aminoacido descrito en el presente documento), un dipéptido
(por ejemplo, Ala-Ala, beta Ala-beta Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, gamma Glu-gamma Glu), un tripéptido, o un espaciador
bifuncional hidréfilo o hidréfobo. En ciertos aspectos, la longitud total del espaciador y el grupo acilo o alquilo es de
aproximadamente 14 a aproximadamente 28 atomos. En algunas realizaciones, el espaciador de aminoacidos no
estd gamma Glu. En algunas realizaciones, el espaciador dipéptido no es gamma -Glu- gamma Glu.

[0476] En algunas realizaciones muy especificas, un analogo de la invencién comprende una secuencia de

aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1099-1141, 1144-1164, 1166, 1192-1207, 1209-
1221 y 1223 o seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1167-1169, 1173-1178 y 1225.
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[0477] Ademas, los ejemplos especificos de analogos como se describe en el presente documento incluyen, pero no
se limitan a, cualquiera de los que se hace referencia en las Tablas 1-3.

[0478] En otras realizaciones adicionales a modo de ejemplo, el analogo del glucagén que tienen actividad agonista
de GIP comprende un grupo acilo o alquilo (por ejemplo, un grupo acilo o alquilo que es no natural a un aminoacido
de origen natural), en el que el grupo acilo o alquilo esta unido a un espaciador, en el que (i) el espaciador esta
unido a la cadena lateral del aminoacido en la posicion 10 del analogo; o (ii) el analogo comprende una extension de
1 a 21 aminoacidos C-terminal para el aminoacido en la posicion 29 y el espaciador esta unido a la cadena lateral de
un aminoacido que corresponde a una de las posiciones 37-43 comparacion con la SEQ ID NO: 1001, en el que la
ECso del analogo para la activacion del receptor de GIP es de aproximadamente 10 nM o menos.

[0479] En tales realizaciones, el analogo puede comprender una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1001
con (i) una modificacion de aminoacidos en la posicion 1 que confiere actividad agonista GIP, (ii) modificaciones de
aminoacidos en uno, dos, o todas las posiciones 27, 28, y 29, (iii) al menos uno de:

(a) el analogo comprende un puente de lactama entre las cadenas laterales de aminoacidos en las posicionesie i +
4 o entre las cadenas laterales de aminoacidos en las las posiciones jyj+ 3,enelqueies 12,13, 16, 17,200 24,y
enelquejes 17;

(B) uno, dos, tres, o todos los aminoacidos en las posiciones 16, 20, 21 y 24 del analogo esta sustituido con un alfa,
alfa amino disustituida acido; o

(C) los comprende analdgicas (i) una sustitucion de aminoacidos de Ser en la posicion 16 con un aminoacido de
férmula IV:

H
HoN——C——COOH

(CHaly,

N
A
1

[Fétmula IV],

enlaque nes de 1 a7, en donde cada uno de R1 y R2 se selecciona independientemente del grupo que consiste
en H, alquilo C1-C18, (alquilo C1-C18) OH, (alquilo C1-C18) NH2, (alquilo C1-C18) SH, (alquilo C0-C4) cicloalquilo
(C3-C6), (alquilo CO-C4) (C 2-C 5 heterociclico), (alquilo C0-C4) (arilo C6-C10) R7, y (alquilo C1-C4) (heteroarilo C3-
C9), donde R7 es H o OH, y la cadena lateral del aminoacido de Férmula IV comprende un grupo amino libre; y (ii)
una sustituciéon de aminoacido de la GIn en la posiciéon 20 con un aminoacido alfa,alfa-disustituido.

y (iv) hasta 6 modificaciones de aminoacidos adicionales.

[0480] La alfa, alfa-disustituido amino acido del andlogo de estas realizaciones puede ser cualquier alfa, aminoacido-
alfa disustituido, incluyendo, pero no limitado a, acido amino iso-butirico (Aib), un aminoacido disustituido con el
mismo o un grupo diferente seleccionado de metilo, etilo, propilo, y n-butilo, o con un ciclooctano o cicloheptano (por
ejemplo, acido 1-aminocyclooctane-1-carboxilico). En ciertas realizaciones, el acido alfa, alfa amino-disustituido es
Aib.

[0481] El aminoacido de Formula IV del analogo de estas realizaciones puede ser cualquier aminoacido, tal como,
por ejemplo, el amino&cido de formula IV, enlaquenes 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 16. en
ciertas realizaciones, n es 2, 3, 4, 0 5, en cuyo caso, el aminoacido es Dab, Orn, Lys, o HomoLys respectivamente.

[0482] En cualquiera de las realizaciones de ejemplo anteriores, la modificacion de aminoacido en la posiciéon 1 que
confiere actividad agonista GIP puede ser una sustitucion de Su con un aminoacido que carece de una cadena
lateral de imidazol. La modificacion de aminoacido en la posicion 1 puede, por ejemplo, ser una sustitucién de Su
con un aminoacido grande, aromatico. En algunas realizaciones, la gran aminoacido, aromatico es cualquiera de los
descritos en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Tyr.

[0483] Ademas, con respecto a las realizaciones de ejemplo anteriores, las modificaciones de aminoacidos en uno,
dos, o todas las posiciones 27, 28, y 29 puede ser cualquiera de las modificaciones en estas posiciones descritas en
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el presente documento. Por ejemplo, la Met en la posicidon 27 puede estar sustituido con un gran aminoacido
alifatico, opcionalmente Leu, el Asn en la posicién 28 puede estar sustituido con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Ala, y/o la Thr en la posicion 29 puede estar sustituido con un pequefio aminoacido alifatico,
opcionalmente Gly. Alternativamente, el analogo puede comprender tales modificaciones de aminoacidos en la
posicion 27 y/o 28.

[0484] El analogo de las realizaciones de ejemplo anteriores pueden comprender ademas 1-9 o 1-6 Ademas,
modificaciones de aminoacidos adicionales, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 mas modificaciones de aminoacidos,
tal como, por ejemplo, cualquiera de las modificaciones descritas en el presente documento que aumentar o
disminuir la actividad en cualquiera de los GIP, receptores de GLP-1, y el glucagén, mejorar la solubilidad, mejorar la
duracion de la accion o la vida media en circulacion, retrasar la aparicion de accion, o aumentar la estabilidad. El
analogo puede comprender ademas, por ejemplo, una modificacion de aminoacidos en la posicion 12,
opcionalmente, una sustitucion con lle, y/o modificaciones de aminoacidos en las posiciones 17 y 18, la sustitucion
opcionalmente con Q en la posicion 17 y A en la posicion 18, y/o una adicién de GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1095)
o0 XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1096), o secuencias que contienen una o mas sustituciones conservativas con
respecto a SEQ ID NO: 1095 o 1096, a la C-terminal. El analogo puede comprender uno o mas de las siguientes
modificaciones:

(i) Ser en la posicion 2 sustituido con D-Ser, Ala, D-Ala, Gly, N-metil-Ser, Aib, Val, o alfa-amino-N- acido butirico;

(i) Tyr en la posicion 10 sustituido con Trp, Lys, Orn, Glu, Phe, o Val;

(iii) La unién de un grupo acilo a un Lys en la posicién 10;

(iv) Lys en la posicion 12 sustituido con Arg;

(v) Ser en la posicion 16 sustituido con Glu, Gin, acido homoglutamico, acido homocisteico, Thr, Gly, Lys, o Aib;

(vi) Arg en la posicion 17 sustituido con GIn;

(vii) Arg en la posicién 18 sustituido con Ala, Ser, Thr, o Gly;

(viii) GIn en la posicion 20 sustituido con Ala, Ser, Thr, Lys, citrulina, Arg, Orn, o Aib;

(ix) Asp en la posicion 21 sustituido con Glu, acido homoglutamico, acido homocisteico;

(x) Val en la posicion 23 sustituido con lle;

(xi) GIn en la posicion 24 sustituido con Asn, Ala, Ser, Thr, o Aib; y

(xii) una sustitucién conservativa en cualquiera de las posiciones 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,24, 27,28,y 29.

[0485] EI andlogo en algunas otras realizaciones comprenden una combinacién de las modificaciones (i) a
(xii). Alternativa o adicionalmente, el analogo puede comprender una modificacién de aminoacidos en la posicién 3
(por ejemplo, una sustitucion de aminoacido de GIn con Glu), donde el analogo tiene menos de 1% de la actividad
del glucagén en el receptor de glucagoén. Alternativa o adicionalmente, el analogo puede comprender una
modificacién de aminoéacidos en la posicién 7 (por ejemplo, una sustitucién de aminoacido de Thr con un aminoacido
que carece de un grupo hidroxilo, por ejemplo, Abu o lle), una delecion de aminoacido (s)C -terminal para el
aminoacido en la posicion 27 o 28, produciendo un péptido acido 27- o 28-amino, o una combinacién de los mismos,
donde el andlogo tiene menos de aproximadamente 10% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1 .

[0486] Con respecto a las realizaciones de ejemplo, el analogo puede ser unido covalentemente a un resto
hidréfilo. En algunas realizaciones, el analogo se une covalentemente a la fraccion hidréfila en cualquiera de las
posiciones de aminodacidos 16, 17, 20, 21, 24, 29, 40, o el C-terminal. En ciertas realizaciones, el analogo
comprende una extension C-terminal (por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1095) y una
adicion de un aminoéacido que comprende el resto hidrdéfilo, tal que el resto hidréfilo estd unido covalentemente al
analogo a posicion 40.

[0487] En algunas realizaciones, el resto hidréfilo esta unido covalentemente a una Lys, Cys, Orn, homocisteina, o
acetil-fenilalanina de la analdgica. La Lys, Cys, Orn, homocisteina, o acetil-fenilalanina puede ser un aminoacido que
es natural de la secuencia de glucagon (SEQ ID NO: 1001) o puede ser un aminoacido que esta sustituyendo un
aminoacido natural de la SEQ ID NO : 1001. En algunas ofras realizaciones, en el que el resto hidrdfilo esta unido a
una Cys, la unién con el resto hidréfilo puede comprender la estructura (ver diagramm) o (véase diagramm)

94



25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

Péptido 0

ks’q\/\ﬂ/ H\"/\O’('\/O)HC%
0 0

Péptido

L~ N~_oO CHy
s/\ﬂo’ o,

[0488] Con respecto a los analogos que comprenden un resto hidrofilo, el resto hidréfilo puede ser cualquiera de los
descritos en el presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas en la seccidén "La unién de restos
hidréfilos." En algunas realizaciones, el resto hidréfilo es un polietilenglicol (PEG). EI PEG en ciertas realizaciones
tiene un peso molecular de aproximadamente 1.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons, por ejemplo,
aproximadamente 20.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0489] En las realizaciones de ejemplo, en el que el andlogo comprende un grupo acilo o alquilo, que esta unido a la
analdgica a través de un espaciador, el espaciador puede ser cualquier espaciador como se describe en el presente
documento. El espaciador, por ejemplo, puede ser de 3 a 10 atomos de longitud y puede ser, por ejemplo, un
aminoacido (por ejemplo, 6-amino hexanoico, cualquier aminoacido descrito en el presente documento), un dipéptido
(por ejemplo, Ala-Ala, beta Ala-beta Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, gamma Glu-gamma Glu), un tripéptido, o un espaciador
bifuncional hidréfilo o hidréfobo. En ciertos aspectos, la longitud total del espaciador y el grupo acilo o alquilo es de
aproximadamente 14 a aproximadamente 28 atomos. En algunas realizaciones, el espaciador de aminoacidos no
estd gamma Glu. En algunas realizaciones, el espaciador dipéptido no es gamma -Glu- gamma Glu.

[0490] EI grupo acilo o alquilo es cualquier grupo acilo o alquilo tal como se describe en el presente documento, tal
como un grupo acilo o alquilo que es no natural a un aminoacido de origen natural. El grupo acilo o alquilo en
algunas realizaciones es un C4 a C30 grupo acilo graso, tal como, por ejemplo, un grupo acilo graso C10 o alquilo,
un grupo acilo graso C12 o alquilo, un grupo acilo graso C14 o alquilo, un graso C16 acilo o un grupo alquilo, un
grupo acilo graso C18 o alquilo, un acilo o un grupo alquilo C20, o un grupo acilo C22 o alquilo, o una C4 a grupo
alquilo C30. En realizaciones especificas, el grupo acilo es un C12 a C18 grupo acilo graso (por ejemplo, un C14 o
grupo acilo graso C16).

[0491] En algunas realizaciones, la extension de aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos C-
terminal para el aminoacido en la posicion 29 del analogo comprende la secuencia de aminoacidos de
GPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 1095) o XGPSSGAPPPS (SEQ ID NO : 1096), en donde X es cualquier amino&cido, o
GPSSGAPPPK (SEQ ID nO: 1170) o XGPSSGAPPPK (SEQ ID nO: 1171) o XGPSSGAPPPSK (SEQ ID nO: 1172),
en el que X es Gly o una pequefia, alifaticos o no aminoacido -polar o ligeramente polar. En algunas realizaciones,
las aproximadamente 1 a aproximadamente 21 aminoacidos pueden comprender secuencias que contienen una o
mas sustituciones conservativas con respecto a SEQ ID NO: 1095, 1096, 1170, 1171 o 1172. En algunas
realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en posicion 37, 38, 39, 40, 41, 42, o 43 del analogo-
terminal extendido-C. En ciertas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en la posicion 40 del
anélogo de C-terminal extendida.

[0492] EI agonista GIP puede ser un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos, por ejemplo, SEQ ID NOs: 1005-1094, opcionalmente con hasta 1, 2, 3, 4, 0 5
modificaciones adicionales que retener la actividad agonista de GIP. En ciertas realizaciones, el agonista de GIP
comprende los aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 1099-1275.

Péptidos relacionados con glucagén de la clase 3

[0493] En ciertas realizaciones, el péptido relacionado con glucagon es una clase 3 glucagon péptido relacionado
con el, que se describe en el presente documento y en la solicitud de patente internacional Nos. WO 2009/155258,
WO 2008/101017 y la solicitud provisional US No. 61/288.248 (presentada el 18 de diciembre de 2009).
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[0494] Algunas de las secuencias biologicas que se hace referencia en la seccion siguiente (SEQ ID NOs: 1 a 656),
relativa a 3 péptidos relacionados con glucagon clase son corresponden a SEQ ID NOs: 1 a 656 en la Solicitud de
Patente Internacional N° WO 2009/155258 .

Actividad

[0495] EI péptido relacionado con glucagén 3 clase puede ser un péptido que muestra una mayor actividad en el
receptor de glucagén, y en otras realizaciones, ademas, muestra una mayor estabilidad biofisica y/o solubilidad
acuosa. Ademas, en algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagéon 3 Clase ha perdido selectividad de
glucagén natural para el receptor de glucagon versos el receptor de GLP-1, y por lo tanto representa CO-agonistas
de esos dos receptores. modificaciones de aminoacidos seleccionada dentro del péptido relacionado con glucagon 3
Clase pueden controlar la actividad relativa del péptido en el receptor de GLP-1 versos el receptor de glucagén. Por
lo tanto, el péptido relacionado con 3 glucagdn clase puede ser un/GLP-1 co-agonista de glucagén que tiene mayor
actividad en el receptor de glucagén en comparacion con el receptor de GLP-1, un glucagén/GLP-1 co-agonista que
tiene actividad aproximadamente equivalente a tanto receptores, o una de glucagén/GLP-1 co-agonista que tiene
mayor actividad en el receptor de GLP-1 en comparacion con el receptor de glucagon. La ultima categoria de co-
agonista puede disefiarse para mostrar poca o ninguna actividad en el receptor de glucagén, y sin embargo
conservar capacidad para activar el receptor de GLP-1 con la misma o mejor potencia que la de GLP-1
natural. Cualquiera de estos co-agonistas también pueden incluir modificaciones que confieren mayor estabilidad
biofisica y/o solubilidad acuosa.

[0496] Las modificaciones del péptido relacionado con 3 glucagdn clase se pueden hacer para producir un péptido
de tipo glucagon que tiene en cualquier lugar de al menos aproximadamente 1% (incluyendo al menos
aproximadamente 1,5%, 2%, 5%, 7%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%) a
aproximadamente 200% o mas actividad en la GLP-1 receptor con respecto al GLP-1 natural y en cualquier lugar a
partir de al menos aproximadamente 1% (incluyendo aproximadamente 1,5%, 2%, 5%, 7%, 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175 %, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%) a aproximadamente 500% o
mas actividad en el receptor de glucagén en relacion con el glucagén natural. La secuencia de aminoacidos del
glucagén natural es la SEQ ID NO: 1, la secuencia de aminoacidos de GLP-1 (7-36) amida es SEQ ID NO: 52, y la
secuencia de aminoacidos de GLP-1 (7-37) acido es la SEQ ID NO: 50. en realizaciones de ejemplo, un péptido
relacionado con la Clase 3 glucagon puede mostrar al menos 10% de la actividad del glucagdn natural en el receptor
de glucagon y al menos 50% de la actividad de GLP-1 natural en el GLP 1 receptor, o al menos 40% de la actividad
del glucagén natural en el receptor de glucagon y al menos 40% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de
GLP-1, o al menos 60% de la actividad del glucagén natural en el receptor de glucagén y al menos 60% de la
actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1.

[0497] La selectividad de una Clase 3 glucagon péptido relacionado para el receptor de glucagdén en comparacion
con el receptor de GLP-1 puede ser descrito como la relacion relativa de glucagén/GLP-1 actividad (actividad del
péptido en el receptor de glucagén en relacion con el glucagéon natural, dividido por la actividad del péptido en el
GLP-1 receptor con respecto al GLP-1 natural). Por ejemplo, un péptido relacionado con la Clase 3 glucagéon que
muestra 60% de la actividad del glucagon natural en el receptor de glucagon y 60% de la actividad de GLP-1 natural
en el receptor de GLP-1 tiene una relacion 1: 1 de glucagén/GLP actividad -1. Las proporciones de ejemplo de
glucagon/GLP-1 actividad incluyen de aproximadamente 1: 1,1,5:1,2:1,3:1,4:1,5:1,6:1,7:1,8:1,9:1010: 1,
0 aproximadamente 1:10, 1: 9, 1: 8,1:7,1:6, 1: 5, 1: 4, 1: 3, 1: 2, 0 1: 1,5. Como ejemplo, una relacién de actividad
de glucagén/GLP-1 de 10: 1 indica una selectividad de 10 veces para el receptor de glucagén en comparacion con el
receptor de GLP-1. Del mismo modo, una relacion de actividad/glucagon-1 GLP de 10: 1 indica una selectividad de
10 veces para el receptor de GLP-1 en comparacion con el receptor de glucagon.

[0498] En algunas realizaciones, los péptidos relacionados Clase 3 glucagon tienen aproximadamente 10% o menos
de la actividad de glucagdon natural en el receptor de glucagdn, por ejemplo, aproximadamente 1-10%, o
aproximadamente 0,1-10%, o mayor que aproximadamente 0,1% pero menos de aproximadamente 10%, mientras
que muestra al menos 20% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1. Por ejemplo, la clase 3 péptidos
relacionados con glucagon de ejemplo descritas en el presente documento tienen aproximadamente 0,5%,
aproximadamente el 1% o aproximadamente el 7% de la actividad del glucagén natural, mientras que muestran al
menos 20% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1.

[0499] EI péptido relacionado con glucagén 3 clase puede ser un péptido de glucagén con actividad aumentada o
disminuida en el receptor de glucagén, o receptor de GLP-1, o ambos. El péptido relacionado con glucagén 3 clase
puede ser un péptido de glucagdn con selectividad alterada para el receptor de glucagén en comparacion con el
receptor de GLP-1.

[0500] Por lo tanto, como se describe en el presente documento de alta potencia Clase se proporcionan 3 péptidos
relacionados con glucagon que presentan también una mejor solubilidad y/o estabilidad. Una alta potencia de Clase
3 relacionados con glucagén péptido exposiciones a modo de ejemplo al menos aproximadamente 200% de la
actividad del glucagoén natural en el receptor de glucagoén, y opcionalmente es soluble a una concentracion de al
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menos 1 mg/ml a un pH entre 6 y 8, o entre 6 y 9, o entre 7 y 9 (por ejemplo, pH 7), y retiene opcionalmente al
menos 95% del péptido original (por ejemplo 5% o menos del péptido original es degradado o escindido) después de
24 horas a 25°C. Como otro ejemplo, una realizacién de ejemplo de Clase 3 relacionados con glucagén péptido
muestra mayor que aproximadamente 40% o mayor que aproximadamente 60% de actividad, tanto en el glucagén y
los receptores de GLP-1 (en una relacién entre aproximadamente 1: 3 y 3: 1, o entre aproximadamente 1: 2y 2: 1),
es opcionalmente soluble a una concentracién de al menos 1 mg/mlaunpHentre 6y 8oentre6y 9,0entre7y9
(por ejemplo, pH 7), y opcionalmente conserva al menos el 95% del péptido original después de 24 horas a
25°C. Otra clase 3 glucagon relacionados péptido muestra de ejemplo aproximadamente 175% o mas de la actividad
de glucagdn natural en el receptor de glucagon y aproximadamente el 20% o menos de la actividad de GLP-1
natural en el receptor de GLP-1, es opcionalmente soluble a una concentracién de al menos 1 mg/ml a un pH entre 6
y8oentre 6y9 oentre 7y 9 (por elemplo, pH 7), y retiene opcionalmente al menos 95% del péptido original
después de 24 horas a 25°C . Otra clase 3 glucagon relacionados de ejemplo péptido muestra aproximadamente
10% o menos de la actividad de glucagon natural en el receptor de glucagén y al menos aproximadamente 20% de
la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, es opcionalmente soluble a una concentraciéon de al menos 1
mg/mlaunpHentre 6y 8o entre 6y 9, o entre 7 y 9 (por ejemplo, pH 7), y retiene opcionalmente al menos 95% del
péptido original después de 24 horas a 25°C. Sin embargo, otro ejemplo de Clase 3 glucagén péptido relacionado
muestra aproximadamente 10% o menos, pero por encima de 0,1%, 0,5% o 1% de la actividad del glucagén natural
en el receptor de glucagon y al menos aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100% o mas de la actividad
de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, es opcionalmente soluble a una concentracién de al menos 1 mg/ml a un
pHentre 6y8oentre 6y 9, oentre 7y9 (por ejemplo, pH 7), y opcionalmente retiene al menos 95% del péptido
original después de 24 horas a 25°C. En algunas realizaciones, dicha Clase 3 péptidos relacionados con glucagén
retienen al menos 22, 23, 24, 25, 26, 27 o 28 de los aminoacidos de origen natural en las posiciones
correspondientes en el glucagdn natural (por ejemplo, tener 1-7, 1-5 o 1-3 modificaciones con respecto al origen
natural glucagon).

Modificaciones que afectan a la actividad de glucagon

[0501] El aumento de actividad en el receptor de glucagdn es proporcionado por una modificacion de aminoacidos
en la posicion 16 de glucagén natural (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase
3 glucagon es un agonista de glucagon que ha sido modificado con respecto al péptido de tipo natural de Su-Ser-
GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr Leu-Asp-Ser- Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Met-Leu-Asn-Thr
(SEQ ID NO: 1) para mejorar la potencia del péptido en el receptor de glucagén. La serina que normalmente ocurre
en la posicién 16 de glucagén natural (SEQ ID NO: 1) puede ser sustituido con ciertos aminoacidos acidos para
mejorar la potencia de glucagoén, en términos de su capacidad para estimular la sintesis de AMPc en un validado en
el ensayo de modelo in vitro (ver Ejemplo 2). Mas particularmente, esta sustitucion mejora la potencia del analogo de
al menos 2 veces, 4 veces, 5 veces, y hasta 10 veces mayor en el receptor de glucagon. Esta sustitucion también
mejora la actividad del analogo en el receptor de GLP-1 al menos 5 veces, 10 veces, o 15 veces en relacion con el
glucagén natural, pero la selectividad se mantiene por el receptor de glucagén sobre el receptor GLP-1.

[0502] A modo de ejemplo no limitativo, tales potencia mejorada se puede proporcionar mediante la sustitucion de la
serina de origen natural en la posicién 16 con acido glutamico o con otro aminoacido cargado negativamente tiene
una cadena lateral con una longitud de 4 atomos, o alternativamente con una cualquiera de glutamina, acido
homoglutamico, o acido homocisteico, o un aminoacido cargado que tiene una cadena lateral que contiene al menos
un heteroatomo, (por ejemplo, N, o, S, P) y con una longitud de cadena lateral de aproximadamente 4 (o 3-5)
atomos. Segun algunas otras realizaciones, el residuo de serina en la posicidon 16 de glucagén natural esta sustituido
con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido glutdmico, glutamina, acido homoglutamico, acido
homocisteico, treonina o glicina. Segun algunas otras realizaciones, el residuo de serina en la posiciéon 16 de
glucagén natural esta sustituido con un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en &cido glutamico,
glutamina, acido homoglutamico y acido homocisteico, y, en algunas realizaciones, el residuo de serina se sustituye
con acido glutamico .

[0503] En algunas realizaciones, el péptido relacionado con potencia mejorada Clase 3 glucagéon comprende un
péptido de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o un analogo
agonista de glucagon de la SEQ ID NO: 5. segun algunas otras realizaciones, un péptido relacionado con glucagén 3
Clase tener aumentada su potencia en el receptor de glucagon en relacidon con el glucagon de tipo natural se
proporciona en el que el péptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID
NO: 10, en el que el péptido de glucagén conserva su selectividad por el receptor de glucagén en relacién a los
receptores de GLP-1. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con 3 glucagén Clase haber mejorado la
especificidad para el receptor de glucagén comprende el péptido de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 o
un analogo agonista de glucagén del mismo, en el que el amino terminal de carboxi acido retiene su grupo acido
carboxilico natural. Segun algunas otras realizaciones, un péptido relacionado con la Clase 3 glucagdén comprende la
secuencia de NH 2-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-
Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-COOH (SEQ ID NO: 10), en donde las exposiciones de péptidos de aproximadamente
cinco veces potencia mejorada en el receptor de glucagén, con respecto al glucagén natural tal como se mide por el
ensayo de AMPc in vitro del Ejemplo 2.

97



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

[0504] la actividad del receptor de glucagén se puede reducir, mantenida o mejorada por una modificacién de
aminoacidos en la posicion 3, por ejemplo, sustitucién de la glutamina de origen natural en la posiciéon 3. En algunas
realizaciones, la sustitucion del aminoacido en la posicion 3 con un acido, aminoacido basico, o hidréfobo (acido
glutamico, ornitina, norleucina) se ha demostrado para reducir sustancialmente o destruir la actividad del receptor de
glucagon. Los analogos que estan sustituidos con, por ejemplo, acido glutamico, ornitina, o norleucina tienen
aproximadamente 10% o menos de la actividad de glucagdén natural en el receptor de glucagdn, por ejemplo,
aproximadamente 1-10%, o aproximadamente 0,1-10%, o mayor de aproximadamente el 0,1%, pero menos de
aproximadamente 10%, mientras que muestra al menos 20% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1. Por
ejemplo, los analogos de ejemplo descritas en el presente documento tienen aproximadamente 0,5%,
aproximadamente el 1% o aproximadamente el 7% de la actividad del glucagén natural, mientras que muestran al
menos 20% de la actividad de GLP-1 en el receptor de GLP-1. En particular, cualquiera de los 3 péptidos
relacionados con glucagoén clase, incluyendo analogos de glucagén, analogos agonistas de glucagén, glucagén co-
agonistas, y glucagén/GLP-1 moléculas co-agonista, descritas aqui pueden ser modificado para contener una
modificacién en la posiciéon 3, por ejemplo, , Gln sustituido con Glu, para producir un péptido con una alta
selectividad, por ejemplo, la selectividad diez veces, para el receptor de GLP-1 en comparacion con la selectividad
por el receptor de glucagén.

[0505] En otra realizacion, la glutamina de origen natural en la posicién 3 de cualquiera de los péptidos similares al
glucagon de Clase 3 puede estar sustituido con un analogo de glutamina y sin una pérdida sustancial de actividad en
el receptor de glucagon, y en algunos casos, con una mejora de glucagén la actividad del receptor, como se
describe en el presente documento. En realizaciones especificas, el amino4cido en la posiciéon 3 esta sustituido con
Dab (Ac). Por ejemplo, los agonistas de glucagén pueden comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
595, SEQ ID NO: 601 SEQ ID NO: 603, SEQ ID NO: 604, SEQ ID NO: 605 y SEQ ID NO: 606.

[0506] Se observé que las modificaciones en la posicidn 2 (por ejemplo, Aib en la posicién 2) y en algunos casos las
modificaciones en la posicidon 1 pueden reducir la actividad de glucagén. Esta reduccion en la actividad del glucagén
puede ser restaurada por la estabilizacién de la hélice alfa en la parte C-terminal de glucagoén, por ejemplo, a través
de medios descritos en el presente documento, por ejemplo, a través de un enlace covalente entre las cadenas
laterales de los aminoacidos en las posiciones "i" y "i + 4", por ejemplo, 12y 16, 16 y 20, 0 20 y 24. en algunas otras
realizaciones, este enlace covalente es un puente de lactama entre un acido glutdmico en la posicion 16 y una lisina
en la posicion 20. en algunas realizaciones, este enlace covalente es un puente intramolecular que no sea un puente
de lactama. Por ejemplo, procedimientos de unién covalente adecuadas incluyen uno cualquiera o mas de metatesis
de olefinas, ciclaciéon a base de lantionina, puente de disulfuro o la formacion de puentes que contiene azufre
modificado, el uso de alfa, correas -diaminoalkane omega, la formacién de puentes de metal-atomo, y otros medios
de ciclacién de péptidos.

Modificaciones que afectan a la actividad de GLP-1

[0507] actividad mejorada en el receptor de GLP-1 se proporciona mediante la sustitucion del acido carboxilico del
aminoacido C-terminal con un grupo de carga neutra, tal como una amida o éster. En algunas realizaciones, estos
Clase 3 péptidos relacionados con glucagon comprenden una secuencia de SEQ ID NO: 20, en donde el aminoacido
carboxi terminal tiene un grupo amida en lugar del grupo de acido carboxilico se encuentra en el aminoacido
natural. Estos 3 péptidos relacionados con glucagon clase tienen una fuerte actividad tanto en el glucagéon y 1-GLP
receptores y por lo tanto actian como co-agonistas en ambos receptores. Segun algunas realizaciones, el péptido
relacionado con la Clase 3 el glucagén es una de glucagén y GLP-1 receptor co-agonista, en el que el péptido
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 20, en el que el aminoacido en la posicion 28 es Asn o Lys y la aminoacido
en la posicion 29 es Thr-amida.

[0508] EI aumento de actividad en el receptor de GLP-1 se proporciona por modificaciones que estabilizan la hélice
alfa en la parte C-terminal de glucagon (por ejemplo, aproximadamente los residuos 12-29).

[0509] En algunas realizaciones, tales modificaciones permiten la formaciéon de un puente intramolecular entre las
cadenas laterales de los dos aminoacidos que estan separadas por tres aminoacidos intermedios (es decir, un
aminoacido en la posicion "i" y un amino &cido en la posicién "i 4" , en el que i es cualquier nUmero entero entre 12 y
25), por dos intervenir aminoacidos, es decir, un aminoacido en la posicion 'j' y un aminoacido en la posicion 'j + 3,
en la que j es cualquier nUmero entero entre 12 y 27, o por seis intervenir aminoacidos, es decir, un aminoacido en la
posicion "k" y un aminoacido en la posiciéon "k + 7", en la que k es cualquier numero entero entre 12 y 22. en
realizaciones de ejemplo, el puente o enlazador es de aproximadamente 8 (o cerca de 7-9) atomos de longitud y
formas entre las cadenas laterales de los aminoacidos en las posiciones 12 y 16, o en las posiciones 16 y 20, o0 en
las posiciones 20 y 24, o en las posiciones 24 y 28. Los dos cadenas laterales de aminoacidos se pueden unir entre
si a través de enlaces no covalentes, por ejemplo, enlaces de hidrogeno, interacciones iénicas, tales como la
formacion de la sal puentes, o por enlaces covalentes.

[0510] Segun algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagdn muestra/actividad co-agonista
de receptor de glucagén GLP-1 y comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 11, 47, 48 y 49. En algunas realizaciones, las cadenas laterales se unen covalentemente entre si, y en
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algunas realizaciones los dos aminoacidos estan unidos entre si para formar un anillo de lactama.

[0511] Segun algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagon comprende la SEQ ID NO: 45,
en donde al menos un anillo de lactama estd formada entre las cadenas laterales de un par de aminoacidos
seleccionados del grupo que consisten en pares de aminoacidos 12 y 16, 16 y 20, 20 y 24 o0 24 y 28. En algunas
realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagén comprende un analogo de péptido de glucagén de la
SEQ ID NO: 20, en el que el péptido comprende un puente de lactama intramolecular formado entre las posiciones
de aminoacidos 12 y 16 o entre las posiciones de aminoacidos 16 y 20. En algunas realizaciones, el péptido
relacionado con la Clase 3 glucagdn comprende la secuencia de SEQ ID NO: 20, en el que un puente de lactama
intramolecular se forma entre las posiciones de aminoacidos 12 y 16, entre las posiciones de aminoacidos 16 y 20, o
entre las posiciones de aminoacidos 20 y 24 y el aminoacido en la posicion 29 es glicina, en el que la secuencia de
SEQ ID NO: 29 esta unido a la amino acido C-terminal de la SEQ ID NO: 20. en otra realizacion, el aminoacido en la
posicion 28 es acido aspartico.

[0512] En algunas realizaciones especificas, la estabilizacién de la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal
del péptido relacionadas con la clase 3 glucagén se consigue a través de la formaciéon de un puente intramolecular
que no sea un puente de lactama. Por ejemplo, procedimientos de unidén covalente adecuadas incluyen uno
cualquiera o mas de metatesis de olefinas, ciclacion a base de lantionina, puente de disulfuro o la formacién de
puentes que contiene azufre modificado, el uso de alfa, correas -diaminoalkane omega, la formacién de puentes de
metal-atomo, y otros medios de ciclacion de péptidos se utilizan para estabilizar la hélice alfa.

[0513] Por otra parte, una mayor actividad en el receptor de GLP-1 se puede conseguir mediante la estabilizacion de
la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal del péptido de glucagén (aproximadamente los aminoacidos 12-29)
mediante la introduccién intencionada de una o mas alfa, alfa aminoacidos disustituida en las posiciones que
retienen la actividad deseada. Tales péptidos pueden ser considerados en el presente documento como un péptido
que carece de un puente intramolecular. En algunos aspectos, la estabilizacion de la hélice alfa se logra de esta
manera sin la introduccién de un puente intramolecular tal como un puente de sal o enlace covalente. En algunas
realizaciones, una, dos, tres, cuatro o mas de las posiciones 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24 o0 29 de un péptido de
glucagon esta sustituido con un alfa, alfa disustituida aminoacido. Por ejemplo, la sustitucion de la posicion 16 de la
Clase 3 glucagon péptido relacionado con acido amino iso-butirico (Aib) aumenta la actividad de GLP-1, en ausencia
de un puente salino o lactama. En algunas realizaciones, una, dos, tres o mas de las posiciones 16, 20, 21 o0 24
estan sustituidos con Aib.

[0514] La actividad mejorada en el receptor de GLP-1 se puede conseguir mediante una modificacion de
aminoacidos en la posicion 20. En algunas realizaciones, la glutamina en la posicidon 20 se sustituye con otro
aminoacido hidréfilo que tiene una cadena lateral que esta ya sea cargada o tiene una capacidad de enlace de
hidrogeno, y es al menos aproximadamente 5 dtomos (o aproximadamente 4-6) de longitud, por ejemplo, lisina,
citrulina, arginina o la ornitina.

[0515] El aumento de actividad en el receptor de GLP-1 se demuestra en péptidos relacionados Clase 3 glucagon
que comprenden la extension C-terminal de la SEQ ID NO: 26. GLP-1 actividad en dicha Clase 3 péptidos
relacionados con glucagon que comprenden SEQ ID NO: 26 puede ser aumentado aun mas mediante la
modificacion del aminoacido en la posicion 18, 28 0 29, o en la posicion 18 y 29, como se describe en el presente
documento.

[0516] A mas modesto aumento de GLP-1 potencia se puede conseguir mediante la modificacién del amino&cido en
la posicion 10 para ser Trp.

[0517] Las combinaciones de las modificaciones que aumentan la actividad del receptor de GLP-1 puede
proporcionar mayor actividad de GLP-1 que cualquiera de tales modificaciones tomados solos. Por ejemplo, la clase
3 péptidos relacionados con glucagén pueden comprender modificaciones en la posicién 16, en la posicion 20, y en
el grupo de acido carboxilico C-terminal, opcionalmente con un enlace covalente entre los aminoacidos en las
posiciones 16 y 20; puede comprender modificaciones en la posicion 16 y en el grupo de &cido carboxilico C-
terminal; puede comprender modificaciones en las posiciones 16 y 20, opcionalmente con un enlace covalente entre
los aminoécidos en las posiciones 16 y 20; o puede comprender modificaciones en la posicion 20 y en el grupo de
acido carboxilico C-terminal; opcionalmente con la condicion de que el aminoacido en la posicion 12 no es Arg; u
opcionalmente con la condicion de que el aminoacido en la posiciéon 9 no es Glu.

Modificaciones que afectan a la solubilidad

Adicion de restos hidrofilos

[0518] La clase 3 glucagdn relacionadas péptidos se pueden modificar adicionalmente para mejorar la solubilidad y
la estabilidad del péptido en soluciones acuosas a pH fisiolégico, mientras que conserva la actividad biolégica alta en
relacion con el glucagén natural. Los restos hidréfilos como se discute aqui se pueden unir a la clase de péptido

relacionado con 3 glucagén como se analiza adicionalmente en el presente documento.
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[0519] Segun algunas realizaciones, la introduccion de grupos hidréfilos en las posiciones 17, 21 y 24 del péptido
relacionadas con la clase 3 de glucagon comprende la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10 se prevén para mejorar la
solubilidad y estabilidad de la alta potencia analégica glucagon en soluciones que tienen un pH fisioldgico. La
introduccion de tales grupos también aumenta la duracion de accion, por ejemplo, como se mide por una vida media
prolongada en la circulacion.

[0520] En algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagén comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19, en el que la cadena lateral de un residuo
de amino&cido en una de la posicién 16, 17, 21 o 24 de dicha Clase 3 péptido relacionado con glucagén comprende
ademas una cadena de polietilenglicol, que tiene un peso molecular seleccionado de entre el intervalo de
aproximadamente 500 a aproximadamente 40.000 Daltons. En algunas realizaciones, la cadena de polietilenglicol
tiene un peso molecular seleccionado de entre el intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente 5000
Daltons. En otra forma de realizacién. la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular de aproximadamente
10.000 a aproximadamente 20.000 Daltons. En aun otras realizaciones de ejemplo de la cadena de polietilenglicol
tiene un peso molecular de aproximadamente 20.000 a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0521] restos hidrofilos adecuados incluyen cualquier polimeros solubles en agua conocidos en la técnica,
incluyendo los restos hidréfilos descritos en el presente documento, homo- o co-polimeros de PEG, y un polimero
monometil-sustituido de PEG (mPEG). Segun algunas realizaciones, el grupo hidréfilo comprende una cadena de
polietileno (PEG). Mas particularmente, en algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagon
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7 en el que una cadena de PEG estd unido
covalentemente a las cadenas laterales de aminoacidos presentes en las posiciones 21 y 24 de la Clase 3 glucagén
péptido relacionado y el aminoacido carboxi terminal del péptido relacionadas con la clase 3 glucagon tiene el grupo
acido carboxilico. Segun algunas realizaciones, la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio
seleccionado entre el intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente 10.000 Daltons.

[0522] Segun algunas realizaciones, el pegilado Clase 3 glucagon péptido relacionado comprende dos o mas
cadenas de polietilenglicol unidos covalentemente al péptido de Clase 3 glucagdn relacionado en el que el peso
molecular total de las cadenas de glucagén es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En
algunas realizaciones el antagonista del glucagén pegilado comprende un péptido que consiste en SEQ ID NO: 5 o
un analogo agonista de glucagon de la SEQ ID NO: 5, en el que una cadena de PEG esta unida covalentemente al
residuo aminoacido en la posiciéon 21 y en la posicion 24, y en donde el peso molecular combinado de los dos
cadenas de PEG es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons.

Extremo C-terminal cargado

[0523] La solubilidad del péptido relacionado con la Clase 3 glucagén que comprende la SEQ ID NO: 20 se puede
mejorar mas, por ejemplo, mediante la introduccion de uno, dos, tres 0 mas Charged acido (s) amino a la parte C-
terminal del péptido de glucagon de SEQ ID NO: 20, preferiblemente en una posicion C-terminal a la posicion 27. Tal
un aminoacido cargado puede ser introducido mediante la sustitucion de un aminoacido natural por un aminoacido
cargado, por ejemplo, en las posiciones 28 6 29, o alternativamente mediante la adicién de una cargado de
aminoacidos, por ejemplo, después de la posicion 27, 28 o 29. En realizaciones de ejemplo, uno, dos, tres o todos
los aminoacidos cargados estan cargadas negativamente. Las modificaciones adicionales, por ejemplo,
sustituciones conservativas, se pueden hacer a la Clase 3 glucagon péptido relacionado con el que aun permita que
se retenga la actividad de glucagon. En algunas realizaciones, un analogo de la Clase 3 relacionados con glucagén
péptido de SEQ ID NO: 20 se proporciona en donde el analogo difiere de SEQ ID NO: 20 por 1 a 2 sustituciones de
aminoacidos en las posiciones 17-26, y, en algunas realizaciones, el analogo difiere del péptido de SEQ ID NO: 20
por una sustitucién de aminoacido en la posicion 20.

Acilacion/alquilacion

[0524] Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagén se modifica para comprender un grupo acilo o alquilo,
por ejemplo, un C4 a C30 acilo o grupo alquilo. En algunos aspectos, el grupo acilo o un grupo alquilo no es de
origen natural en un aminoacido .. En aspectos especificos, el grupo acilo o alquilo es no natural a cualquier
aminoacido de origen natural. La acilacién o alquilacion pueden aumentar la vida media en circulacion y/o retrasar la
aparicion de y/o extender la duracién de la accion y/o mejorar la resistencia a las proteasas, tales como DPP-IV. La
actividad en el receptor de glucagon y GLP-1 receptor de la clase 3 péptidos relacionados con glucagéon se
mantiene, si no mejorado sustancialmente después de la acilacion Ademas, la potencia de los analogos acilados
eran comparables a las versiones no acilada de la clase 3 péptidos relacionados con glucagon, si no mejorado
sustancialmente.

[0525] En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una clase 3 glucagon péptido relacionado modificado
para comprender un grupo acilo o un grupo alquilo unido covalentemente al aminoacido en la posiciéon 10 del péptido
de glucagon. El péptido de glucagén puede comprender adicionalmente un espaciador entre el aminoacido en la
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posicion 10 del péptido relacionados con glucagén Clase 3 y el grupo grupo acilo o alquilo. Cualquiera de la clase
anterior 3 de glucagén péptidos relacionados puede comprender dos grupos de acilo o dos grupos alquilo, o una
combinacién de los mismos.

[0526] En un aspecto especifico de la divulgacién, el péptido relacionado con acilado Clase 3 glucagdén comprende
la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 534-544 y 546-549.

Truncamiento C-terminal

[0527] En algunas realizaciones, los 3 péptidos relacionados con glucagoén clase descrita en el presente documento
se modifican adicionalmente por truncamiento o deleciéon de uno o dos aminoacidos de la C-terminal del péptido de
glucagédn (es decir, la posicion 29 y/o 28) sin afectar la actividad y/o la potencia en el glucagén y los receptores de
GLP-1. En este sentido, el péptido relacionado con glucagon 3 clase puede comprender aminoacidos 1-27 o 1-28 del
péptido glucagén natural (SEQ ID NO: 1), opcionalmente con uno o mas modificaciones descritas en el presente
documento.

[0528] En algunas realizaciones, la clase 3 de péptidos relacionados con glucagon truncada comprende la SEQ ID
NO: 550 o la SEQ ID NO: 551. En otra realizacion, el péptido agonista de glucagon truncada comprende la SEQ ID
NO: 552 o la SEQ ID NO: 553.

Extensién C-terminal

[0529] Segun algunas otras realizaciones, la clase 3 péptidos relacionados con glucagén descritos en el presente
documento estan modificados por la adicion de un segundo péptido al extremo carboxi del péptido de glucagén, por
ejemplo, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 28. En algunas realizaciones, un péptido relacionado con la
Clase 3 glucagon tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69 esta unido covalentemente a través de un enlace
peptidico a un segundo péptido, en donde el segundo péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28. En una realizacién adicional , en 3 péptidos
relacionados con glucagén Clase que comprenden la extension C-terminal, la treonina en la posicion 29 del péptido
de glucagon natural se reemplaza por una glicina. Un péptido relacionado con la clase 3 glucagén que tiene una
sustitucion de glicina por treonina en la posicion 29 y que comprende la extension carboxi terminal de la SEQ ID NO:
26 es cuatro veces mas potente en el receptor de GLP-1 como el glucagén natural modificado para comprender la
extension carboxi terminal de la SEQ ID NO: 26. la potencia en el receptor de GLP-1 se puede mejorar aun mas por
una sustituciéon de alanina por la arginina natural en la posicion 18.

[0530] En consecuencia, el péptido relacionado con glucagén 3 clase puede tener una extension carboxi terminal de
la SEQ ID NO: 27 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 28. Segun algunas otras realizaciones, la clase 3 glucagén péptido
relacionado que comprende la SEQ ID NO: 33 o SEQ ID NO: 20, comprende ademas la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 27 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 28 ligado a acido 29 del péptido de glucagéon amino. Mas
particularmente, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagdn comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15, que comprende
ademas la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 28 ligado a acido 29 del
péptido de glucagén amino. Mas particularmente, el péptido de glucagéon comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID
NO: 55 y SEQ ID NO: 56 que comprende ademas la secuencia de aminogcidos de SEQ ID NO: 26 (GPSSGAPPPS)
o SEQ ID NO: 29 ligado a acido 29 del péptido relacionado con glucagén 3 Clase amino. En algunas realizaciones,
el péptido relacionado con la Clase 3 glucagon comprende la secuencia de SEQ ID NO: 64.

Otras modificaciones

[0531] Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente con respecto a 3 péptidos relacionados con
glucagon Clase que aumentan o disminuyen la actividad del receptor de glucagén y que aumentan la actividad del
receptor de GLP-1 se puede aplicar de forma individual o en combinacion. Las combinaciones de las modificaciones
que aumentan la actividad del receptor de GLP-1 generalmente proporcionan una mayor actividad de GLP-1 que
cualquiera de tales modificaciones tomados solos. Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente también
se pueden combinar con otras modificaciones descritas en el presente documento en referencia a 3 péptidos
relacionados con glucagén Clase que confieren otras propiedades deseables, tales como mayor solubilidad y/o
estabilidad y/o duracién de la accion. Alternativamente, cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente se
pueden combinar con otras modificaciones descritas en el presente documento en referencia a 3 péptidos
relacionados con glucagéon de clase que no afectan sustancialmente la solubilidad o estabilidad o
actividad. Modificaciones de ejemplo incluyen, pero no se limitan a:

(A) mejorar la solubilidad, por ejemplo, mediante la introducciéon de uno, dos, tres 0 mas Charged acido (s) amino a
la parte C-terminal de glucagén natural, preferiblemente en una posicion C-terminal a la posicion 27. Tal un
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aminoacido cargado se puede introducir mediante la sustitucion de un aminoacido natural por un aminoacido
cargado, por ejemplo, en las posiciones 28 6 29, o alternativamente mediante la adicién de un aminoacido cargado,
por ejemplo, después de la posicion 27, 28 o 29. en ejemplos de realizacion, uno, dos, tres o todos de los
aminoacidos cargados estan cargadas negativamente. En otras realizaciones, uno, dos, tres o todos de los
aminoacidos cargados estan cargados positivamente. Tales modificaciones aumentan la solubilidad, por ejemplo,
proporcionar al menos 2 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 25 veces, 30 veces o mayor solubilidad relativa al
glucagon natural a un pH dado entre aproximadamente 5,5y 8, por ejemplo, , pH 7, cuando se mide después de 24
horas a 25°C.

(B) El aumento de la solubilidad y la duracién de la accién o la vida media en circulacion mediante la adiciéon de un
resto hidroéfilo tal como una cadena de polietilenglicol, como se describe en el presente documento, por ejemplo en la
posicion 16, 17, 20, 21, 24 o0 29, o en el amino &cido C-terminal del péptido.

(C) El aumento de la estabilidad por modificacion del acido aspartico en la posicion 15, por ejemplo, por delecion o
sustitucion con acido glutamico, acido homoglutamico, acido cisteico o acido homocisteico. Tales modificaciones
pueden reducir la degradacion o la escisiéon en un pH dentro del intervalo de 5,5 a 8, especialmente en tampones
acidos o alcalinos, por ejemplo, retener al menos 75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98 % o0 99% del péptido original
después de 24 horas a 25°C.

(D) El aumento de la estabilidad por modificacion de la metionina en la posicion 27, por ejemplo, por sustitucion con
leucina o norleucina. Tales modificaciones pueden reducir la degradacién oxidativa. La estabilidad también se puede
aumentar mediante modificacion de la GIn en la posiciéon 20 o 24, por ejemplo, por sustituciéon con Ser, Thr, Ala o
Aib. Tales modificaciones pueden reducir la degradacion que se produce a través de la desamidacion de GIn. La
estabilidad puede aumentarse mediante la modificacion de Asp en la posicién 21, por ejemplo, por sustitucion con
Glu. Tales modificaciones pueden reducir la degradacion que se produce a través de la deshidratacion de Asp para
formar una succinimida intermedio ciclico seguido por isomerizacién a iso-aspartato.

(E) El aumento de la resistencia a la dipeptidil peptidasa IV (DPP V) la escision por la modificacion del aminoacido
en la posicion 1 6 2 con la DPP-IV aminoacidos resistente descritos en el presente documento y que incluye la
modificacién del aminoacido en la posicién 2 con N-metil- alanina.

(F) sustituciones conservativa o no conservativa, adiciones o deleciones que no afectan a la actividad, por ejemplo,
las sustituciones conservativas en uno o mas de las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24,
27, 28 o 29; deleciones en una o mas de las posiciones 27, 28 o 29; o una delecién de aminoacido 29 combinado
opcionalmente con una amida C-terminal o éster en lugar del grupo de acido carboxilico C-terminal;

(G) Adicion de extensiones C-terminal como se describe en el presente documento;

(H) El aumento de la vida media en circulaciéon y/o extender la duraciéon de la accion y/o retrasar el inicio de la
accion, por ejemplo, a través de acilacion o alquilacion del péptido de glucagéon, como se describe en el presente
documento;

(I) homodimerizacioén o heterodimerizacion como se describe en el presente documento.

[0532] Otras modificaciones incluyen la sustitucion de His en la posicion 1 con un acido grande, aromatico amino
(por ejemplo, Tyr, Phe, Trp o amino-Phe); Ser en la posicion 2 con Ala; sustitucién de Tyr en la posicion 10 con Val o
Phe; sustitucion de Lys en la posicién 12 con Arg; sustitucion de Asp en la posicion 15 con Glu; sustitucion de Ser en
la posicion 16 con Thr o Aib.

[0533] Los péptidos relacionados con glucagoén de clase 3 con actividad de GLP-1 que contienen una sustitucion no
conservativa de His en la posicidon 1 con un acido grande, aromatico amino (por ejemplo, Tyr) puede retener la
actividad de GLP-1 siempre que el alfa-hélice es estabilizado a través de un puente intramolecular, por ejemplo, tal
como cualquiera de los descritos en el presente documento.

Conjugados y fusiones

[0534] EI péptido relacionado con glucagén de clase 3 puede estar unida, opcionalmente a través de un enlace
covalente y opcionalmente a través de un enlazador, a un resto conjugado.

[0535] EI péptido relacionado con glucagon de clase 3 también puede ser parte de un péptido o proteina de fusién
en el que un segundo péptido o polipéptido se ha fusionado a un terminal, por ejemplo, el extremo carboxi terminal
del péptido relacionado con glucagoén de clase 3.

[0536] Mas particularmente, el péptido relacionado con glucagén de Clase 3 de fusion puede comprender un
agonista de glucagén de la SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10 que comprende ademas una secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 26 (GPSSGAPPPS ), SEQ ID NO: 27 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 28 (KRNR) unido
a acido 29 del péptido de glucagén amino. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
26 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 27 (KRNRNNIA) o SEQ ID NO: 28 (KRNR) esta unido al aminoacido 29 de la
Clase 3 glucagon péptido relacionado a través de una enlace peptidico. Los solicitantes han descubierto que en 3
péptidos de fusion péptido relacionados con glucagén Clase comprenden el péptido extension C-terminal de
exendina-4 (por ejemplo, SEQ ID NO: 26 o SEQ ID NO: 29), la sustitucion del residuo treonina natural en la posicién
29 con glicina aumenta dramaticamente la actividad del receptor de GLP-1. Esta sustitucién de aminoacidos puede
ser usado en conjuncion con otras modificaciones descritas en el presente documento con respecto a la clase 3 de
glucagon péptidos relacionados para mejorar la afinidad de los analogos de glucagoén para el receptor de GLP-1. Por
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ejemplo, la sustitucion T29G se puede combinar con las sustituciones de aminoacidos S16E y N20K, opcionalmente
con un puente de lactama entre los aminoacidos 16 y 20, y opcionalmente con adiciéon de una cadena de PEG como
se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, un péptido relacionado con la Clase 3 glucagon
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 64. En algunas realizaciones, la parte de péptido relacionado con glucagén
clase 3 del péptido de fusién de glucagén se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5 en el que una cadena de PEG, cuando esta presente en las
posiciones 17, 21, 24, o el aminoacido C-terminal, o en ambos 21 y 24, se selecciona del intervalo de 500 a 40.000
Daltons. Mas particularmente, en algunas realizaciones, el segmento de péptido relacionado con 3 glucagén Clase
se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 63, en el que la cadena de
PEG se selecciona del rango de 500 a 5.000. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3
glucagén es un péptido de fusion que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 65 en el que el
péptido de SEQ ID NO: 65 esta unida al extremo carboxi de la SEQ ID NO: 55.

[0537] Segun algunas realizaciones, una modificacion quimica adicional de la Clase 3 glucagén péptido relacionado
con el de la SEQ ID NO: 10 Otorga aument6é GLP-1 potencia receptor a un punto en el que la actividad relativa en el
glucagon y 1-GLP receptores es practicamente equivalente. Por consiguiente, en algunas realizaciones, un péptido
relacionado con la Clase 3 glucagén comprende un aminoacido terminal comprisng un grupo amida en lugar del
grupo de acido carboxilico que esta presente en el aminoacido natural. La actividad relativa del péptido relacionados
con glucagoén Clase 3 en el glucagon respectivo y receptores de GLP-1 se puede ajustar por otras modificaciones a
la clase 3 glucagdén péptido relacionado producir analogos que demuestran aproximadamente 40% a
aproximadamente 500% o mas de la actividad de natural glucagén en el receptor de glucagon y aproximadamente
20% a aproximadamente 200% o mas de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, por ejemplo, 50
veces, 100 veces o mas aumento relativo a la actividad normal de glucagon en el GLP-1 receptor. En algunas
realizaciones, los péptidos de glucagén descritos en el presente documento muestran hasta aproximadamente
100%, 1000%, 10,000%, 100 000%, o 1.000.000% de la actividad del glucagén natural en el receptor de
glucagon. En algunas realizaciones, los péptidos de glucagdn descritos en el presente documento muestran hasta
aproximadamente 100%, 1000%, 10,000%, 100 000%, o 1.000.000% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor
de GLP-1.

Realizaciones de ejemplo

[0538] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un analogo de glucagén comprende la secuencia de SEQ
ID NO: 55, en donde dicho analogo difiere de SEQ ID NO: 55 con 1 a 3 aminoacidos, seleccionados de las
posiciones 1, 2, 3, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 21, 24, 27, 28, y 29, en el que dicho péptido muestra glucagén al
menos el 20% de la actividad de GLP-1 natural en el GLP 1 receptor.

[0539] De acuerdo con algunas realizaciones, se proporciona un co-agonista del receptor de glucagén / GLP-1 que
comprende la secuencia:
NH2-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-Xaa-Asp-Phe-Val-Xaa  -Trp-
Leu-Met-Xaa-Xaa-R (SEQ ID NO: 33) en donde el Xaa en la posicion 15 se selecciona del grupo de aminoacidos
que consiste en Asp, Glu, acido cisteico, acido homoglutamico y acido homocisteico, Xaa en la posicion 16 se
selecciona del grupo de aminoacidos que consiste en Ser, Glu, GIn, acido homoglutamico y acido homocisteico, el
Xaa en la posicion 20 es GIn o Lys, el Xaa en la posicion 24 es GIn o Glu, el Xaa en la posicion 28 es Asn, Lys o un
aminoacido acido, el Xaa en la posicion 29 es Thr, Gly o un aminoacido acido, y R es COOH o CONH2, con la
condicion de que cuando la posicion 16 es serina, la posicion 20 es Lys o alternativamente cuando la posicion 16 es
serina, la posicion 24 es Glu y la posicion 20 o la posicion 28 es Lys. En algunas realizaciones, el coagonista del
receptor de glucagon / GLP-1 comprende la secuencia de la SEC ID N°: 33 en la que el aminoacido en la posicion 28
es acido aspartico y el aminoacido en la posicion 29 es acido glutamico. En otra realizacién, el aminoacido en la
posicioén 28 es la asparagina nativa, el aminoacido en la posicion 29 es glicina y la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 65 esta unida covalentemente al extremo carboxi de SEQ ID NO. : 33

[0540] En algunas realizaciones se proporciona un co-agonista comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 en el
que un aminoacido &cido adicional afadido al extremo carboxi del péptido. En una realizacion adicional, el
aminoacido carboxi terminal del analogo de glucagon tiene una amida en lugar del grupo de acido carboxilico del
aminoacido natural. En algunas otras realizaciones el analogo de glucagéon comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 44.

[0541] Segun algunas realizaciones un analogo de péptido de glucagén de la SEQ ID NO: Se proporciona 33, donde
dicho analogo difiere de SEQ ID NO: 33 con 1 a 3 aminoacidos, seleccionados de las posiciones 1, 2, 3, 5, 7, 10,
11, 13, 14, 17, 18, 19, 21 y 27, con la condiciéon de que cuando el aminoacido en la posicién 16 es serina, ya sea la
posicion 20 es lisina, o se forma un puente de lactama entre el aminoacido de la posicion 24 y, o bien el aminoacido
en la posicion 20 o la posicion 28. Segun algunas otras realizaciones el analogo difiere de SEQ ID NO: 33 con 1 a 3
aminoacidos seleccionada de las posiciones 1, 2, 3, 21 y 27. en algunas realizaciones el analogo de péptido de
glucagén de la SEQ ID NO: 33 difiere de la secuencia por 1 a 2 aminoacidos, o en algunas otras realizaciones por
un unico aminoacido, forma posiciones seleccionadas 1, 2, 3, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 21 y 27, con la
condicion de que cuando el aminoacido en la posicidon 16 es serina, ya sea la posicion 20 es lisina, o se forma un

103



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

puente de lactama entre el aminoacido una posicién t 24 y, o bien el aminoacido en la posicién 20 o la posicion 28.

[0542] De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un agonista del receptor de GLP-1 relativamente selectivo
que comprende la secuencia NH2-His-Ser-Xaa-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa -Xaa-Arg-Arg-
Ala-Xaa-Asp-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R (SEQ ID NO: 53) en donde el Xaa en la posicion 3 se selecciona
del grupo de amino acidos que consisten en Glu, Orn o Nle, el Xaa en la posicion 15 se selecciona del grupo de
aminoacidos que consiste en Asp, Glu, acido cisteico, acido homoglutamico y acido homocisteico, Xaa en la posiciéon
16 se selecciona del grupo de aminoacidos que consiste en de Ser, Glu, GIn, acido homoglutamico y acido
homocisteico, el Xaa en la posicion 20 es GIn o Lys, el Xaa en la posicidon 24 es GIn o Glu, el Xaa en la posicion 28
es Asn, Lys o un aminoacido acido, el Xaa en la posicién 29 es Thr, Gly o un aminoacido acido, y R es COOH,
CONH2, SEQ ID NO: 26 o SEQ ID NO: 29, con la condicién de que cuando la posicién 16 es serina, la posicion 20
es Lys, o alternativamente cuando la posicién 16 es serina la posicion 24 es Glu y la posicién 20 o la posicién 28 es
Lys. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 3 es acido glutamico. En algunas realizaciones, el
aminoacido &cido sustituido en la posicion 28 y / o 29 es acido aspartico o acido glutdmico. En algunas
realizaciones, el péptido de glucagon, que incluye un péptido coagonista, comprende la secuencia de SEQ ID NO:
33 que comprende ademas un aminoacido acido adicional afiadido al extremo carboxi del péptido. En una
realizacién adicional, el aminoacido carboxi terminal del analogo de glucagoén tiene una amida en lugar del grupo
acido carboxilico del aminoacido natural.

[0543] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un glucagén/GLP-1 receptor co-agonista que comprende
un péptido de glucagén modificado seleccionado del grupo que consiste en:

[0544] NH2-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-Xaa-Asp-Phe- Val-
Xaa-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R (SEQ ID NO: 34), en el que el Xaa en la posicion 15 se selecciona del grupo de
aminoacidos que consiste en Asp, Glu, acido cisteico, acido homoglutamico y homocisteico acido, Xaa en la posicion
16 se selecciona del grupo de aminoacidos que consiste en Ser, Glu, GIn, acido homoglutamico y acido
homocisteico, el Xaa en la posicién 20 es GIn o Lys, el Xaa en la posicion 24 es GIn o Glu y el Xaa en la posicién 28
es Asn, Asp o Lys, R es COOH o CONHz, el Xaa en la posicién 29 es Thr o Gly, y R es COOH, CONH2, SEQ ID NO:
26 o SEQ ID NO: 29, con la condicion que cuando la posicion 16 es serina, la posicion 20 es Lys, o alternativamente
cuando la posicion 16 es serina de la posicién 24 es Glu y, o bien la posiciéon 20 o la posicion 28 es Lys. En algunas
realizaciones R es CONH 2, el Xaa en la posicion 15 es Asp, el Xaa en la posiciéon 16 se selecciona del grupo de
aminoacidos constituido por Glu, GIn, acido homoglutamico y acido homocisteico, el XaaS en las posiciones 20 y 24
son cada uno GIn el Xaa en la posicion 28 es Asn o Asp y el Xaa en la posicion 29 es Thr. En algunas realizaciones
el XaaS en las posiciones 15y 16 son cada Glu, la XaaS en las posiciones 20 y 24 son cada uno GIn, el Xaa en la
posicion 28 es Asn o Asp, el Xaa en la posicion 29 es Thry R es CONH 2.

[0545] Se ha informado de que ciertas posiciones de la péptido de glucagén natural pueden ser modificados al
tiempo que conserva al menos parte de la actividad del péptido precursor. Segun ello, los solicitantes prevén que
uno o mas de los aminoécidos localizados en las posiciones en las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 19,
20, 21, 24, 27, 28 o 29 del péptido de la SEQ ID NO: 11 puede ser sustituido con un aminoacido diferente de la
presente en el péptido de tipo glucagdén natural, y aun conservan actividad en el receptor de glucagén. En algunas
realizaciones se cambia el residuo de metionina presente en la posicion 27 del péptido natural de leucina o
norleucina para evitar la degradacién oxidativa del péptido. En otra realizacion, el aminoacido en la posicion 20 esta
sustituido con Lys, Arg, Orn o Citrullene y/o la posiciéon 21 esta sustituido con Glu, acido homoglutamico o acido
homocisteico.

[0546] En algunas realizaciones un analogo de glucagén de la SEQ ID NO: se presenté 20 que de 1 a 6
aminoacidos, seleccionados de las posiciones 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 21 , 27, 28 o 29 del anéalogo
difieren de los correspondientes aminoacidos de SEQ ID NO: 1, con la condicidon de que cuando el aminoacido en la
posicion 16 es serina, la posicion 20 es Lys, o alternativamente cuando la posicién 16 es serina de la posicion 24 es
Glu y, o bien la posicién 20 o la posicion 28 es Lys. Segun otra realizacion, un analogo de glucagén de la SEQ ID
NO: se proporciona 20 que de 1 a 3 aminoacidos seleccionados de las posiciones 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18,
19, 20, 21 , 27, 28 o 29 del analogo difieren de los correspondientes aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En otra
realizacién, un analogo de glucagén de la SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 11 se proporciona en donde
1 a 2 aminoacidos seleccionados de las posiciones 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 20 o 21 del analogo difieren
de los correspondientes aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y en una realizacioén adicional, la una a dos diferentes
aminoacidos representan sustituciones conservativas de aminoacidos en relaciéon con el aminoacido presente en la
secuencia de glucagon natural (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, un péptido de glucagon de la SEQ ID NO:
se proporciona 15 en el que el péptido de glucagébn comprende ademas uno, dos o tres sustituciones de
aminoacidos en posiciones seleccionadas a partir de: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO las
posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 27 o 29. En algunas realizaciones, las sustituciones en las
posiciones 2, 5,7, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 27 o0 29 son sustituciones conservativas de aminoacidos.

[0547] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un glucagon/GLP-1 receptor co-agonista que comprende
una variante de la secuencia de la SEQ ID NO 33, en donde 1 a 10 aminoacidos seleccionados de las posiciones 16,
17, 18, 20, 21, 23, 24, 27, 28 y 29, respectivamente, de la variante de diferir de la correspondiente de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 1. segun algunas realizaciones se proporciona una variante de la secuencia de SEQ ID NO 33 en el
que las variantes difiere de SEQ ID NO: 33 por una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionados del grupo
que consiste en GIn17, Ala18, Glu21, lle23, Ala24, Val27 y Gly29. Segun algunas otras realizaciones se proporciona
un glucagon/GLP-1 receptor co-agonista que comprende variantes de la secuencia de la SEQ ID NO 33, en el que
de 1 a 2 aminoacidos seleccionados de las posiciones 17-26 de la variante diferir de la correspondiente de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1. segun algunas realizaciones se proporciona una variante de la secuencia de SEQ ID
NO 33 en la que la variante difiere de la SEQ ID NO: 33 por una sustitucion de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en GIn17, Ala18, Glu21, 1le23 y Ala24. Segun algunas realizaciones se proporciona una variante de la
secuencia de SEQ ID NO 33 en la que la variante difiere de la SEQ ID NO: 33 por una sustitucion de aminoacido en
la posicién 18 en el que el aminoacido sustituido se selecciona del grupo que consiste en Ala, Ser , Thr, y
Gly. Segun algunas realizaciones se proporciona una variante de la secuencia de SEQ ID NO 33 en la que la
variante difiere de la SEQ ID NO: 33 por una sustitucion de aminoacidos de Ala en la posicion 18. Tales variaciones
estan abarcadas por la SEQ ID NO: 55. En otra realizacién se proporciona un receptor co-agonista de
glucagdén/GLP-1 que comprende variantes de la secuencia de la SEQ ID NO 33, en el que de 1 a 2 aminoacidos
seleccionados de las posiciones 17-22 de la variante difiere de la correspondiente de aminoacidos de SEQ ID NO :
1, y en una realizacion adicional se proporciona una variante de la SEQ ID NO 33 en la que la variante difiere de la
SEQ ID NO: 33 por 1 o 2 sustituciones de aminoacidos en las posiciones 20 y 21. de conformidad con algunas
realizaciones, una de glucagén/GLP se proporciona 1 receptor co-agonista comprende la secuencia:
NH2-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg- Ala-Xaa-Xaa-Phe-Val-Xaa-Trp-
Leu-Met-Xaa-Xaa-R (SEQ ID NO: 51), en el que el Xaa en la posicién 15 es Asp, Glu, acido cisteico, acido
homoglutamico o homo acido cisteico, el Xaa en la posiciéon 16 es Ser, Glu, GIn, acido homoglutamico o acido
homocisteico, el Xaa en la posicion 20 es GIn, Lys, Arg, Orn o citrulina, el Xaa en la posicion 21 es Asp, Glu, acido
homoglutamico o &cido homocisteico, el Xaa en la posiciéon 24 es GIn o Glu, la Xaa en la posiciéon 28 es Asn, Lys o
un aminoacido acido, el Xaa en la posicién 29 es Thr o un aminoacido acido y R es COOH o CONH2. En algunas
realizaciones R es CONH2. Segun algunas otras realizaciones se proporciona un receptor co-agonista de
glucagén/GLP-1 que comprende una variante de la SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48 o SEQ ID NO: 49, en el que la variante difiere de dicha
secuencia por una sustitucion de aminoacido en la posicién 20. En algunas realizaciones, la sustitucion de
aminoacidos se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Orn o citrulina para la posicion 20.

[0548] En algunas realizaciones se proporciona un agonista de glucagéon que comprende un péptido analogo de la
SEQ ID NO: 34 en el que el analogo difiere de SEQ ID NO: 34 por tener un aminoacido distinto de serina en la
posicion 2. En algunas realizaciones, el residuo de serina es sustituido con aminoacidoisobutirico, D-alanina, y en
algunas realizaciones, el residuo de serina se sustituye con aminoacidoisobutirico. Tales modificaciones suprime la
escision por la dipeptidil peptidasa IV mientras que conserva la potencia inherente del compuesto de origen (por
ejemplo, al menos 75, 80, 85, 90, 95% o mas de la potentcy del compuesto original). En algunas otras realizaciones
se incrementa la solubilidad del analogo de, por ejemplo, mediante la introduccion de uno, dos, tres o mas
aminoacidos cargados a la parte C-terminal de glucagon natural, preferiblemente en una posicién C-terminal a la
posicion 27. En realizaciones de ejemplo, uno, dos, tres o todos de los aminoacidos cargados estan cargados
negativamente. En otra forma de realizacion el analogo comprende, ademas, un aminoacido acido sustituido por el
aminoacido natural en la posicién 28 o 29 o un aminoacido acido afiadié al extremo carboxi del péptido de la SEQ ID
NO: 34.

[0549] En algunas realizaciones, los analogos de glucagon descritos en la presente se modifican adicionalmente en
la posicién 1 o 2 para reducir la susceptibilidad a la escision por la dipeptidil peptidasa IV. En algunas realizaciones
un andlogo de glucagon de la SEQ ID NO: se proporciona 15 donde el analogo difiere de la: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO molécula original por una sustitucion en la posicién 2 y
muestra susceptibilidad reducida (es decir, resistencia) a la escision por la dipeptidil peptidasa IV. Mas
particularmente, en algunas realizaciones la posicién 2 del péptido analogo se sustituye con un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D-serina, D-alanina, valina, amino n-butirico, glicina, serina N-metilo y
aminoacidoisobutirico. En algunas otras realizaciones la posicion 2 del péptido analogo se sustituye con un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-serina, D-alanina, glicina, serina N-metilo y
aminoacidoisobutirico. En otra posicién de la realizacién 2 del péptido analogo esta sustituido con un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D-serina, glicina, serina N-metilo y aminoacidoisobutirico. En algunas
realizaciones, el aminoacido en la posiciéon 2 no es D-serina. En algunas realizaciones, el péptido de glucagén
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 21 o SEQ ID NO: 22.

[0550] En algunas realizaciones un analogo de glucagén de la SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: se proporciona 15 en el que el analogo de difiere de la molécula de origen
por una sustituciéon en la posicion 1 y muestra susceptibilidad reducida (es decir, resistencia) a la escision por la
dipeptidil peptidasa IV. Mas particularmente, la posicion 1 del péptido analogo se sustituye con un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D-histidina, alfa, acido acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), histidina N-
metilo, histidina alfa-metilo, acido acético imidazol , desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil-histidina y homo-
histidina. En otra realizacion se proporciona un agonista de glucagéon que comprende un péptido analogo de la SEQ
ID NO: 34 en el que el analogo difiere de SEQ ID NO: 34 por tener un aminoacido distinto de histidina en la posicion
1. En algunas otras realizaciones se incrementa la solubilidad del andlogo de , por ejemplo, mediante la introduccion
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de uno, dos, tres 0 mas aminoacidos cargados a la parte C-terminal de glucagén natural, preferiblemente en una
posicion C-terminal a la posicion 27. En realizaciones de ejemplo, uno, dos, tres o todos los aminoacidos cargados
estan cargadas negativamente. En otra forma de realizacién el analogo comprende, ademas, un aminoacido acido
sustituido por el aminoacido natural en la posicién 28 o 29 o un aminoacido acido afiadié al extremo carboxi del
péptido de la SEQ ID NO: 34. En algunas realizaciones, el aminoacido acido es acido aspartico o 4cido glutamico.

[0551] En algunas realizaciones, el coagonista del receptor de glucagén/GLP-1 comprende una secuencia de SEQ
ID NO: 20 que comprende ademas una extension carboxi terminal adicional de un aminoacido o un péptido
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28. En la realizacion en la
que un Unico aminoacido se afiade al extremo carboxi terminal de la SEQ ID NO: 20, el aminoacido se selecciona
tipicamente de uno de los 20 aminoacidos comunes, y en algunas realizaciones el carboxi aminoacido terminal
adicional tiene un grupo amida en lugar del acido carboxilico del aminoacido natural. En algunas realizaciones, el
aminoacido adicional se selecciona del grupo que consiste en acido glutamico, acido aspartico y glicina.

[0552] En una realizacion alternativa, se proporciona un coagonistas del receptor de glucagon/GLP-1 en el que el
péptido comprende al menos un anillo de lactama formada entre la cadena lateral de un residuo de acido glutamico y
un residuo de lisina, en el que el residuo de acido glutamico y una residuo de lisina estan separadas por tres
aminoacidos. En algunas realizaciones, el aminoacido carboxi terminal del péptido de glucagén cojinete lactama
tiene un grupo amida en lugar del acido carboxilico del aminoacido natural. Mas particularmente, en algunas
realizaciones se proporciona un glucagén y GLP-1 co-agonista que comprende un péptido de glucagén modificado
seleccionado del grupo que consiste en:
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NH;-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu- Arg-Arg-
Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu- Met-Xaa-Xaa-R  (SEQ ID NO: 66)

NH;-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu- Arg-Arg-
Ala-Lys-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu- Met-Xaa-Xaa-R  (SEQ ID NO: 67)

NH;-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser- Arg-Arg-
Ala-Lys-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu- Met-Xaa-Xaa-R  (SEQ ID NO: 68)

NH:2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser- Arg-Arg-
Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu- Met-Lys-Xaa-R  (SEQ ID NO: 69)

NH;-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu- Arg-Arg-
Ala-Lys-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu- Met-Asn-Thr-R (SEQ ID NO: 16)

NH;-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu- Arg-Arg-
Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu- Met-Lys-Thr-R (SEQ ID NO: 17)

NH;-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu- Arg-Arg-
Ala-Lys-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu- Met-Lys-Thr-R (SEQ ID NO: 18)

en la que Xaa en la posicion 28 es Asp, o Asn, el Xaa en la posicion 29 es Thr o Gly, R se selecciona del grupo que
consiste en COOH, CONHz2, acido glutamico, acido aspartico, glicina, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO:
28, y un puente de lactama esta formado entre Lys en la posicién 12 y Glu en la posicion 16 para la SEQ ID NO: 66,
entre Glu en la posicion 16 y Lys en la posicion 20 para la SEQ ID NO: 67, entre Lys en la posicion 20 y Glu en la
posicion 24 para la SEQ ID NO: 68, entre Glu en la posicion 24 y Lys en la posicion 28 para la SEQ ID NO: 69, entre
Lys en la posiciéon 12 y Glu en la posicion 16 y entre Lys en la posicion 20 y Glu en la posicion 24 para la SEQ ID
NO: 16, entre Lys en la posicion 12 y Glu en la posicién 16 y entre Glu en la posiciéon 24 y Lys en la posicién 28 para
la SEQ ID NO: 17 y entre Glu en la posicién 16 y Lys en la posicion 20 y entre Glu en la posiciéon 24 y Lys en la
posicion 28 para la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones R se selecciona del grupo que consiste en de COOH,
CONH 2, acido glutamico, acido aspartico, glicina, el aminoacido en la posiciéon 28 es Asn, y el aminoacido en la
posicion 29 es treonina. En algunas realizaciones R es CONH 2, el aminoacido en la posicion 28 es Asn y el
aminoacido en la posicién 29 es treonina. En otra realizacion R se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:
26, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 65 y el aminoacido en la posicion 29 es glicina.

[0553] En una realizacion adicional, el glucagén/GLP-1 receptor co-agonista se selecciona del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 y
SEQ ID NO: 18, en el que el péptido comprende ademas una extension carboxi terminal adicional de un aminoacido
o un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 26 , SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28. En algunas
otras realizaciones la extension terminal comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO:
65 y el péptido de glucagén comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55. En algunas realizaciones, el glucagon/GLP-
1 receptor co-agonista comprende la secuencia de SEQ ID NO: 33 en el que el aminoacido en la posicion 16 es
acido glutédmico, el aminoacido en la posicién 20 es lisina, el aminoacido en la la posicién 28 es asparagina y la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 26 o SEQ ID NO: 29 esta unida al extremo carboxi-terminal de la SEQ ID
NO: 33.
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[0554] En la realizacion en la que un Unico aminoacido se afiade al extremo carboxi terminal de la SEQ ID NO: 20, el
aminoacido se selecciona tipicamente de uno de los 20 aminoacidos comunes, y en algunas realizaciones el
aminoacido tiene un grupo amida en lugar del acido carboxilico del aminoacido natural. En algunas realizaciones, el
aminoacido adicional se selecciona del grupo que consiste en acido glutamico y acido aspartico y glicina. En las
realizaciones en las que el analogo agonista de glucagéon comprende ademas una extensién carboxi terminal, el
aminoacido carboxi terminal de la extension, en algunas realizaciones, termina en un grupo amida o un grupo éster
en lugar de un acido carboxilico.

[0555] En otra realizacion, el glucagén/GLP-1 receptor co-agonista comprende la secuencia: NH 2-His-Ser-GIn-Gly-
Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu  Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Xaa-
CONH2 (SEQ ID NO: 19), en el que el Xaa en la posicion 30 representa cualquier aminoacido. En algunas
realizaciones Xaa se selecciona de uno de los 20 aminoacidos comunes, y en algunas realizaciones el aminoacido
es acido glutamico, acido aspartico o glicina. La solubilidad de este péptido puede mejorarse aun mas mediante la
unioén covalente de una cadena de PEG a la cadena lateral de aminoacido en la posicion 17, 21, 24 o 30 de la SEQ
ID NO: 19. En una realizacion adicional, el péptido comprende una extensién carboxi terminal adicional de un
péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28. segun algunas
realizaciones, el glucagén/GLP-1 receptor co-agonista comprende la secuencia de SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31y
SEQ ID NO: 32.

[0556] El sitio adicional modificaciones especificas internos a la secuencia de glucagén de la SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 19 y SEQ ID NO: 64 se pueden hacer para producir un conjunto de agonistas de glucagén que poseen
grados variables de GLP-1 agonismo. En consecuencia, los péptidos que poseen practicamente idéntica potencia in
vitro en cada receptor se han preparado y caracterizado. Del mismo modo, los péptidos con una potencia de diez
veces mayor selectivamente en cada uno de los dos receptores se han identificado y caracterizado. Como se sefald
anteriormente sustitucion del residuo de serina en la posicion 16 con acido glutamico aumenta la potencia de
glucagén natural, receptores de glucagon y GLP-1, pero mantiene aproximadamente una selectividad diez veces
para el receptor de glucagén. Ademas mediante la sustitucion de la glutamina natural en la posicién 3 con acido
glutdmico (SEQ ID NO: 22) genera un analogo de glucagén que presenta aproximadamente una selectividad diez
veces para el receptor de GLP-1.

[0557] La solubilidad de los péptidos co-agonista glucagén/GLP-1 se puede mejorar mas en soluciones acuosas a
pH fisiolégico, mientras que conserva la actividad biolégica alta en relacion con el glucagdén natural por la
introduccion de grupos hidréfilos en las posiciones 16, 17, 21 y 24 del péptido, o mediante la adiciéon de un Unico
aminoacido modificado (es decir, un aminoacido modificado para comprender un grupo hidrofilo) en el extremo
carboxi del péptido co-agonista de glucagon/GLP-1. Segun algunas realizaciones, el grupo hidréfilo comprende una
cadena de polietileno (PEG). Mas particularmente, en algunas realizaciones, el péptido de glucagén comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18 en el que una cadena de PEG esta unida covalentemente a la
cadena lateral de un amino acidos en la posicion 16, 17, 21, 24, 29 o el aminoacido C-terminal de el péptido de
glucagén, con la condicion de que cuando el péptido comprende la SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12
o SEQ ID NO: 13 de la cadena de polietilenglicol se une covalentemente a un residuo de aminoacido en la posicién
17 , 21 o 24, cuando el péptido comprende la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15 de la cadena de polietilenglicol se
une covalentemente a un residuo de aminoacido en la posicion 16, 17 o 21, y cuando el péptido comprende la SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 0 SEQ ID NO: 18 de la cadena de polietilenglicol se une covalentemente a un residuo de
aminoacido en la posicion 17 o 21.

[0558] En algunas realizaciones, el péptido de glucagén comprende la secuencia de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12
o SEQ ID NO: 13, en el que una cadena de PEG esta unida covalentemente a la cadena lateral de un amino acidos
en la posicion 17, 21, 24, o el aminoacido C-terminal del péptido de glucagon, y el aminoacido carboxi terminal del
péptido tiene un grupo amida en lugar del grupo de acido carboxilico del aminoacido natural. En algunas
realizaciones el receptor co-agonista de péptido de glucagdon/GLP-1 comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO : 16, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19, en el que una cadena de PEG esta unida covalentemente a la cadena
lateral de un aminoacido en la posicién 17, 21 0 24 de la SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 19, 0 en la
posicion 16, 17 o 21 de la SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15 o en la posicion 17 o 21 de la SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 17 y SEQ ID NO: 18 del péptido de glucagén. En ofra realizacion, el co-agonista de péptido de glucagon/GLP-1
receptor comprende la secuencia de SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 19, en el que una cadena de PEG esta unida
covalentemente a la cadena lateral de un amino acidos en la posicién 17, 21 0 24 o el aminoacido C-terminal del
péptido de glucagon.

[0559] Segun algunas otras realizaciones, y con sujecién a las limitaciones salvedad descritos en los parrafos
anteriores, el péptido de glucagdn co-agonista se modifica para contener uno o mas sustitucion de aminoacidos en
las posiciones 16, 17, 21, 24, o 29 o el aminoacido C-terminal, en donde el aminoacido natural esta sustituido con un
aminoacido que tiene una cadena lateral adecuada para la reticulacion con restos hidréfilos, incluyendo por ejemplo,
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PEG. El péptido natural puede estar sustituido con un aminoacido de origen natural o sintético (de origen no natural)
de aminoacidos. Sintético o de origen no natural aminoacidos se refieren a aminoacidos que no ocurren de forma
natural in vivo pero que, sin embargo, se pueden incorporar en las estructuras peptidicas descritas
aqui. Alternativamente, el aminoacido que tiene una cadena lateral adecuada para la reticulacion con restos
hidréfilos, incluyendo por ejemplo, PEG, se puede afiadir al extremo carboxi de cualquiera de los analogos de
glucagén descritos en el presente documento. Segun algunas otras realizaciones una sustitucién de aminoacidos se
hace en el péptido co-agonista de glucagén/GLP-1 receptor en una posicion seleccionada del grupo que consiste en
16, 17, 21, 24, o 29 sustituyendo el aminoacido natural por un amino acido seleccionado del grupo que consiste en
lisina, cisteina, la ornitina, la homocisteina y la fenilalanina acetilo, en donde el aminoacido sustituyente comprende
ademas una cadena de PEG unida covalentemente a la cadena lateral del aminoacido. En algunas realizaciones, un
péptido de glucagon selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19 se modifica ademas para comprender
una cadena de PEG esta unido covalentemente a la cadena lateral de un aminoacido en la posiciéon 17 o 21 del
péptido de glucagén. En algunas realizaciones el pegilado glucagdon/GLP-1 receptor co-agonista comprende ademas
la secuencia de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 29.

[0560] En ofra realizacion, el péptido de glucagdén comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55 o SEQ ID NO: 56, que
comprende ademas una extension C-terminal de la SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 65 unido al
aminoacido C-terminal de la SEQ ID NO: 55 o SEQ ID NO: 56, y que comprende opcionalmente ademas una cadena
de PEG unida covalentemente a la cadena lateral de un amino acidos en la posiciéon 17, 18, 21, 24 o 29 o el
aminoacido C-terminal del péptido. En otra realizacion, el péptido de glucagéon comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 55 0 SEQ ID NO: 56, en el que una cadena de PEG esta unida covalentemente a la cadena lateral de un amino
acidos en la posicion 21 o 24 del péptido de glucagén y el péptido mas comprende una extensiéon C-terminal de la
SEQ ID NO: 26, o SEQ ID NO: 29.

[0561] En ofra realizacion, el péptido de glucagdon comprende la secuencia de SEQ ID NO: 55, o SEQ ID NO: 33 o
SEQ ID NO: 34, en el que un aminoacido adicional se afiade al extremo carboxi de la SEQ ID NO: 33 o SEQ ID NO:
34, y una cadena de PEG esta unida covalentemente a la cadena lateral del aminoacido afiadido. En una realizacién
adicional, el analogo de glucagén pegilado comprende ademas una extension C-terminal de la SEQ ID NO: 26 o
SEQ ID NO: 29 unido al aminoacido C-terminal de la SEQ ID NO: 33 o SEQ ID NO: 34. En otra realizacion, el
péptido de glucagdn comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19, en el que una cadena de PEG esta unida
covalentemente a la cadena lateral del aminoacido en la posicion 30 del péptido de glucagén y el péptido comprende
ademas una extension C-terminal de la SEQ ID NO: 26 o SEQ ID NO: 29 unido al aminoacido C-terminal de la SEQ
ID NO: 19.

[0562] La cadena de polietilenglicol puede estar en la forma de una cadena lineal o puede ser ramificado. Segun
algunas realizaciones de la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado entre el intervalo
de aproximadamente 500 a aproximadamente 10.000 Daltons. En algunas realizaciones de la cadena de
polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado entre el intervalo de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 5.000 Daltons. En una realizacién alternativa de la cadena de polietilenglicol tiene un peso
molecular medio seleccionado entre el intervalo de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 20.000
Daltons. Segun algunas realizaciones, el péptido de glucagén pegilado comprende dos o mas cadenas de
polietilenglicol unido covalentemente al péptido de tipo glucagén en el que el peso molecular total de las cadenas de
glucagén es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En algunas realizaciones el antagonista
del glucagén pegilado comprende un péptido que consiste en SEQ ID NO: 5 o un anéalogo agonista de glucagén de
la SEQ ID NO: 5, en el que una cadena de PEG esta unida covalentemente al residuo aminoacido en la posicion 21
y en la posicién 24, y en donde el peso molecular combinado de los dos cadenas de PEG es de aproximadamente
1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons.

[0563] En ciertas realizaciones de ejemplo, el péptido de glucagéon comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1 con hasta diez modificaciones de aminoacidos y comprende un aminoacido en la posicion 10 que esta
acilado o alquilado. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicién 10 se acila o alquila con un C4 de acido
graso C30. En ciertos aspectos, el aminoacido en la posicion 10 comprende un grupo acilo o un grupo alquilo que es
no natural a un aminoacido de origen natural.

[0564] En ciertas realizaciones, el péptido de glucagéon que comprende un aminoacido en la posicion 10, que es
acilado o alquilado comprende una hélice alfa estabilizado. Por consiguiente, en ciertos aspectos, el péptido de
glucagén comprende un grupo acilo o alquilo tal como se describe en el presente documento y un puente
intramolecular, por ejemplo, un puente intramolecular covalente (por ejemplo, un puente de lactama) entre las
cadenas laterales de un aminodcido en la posicion i y un amino acido en la posicioni + 4, en el que i es 12, 16, 20, o
24. Alternativamente o adicionalmente, el péptido de glucagéon comprenden un grupo acilo o alquilo como se ha
descrito en el presente documento y uno, dos, tres 0 mas de las posiciones 16, 20, 21 y/o 24 del péptido de
glucagon estan sustituidos con un aminoacido alfa, alfa disustituido, por ejemplo, Aib. En algunos casos, el péptido
de glucagdn no natural comprende Glu en la posicion 16 y Lys en la posicién 20, en el que, opcionalmente, un
puente de lactama Inkes el Glu y el Lys, y, opcionalmente, el péptido de glucagdén comprende ademas una o mas
modificaciones seleccionadas del grupo que consiste en: Gin en la posiciéon 17, Ala en la posicion 18, Glu en la
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posicion 21, lle en la posicion 23, y Ala en la posicion 24.

[0565] Ademas, en cualquiera de las realizaciones, en el que el péptido de glucagéon comprende un aminoacido en
la posicion 10 que estd acilado o alquilado, el péptido de glucagén puede comprender, ademds, una amida C-
terminal en lugar del carboxilato alfa C-terminal.

[0566] En algunas realizaciones, el péptido de glucagdbn que comprende un grupo acilo o alquilo tal como se
describe en el presente documento comprende ademas una sustitucion de aminoacido en la posiciéon 1, en la
posicion 2, o en las posiciones 1y 2, en el que la sustitucién (s) de aminoacidos lograr DPP resistencia a la proteasa
-IV. Por ejemplo, el en la posicién 1 Su puede estar sustituido con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: D-histidina, alfa, acido acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), histidina N-metilo, histidina alfa-metil,
acético imidazol acido, desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil-histidina y homo-histidina. Alternativa o
adicionalmente, la Ser en la posiciéon 2 puede estar sustituido con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: D-serina, alanina, D-alanina, valina, glicina, serina N-metilo, N-metil alanina, y &4cido aminoisobutirico
acido. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 2 no es D-serina.

[0567] El péptido de glucagdn que comprende el aminoacido en la posiciéon 10, que es acilado o alquilado tal como
se describe en el presente documento puede comprender cualquier secuencia de aminoacidos que es
sustancialmente relacionado con SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, el péptido de glucagdon comprende la SEQ ID NO: 1
con hasta 10 modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 modificaciones). En ciertas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos del péptido de glucagén acilado o alquilado es mayor que 25% idéntica a
SEQ ID NO: 1 (por ejemplo, mayor que 30%, 35%, 40%, 50%, 60%, 70% 75 %, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, o casi el 100% idéntica a SEQ ID NO: 1). En ciertas realizaciones especificas, el péptido de glucagoén es
uno que comprende SEQ ID NOs: 55 con un aminoacido en la posicion 10 acilado o alquilado tal como se describe
en el presente documento. El péptido de glucagon puede ser cualquiera de SEQ ID NOs: 55, 55 con 1 6 2
modificaciones de aminoacidos, 2-4, 9-18, 20, 23-25, 33, 40-44, 53, 56, 61, 62, 64, 66 a 514, y 534.

[0568] El grupo acilo o alquilo de estas otras realizaciones puede ser cualquier grupo acilo o alquilo descritos en el
presente documento. Por ejemplo, el grupo acilo puede ser un C4 a C30 (por ejemplo, C8 a C24) grupo acilo graso y
el grupo alquilo puede ser un C4 a C30 (por ejemplo, C8 a C24) grupo alquilo.

[0569] El aminoacido a la que el grupo acilo o alquilo esta unido puede ser cualquiera de los aminoacidos descritos
en el presente documento, por ejemplo, un aminoacido de cualquiera de Férmula | (por ejemplo, Lys), formula Il, y la
Formula 111,

[0570] En algunas realizaciones, el grupo acilo o el grupo alquilo estd unido directamente al aminoacido en la
posicion 10. En algunas realizaciones, el grupo acilo o alquilo esta unido al aminoéacido en la posicién 10 a través de
un espaciador, tal como, por ejemplo, un espaciador que es de 3 a 10 atomos de longitud, por ejemplo, un
aminoacido o dipéptido. Los espaciadores adecuados para los propdsitos de unién de un grupo acilo o alquilo se
describen en el presente documento.

[0571] Segun algunas realizaciones, el péptido relacionado con glucagén 3 clase puede ser un analogo de
cualquiera de la clase anterior 3 de glucagén péptidos relacionados como se describe en el presente documento,
que presenta actividad analogo agonista en el receptor de GIP. El nivel de actividad del analogo en el receptor de
glucagédn, el receptor de GLP-1, y el receptor de GIP, la potencia en cada uno de estos receptores, y la selectividad
para cada uno de estos receptores puede estar segun las ensefianzas de glucagon Clase 2 relacionada péptidos
descritos en el presente documento. Véase, las ensefianzas bajo la subseccién de la seccion péptido relacionado
con glucagon 2 Clase titulado "actividad".

[0572] En algunas realizaciones de la invencién, un analogo de un péptido de glucagén, que presenta actividad
analogo agonista en el receptor de GIP, se proporciona. El analogo en ciertas realizaciones comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con al menos una modificacion de aminoacidos (opcionalmente, hasta 15 amino
modificaciones de acido), y una extensioén de 1 a 21 aminoacidos C-terminal al aminoacido en la posicién 29 de la
analdgica.

[0573] En ciertos aspectos, los analogos comprenden al menos una modificacién de aminoacidos y modificaciones
de acido de hasta 15 amino (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 modificaciones de
aminoacidos, hasta 10 modificaciones de aminoacidos). En ciertas realizaciones, los analogos comprenden al
menos una modificacién de aminoacidos en hasta 10 modificaciones de aminoacidos y modificaciones conservativas
de aminoacidos adicionales. Las modificaciones conservativas de aminoacidos se describen en el presente
documento.

[0574] En algunos aspectos, al menos una de las modificaciones de aminoacidos confiere una estructura de hélice
alfa estabilizado en la parte C-terminal del analogo. Las modificaciones que logran una estructura de hélice alfa
estabilizada se describen en el presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas en la seccidon de
Estabilizacion de las hélice alfa/puentes intramoleculares. En algunos aspectos, el andlogo comprende un puente
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intramolecular (por ejemplo, un puente intramolecular covalente, un puente intramolecular no covalente) entre las
cadenas laterales de dos aminoacidos de la analdgica. En ciertos aspectos, un puente intramolecular une las
cadenas laterales de los aminoacidos en las posiciones i e i + 4, en el que i es 12, 13, 16, 17, 20, o 24. En otros
aspectos, un puente intramolecular conecta las cadenas laterales de los aminoacidos en las posiciones jy j+ 3, en
el que j es 17, o en las posiciones k y k + 7" en la que k es cualquier numero entero entre 12 y 22. En ciertas
realizaciones, el puente intramolecular es un puente intramolecular covalente, por ejemplo, un puente de lactama.
En aspectos especificos, el puente de lactama conecta las cadenas laterales de los aminoacidos en las posiciones
16 y 20. En aspectos particulares, uno de los aminoacidos en las posiciones 16 y 20 es un aminoacido-carga
positiva y el otro es un aminoacido de carga negativa. Por ejemplo, el analogo puede comprender un puente de
lactama que conecta las cadenas laterales de una Glu en la posicién 16 y una Lys en la posicion 20. En otros
aspectos, el aminoacido de carga negativa y el positivo cargado aminoacido forman un puente de sal. En este caso,
el puente intramolecular es una en covalente puente intramolecular.

[0575] En aspectos particulares, la modificacién de aminoacidos que confiere una hélice alfa estabilizado es una
insercion o sustitucion de un aminoacido de la SEQ ID NO: 1 con un aminoacido alfa, alfa disustituido. Los
aminoacidos alfa, alfa disustituidos adecuados para los fines de la estabilizacién de la hélice alfa se describen en el
presente documento e incluyen, por ejemplo, Aib. En algunos aspectos, uno, dos, tres, 0 mas de los aminoacidos en
las posiciones 16, 20, 21, y 24 de la SEQ ID NO: 1 estan sustituidos con un alfa, alfa disustituida aminoacido, por
ejemplo, Aib. En realizaciones particulares, el aminoacido en la posiciéon 16 es Aib.

[0576] El analogo que muestra actividad agonista en el receptor GIP puede comprender modificaciones adicionales,
tales como cualquiera de los descritos en el presente documento. Por ejemplo, las modificaciones de aminoacidos
pueden aumentar o disminuir la actividad en uno o ambos de los receptores de glucagén y receptor de GLP-1. Las
modificaciones de aminoacidos pueden aumentar la estabilidad del péptido, por ejemplo, aumentar la resistencia a
DPP-IV degradacion por proteasas, estabilizar el enlace entre los aminoacidos 15 y 16. Las modificaciones de
aminoacidos pueden aumentar la solubilidad del péptido y/o alterar el tiempo de de accion del analogo en cualquiera
de la GIP, glucagén y GLP-1 receptores. Una combinacion de cualquiera de estos tipos de modificaciones pueden
estar presentes en los analogos que muestran actividad agonista en el receptor GIP.

[0577] Por consiguiente, en algunos aspectos, el analogo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1
con uno o mas de: GIn en la posicién 17, Ala en la posiciéon 18, Glu en la posicion 21, lle en la posicién 23, y Ala o
Cys en la posicidn 24, o sustituciones de aminoacidos conservativas de la misma. En algunos aspectos, el analogo
comprende una amida C-terminal en lugar del carboxilato alfa C-terminal. En ciertas realizaciones, el analogo
comprende una sustitucion de aminoacido en la posiciéon 1, posiciéon 2, o las posiciones 1 y 2, que sustitucion (s)
lograr DPP-IV resistencia a la proteasa. Las sustituciones de aminoacidos adecuados se describen en el presente
documento. Por ejemplo, DMIA en la posicién 1 y/o D-Ser o Aib en la posicion 2. En algunas realizaciones, el
aminoacido en la posicion 2 no es D-serina.

[0578] Adicionalmente o alternativamente, el analogo puede comprender uno o una combinacion de: (a) Ser en la
posicion 2 sustituido con Ala; (B) GIn en la posicion 3 esta sustituido con Glu o un analogo de glutamina; (C) Thr en
la posicién 7 sustituido con un lle; (D) Tyr en la posicion 10 sustituido con Trp o un aminoacido que comprende un
grupo acilo o alquilo que es no natural a un aminodacido de origen natural; (E) Lys en la posicidén 12 sustituido con
lle; (F) Asp en la posicién 15 sustituido con Glu; (G) Ser en la posicién 16 sustituido con Glu; (H) GIn en la posicion
20 sustituido con Ser, Thr, Ala, Aib; (1) GIn en la posicidn 24 sustituido con Ser, Thr, Ala, Aib; (J) Met en la posicion
27 sustituido con Leu o Nle; (K) Asn en la posicion 29 sustituido con un aminoacido cargado, opcionalmente, Asp o
Glu; y (1) Thr en la posicién 29 sustituido con Gly o un aminoacido cargado, opcionalmente, Asp o Glu.

[0579] Con respecto a los analogos que muestran actividad agonista en el receptor GIP, el analogo comprende una
extension de 1-21 aminoacidos (por ejemplo, 5-19, 7-15, 9-12 aminoacidos). La extensién del analogo puede
comprender cualquier secuencia de aminoacidos, siempre que la extension es de 1 a 21 aminoacidos. En algunos
aspectos, la extension es de 7 a 15 aminoacidos y en otros aspectos, la extension es de 9 a 12 aminoacidos. En
algunas realizaciones, la extension comprende (i) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 o 674, (ii) una
secuencia de aminoacidos que tiene una alta identidad de secuencia (por ejemplo, al menos 80%, 85%, 90%, 95 %,
98%, 99%) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 o 674, o (iii) la secuencia de aminoacidos de (i) o (ii)
con una o mas modificaciones de aminoacidos conservativas.

[0580] En algunas realizaciones, al menos uno de los aminoacidos de la extension es acilado o alquilado. El
aminoacido que comprende el grupo acilo o alquilo puede estar situado en cualquier posicion de extension de la
analdgica. En ciertas realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado de la extension se encuentra en una de las
posiciones 37, 38, 39, 40, 41, o 42 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1) de la analdgica. En ciertas
realizaciones, el aminoacido acilado o alquilado se encuentra en la posicion 40 de la analdgica.

[0581] En realizaciones de ejemplo, el grupo acilo o alquilo es un grupo acilo o alquilo que es no natural a un
aminoacido de origen natural. Por ejemplo, el grupo acilo o alquilo puede ser un C4 a C30 (por ejemplo, C12 a C18)
grupo acilo graso o C4 a C30 (por ejemplo, C12 a C18) alquilo. El grupo acilo o alquilo puede ser cualquiera de los
descritos en el presente documento.
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[0582] En algunas realizaciones, el grupo acilo o alquilo esta unido directamente al aminoacido, por ejemplo, a
través de la cadena lateral del aminoacido. En otras realizaciones, el grupo acilo o alquilo esta unido al aminoéacido a
través de un espaciador (por ejemplo, un aminoacido, un dipéptido, un tripéptido, un espaciador bifuncional hidréfilo,
un espaciador bifuncional hidréfoba). En ciertos aspectos, el espaciador es de 3 a 10 atomos de longitud. En
algunas realizaciones, el espaciador de aminoacidos no estd gamma Glu. En algunas realizaciones, el espaciador
dipéptido no es gamma -Glu- gamma Glu.

[0583] Ademas, en ejemplos de realizacion, el aminoacido al que el grupo acilo o alquilo esta unido puede ser
cualquiera de los descritos en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, un aminoacido de Fomula |, Il, o
lIl. El aminoacido que esta acilado o alquilado puede ser una Lys, por ejemplo. Los acidos adecuados aminoacidos
que comprenden un grupo acilo o alquilo, asi como grupos acilo adecuados y grupos alquilo, se describen en el
presente documento. Véase, por ejemplo, las ensefianzas bajo las secciones tituladas acilacién y alquilacion.

[0584] En otras realizaciones, 1-6 aminoacidos (por ejemplo, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5 aminoacidos) de la extensién son los
aminoacidos de carga positiva, por ejemplo, aminoacidos de férmula 1V, tal como, por ejemplo, Lys. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término "aminoacido-carga positiva" se refiere a cualquier aminoacido, natural o
de origen no natural, que comprende una carga positiva en un atomo de su cadena lateral a un pH fisiolégico. En
ciertos aspectos, los aminoacidos de carga positiva se encuentran en cualquiera de las posiciones 37, 38, 39, 40,
41, 42, y 43. En realizaciones especificas, un aminoacido-carga positiva se encuentra en la posicion 40.

[0585] En otros casos, la extension es acilado o alquilado tal como se describe en el presente documento y
comprende 1-6 aminoacidos cargados positivos como se describe en el presente documento.

[0586] En otras realizaciones, los analogos que muestran actividad agonista en el GIP comprende los receptores de
(i) SEQ ID NO: 1 con al menos una modificacion de aminoacidos, (ii) una extension de 1 a 21 aminoacidos (por
ejemplo, 5 a 18, 7 a 15, 9 a 12 aminoacidos)C-terminal para el aminoacido en la posicion 29 del analogo, y (iii) un
aminoacido que comprende un grupo acilo o alquilo que es no natural a un origen natural aminoacido que se
encuentra fuera de la extension C-terminal (por ejemplo, en cualquiera de las posiciones 1-29). En algunas
realizaciones, el andlogo comprende un aminoacido acilado o alquilado en la posicion 10. En aspectos particulares,
el grupo acilo o alquilo es un C4 de acilo graso C30 o C4 a grupo alquilo C30. En algunas realizaciones, el grupo
acilo o alquilo esta unido a través de un espaciador, por ejemplo, un aminoacido, dipéptido, tripéptido, el espaciador
bifuncional hidrofilas, hidréfobas espaciador bifuncional). En ciertos aspectos, el andlogo comprende una
modificacion de aminoacidos que estabiliza la hélice alfa, tal como un puente de sal entre una Glu en la posiciéon 16
y una Lys en la posicion 20, o un acido alfa, amino-alfa disustituido en cualquiera, dos, tres, 0 mas de las posiciones
16, 20, 21, y 24. en aspectos especificos, el analogo comprende ademas modificaciones de aminoacidos que
confieren DPP-IV resistencia a la proteasa, por ejemplo, DMIA en la posicién 1, Aib en la posicién 2. los analogos
que comprende ademas amino modificaciones de acido se contemplan en el presente documento.

[0587] En ciertas realizaciones, los analogos que tienen GIP actividad del receptor muestran al menos 0,1% (por
ejemplo, al menos 0,5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, o 20%) la actividad de GIP natural en el receptor de GIP. En
algunas realizaciones, los analogos muestran mas de 20% (por ejemplo, mas de 50%, mas del 75%, mas de 100%,
mas de 200%, mas de 300%, mas de 500%) la actividad de GIP natural en el receptor GIP. En algunas
realizaciones, el analogo muestra actividad agonista apreciable en uno o ambos de los receptores de GLP-1 vy el
glucagén. En algunos aspectos, la selectividad para estos receptores (receptores de GIP y del receptor de GLP-1 y/o
del receptor de glucagon) estan dentro de 1.000 veces. Por ejemplo, la selectividad para el receptor de GLP-1 de los
andlogos que tienen actividad de receptor de GIP puede ser inferior a 500 veces, 100 veces, dentro de 50 veces,
dentro de 25 veces, dentro de 15 veces, dentro de 10 veces) la selectividad para el receptor de GIP y/o el receptor
de glucagén.

[0588] Segun algunas otras realizaciones, la clase 3 glucagén péptido relacionado comprende la secuencia de
aminoacidos del glucagén natural (SEQ ID NO: 1) que comprende las siguientes modificaciones: Aib en la posicion
2, Glu en la posicién 3, Lys en la posicion 10, Glu en la posiciéon 16, Gln en la posicion 17, Ala en la posicion 18, Lys
en la posicién 20, Glu en la posicion 21, lle en la posicion 23, Ala en la posicidén 24; en el que Lys en la posicion 10
se acila con un C14 o de acidos grasos C16, y en el que el carboxilato C-terminal se reemplaza con una amida. En
una realizacion especifica, esta clase péptido relacionado con glucagén 3 esta unido a través de un enlazador (L) a
un ligando NHR (Y).

[0589] Segun algunas realizaciones, el glucagon Clase 3 péptido relacionado comprende, consiste esencialmente
en, o consiste en una secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 70 a 514, 517 a 534, o 554,
opcionalmente con hasta 1, 2, 3, 4, o 5 modificaciones adicionales que retienen agonista de GLP-1 y/o actividad
antagonista del glucagén. En ciertas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase 3 glucagéon comprende los
aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 562-760. En algunas realizaciones, el péptido relacionado con la Clase
3 glucagon comprende las secuencias de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 1301-1421.

Péptidos relacionados con glucagén de clase 4
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[0590] En ciertas realizaciones, Q es una clase 4 glucagon péptido relacionado (ver, por ejemplo, Internacional
(PCT) Solicitud de Patente N° WO 2009/058662.

[0591] Todas las secuencias biolégicas referencia en la seccion siguiente (SEQ ID NOs: 1301-1371) corresponden a
SEQ ID NOs: 1-71 en el documento WO 2009/058662.

Actividad

[0592] Segun algunas otras realizaciones, se proporcionan péptidos relacionados con glucagén de clase 4 (en lo
sucesivo referido como "péptidos de Clase 4"). En ciertos aspectos, se proporciona un péptido de clase 4 que tiene
actividad antagonista del glucagon. A antagonistas de glucagon se pueden usar en cualquier entorno en el que se
desea la supresion de agonismo glucagén. El uso mas inmediato y obvio seria en el tratamiento de diabetes donde
el antagonismo del glucagén se ha demostrado en modelos preclinicos de la hiperglucemia para producir una
disminucion de la glucosa en sangre. antagonistas de glucagon se pueden modificar adicionalmente para mejorar la
estabilidad biofisica y/o solubilidad acuosa de los compuestos mientras se mantiene la actividad antagonista del
compuesto original. En ciertos aspectos un péptido de clase 4 se define como un antagonista de glucagén puro.

[0593] EI término "antagonista de glucagon” se refiere a un compuesto que contrarresta la actividad del glucagéon o
previene la funcién de glucagoén. Por ejemplo, un antagonista de glucagén muestra al menos 60% de inhibicion (por
ejemplo, al menos el 70% de inhibicién) y preferiblemente, al menos el 80% de inhibicién, de la respuesta méxima
alcanzada por glucagén en el receptor de glucagon. En algunas realizaciones, las exposiciones antagonistas de
glucagén al menos el 90% de inhibicion de la respuesta maxima alcanzada por glucagén en el receptor de
glucagén. En una realizacion especifica, el antagonista de glucagéon muestra una inhibicion del 100% de la
respuesta maxima conseguida por glucagon en el receptor de glucagén. Ademas, un antagonista de glucagén a una
concentracion de aproximadamente 1 micra M muestra menos de aproximadamente 20% de la actividad maxima
agonista logrado por glucagén en el receptor de glucagén. En algunas realizaciones, el antagonista de glucagén
muestra menos de aproximadamente 10% de la actividad maxima agonista logrado por glucagoén en el receptor de
glucagén. En una realizacion especifica, el antagonista de glucagon muestra menos de aproximadamente 5% de la
actividad maxima agonista logrado por glucagén en el receptor de glucagén. En aun otra realizacién especifica, el
antagonista de glucagdén muestra 0% de la actividad méxima agonista logrado por glucagén en el receptor de
glucagon.

[0594] Un "antagonista de glucagén puro" es un antagonista de glucagdn que no produce ningun tipo de
estimulacion detectado de actividad del receptor de GLP-1 de glucagén o, como se mide por la produccion de AMPc
usando un validado en el ensayo de modelo in vitro (véase, por ejemplo, el documento WO 2009/058662 ). Por
ejemplo, un antagonista de glucagdén puro muestra menos de aproximadamente 5% (por ejemplo, menos de
aproximadamente 4%, menos de aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 2%, menos de
aproximadamente 1%, aproximadamente el 0%) de la actividad maxima agonista logrado por glucagén en el
receptor de glucagéon y muestra menos de aproximadamente 5% (por ejemplo, menos de aproximadamente 4%,
menos de aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 2%, menos de aproximadamente 1%, y
aproximadamente 0%) de la actividad maxima agonista logrado por GLP-1 en el receptor de GLP-1.

[0595] Por consiguiente, en algunos aspectos, se proporciona Clase 4 péptidos que muestran actividad antagonista
de glucagén puro. Segun algunas realizaciones, la muestra actividad antagonista de glucagén que reduce receptor
de glucagén produccién de AMPc inducida por glucagdnpor un maximo de al menos el 50% cuando se pone en
contacto el receptor de glucagén simultaneamente con 0,8 nM de glucagén y el antagonista del glucagén, tal como
se mide por la produccion de AMPc en un ensayo in vitro. En algunas realizaciones, el antagonista de glucagén
reduce receptor de glucagon produccion de AMPc inducida por glucagonpor una cantidad maxima de al menos 80%.

[0596] Los péptidos de clase 4 se cree que son adecuados para cualquier uso que ha sido previamente descrito
para antagonistas de glucagén. En consecuencia, los 4 péptidos de clase descritos en el presente documento
pueden usarse para tratar la hiperglucemia, o tratar otras enfermedades metabdlicas que resultan de niveles
elevados de glucagon o los niveles altos de glucosa en sangre. Segun algunas realizaciones, el paciente a ser
tratado mediante los péptidos de la clase 4 descritos en el presente documento es un animal domesticado, y en otra
realizacién el paciente a ser tratado es un humano. Los estudios sugieren que la falta de supresion de glucagon en
pacientes diabéticos contribuye a la hiperglucemia posprandial, en parte, a través de la glucogendlisis acelerada. El
analisis de glucosa en la sangre durante una Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral (OGTT), y en presencia o
ausencia de supresion de glucagén somatostatina inducida, ha mostrado un aumento significativo en la glucosa en
sujetos con los niveles de glucagén elevados. Por consiguiente, los péptidos de la clase 4 de la presente invencién
se pueden usar para tratar la hiperglucemia, y se espera que sean utiles para tratar una variedad de tipos de
diabetes, incluyendo diabetes mellitus tipo I, diabetes mellitus de tipo Il, o diabetes gestacional, ya sea dependiente
de la insulina o reduccién de las complicaciones de la diabetes, incluyendo nefropatia, retinopatia y enfermedad
vascular no insulino-dependiente.

[0597] En algunas realizaciones los diez aminoacidos terminales de la exendina-4 (es decir, la secuencia de SEQ ID
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NO: 1319 (GPSSGAPPPS)) estan unidos al extremo carboxi de un péptido de clase 4. Estas proteinas de fusion se
prevé que tenga actividad farmacoldgica para la supresion del apetito y la induccién de peso mantenimiento/pérdida
de peso. Segun algunas realizaciones de los péptidos de la clase 4 descritos en el presente documento pueden
modificarse adicionalmente para incluir la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1319 (GPSSGAPPPS) unido a
acido 24 del péptido de clase 4 de la SEQ ID NO amino: 1342 y se administré a los individuos para inducir la pérdida
de peso o ayudar en el mantenimiento del peso. Mas en particular, el péptido de Clase 4 comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1302, SEQ ID NO: 1303, SEQ ID NO: 1 304 SEQ ID NO: 1305,
SEQ ID NO: 1306, SEQ ID NO: 1307 , SEQ ID NO: 1308, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1339, SEQ ID NO: 1 340
SEQ ID NO: 1341, SEQ ID NO: 1342, SEQ ID NO: 1343 y SEQ ID NO: 1344 y que comprende ademas la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1319 (GPSSGAPPPS) unida a acido 24 del péptido de Clase 4 amino esta utilizado
para suprimir el apetito y la induccién de mantenimiento de la pérdida de peso/peso. En algunas realizaciones, el
péptido de Clase 4 administrada comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 346 o SEQ ID NO: 1347.

[0598] Se espera que tales procedimientos para reducir el apetito o promover la pérdida de peso corporal sean utiles
en la reduccién de peso corporal, la prevencidon del aumento de peso, o tratar la obesidad de diversas causas,
incluyendo la obesidad inducida por farmacos, y la reducciéon de las complicaciones asociadas con la obesidad,
incluyendo la enfermedad vascular (enfermedad arterial coronaria, accidente cerebrovascular, enfermedad vascular
periférica, la reperfusion de la isquemia, etc.), hipertension, apariciéon de la diabetes tipo Il, hiperlipidemia y
enfermedades musculoesqueléticas.

[0599] Los péptidos de clase 4 como se describen en el presente documento pueden administrarse solos o en
combinacién con otros agentes anti-diabéticos o anti-obesidad. Los agentes anti-diabéticos conocidos en la técnica o
bajo investigacién incluyen la insulina, sulfonilureas, tales como tolbutamida (Orinase), acetohexamida (Dymelor),
tolazamida (Tolinase), clorpropamida (Diabinese), glipizida (Glucotrol), gliburida (Diabeta, Micronase, Glynase ),
glimepirida (Amarilo), o gliclazida (Diamicron); meglitinidas, tales como repaglinida (Prandin) o nateglinida
(Starlix); biguanidas tales como metformina (Glucophage) o fenformina; tiazolidinedionas tales como rosiglitazona
(Avandia), pioglitazona (Actos), o troglitazona (Rezulin), u otros inhibidores de PPARgamma; inhibidores de la alfa
glucosidasa que inhiben la digestion de hidratos de carbono, tales como miglitol (Glyset), acarbosa
(Precose/Glucobay); exenatida (Byetta) o pramlintida; dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) inhibidores tales como
vildagliptina o sitagliptina; SGLT (transportador de glucosa dependiente de sodio 1) inhibidores; o la FBPasa
(fructosa-1,6-bisfosfatasa) inhibidores.

[0600] Los agentes anti-obesidad conocidos en la técnica o bajo investigacion incluyen supresores del apetito,
incluyendo estimulantes de tipo fenetilamina, fentermina (opcionalmente con fenfluramina o dexfenfluramina),
dietilpropion (Tenuate ®), fendimetrazina (Prelu-2 ®, Bontril ®), benzfetamina (Didrex ®), sibutramina (Meridia ®,
Reductil ®); rimonabant (Acomplia ®), otros antagonistas de los receptores de cannabinoides; oxintomodulina;
clorhidrato de fluoxetina (Prozac); Qnexa (topiramato y fentermina), Excalia (bupropion y zonisamida) o Contrave
(bupropién y naltrexona), o inhibidores de lipasa, similar a xenical (Orlistat) o Cetilistat (también conocido como ATL-
962), o GT 389-255.

[0601] Los péptidos de clase 4 como se describe en el presente documento también se pueden administrar a
pacientes que sufren de pérdida de masa catabdlico. Se estima que mas de la mitad de los pacientes con cancer
experimentan desgaste catabdlico que se caracteriza por la pérdida progresiva de peso no deseado y, debilidad y
poca grasa corporal y musculo. El sindrome es igualmente comudn en pacientes con SIDA y también puede estar
presente en las enfermedades bacterianas y parasitarias, artritis reumatoide, y enfermedades crénicas del intestino,
el higado, los pulmones y el corazén. Por lo general se asocia con la anorexia y se puede manifestar como una
condicion en el envejecimiento o como resultado de un trauma fisico. El desgaste catabdlico es un sintoma que
disminuye la calidad de vida, empeora la condicion subyacente, y es una causa importante de muerte. Los
solicitantes prevén que los péptidos de la clase 4 descritos en el presente documento pueden administrarse a
pacientes para tratar el desgaste catabdlico.

[0602] Las composiciones farmacéuticas que comprenden los péptidos de la clase 4 descritos en el presente
documento se pueden formular y administrar a los pacientes para el uso de portadores y vias de administracion
conocidos por los expertos en la técnica aceptables pharmaeuctically estandar. Por consiguiente, la presente
descripcion también abarca composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de los de los péptidos de la
clase 4 descritos en el presente documento en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas pueden comprender los péptidos de la clase 4 como el Unico componente
farmacéuticamente activo, o de los péptidos de la clase 4 se pueden combinar con uno o mas agentes activos
adicionales. Segun algunas otras realizaciones se proporciona una composicion que comprende un péptido de clase
4 como se describe en el presente documento y un compuesto que activa el receptor GLP-1 (tales como GLP-1, un
anélogo de GLP-1, un analogo de exendina-4, o sus derivados). Segun algunas realizaciones, una composicion se
proporciona que comprende un péptido de clase 4 como se describe en el presente documento y la insulina o un
analogo de insulina. Alternativamente, una composicion proporcionada para inducir la pérdida de peso o prevenir el
aumento de peso puede estar previsto que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1342 que comprende ademas la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1319 (GPSSGAPPPS) unido al aminoacido 24 de la SEQ ID NO : 1342, y
un péptido anti-obesidad. péptidos anti-obesidad adecuados incluyen los descritos en las patentes US 5,691,309,
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6,436,435 o solicitud de patente de EE.UU. 20050176643, e incluyendo, pero no limitado a GLP-1, GIP (gastrico
inhibitorio polipéptido), MP1, PYY, MC-4, la leptina.

Estructura de Péptido de clase 4

[0603] En algunas otras realizaciones estan dentro de los péptidos de la clase 4 relacionados con glucagén en el
que el acido aspartico se producen normalmente en la posicion nueve (de glucagon, SEQ ID NO: 1301) se ha
sustituido con acido glutamico o un derivado basado en acido cisteico. Mas en particular, la delecién del primer
aminoacido (des-His) y la sustitucion del acido aspartico en la posicién 9 con acido glutamico, en algunos aspectos,
produce un péptido de clase 4. Clase péptidos relacionados 4 glucagon que tienen sustituyentes acidos sulfénicos
sustituidos en la posicién del aminoacido nueve de glucagén funcionan de manera similar a los aminoacidos
basados en acidos carboxilicos pero con algunas diferencias criticas en relacién con las propiedades fisicas tales
como la solubilidad. acido homocisteico (hCysSO3) cuando sustituido por el &cido glutdmico en la posicion isostérico
nueve de la convencional des-His, péptido Glu9 Clase 4 retiene un antagonista parcial y agonista débil.

[0604] En algunas realizaciones, se proporciona un péptido de clase 4 en el que los primeros dos a cinco
aminoacidos se eliminan, y la posicion 9 (segun la numeracién de SEQ ID NO: 1301) se sustituye con hCys (SO3),
acido homoglutamico, acido beta -homoglutamic, o un derivado alquilcarboxilato de cisteina que tiene la estructura
de:

HoN COOH

en la que X5 es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-C4, proporciona un compuesto que actia como un
antagonista hormonal que es altamente especifico, potente y sin contaminar propiedades agonistas.

[0605] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un péptido de clase 4 que comprende un péptido de
glucagén modificados, con relacién a la secuencia de tipo natural de la SEQ ID NO: 1301, por la delecién de dos a
cinco residuos de aminoacidos del N-terminal y sustitucion del residuo de acido aspartico en la posicidn de las nueve

de la proteina natural con un acido glutamico, acido homoglutamico, acido beta-homoglutamico, un derivado de
acido sulfénico de la cisteina, o un derivado alquilcarboxilato de cisteina que tiene la estructura de:

HoN COOH

en la que Xs es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-C4.
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[0606] En una realizacién especifica, el péptido de Clase 4, que comprende la supresion de dos a cinco residuos de
aminoacidos del extremo N-terminal y la sustitucion de la Asp en la posicion 9 del glucagén natural, se modifica
adicionalmente mediante hasta tres modificaciones de aminoacidos . Por ejemplo, el péptido de clase 4 puede
comprender uno, dos, o tres modificaciones de aminoacidos conservativas. Alternativa o adicionalmente, el péptido
de clase 4 puede comprender uno o mas aminoacidos modificaciones seleccionadas del grupo que consiste de:

A. sustitucién de uno o dos aminoéacidos en las posiciones 10, 20 y 24, (segun la numeracion de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1301), o el N- o aminoacido C-terminal del péptido de clase 4 con un aminoacido unido covalentemente
a un grupo acilo o un grupo alquilo a través de un éster, éter, tioéter, amida o enlace de amina alquilo;

B. sustitucion de uno o dos aminoacidos en las posiciones 16, 17, 20, 21, y 24 (segun la numeracion de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1301), o el N- o aminoacido C-terminal de la Clase 4 péptido con un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en: Cys, Lys, ornitina, homocisteina, y acetil-fenilalanina (Ac-Phe), en donde el aminoacido del
grupo esta unido covalentemente a un resto hidrofilo;

C. adicién de un aminoacido unido covalentemente a un resto hidréfilo a la N- o C-terminal del péptido de clase 4;

D. substitutution de Asp en la posicion 15 (segun la numeracién de la SEQ ID NO: 1301) con &acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

E. sustitucion de Ser en la posicion 16 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1301) con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

F. sustitucion con Aib en una o mas de las posiciones 16, 20, 21, y 24 segun la numeracion de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1301;

G. delecién del aminoacido en la posicién 29 o los aminoacidos en las posiciones 28 y 29, segun la numeracién de
SEQ ID NO: 1301;

H. sustitucion de cada uno o ambos de la Asn en la posicidon 28 y la Thr en la posicion 29 (segun la numeracion de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1301) con aminoacidos cargados; y/o adicién de uno a dos aminoacidos cargados en el
extremo C-terminal de SEQ ID NO: 1301;

. sustitucion de la Met en la posicién 27 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1301) con Leu o norleucina;

J. adicion de un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 19-21 y 53 a la C-
terminal de SEQ ID NO: 1301; en el que Thr en la posicion 29 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1301) es Thr
o Gly;y

reemplazo K. del carboxilato C-terminal con una amida o éster.

[0607] En una realizacién especifica, el péptido de Clase 4 comprende una modificacion de aminoacidos de A, B, o
C, como se describe anteriormente, o una combinacion de los mismos. En aun otra realizacion especifica, el péptido
de Clase 4 comprende ademas una modificacion de aminoacidos de cualquiera de D a K como se ha descrito
anteriormente, o una combinacion de los mismos, ademas de la modificacidn (s) de aminoacidos de A, B, y/o C .

[0608] En algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende un péptido de glucagén, en el que los primeros 5
aminoacidos se han eliminado de la N-terminal, y el grupo amino N-terminal restante ha sido sustituido con un grupo
hidroxilo (el "analogo PLAG "), produciendo el péptido de SEQ ID NO: 1339. los solicitantes han encontrado que la
sustitucion de acido fenil-lactico por fenilalanina en la clase 4 analogos de péptidos que tienen los primeros cinco
aminoacidos delecionados y la sustitucion de un acido glutamico en la posicion 9 (con relacién a glucagén natural)
mejora aun mas la potencia de esas Clase 4 analogos de péptidos.

[0609] En algunas realizaciones de la Clase 4 péptido péptido de SEQ ID NO: 1 339 se modifica adicionalmente
mediante la sustitucion del residuo de acido aspartico en la posicion cuatro (la posicion 9 de la glucagén natural) con
un aminoacido de la estructura general:

HN COOH

X
\803

en la que Xs es alquilo C1-C3, alqueno C2-C3 o alquinilo C2-C3, y en algunas realizaciones X6 es alquilo C1-C3, y
en otro modo de realizacion X6 es alquilo C2. En algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende un péptido
de glucagon, en el que los primeros 5 aminoacidos se han eliminado de la N-terminal, y el residuo de acido aspartico
en la posicidon cuatro (la posicién 9 de la glucagon natural) ha sido sustituido con acido cisteico o acido
homocisteico. En algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende un péptido de glucagdén que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1339, SEQ ID NO: 1307 y SEQ
ID NO: 1308. En algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende un amino secuencia de acido seleccionado
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del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1308, en el que el aminoacido en la posicion cuatro es el acido homocisteico.

[0610] En otra realizacion, el péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1 339 se modifica adicionalmente mediante la
sustitucion del residuo de é&cido aspartico en la posicion cuatro (la posicién 9 de la glucagdén natural) con acido
glutamico, acido homoglutamico, acido beta-homoglutamico, o un derivado de alquilcarboxilato de cisteina que tiene
la estructura de:

HoN COOH

en la que Xs es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-C4. En una realizacion especifica, X 5 es C1 o C2
alquilo.

[0611] Sin embargo, los solicitantes han descubierto que con la sustitucion de la fenilalanina N-terminal con PLA en
un analogo de glucagén des1-5 (es decir, un analogo de glucagén que tiene los primeros cinco aminoacidos
suprimido), mas la sustitucion del residuo acido aspartico natural en la posicién cuatro (la posicion 9 de la glucagén
natural) no se requiere para producir un analogo que muestra antagonismo puro. Este resultado es sorprendente a la
luz de las ensefianzas de la técnica anterior que el residuo de acido aspartico natural en la posicién cuatro deben
sustituido para producir alta afinidad y antagonistas potentes de glucagén (2-29) analogos. El uso de la sustitucion
PLA mejora la potencia relativa del analogo de Asp9 a un punto comparable a la de la Glu9 y hCys (SO 3H) 9
analogos.

[0612] La sustitucion del residuo de fenilalanina con otros analogos de fenilalanina, incluyendo 3,4-2F-phenylalnine
(3,4-2F-Phe), 2-naphthyalanine (2-Nal), N-acil-fenilalanina (Ac-Phe), acido alfa-metilhidrocinamico (MCA) y acido
bencilmalénico (BMA) no realizaron como potentemente como la sustitucion de PLA.

[0613] La sustitucién de PLA en sitios distintos de en la posicidon seis (segun la numeracién de aminoacidos del
glucagon natural), incluyendo en las posiciones 4 y 5 revela que el analogo PLAG es un antagonista apreciablemente
mas potente que analogos de glucagén tiene un N- ligeramente extendida término. La presente descripcion también
incluye analogos en los que el grupo amino N-terminal esta sustituido con un acilados y alquilados péptidos "O-
terminal”.

[0614] Ademas, la sustitucién PLAG no s6lo aumenta la potencia del antagonista, sino también sirve un papel critico
en la pegilacion. Los analogos PLAG se pueden PEGilar selectivamente sin restauracion de agonismo glucagon. En
ausencia de la sustitucion PLA, pegilacion del analogo sorprendentemente induce agonismo glucagon. Este
agonismo glucagon no se ve en los analogos PLAG pegilado. Varios sitios de pegilacion se investigaron incluyendo
las posiciones 3, 6 y 19 (posiciones 8, 11 y 19 de glucagén natural) y en el residuo de aminoacido N-terminal. En
algunas realizaciones, la pegilacion esta en la posicion 19 (posicién 24 del glucagén natural) como ese sitio muestra
el antagonismo del glucagén mas potente y selectivo.

[0615] En algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende la estructura general de ABC, en donde A se
selecciona del grupo que consiste en:

(i) acido fenil lactico (PLA);

(i) un derivado de oxi de PLA;

(iii) un péptido de 2 a 6 aminoacidos en el que dos aminoacidos consecutivos del péptido estan unidos a través de
un enlace éster o éter; B representa aminoacidos i a 26 de la SEQ ID NO: 1301, enel queies 3,4, 5,6, 07, que
comprende opcionalmente uno o mas modificaciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

(iv) Asp en la posicion 9 (segun la numeracién de aminoacidos de SEQ ID NO: 1301) esté sustituido con un Glu, un
derivado de acido sulfénico de Cys, acido homoglutamico, acido beta-homoglutamico, o un derivado alquilcarboxilato
de cisteina que tiene la estructura de:
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HoN COOH

en el que Xs es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-C4.

(v) sustitucion de uno o dos aminoacidos en las posiciones 10, 20 y 24, (segun la numeracién de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1301) con un aminoacido unido covalentemente a un grupo acilo o alquilo a través de un éster, éter ,
tioéter, amida, o alquilo amina union;

(vi) sustitucion de uno o dos aminoacidos en las posiciones 16, 17, 20, 21, y 24 (segun la numeracién de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1301) con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Cys, Lys , ornitina,
homocisteina, y acetil-fenilalanina (Ac-Phe), en donde el aminoacido del grupo esta unido covalentemente a un resto
hidrofilo;

(vii) Asp en la posicion 15 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1301) esta sustituido con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

(viii) Ser en la posicion 16 (segun la numeracién de la SEQ ID NO: 1301) esta sustituido con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

(ix) sustitucion con Aib en una o mas de las posiciones 16, 20, 21, y 24 segun la numeracion de aminogcidos de
SEQ ID NO: 1301; y C se selecciona del grupo que consiste en:

(x) X;

(xi) XY;

(xii) XYZ; y

(xiii) XYZ-R10, en el que X es Met, Leu, Nle 0; Y es Asn o un aminoacido cargado; Z es Thr, Gly, Cys, Lys, ornitina
(Orn), homocisteina, fenilalanina acetilo (Ac-Phe), o un aminoacido cargado; en el que R10 se selecciona de un
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1319-1321y 1353; y

(xiv) cualquiera de (x) a (xiii) en la que el carboxilato C-terminal se sustituye con una amida.

[0616] En un aspecto especifico, el péptido de Clase 4 comprende un derivado de oxi de PLA. Tal como se usa en el
presente documento "oxi-derivado de PLA" se refiere a un compuesto que comprende una estructura modificada de
PLA en la que el grupo hidroxilo ha sido sustituido con OR 11, en el que R11 es un resto quimico. A este respecto, el
derivado de oxi de PLA puede ser, por ejemplo, un éster de PLA o un éter de PLA.

[0617] Los procedimientos para preparar derivados oxi de PLA son conocidos en la técnica. Por ejemplo, cuando el
derivado de oxi es un éster de PLA, el éster puede formarse por tras la reaccion del hidroxilo de PLA con un

carbonilo que lleva un nucledfilo. El nucledfilo puede ser cualquier nucledfilo adecuado, incluyendo, pero no limitado
a una amina o hidroxilo. En consecuencia, el éster de PLA puede comprender la estructura de Férmula IV:

o

R7 HJ"
~

Fo‘r.mula v
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en la que R7 es un éster formado por reaccién del hidroxilo de PLA con un carbonilo que lleva un nucledfilo.

[0618] EI carbonilo que lleva un nucledfilo (que reacciona con el hidroxilo de PLA para formar un éster) puede ser,
por ejemplo, un acido carboxilico, un derivado de acido carboxilico, o un éster activado de un acido carboxilico. El
derivado de acido carboxilico puede ser, pero no se limita a, un cloruro de acilo, un anhidrido de acido, una amida,
un éster, o un nitrilo. El éster activado de un acido carboxilico puede ser, por ejemplo, N-hidroxisuccinimida (NHS),
tosilato (Tos), una carbodiimida, o un hexafluorofosfato. En algunas realizaciones, la carbodiimida es 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1,1'-carbonildiimidazol (CDI), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), o
1,3-diisopropilcarbodiimida (DICD). En algunas realizaciones, el hexafluorofosfato se selecciona de un grupo que
consiste en hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris (dimetilamino) fosfonio (BOP), hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio  (PyBOP), 2- (1H-7 -azabenzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametil uronio
hexafluorofosfato (HATU), y O-benzotriazol-N, N, N', N'-tetrametil-uronio hexafluorofosfato (HBTU).

[0619] Los procedimientos para preparar éteres a partir de la reaccién con un grupo hidroxilo (por ejemplo, el
hidroxilo de PLA) son también conocidos en la técnica. Por ejemplo, el grupo hidroxilo de PLA puede hacerse
reaccionar con un alquilo halogenado o tosilado alcohol de alquilo para formar un enlace éter.

[0620] Generalmente, el resto quimico de R 11 es uno que no disminuya la actividad del péptido de clase 4. En
algunas realizaciones, el resto quimico aumenta la actividad, estabilidad y/o solubilidad del péptido de clase 4.

[0621] En una realizacion especifica, el resto quimico unido a PLA través de un enlace que contiene oxigeno (por
ejemplo, a través de un enlace éster o éter) es un polimero (por ejemplo, un polialquilenglicol), un carbohidrato, un
aminoacido, un péptido, o un lipido, por ejemplo, un acido graso o un esteroide.

[0622] En una realizacion especifica, el resto quimico es un aminoacido, que, opcionalmente, es una parte de un
péptido, de manera que la Férmula IV es un depsipéptido. En este sentido, PLA puede estar a una posicion distinta
de la de residuos de aminoacidos N-terminal del péptido de Clase 4, de manera que el péptido de Clase 4
comprende uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 mas) aminoacidos N-terminal al residuo PLA. Por ejemplo, el
péptido de clase 4 puede comprender PLA en la posicién n, donde n es 2, 3, 4, 5, 0 6 del péptido de clase 4.

[0623] Los aminoacidos N-terminales al residuo PLA pueden ser sintéticos o de origen natural. En una realizacion
especifica, los aminoacidos que son N-terminal PLA son de origen natural aminoacidos. En algunas realizaciones,
los aminoacidos que son N-terminal a PLA son los aminoacidos N-terminales de glucagén natural. Por ejemplo, el
péptido de clase 4 puede comprender en el extremo N-terminal la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1354-58, en el que PLA esta unida a treonina mediante un enlace éster:

- SEQ ID NO: 1354 Su-Ser-GIn-Gly-Thr-PLA
- SEQ ID NO: 1355 Ser-GIn-Gly-Thr-PLA

- SEQ ID NO: 1356 GIn-Gly-Thr-PLA

- SEQ ID NO: 1357 Gly-Thr-PLA

- SEQ ID NO: 1358 Thr-PLA

[0624] En una realizacién alternativa, uno o mas de los aminoacidos N-terminales pueden estar sustituidos con un
aminoacido distinto del de aminoacidos del glucagon natural. Por ejemplo, cuando el péptido de Clase 4 comprende
PLA como el aminoacido en la posicién 5 o 6, el aminoacido en la posiciéon 1 y/o la posicién 2 puede ser un
aminoacido que reduce la susceptibilidad a la escisiéon por la dipeptidil peptidasa IV. Mas particularmente, en
algunas realizaciones, la posicion 1 del péptido de Clase 4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
D-histidina, alfa, acido acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), histidina N-metilo, histidina alfa-metilo, imidazol acido
acético, desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil-histidina y homo-histidina. Mas particularmente, en algunas
realizaciones, la posicidén 2 del péptido antagonista es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-
serina, D-alanina, valina, glicina, serina N-metilo, alanina N-metilo, y aminoacidoisobutirico (Aib ). También, por
ejemplo, cuando el péptido de Clase 4 comprende PLA como el aminoacido en la posicion 4, 5, o 6, el aminoacido
en la posiciéon 3 del péptido de clase 4 puede ser acido glutamico, en contraposicion al residuo glutamina natural de
natural glucagén. En una realizacion de ejemplo de la invencién, el péptido de Clase 4 comprende en el extremo N-
terminal la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 1359-1361.

[0625] Con respecto a la clase de 4 péptidos que comprenden un compuesto de Férmula 1V, el polimero puede ser
cualquier polimero, siempre que pueda reaccionar con el grupo hidroxilo de PLA. El polimero puede ser uno que de
forma natural o comprende normalmente un carbonilo que lleva un nucledfilo. Alternativamente, el polimero puede
ser uno que se derivatizd a comprender el carbonilo que lleva el carbonilo. El polimero puede ser un polimero
derivatizado de cualquiera de: poliamidas, policarbonatos, polialquilenos y derivados de los mismos incluyendo,
polialquilenglicoles, 6xidos de polialquileno, tereftalatos de polialquileno, polimeros de ésteres acrilicos y
metacrilicos, incluyendo poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de butilo),
poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo),
poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo ), y poli(acrilato
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de octadecilo), polimeros de polivinilo, incluyendo alcoholes de polivinilo, éteres de polivinilo, ésteres de polivinilo,
haluros de polivinilo, poli(acetato de vinilo) y polivinilpirrolidona, poliglicélidos, polisiloxanos, poliuretanos y co-
polimeros de los mismos, celulosas incluyendo celulosa alquilo, hidroxialquilo celulosas, éteres de celulosa, ésteres
de celulosa, celulosas nitro, metil celulosa, etil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil cellulo se, celulosa
hidroxibutilo metilo, acetato de celulosa, propionato de celulosa, butirato de acetato de celulosa, acetato ftalato de
celulosa, celulosa carboxiletil, triacetato de celulosa, y sal de sodio de sulfato de celulosa, polipropileno, polietilenos,
incluyendo poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), y poli(tereftalato de etileno), y poliestireno.

[0626] El polimero puede ser un polimero biodegradable, que incluye un polimero biodegradable sintético (por
ejemplo, polimeros de acido lactico y acido glicélico, polianhidridos, poli(orto-ésteres), poliuretanos, poli(acido Butic),
poli(acido valérico), y poli(lactida-cocaprolactone)), y un polimero biodegradable natural (por ejemplo, alginato y otros
polisacaridos incluyendo dextrano y celulosa, colageno, derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones
de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones, y otras modificaciones de rutina
hechas por los expertos en la técnica), albumina y otras proteinas hidréfilos (por ejemplo, zeina y otras prolaminas y
proteinas hidrofobas)), asi como cualquier copolimero o mezcla de los mismos. En general, estos materiales se
degradan ya sea por hidrdlisis enzimatica o la exposicién al agua in vivo, por erosién superficial o en masa.

[0627] El polimero puede ser un polimero bioadhesivo, tal como un hidrogel biodegradable descrito por HS
Sawhney, CP Pathak y JA Hubbell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, cuyas ensefianzas se incorporan en el
presente documento, los acidos polihialurénico, caseina, gelatina, glutin, polianhidridos, acido poliacrilico, alginato,
quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de
isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(lauril metacrilato), poli(metacrilato de fenilo),
poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), y poli(acrilato de octadecilo).

[0628] En algunas realizaciones, el polimero es un polimero soluble en agua. polimeros solubles en agua
adecuados son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulosa (HPC;
Klucel), hidroxipropil metilcelulosa (HPMC; Methocel), nitrocelulosa, etilcelulosa hidroxipropilo, butylcellulose
hidroxipropilo, pentylcellulose hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa ( Ethocel), celulosa de hidroxietilo,
varios alquilo Celulosas y celulosas de hidroxialquilo, diversos éteres de celulosa, acetato de celulosa, carboximetil
celulosa, carboximetil celulosa de sodio, carboximetil celulosa de calcio, acetato de vinilo/copolimeros de acido
crotonico, metacrilato de poli-hidroxialquilo, metacrilato de hidroximetilo, copolimeros de &cido metacrilico, acido
polimetacrilico, polimetilmetacrilato, copolimeros de vinil éter/anhidrido maleico de metilo, alcohol de polivinilo, acido
poliacrilico de sodio y de calcio, acido poliacrilico, polimeros de carboxi acidos, carboxipolimetileno, polimeros de
carboxivinilo, copolimero de polioxietileno polioxipropileno, polymethylvinylether co-maleico anhidro paseo,
carboximetilamida, potasio metacrilato de divinilbenceno co-polimero, polioxietilenglicoles, 6xido de polietileno, y
derivados, sales, y combinaciones de los mismos.

[0629] En una realizacion especifica, el polimero es un glicol de polialquileno, incluyendo, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG).

[0630] EI hidrato de carbono puede ser cualquier hidrato de carbono a condicién de que comprende o esta hecho
para comprender un carbonilo con un grupo saliente alfa. El hidrato de carbono, por ejemplo, puede ser uno que ha
sido derivado para comprender un carbonilo con un grupo saliente alfa. En este sentido, el hidrato de carbono puede
ser una forma derivatizada de un monosacarido (por ejemplo, glucosa, galactosa, fructosa), un disacarido (por
ejemplo, sacarosa, lactosa, maltosa), un oligosacarido (por ejemplo, la rafinosa, estaquiosa), un polisacarido (a
almidén, amilasa, amilopectina, celulosa, quitina, calosa, laminarina, xilano, manano, fucoidan, galactomanano.

[0631] Con respecto a la clase de 4 péptidos que comprenden un compuesto de Férmula IV, el lipido puede ser
cualquier lipido que comprende un carbonilo con un grupo saliente alfa. El lipido, por ejemplo, puede ser uno que se
derivatiza a comprender el carbonilo. En este sentido, el lipido, puede ser un derivado de un acido graso (por
ejemplo, un acido graso C4-C30, eicosanoides, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxano, etanolamina N-acilo),
glicerolipido (por ejemplo, mono-, di-, tri gliceroles sustituidas), glicerofosfolipido (por ejemplo, fosfatidilcolina,
fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina), esfingolipidos (por ejemplo, la esfingosina, ceramida), esterol
de lipidos (por ejemplo, esteroides, colesterol), lipidos prenol, saccharolipid, o un policétido. En algunas
realizaciones, el lipido es un aceite, cera, colesterol, esteroles, vitamina soluble en grasa, monoglicérido, diglicérido,
triglicérido, un fosfolipido.

[0632] En algunas realizaciones, R’ tiene un peso molecular de aproximadamente 100 kDa o menos, por ejemplo,
aproximadamente 90 kDa o menos, aproximadamente 80 kDa o menos, aproximadamente 70 kDa o menos,
aproximadamente 60 kDa o menos, aproximadamente 50 kDa o menos, aproximadamente 40 kDa o menos. Segun
ello, R7 puede tener un peso molecular de aproximadamente 35 kDa o menos, aproximadamente 30 kDa o menos,
aproximadamente 25 kDa o menos, aproximadamente 20 kDa o menos, aproximadamente 15 kDa o menos,
aproximadamente 10 kDa o menos, aproximadamente 5 kDa o menos , o aproximadamente 1 kDa.

[0633] En una realizacion alternativa, el péptido de Clase 4 comprende como A, un péptido de 2 a 6 aminoacidos en
el que dos aminoacidos consecutivos del péptido estan unidos a través de un enlace éster o éter. El enlace éster o
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éter puede ser, por ejemplo, entre los aminoacidos 2y 3,3y 4,4y 5, 0 5y 6. Opcionalmente, el péptido puede ser
modificado adicionalmente mediante enlace covalente a otro resto quimico que incluye la unién con un polimero (
por ejemplo, un polimero hidréfilo), alquilacién, o acilacion.

[0634] Con respecto al péptido de Clase 4, que comprende la estructura general ABC, B representa aminoacidos de
glucagén natural, por ejemplo, i a 26 de la SEQ ID NO: 1301, en el que i es 3, 4, 5, 6, o 7, que comprende
opcionalmente uno o mas modificaciones de aminoacidos. En una realizacion especifica, B representa los
aminoacidos 7 a 26 de la SEQ ID NO: 1301, opcionalmente modificado adicionalmente.

[0635] En algunas realizaciones, B es modificado por hasta tres modificaciones de aminoacidos. Por ejemplo, B, que
representa la secuencia de aminoacidos natural de la SEQ ID NO: 1 301 es modificado por una o mas
modificaciones de aminoacidos conservativas.

[0636] En otra realizacién, B comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste en (iv) a (ix), como se describe en el presente documento. En una realizacién especifica, B comprende una
o0 ambas de las modificaciones de aminoacidos (V) y (VI). En una realizacién especifica adicional, B comprende uno
0 una combinaciéon de modificaciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (iv), (vii), (viii) y (ix),
ademas de (v) y (vi).

[0637] En otra realizacion especifica, el péptido de Clase 4 comprende uno o mas aminoacidos cargados en el
extremo C-terminal. Por ejemplo, Y y/o Z puede ser un acido cargado amino, por ejemplo, Lys, Arg, His, Asp, y
Glu. En aun otra realizacion, el péptido de Clase 4 comprende uno o dos aminoacidos cargados (por ejemplo, Lys,
Arg, His, Asp, y Glu)C-terminal a la Z. En un aspecto especifico, Z seguido de uno a dos aminoacidos cargados no
comprende R10.

[0638] El péptido de clase 4 en algunas realizaciones comprende un resto hidréfilo unido covalentemente a un
residuo de aminoacido del péptido de Clase 4, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, el péptido
de clase 4 puede comprender un resto hidrofilo unido covalentemente a un aminoacido en la posicion 1, 16, 20, 21, o
24 segun la numeracion de SEQ ID NO: 1301. En otra realizacion, se adjunta la fraccién hidréfila al aminoacido C-
terminal del péptido de Clase 4, que en algunos casos, es de 1 o 11 aminoacidos C-terminal a la Z. en otra
realizacién mas, el resto hidréfilo se une a PLA, cuando a es PLA, PLA Phe, o PLA-Thr-Phe, en el que PLA esta
modificado para comprender el resto hidréfilo. En otra realizacién, se afiade un aminoacido que comprende un resto
hidréfilo a la N- o C-terminal del péptido de clase 4. En otra realizacién, el péptido de Clase 4 comprende un grupo
acilo o un grupo alquilo como se describe en el presente documento. Por ejemplo, la acilacién o alquilacién puede
tener lugar fuera de la cadena lateral del aminoacido en la posicion 10, 20, o 24, segun la numeracion de SEQ ID
NO: 1301. En una realizacién alternativa, la acilacion o alquilacion ocurre fuera de la banda de cadena del acido C-
terminal amino del péptido de Clase 4, que en algunos casos, es de 1 o0 11 aminoacidos C-terminal a la Z. en otra
realizacién mas, cuando a es PLA, PLA-Phe, o PLA-Thr- Phe, el PLA se modifica para comprender un grupo acilo o
alquilo.

Realizaciones de ejemplo

[0639] El péptido de clase 4 puede comprender cualquier aminoacido, sintéticas o de origen natural, siempre que al
menos dos aminoacidos consecutivos de la péptido estan unidos a través de un enlace éster o éter. En una
realizacién especifica, el péptido comprende los aminoacidos del glucagon natural. Por ejemplo, el péptido puede
comprender j a 6 de glucagon natural (SEQ ID NO: 1301), en el que jes 1, 2, 3, 4, o 5. Alternativamente, el péptido
puede comprender una secuencia de aminoacidos basado en la N- terminal de SEQ ID NO: 1301 con una o0 mas
modificaciones de aminoacidos. El aminoacido en la posicion 1 y/o la posicion 2 puede ser un aminoacido que
reduce la susceptibilidad a la escision por la dipeptidil peptidasa IV. Por ejemplo, el péptido puede comprender en la
posicion 1 del péptido de Clase 4 un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-histidina, alfa, acido
acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), histidina N-metilo, histidina alfa-metilo, imidazol &acido acético,
desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil-histidina y homo-histidina. Mas particularmente, en algunas
realizaciones, la posicion 2 del péptido antagonista es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-
serina, D-alanina, valina, glicina, serina N-metilo, alanina N-metilo, y aminoacidoisobutirico (Aib ). También, por
ejemplo, el aminoacido en la posicién 3 del péptido de clase 4 puede ser acido glutamico, en contraposicién al
residuo glutamina natural de glucagén natural. En consecuencia, el péptido de clase 4 puede comprender una
secuencia de aminoacidos de:

Xaa1-Xaa2-Xaa3-Thr-Gly-Phe (SEQ ID NO: 1368);

Xaa2-Xaa3-Thr-Gly-Phe (SEQ ID NO: 1369); o

Xaa3-Thr-Gly-Phe (SEQ ID NO: 1370); en la que Xaa1 se selecciona de un grupo que consiste en: His, D-histidina,
alfa, acido acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), N-metil histidina, histidina alfa-metilo, acido acético imidazol,
desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil- histidina y homo-histidina; Xaa2 se selecciona de un grupo que consiste
en: Ser, D-serina, D-alanina, valina, glicina, serina N-metilo, alanina N-metilo, y aminoacidoisobutirico (Aib); y Xaa3
es GiIn o Glu.

[0640] La presente invencion también abarca realizaciones en las que el aminoacido C-terminal de los péptidos de la
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clase 4 tienen un grupo amida sustituyendo el grupo acido carboxilico que esta presente en el aminoacido natural.

[0641] En algunas realizaciones, en donde el péptido de Clase 4 estd PEGilado, el péptido de Clase 4 comprende
los péptidos de glucagon acortados, especificamente 6-29 donde el aminoacido "N-terminal" es PLA (acido fenil-
lactico). Tales derivados de glucagdn muestran virtudes Unicas. Son péptidos méas potentes que los de la fenilalanina
natural N-terminal y suprimen cualquier agonismo glucagén que resulta de pegilacion, algo que no se ve con la
fenilalanina natural. Por udltimo, aunque la literatura actual establece que se requiere una sustitucion del acido
aspartico natural en la posicion 9 para la actividad antagonista, los solicitantes han descubierto el sorprendente
resultado de que tal sustitucion ya no se requiere en el PLAG- (6-29) analogos de glucagon.

[0642] En algunas realizaciones un aminoacido del péptido de Clase 4 esté sustituido con al menos un residuo de
cisteina, en el que la cadena lateral del residuo de cisteina se modifica adicionalmente con un reactivo reactivo con
tiol, incluyendo, por ejemplo, maleimido, sulfona de vinilo, 2 -pyridylthio, haloalquilo, y haloacilo. Estos reactivos
reactivos tiol pueden contener carboxi, ceto, hidroxilo y grupos éter, asi como otros restos hidréfilos tales como
unidades de polietilenglicol. En una realizaciéon alternativa, un aminoacido del péptido de clase 4 se sustituye con
lisina, y la cadena lateral del residuo de lisina sustituyendo se modifica adicionalmente utilizando amina reactivos
reactivos, tales como ésteres activos (succinimido, anhidrido, etc.) de acidos carboxilicos o aldehidos de restos
hidréfilos tales como polietilenglicol. Segun algunas realizaciones, el residuo de lisina correspondiente a la posicion
12 del péptido natural esta sustituido con arginina y se inserta una Unica sustitucién de lisina por uno de los
aminoacidos correspondientes a la posicion 1, 16, 17, 20, 21, 24 o 29 de el péptido natural, o una lisina se afiade a
la N- o C-terminal del péptido de clase 4.

[0643] En otra realizacion, el residuo de metionina correspondiente a la posicion 27 del péptido natural se cambia a
leucina o norleucina para evitar la degradacion oxidativa del péptido.

[0644] En algunas realizaciones, los 4 péptidos clase descrita en el presente documento se modifican
adicionalmente por truncamiento o delecion de uno o dos aminoacidos de la C-terminal del péptido de glucagén (es
decir, el truncamiento de los aminoacidos en la posicion 29 o en las posiciones 28 y 29 del glucagén natural) sin
afectar la actividad y/o la potencia en el receptor de glucagén. A este respecto, el péptido de clase 4 descrito en el
presente documento puede, por ejemplo, consistir esencialmente en o consistir en los aminoacidos 1-27, 1-28, 2-27,
2-28, 3-27, 3-28, 4-27, 4-28, 5-27, 5-28, 6-27, 6-28 o del péptido de glucagén natural (SEQ ID NO: 1301) con una o
mas modificaciones resultante en la clase 4 actividad peptideic como se describe en el presente documento.

[0645] Los actualmente descritas Clase 4 péptidos también abarcan sustituciones de aminoacidos en las posiciones
que se sabe que no ser critica para la funcion del péptido de glucagoén. En algunas realizaciones las sustituciones
son sustituciones de aminoacidos conservativas en uno, dos o tres posiciones seleccionadas del grupo que consiste
de 2,5,6,7,8,9,12, 13, 14, 15, 16, 19, 22, 23 0 24 de la SEQ ID NO: 1339. en algunas realizaciones, el péptido de
Clase 4 comprende un péptido derivado de la SEQ ID NO: 1342 en el que el péptido de glucagén comprende un
adicional de aminoécidos de sustitucion con respecto a SEQ ID NO: 1342 en una a tres posiciones de aminoacidos
seleccionados de las posiciones 2, 5, 6, 8, 9, 12, 13 y 14. En algunas realizaciones, las sustituciones en las
posiciones 2, 5, 6, 8, 9, 12, 13 y 14 de la SEQ ID NO: 1342 son amino conservativa sustituciones de
aminoacidos. En algunas realizaciones, los aminoacidos correspondientes a las posiciones 16, 17, 20, 21, 24 o0 29
del péptido natural, y mas particularmente en la posicion 21 y/o 24 estan sustituidos con cisteina o lisina, donde una
cadena de PEG esta unida covalentemente a la cisteina sustituido o residuo de lisina.

[0646] Segun algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 modificada comprende dos o més cadenas de
polietilenglicol unidos covalentemente al péptido en el que el peso molecular total de las cadenas de glucagon es de
aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En algunas realizaciones el péptido pegilado Clase 4
comprende un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1312, y SEQ ID NO: 1322, en el que
dicho péptido comprende una cadena de polietilenglicol unido al aminoacido en las posiciones 11 y 19 y el peso
molecular combinado de los dos cadenas de PEG es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons.

[0647] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un péptido de clase 4 que comprende un péptido de
glucagén modificado seleccionado del grupo que consiste en: (ver diagramm) (ver diagramm)

Ri-Phe-Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Xaa-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-
Gln-Trp-Leu- Xaa-Asn-Thr-Rz (SEQ ID NO: 1309),

Ri-Phe-Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Xaa-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg- Ala-Gln-Xaa-Phe-Val-Gln-
Trp-Leu- Xaa-Asn-Thr- Ry (SEQ ID NO: 1310),
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R 1-Phe-Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Xaa Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gin-Asp-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Asn-Thr-R 2
(SEQ ID NO: 1311) y

Ri-Phe- Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Xaa-Tyr-Leu-Asp-Ser- Arg-Arg-Ala-Gln-Xaa-Phe-Val-
Xaa-Trp-Leu- Xaa-Asn-Thr- R> (SEQ ID NO: 1312),

en donde Xaa en la posicién 4 = acido aspartico, acido glutamico, acido cisteico o el acido homocisteico, Xaa en la
posicion 7 = Lys o Arg, Xaa en la posicion 10 es acido aspartico, acido cisteico, acido glutamico, acido
homoglutamico y acido homocisteico; Xaa en la posicion 11 es Ser, Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetilo
fenilalanina, Xaa en la posicion 16 es Asp, Lys, Cys, Orn, homocisteina o fenilalanina acetil una y Xaa en la posicién
19 es Gin, Lys, Cys, Orn, homocisteina y fenilalanina acetilo, Xaa en la posicién 22 = Met, Leu o Nle, R1 es OH o
NH2, y R2 es COOH o CONH 2, en el que el péptido se pegilado en la posiciéon 11 para la SEQ ID NO: 1309, en la
posicion 16 para la SEQ ID NO: 1 310, la posicion 19 de SEQ ID NO: 1311 y en las posiciones 16 y 19 de la SEQ ID
NO: 1312, con la condicién de que cuando Xaa en la posicion 4 = acido aspartico entonces R 1 es OH. Segun
algunas realizaciones, el péptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1 310 o SEQ ID NO:
1311, en el que R1 es OH y R2 es CONH 2. En algunas realizaciones, el péptido comprende la secuencia de SEQ
ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1 310 o SEQ ID NO: 1311, en el que R1 es OH, R2 es CONH 2 y el aminoacido en la
posicion 4 es el acido aspartico, y en una realizacion adicional dichos péptidos comprenden un carboxi extension
terminal que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1319.

[0648] Segun algunas realizaciones, el péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1313, SEQ ID NO: 1314, y SEQ ID NO: 1316, en el que el
péptido se pegilado en la posicion 11 para la SEQ ID NO: 1309 y SEQ ID NO: 1313, pegilado en la posicion 16 para
la SEQ ID NO: 1310, y pegilado en la posicion 19 para la SEQ ID NO: 1310 y SEQ ID NO: 1314. en algunas
realizaciones, el agonista de glucagén comprende el péptido de SEQ ID NO: 1 313 o SEQ ID NO: 1314. en algunas
realizaciones, el aminoacido C-terminal de los péptidos de la clase 4 descritos en el presente documento tienen un
grupo amida en lugar del grupo de &cido carboxilico que estd presente en el aminoacido natural. Segun algunas
realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1318.

[0649] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un péptido de Clase 4, en el que una proteina de plasma
se ha unido covalentemente a una cadena lateral de aminoacidos del péptido para mejorar la solubilidad, estabilidad
y/o la farmacocinética del péptido de glucagon. Por ejemplo, la albumina de suero puede unirse covalentemente a la
clase de 4 péptidos presentados en el presente documento. En algunas realizaciones, la proteina plasmatica se une
covalentemente a un aminoacido correspondiente a la posicién 16, 17, 20, 21, 24 o 29 del péptido glucagon
natural. Mas particularmente, en algunas realizaciones, la proteina de plasma se une a un aminoacido
correspondiente a la posicion 16 o 24 del péptido glucagon natural, en el que el péptido de Clase 4 comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 1303, SEQ ID NO: 1304, SEQ ID NO: 1305, SEQ ID NO: 1306, SEQ ID NO: 1307, SEQ
ID NO: 1308, SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1311, SEQ ID NO: 1312, SEQ ID NO: 1322, SEQ ID NO: 1323, SEQ
ID NO: 1324, SEQ ID NO: 1325, SEQ ID NO: 1326, SEQ ID NO: 1327, SEQ ID NO: 1328, SEQ ID NO: 1336 y SEQ
ID NO: 1339. En algunas realizaciones de la Clase 4 péptido comprende un péptido seleccionado del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1311 y SEQ ID NO: 1312.

[0650] Segun algunas realizaciones, se proporciona un péptido de clase 4 en el que una secuencia de aminoacidos
lineal que representa la parte Fc de una molécula de inmunoglobulina se ha unido covalentemente a una cadena
lateral de aminoacidos de un péptido de clase 4 descrito en la presente para mejorar la solubilidad , la estabilidad y/o
farmacocinética del péptido de glucagon. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos que representa la parte Fc de
una molécula de inmunoglobulina puede unirse covalentemente a la posicion 11, 12, 15, 16, 19, 21 o 24 del péptido
de glucagén de la SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1339 , o un analogo del glucagon de la misma. En algunas
realizaciones el péptido Fc se une covalentemente a la posicion 11 o 19 del péptido de clase 4 de la SEQ ID NO:
1306, SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1 308 o SEQ ID NO: 1336. La parte Fc es generalmente aislado de IgG, pero
el fragmento de péptido Fc de cualquier inmunoglobulina debe funcionar de forma equivalente. En algunas
realizaciones, el péptido de glucagon se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1303, SEQ ID NO: 1304,
SEQ ID NO: 1305, SEQ ID NO: 1 307 SEQ ID NO: 1308, y SEQ ID NO: 1339, en la que la parte Fc esta ligado a la
posicion correspondiente dE'8, 17, 20, 21, 24 o 29 del péptido glucagdn natural. En algunas realizaciones, el péptido
de Clase 4 comprende un péptido de glucagdn seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1309, SEQ ID
NO: 1310, SEQ ID NO: 1311 y SEQ ID NO: 1312, donde el péptido Fc se une a la parte cadena del aminoacido
situado en la posicion 11, 16 0 19 de la SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1311, respectivamente, y
en ambas posiciones 11y 19 de SEQ ID NO: 1312.

[0651] En ciertas realizaciones de la invencion, el péptido de Clase 4 comprende la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1362, 1364 a 1367,y 1371.

Modificaciones para mejorar la solubilidad,
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[0652] La clase 4 péptidos se pueden modificar adicionalmente para mejorar la solubilidad del péptido en soluciones
acuosas a pH fisiolégico, mientras que, en algunos aspectos reteniendo una actividad antagonista del glucagon. La
introduccion de grupos hidréfilos en las posiciones correspondientes a las posiciones 1, 16, 17, 20, 21, 24 y 29 del
péptido natural, o en el C-terminal, puede mejorar la solubilidad del péptido de clase 4 resultante en soluciones que
tienen un pH fisioldgico , al tiempo que conserva el padre compuestos actividad antagonista. Por lo tanto, en algunas
realizaciones las actualmente descritas Clase 4 péptidos se modifican adicionalmente para comprender uno o mas
grupos hidréfilos unidos covalentemente a las cadenas laterales de aminoacidos correspondientes a las posiciones
de aminoacidos 1, 16, 17, 20, 21, 24 y 29 de la péptido de glucagdn natural o del aminoacido N- o C-terminal. En
una realizacion adicional las cadenas laterales de aminoacidos correspondientes a las posiciones de aminoacidos 16
y 24 del péptido glucagén natural estan unidos covalentemente a grupos hidréfilos, y en algunas realizaciones el
grupo hidréfilo es polietilenglicol (PEG).

[0653] Los solicitantes también han descubierto que el glucagdén natural puede ser modificado mediante la
introduccion de carga en su extremo carboxi para mejorar la solubilidad del péptido al tiempo que conserva las
propiedades agonistas del péptido. La solubilidad mejorada permite la preparacién y almacenamiento de soluciones
de glucagoén a pH casi neutro. La formulacién de soluciones de glucagén a valores de pH relativamente neutro (por
ejemplo pH de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0) mejora la estabilidad a largo plazo de los péptidos de
la clase 4.

[0654] Una vez mas, los solicitantes anticipan que los péptidos de la clase 4 descritos en el presente documento
pueden modificarse de manera similar para mejorar su solubilidad en soluciones acuosas a pH relativamente neutro
(por ejemplo pH de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0) al tiempo que conserva las propiedades
antagonistas de la proteina precursor. Por consiguiente, algunas realizaciones de la presente invencion se dirige a
un péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1339 que ha sido modificado ain mas con respecto a los aminoacidos
naturals presentes en las posiciones 6-29 de la glucagon de tipo natural (SEQ ID NO: 1301) afadir carga al péptido
por la sustitucion de acidos naturals no cargados aminoacidos con aminoacidos cargados, o la adicion de
aminoacidos cargados al extremo carboxi. Segin algunas otras realizaciones, uno a tres de los aminoacidos
naturals no cargados del péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1 339 se sustituyen con un aminoacido cargado. En
algunas realizaciones, el aminoacido cargado se selecciona del grupo que consiste en lisina, arginina, histidina,
acido aspartico y acido glutamico. Mas en particular, los solicitantes han descubierto que sustituyendo el aminoacido
que se produce normalmente en la posicion 28 y/o 29 con respecto al glucagén natural con aminoécidos cargados
correspondiente, y/o la adiciéon de uno a dos aminoacidos cargados en el término carboxi de la Clase 4 péptido,
mejora la solubilidad y la estabilidad de los péptidos de la clase 4 en soluciones acuosas a pHs fisioldgicamente
relevantes (es decir, un pH de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5). En consecuencia, se prevé que tales
modificaciones del péptido de clase 4 descrito en la presente para tener un efecto similar sobre la solubilidad en
soluciones acuosas, particularmente a un pH que varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 8,0, al tiempo
que conserva la actividad biolégica del péptido precursor.

[0655] Segun algunas realizaciones, el péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1 339 se modifica mediante la
sustitucion del aminoacido natural en la posiciéon 28 y/o 29 con respecto al glucagén natural con un aminoacido
cargado negativamente correspondiente (por ejemplo, aspartico acido o acido glutamico) y, opcionalmente, la
adicion de un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, acido aspartico o acido glutamico) al extremo
carboxi del péptido. En una realizacion alternativa el péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1 339 se modifica
mediante la sustitucion del aminoacido natural en la posicidon correspondiente 29 con respecto al glucagén natural
con un aminoacido cargado positivamente (por ejemplo, lisina, arginina o histidina) y opcionalmente el Ademas de
uno o dos aminoacidos con carga positiva (por ejemplo, lisina, arginina o histidina) en el extremo carboxi terminal del
péptido. Seguin algunas otras realizaciones un péptido de clase 4 que tiene una mejor solubilidad y estabilidad se
proporciona en el que el péptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1341 con la condicién de
que al menos uno aminoacidos en la posicién, 23, 0 24 de la SEQ ID NO : 1341 esta sustituido con un aminoacido
acido, y/o se afiade un aminoacido acido adicional en el extremo carboxi de la SEQ ID NO: 1341. en algunas
realizaciones, los aminoacidos acidos se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Asp, Glu, acido
cisteico y acido homocisteico.

[0656] Segun algunas otras realizaciones una clase 4 péptido que tiene una mejor solubilidad y estabilidad se
proporciona en el que el antagonista comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1341, SEQ ID NO:
1342, SEQ ID NO: 1 343 o SEQ ID NO: 1344, en el que al menos uno de los aminoacidos en las posiciones 23 o 24
esta sustituido con un residuo de aminoacido no natural (es decir, al menos un aminoacido presente en la posicion
23 0 24 del andlogo es un aminoacido acido diferente de la amino acido presente en la posicidon correspondiente en
SEQ ID NO: 1307). Segun algunas otras realizaciones se proporciona un agonista de glucagén comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 1341 o 1342 con la condiciéon de que cuando el aminoacido en la posicion 23 es
asparagina y el aminoacido en la posicidon 24 es treonina, el péptido ademas uno comprende a dos aminoacidos,
seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en Lys, Arg, His, Asp o Glu, afiadido al extremo
carboxilo terminal del péptido de clase 4.

[0657] En otra realizacion, la solubilidad del péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1 342 se puede mejorar mediante
la unién covalente de un resto hidréfilo por un residuo de aminoacido en la posicion 11, 12, 15, 16, 19 0 24, y, en
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algunos realizaciones, el resto hidréfilo esta unido a un aminoacido en la posicion 11, 16 0 19, y en una realizacién
adicional el resto hidréfilo esta ligada al acido 19. en algunas realizaciones, el resto hidrofilo es una proteina
plasmatica o la parte Fc de una inmunoglobulina amino , y en una realizacion alternativa el resto hidréfilo es una
cadena hidrocarbonada hidréfila. En algunas realizaciones, el resto hidréfilo es polietilenglicol, que tiene un peso
molecular seleccionado de entre el intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En otra
realizacion, el resto hidréfilo es polietilenglicol, que tiene un peso molecular de al menos aproximadamente 20.000
Daltons. En algunas realizaciones el polietileno modificado Clase 4 péptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1311, SEQ ID NO: 1312, SEQ ID NO: 1343, SEQ ID NO: 1344
o0 SEQ ID NO: 1345.

Modificaciones para mejorar la estabilidad,

[0658] La secuencia Asp-Ser en la posicion 15-16 de glucagon natural ha sido identificado como un dipéptido Unica
inestable que conduce a la escisiéon quimica prematura de la hormona natural en tampones acuosos. Por ejemplo,
cuando se mantiene a 0,01 N HCIl a 37 oC durante 2 semanas, mas del 50% de la glucagén natural se puede
escindir en fragmentos. Los dos péptidos de escision liberadas 1-15 y 16-29 estan desprovistos de actividad
biolégica similar al glucagén y por lo tanto representan una limitacion de la pre-formulaciéon acuosa de glucagon y
sus analogos relacionados. La sustitucion quimica selectiva de la Asp en la posicion 15 del péptido de glucagén
natural con Glu ha observado para eliminar virtualmente la escision quimica del enlace 15-16 péptido.

[0659] Por consiguiente, se espera que los péptidos de la clase 4 de la presente invencion pueden modificarse de
manera similar para disminuir su susceptibilidad a la escision quimica prematura en tampones acuosos. Segun
algunas realizaciones de los péptidos de la clase 4 descritos en el presente documento pueden modificarse
adicionalmente para aumentar su estabilidad en soluciones acuosas mediante la sustitucion del aminoacido
aspartico natural, situado en la posicion 15 del péptido de glucagéon natural, con un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en acido cisteico, acido glutamico, acido homoglutamico y acido homocisteico. Segun algunas
otras realizaciones el residuo de acido aspartico en la posicion 10 del péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1339
puede estar sustituido con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido cisteico, acido glutamico,
acido homoglutamico y acido homocisteico, y en algunas realizaciones, el acido aspartico natural en la posicién 10
de la SEQ ID NO: 1339 se sustituye con &cido glutamico. Segun algunas otras realizaciones se proporciona un
péptido 4 Clase que tiene una estabilidad mejorada en soluciones acuosas en el que el antagonista comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1340 y SEQ ID NO: 1342. En otra
realizacion, el péptido de Clase 4 esta amidado.

[0660] Segun algunas otras realizaciones, el aumento de la estabilidad a modo de reduccion de la degradacion del
péptido de clase 4 se describe en el presente documento también se puede conseguir mediante la sustitucion de la
serina en la posicién 16 (segun la numeracion de glucagén natural) con acido glutamico, &cido cisteico , acido homo-
glutdmico, o acido homo-cisteico. En una realizacion especifica, la serina en la posicion 16 (segun el glucagon
secuencia de numeracion natural) se sustituye con acido glutamico. En un aspecto mas especifico, el péptido de
Clase 4, que comprende una modificacion de este tipo comprende un carboxilato C-terminal y no esta amidado.

[0661] Segun algunas ofras realizaciones, se proporciona un péptido de clase 4 que comprende un péptido de
glucagén seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1339, SEQ ID
NO: 1340, SEQ ID NO: 1341, SEQ ID NO: 1342, SEQ ID NO: 1343 y SEQ ID NO: 1344, modificado adicionalmente
por una o mas sustituciones adicionales de aminoacidos en posiciones correspondientes a las posiciones 11, 12, 15,
16, 19 y/o 24 del péptido glucagdn natural, en el que las sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion
con un aminoéacido que tiene una cadena lateral adecuada para la reticulacion con restos hidréfilos, incluyendo por
ejemplo, PEG. El péptido puede estar sustituido con un aminoacido de origen natural o sintético (de origen no
natural) de aminoacidos. Sintético o de origen no natural aminoacidos se refieren a aminoacidos que no ocurren de
forma natural in vivo pero que, sin embargo, se pueden incorporar en las estructuras peptidicas descritas aqui. En
algunas realizaciones se proporciona un péptido de clase 4 en el que el péptido comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 1307, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1339, SEQ ID NO: 1340, SEQ ID NO: 1341, SEQ ID NO: 1342, SEQ ID
NO: 1343 y SEQ ID NO: 1344, y comprende ademéas una cadena de polietilenglicol unido a la posicion
correspondiente 21 o 24 del péptido de glucagén natural. En una realizacién adicional, el C-terminal del péptido de
clase 4 se modifica para reemplazar el grupo acido carboxilico con un grupo amida.

péptidos de fusién y conjugados

[0662] La presente divulgacion también abarca los péptidos de la clase 4 de fusidn péptido en el que un segundo
péptido se ha fusionado con el C-terminal del péptido de clase 4. Mas en particular, el péptido de fusién puede
comprender un péptido de péptidos de clase 4 de la SEQ ID NO: 1344 que comprende ademas una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1319 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 1320 (Lys Arg Asn Arg Asn Asn lle Ala ) o SEQ ID
NO: 1321 (Lys Arg Asn Arg) unido a la amino acido C-terminal del péptido de clase 4. En algunas realizaciones, la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1319 (GPSSGAPPPS) esta unido al aminoacido 24 del péptido de clase
4 de la SEQ ID NO: 1342 a través de un enlace peptidico. En otra realizacién, el péptido de fusién comprende un
péptido péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1339, SEQ ID NO: 1340, SEQ ID
NO: 1 341 o SEQ ID NO: 1343 que ademas comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1319
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(GPSSGAPPPS) unido a acido 24 del péptido de Clase 4 amino. En otra realizacion, el péptido de fusion comprende
un péptido péptido de clase 4 de la SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1337, SEQ ID NO: 1338, SEQ
ID NO: 1339, SEQ ID NO: 1 341 o SEQ ID NO: 1 343 que comprende ademas una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1320, SEQ ID NO: 1 321 o SEQ ID NO: 1353 ligado a acido 24 del péptido de Clase 4 amino. En
algunas realizaciones, el péptido de fusion 4 péptido de Clase comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1346 y SEQ ID NO 1347. En una realizacién adicional, el extremo C-terminal del
péptido de fusion esta modificada para sustituir el grupo acido carboxilico con un grupo amida.

[0663] En algunas realizaciones se proporciona un péptido de fusion 4 péptido de clase en el que la parte de péptido
de clase 4 del péptido de fusion se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1303, SEQ ID NO: 1304, SEQ
ID NO: 1305, SEQ ID NO: 1306, SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1308, SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1311, SEQ
ID NO: 1312, SEQ ID NO: 1313, SEQ ID NO: 1314, SEQ ID NO : 1315, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1316, SEQ
ID NO: 1317, SEQ ID NO: 1318 y SEQ ID NO: 1339 y la secuencia de la SEQ ID NO: 1 319 se fusiona con el
extremo carboxilo terminal de la Clase 4 parte de péptido, y en el que la cadena de PEG, cuando esta presente, se
selecciona del intervalo de 500 a 40.000 Daltons. Mas particularmente, en algunas realizaciones, el segmento de
péptido de clase 4 se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1313, SEQ ID NO: 1314, SEQ ID NO: 1315,
SEQ ID NO: 1316, SEQ ID NO: 1346 y SEQ ID NO: 1347 en el que la cadena de PEG se selecciona del intervalo de
aproximadamente 500 a aproximadamente 5.000 Daltons, y mas particularmente, en algunas realizaciones, la
cadena de PEG es de aproximadamente 1.000 Daltons. En una realizacién adicional, el C-terminal esta modificada
para sustituir el grupo &cido carboxilico con un grupo amida.

[0664] El péptido de clase 4 puede comprender ademas uno o dos aminoacidos cargados afadié al extremo
carboxi. En algunas otras realizaciones, en el que uno o dos aminoacidos cargados se afiaden al extremo carboxi de
la SEQ ID NO: 1 344, los aminoacidos estan cargados negativamente aminoacidos, incluyendo por ejemplo acido
glutamico y acido aspartico. En algunas realizaciones, el péptido de Clase 4 comprende la secuencia de SEQ ID NO:
1342 en el que al menos una de las posiciones correspondientes 27 y 28 en relacion con el péptido de glucagon
natural comprende un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido aspartico y acido glutamico y en el
que SEQ ID NO: 1 342 se modifica opcionalmente para incluir una adicién de uno a dos aminoacidos cargados
negativamente afnadido al extremo carboxi. En algunas realizaciones, los aminoacidos cargados negativamente son
el acido glutamico o acido aspartico.

[0665] Los péptidos de clase 4 descritos en el presente documento se pueden combinar con otros agentes activos,
incluyendo, por ejemplo, insulina, para tratar enfermedades o condiciones que se caracterizan por actividad de
glucagon excesiva. En algunas realizaciones, los péptidos de la clase 4 que han sido modificados para ser unido
covalentemente a una cadena de PEG que tiene un peso molecular mayor de 10.000 Daltons se pueden administrar
en combinacion con la insulina para ayudar a mantener los niveles de glucosa en la sangre estable en los
diabéticos. La clase 4 péptidos de la presente divulgacién se pueden administrar conjuntamente con la insulina como
una sola composicion, administrados simultaneamente como soluciones separadas, o alternativamente, la insulina y
el péptido de Clase 4 se pueden administrar en diferentes momentos uno respecto al otro. En algunas realizaciones,
la composiciéon que comprende la insulina y la composiciéon que comprende el péptido de Clase 4 se administran
dentro de 12 horas uno del otro. La proparte exacta del péptido de clase 4 con relacién a la insulina administrada
dependera en parte en la determinacion de los niveles de glucagén del paciente, y puede determinarse mediante
experimentacion rutinaria.

Péptidos dimero

[0666] La presente descripcion también abarca multimeros de la clase modificado 4 péptidos descritos en el
presente documento. Dos o mas de la Clase modificado 4 péptidos pueden ser unidos entre si usando agentes y
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica enlazan estandar. Por ejemplo, los dimeros se pueden
formar entre dos modificados Clase 4 péptidos mediante el uso de agentes de reticulacion bifuncionales tiol y
reticulantes de amina bifuncionales, en particular para la clase de 4 péptidos que han sido sustituidos (en las
posiciones 11, 16 0 19, por ejemplo) con cisteina , los residuos de ornitina lisina, homocisteina o acetilo fenilalanina
(por ejemplo, SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1311 y SEQ ID NO: 1312). El dimero puede ser un
homodimero o, alternativamente, puede ser un heterodimero. En algunas realizaciones se forma el dimero entre dos
Clase 4 péptidos seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1308, SEQ ID NO:
1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1311, SEQ ID NO: 1312, SEQ ID NO: 1345, SEQ ID NO: 1346, o SEQ ID NO:
1347, en el que los dos péptidos estan unidos entre si a través de un enlazador unido a la posiciéon 11 de cada
péptido, 16 de cada péptido, o la posicién 19 de cada péptido o cualquier combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, el enlace es un enlace disulfuro entre un Cys11 a Cys11 o Cys19 una a Cys19 o un resto Cys11 a
Cys19 de los respectivos Clase 4 péptidos peptidicos.

[0667] Del mismo modo, un dimero puede estar formada entre dos Clase 4 péptidos péptido seleccionado
independientemente del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1303, SEQ ID NO: 1304, SEQ ID NO: 1305, SEQ ID
NO: 1306, SEQ ID NO : 1307, SEQ ID NO: 1308, SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1310, SEQ ID NO: 1311, SEQ ID
NO: 1312, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1337, SEQ ID NO: 1338, SEQ ID NO: 1339 y SEQ ID NO: 1342 en el que
se forma la conexion entre las posiciones de aminoacidos independientemente seleccionados de las posiciones 16,
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21y 24 con respecto al péptido de glucagén natural.

[0668] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un péptido dimero Clase 4 comprenden dos Clase 4
péptidos, comprendiendo cada uno la secuencia de SEQ ID NO: 1346, en el que los dos antagonistas estén unidos
entre si por un enlace disulfuro a través de la posicién de aminoacido 25 . En otra realizaciéon se proporciona un
dimero peptidico de clase 4 que comprende dos clase 4 péptidos, comprendiendo cada uno la secuencia de SEQ ID
NO: 1347, en el que los dos antagonistas estan unidos entre si por un enlace disulfuro a través de la posicion de
aminoacido 35. En algunas realizaciones el dimero se forma a partir de los péptidos de la clase 4 de SEQ ID NO:
1346 y SEQ ID NO: 1347 acido en el que el aminoacido en la posicion 10 es glutamico.

[0669] En algunas realizaciones, el dimero comprende un homodimero de un péptido de fusion 4 péptido clase
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1308, SEQ ID NO: 1336, SEQ ID NO: 1337,
SEQ ID NO: 1340, SEQ ID NO: 1339, N°: 1340, SEQ ID NO: 1341, SEQ ID NO: 1342 y las sales farmacéuticamente
aceptables de dichos Clase 4 péptidos. Segun algunas otras realizaciones se proporciona un dimero que comprende
una primera clase 4 péptido unido a un segundo péptido de clase 4 a través de un enlazador, en el que el primer y
segundo péptidos de la dimero se seleccionan independientemente del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1307,
SEQ ID N°: 1308, SEQ ID N°: 1336, SEQ ID N°: 1337, SEQ ID N°: 1339, SEQ ID N°: 1340, SEQ ID N°: 1341, y SEQ
ID NO: 1342, y sales farmacéuticamente aceptables de dichos polipéptidos de glucagén . En otra realizacion la
primera y segunda clase 4 péptidos de la dimero se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 1307, SEQ ID NO: 1308, SEQ ID NO: 1336 y SEQ ID NO: 1339.

[0670] En otra realizacién, el dimero comprende un homodimero de un péptido de clase 4 seleccionado del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 1323, SEQ ID NO: 1324, SEQ ID NO: 1325, SEQ ID NO: 1326, SEQ ID NO: 1327, SEQ
ID NO: 1328, SEQ ID NO: 1329, SEQ ID NO: 1330, SEQ ID NO: 1331. En otra realizacion, un dimero de péptido de
clase 4 se proporciona en el que el primer y segundo péptidos de la dimero comprenden un aminoacido secuencia
selecciona independientemente del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1323, SEQ ID NO: 1324, SEQ ID NO: 1325,
SEQ ID NO: 1326, SEQ ID NO: 1327 y SEQ ID NO: 1328. En otra realizaciéon, los comprende dimero un
homodimero de un péptido de clase 4 seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1309, SEQ ID NO: 1311
y SEQ ID NO: 1312, en el que el péptido comprende ademas una cadena de polietilenglicol unido covalentemente a
la posicion 11 o 19 de la glucagén péptido.

[0671] EI péptido relacionado con glucagén 4 Clase puede comprender la secuencia de aminoacidos de cualquiera
de SEQ ID NOs: 1301-1371, opcionalmente con hasta 1, 2, 3, otras 4, o 5 modificaciones que retienen la actividad
antagonista del glucagon.

Péptidos relacionados con glucagén de clase 5

[0672] En ciertas realizaciones, un péptido relacionado con glucagén es un péptido relacionado con glucagén de
clase 5 (ver, por ejemplo, Solicitud de Patente internacional N° WO 2009/058734).

[0673] Todas las secuencias bioldgicas referencia en la seccioén siguiente (SEQ ID NOs: 1401-1518) corresponden a
SEQ ID NOs .: 1-118 en la Solicitud de Patente Internacional N° WO 2009/058734.

Actividad

[0674] En ciertos aspectos una péptido relacionado con glucagén de clase 5 (en lo sucesivo referido como una
"péptido de clase 5") puede ser un agonista antagonista de glucagén/GLP-1.Los antagonistas de
glucagén/agonistas de GLP-1 se utilizan en cualquier entorno en el que se desea la supresién de agonismo
glucagon, mientras que también se desea la estimulaciéon simultanea de la actividad de GLP-1. Por ejemplo, la
actividad antagonista del glucagén en conjuncién con GLP-1 estimulacion se puede utilizar en el tratamiento de la
diabetes, donde el antagonismo del glucagdén se ha demostrado en modelos preclinicos de la hiperglucemia para
producir un descenso de la glucosa en sangre y la actividad de GLP-1 esta asociada con la insulina produccién. Los
compuestos que demuestran la actividad de GLP-1 también se han conocido por ser util para el tratamiento de la
obesidad y la prevencién del aumento de peso.

[0675] En ciertos aspectos se cree péptidos de clase 5 para ser adecuado para cualquier uso que ha sido
previamente descrito para otros antagonistas de glucagén/agonistas de GLP-1. Estas dos actividades por separado
han demostrado ser propiedades altamente deseables para el tratamiento del sindrome metabdlico, especificamente
la diabetes y la obesidad. La actividad antagonista del glucagén es util en cualquier entorno en el que se desea la
supresion de agonismo glucagén. La presencia de agonismo de GLP-1 suprime aun mas la secrecién endégena de
glucagén del pancreas, mientras que la estimulacion de la sintesis y secrecion de insulina. Las dos acciones
farmacoldgicas sirven de una manera sinérgica para normalizar las alteraciones metabdlicas. Por consiguiente, la
péptidos de clase 5 se pueden utilizar para tratar la hiperglucemia, o tratar otras enfermedades metabdlicas que
resultan de niveles elevados de glucagén o los niveles altos de glucosa en sangre. Segun algunas realizaciones, el
paciente a ser tratado usando el antagonista de glucagén/agonista de GLP-1s tales como péptidos de clase 5
descritos en el presente documento es un animal domesticado, y en otra realizacion el paciente a ser tratado es un
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humano. Los estudios sugieren que la falta de supresién de glucagén en pacientes diabéticos contribuye a la
hiperglucemia posprandial, en parte, a través de la glucogendlisis acelerada. El analisis de glucosa en la sangre
durante una Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral (OGTT), y en presencia o ausencia de supresion de glucagén
somatostatina inducida ha mostrado un aumento significativo en la glucosa en sujetos con los niveles de glucagén
elevados. Segun ello, un antagonista de glucagén/agonista de GLP-1s o Clase 5 péptidos descritos en el presente
documento pueden utilizarse para tratar la hiperglucemia, y se espera que sean utiles para tratar una variedad de
tipos de diabetes, incluyendo diabetes mellitus tipo |, diabetes mellitus tipo I, o diabetes gestacional diabetes, ya sea
dependiente de insulina o no dependiente de insulina, y la reduccién de las complicaciones de la diabetes,
incluyendo nefropatia, retinopatia y enfermedad vascular.

[0676] Se espera que tales procedimientos para reducir el apetito o promover la pérdida de peso corporal para ser
util en la reduccién de peso corporal, la prevencién del aumento de peso, o tratar la obesidad de diversas causas,
incluyendo la obesidad inducida por farmacos, y la reducciéon de las complicaciones asociadas con la obesidad,
incluyendo la enfermedad vascular (enfermedad arterial coronaria, accidente cerebrovascular, enfermedad vascular
periférica, la reperfusion de la isquemia, etc.), hipertension, apariciéon de la diabetes tipo Il, hiperlipidemia y
enfermedades musculoesqueléticas.

[0677] Las composiciones farmacéuticas que comprenden la péptidos de clase 5 se pueden formular y administrar a
los pacientes que utilizan portadores y vias de administracién conocidos por los expertos en la técnica aceptables
pharmaeuctically estandar. En consecuencia, la presente descripcion también abarca composiciones farmacéuticas
que comprenden uno o mas péptidos de clase 5 descritos en el presente documento en combinacion con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender la péptidos de clase 5
como el unico componente farmacéuticamente activo, o de la péptidos de clase 5 pueden ser combinados con uno o
mas agentes activos adicionales. Segun algunas realizaciones, una composiciéon se proporciona que comprende un
péptido de clase 5 y la insulina o un analogo de insulina. Alternativamente, se proporciona una composiciéon para
inducir la pérdida de peso o prevenir el aumento de peso puede estar previsto que comprende la secuencia de SEQ
ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451 que comprende ademas la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1421
(GPSSGAPPPS) o SEQ ID NO: 1450 unido al aminogcido 24 de la SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451, y un
péptido anti-obesidad. Los péptidos anti-obesidad adecuados incluyen los descritos en las patentes US 5,691,309,
6,436,435 o solicitud de patente de EE.UU. 20050176643.

Estructura de péptido de clase 5

[0678] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un péptido de Clase 5 que comprende un péptido de tipo
glucagén que ha sido modificada por la delecién de los primeros 1 a 5 residuos de aminoacidos (por ejemplo,
primero de aminoéacidos, dos primeros aminoacidos, los primeros tres aminoacidos , primeros cuatro aminoacidos,
cinco primeros aminoacidos) de la N-terminal, y la estabilizacion de la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal
del compuesto (aproximadamente las posiciones de aminoacidos 12-29 segun la numeracion de aminoacidos de
natural escriba glucagén, SEQ ID NO: 1401), por ejemplo, por la uniéon de las cadenas laterales de pares de
aminoacidos, seleccionados de las posiciones 12y 16, 16 y 20, 20 y 24, y 24 y 28 (en relacion con el péptido de
glucagon natural secuencia), entre si a través de enlaces de hidrégeno o interacciones idnicas, tales como la
formacion de puentes salinos, o por enlaces covalentes. Alternativamente, la estabilizacion de la hélice alfa
alrededor residuos 12-29 se logra mediante la introduccidén de una o mas aminoacido alfa, alfa disustituidos en las
posiciones que retienen la actividad deseada. En algunas realizaciones, uno, dos, tres, cuatro o mas de las
posiciones 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24 o 29 (segun la numeracién de aminoacidos del glucagén de tipo natural) del
péptido de Clase 5 o andlogo del mismo esté sustituido con un aminoacido alfa, alfa disustituido. Por ejemplo, la
sustitucion de la posicién 16 (segun la numeracién de aminoacidos del glucagén de tipo natural) de un péptido de
clase 5 o analogo del mismo con acido amino iso-butirico (Aib) proporciona una hélice alfa estabilizado en ausencia
de un puente salino o lactama. En algunas realizaciones, uno, dos, tres o0 mas de las posiciones 16, 20, 21 o0 24
(segun la numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural) estan sustituidos con Aib.

[0679] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un péptido de clase 5 en donde el péptido muestra al
menos 80% de la agonismo maximo conseguido por GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, y muestra actividad
antagonista de glucagén que reduce el maximo glucagén la produccién de AMPc inducida en el receptor de
glucagén en al menos aproximadamente 50%, medido por la producciéon de AMPc en un ensayo in vitro. En algunas
realizaciones, el péptido de clase 5 muestra al menos 90% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1,
y muestra actividad antagonista de glucagoén, que reduce la produccién maxima de AMPc inducida por glucagon en
el receptor de glucagon por al menos aproximadamente el 80%.

[0680] Segun algunas realizaciones, el péptido de clase 5 comprende un péptido derivado de la SEQ ID NO: 1402
en el que el péptido comprende mas sustituciones de aminoacidos con relacion a la SEQ ID NO: 1402 en una a tres
posiciones de aminoacidos seleccionados de las posiciones 1, 2, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19,22 y
24, y muestra al menos 90% de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1, y muestra actividad
antagonista de glucagon, que reduce la produccion maxima de AMPc inducida por glucagénen el receptor de
glucagoén en al menos aproximadamente 80%.
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[0681] En algunas realizaciones, la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal del péptido de Clase 5
(aproximadamente los aminoacidos 12-29 segun la numeracién de aminoacidos del glucagéon de tipo natural) se
estabiliza mediante, por ejemplo, formacion de una covalente o puente intramolecular no covalente, o sustitucion y/o
insercion de aminoacidos en torno a las posiciones 12-29 con un acido alfa hélice-estabilizacion de amino (por
ejemplo, un alfa, alfa disustituida aminoacido). En algunas realizaciones, uno, dos, tres, cuatro o mas de las
posiciones 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24 o 29 (segun la numeracién de aminoacidos del glucagén de tipo natural) del
péptido de Clase 5 o analogo del mismo esta sustituido con un alfa, alfa disustituida de aminoacidos, por ejemplo,
amino acido isobutirico (Aib). Por ejemplo, la sustitucion de la posicion 16 (segun la numeracién de aminoacidos del
glucagon de tipo natural) de un péptido de clase 5 o analogo del mismo con acido amino iso-butirico (Aib)
proporciona una hélice alfa estabilizado en ausencia de un puente salino o lactama.

[0682] En algunas realizaciones, el péptido de clase 5 comprende SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451, y mas
particularmente, una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ
ID NO : 1407, SEQ ID NO: 1408, SEQ ID NO: 1409, SEQ ID NO: 1416, SEQ ID NO: 1417, SEQ ID NO: 1418, SEQ
ID NO: 1419, SEQ ID NO: 1422, SEQ ID NO: 1423 , SEQ ID NO: 1424 y SEQ ID NO: 1425. En otras otras
realizaciones el péptido de clase 5 comprende un péptido derivado de la SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451 en
el que el péptido comprende un ademas aminoacido sustituciéon comparaciéon con la SEQ ID NO: 1415 o SEQ ID NO:
1451 en una a tres posiciones de aminoacidos seleccionadas de las posiciones 1, 2, 5, 6, 8, 9, 12, 13 y 14. En
algunas realizaciones, las sustituciones en las posiciones 1, 2, 5, 6 , 8, 9, 12, 13 y 14 son sustituciones
conservativas de aminoacidos. En algunas realizaciones, la treonina en la posicion 24 de la SEQ ID NO: 1 405 o
SEQ ID NO: 1 406 es sustituido por glicina.

[0683] Segun algunas realizaciones, el péptido de clase 5 representa una modificacién adicional de la péptido en el
que ademas de la supresion N-terminal, la fenilalanina en la posicién 6 del péptido de glucagén natural se modifica,
por ejemplo, para comprender un grupo hidroxilo en lugar del grupo amino N-terminal. En una realizacién adicional el
acido carboxilico natural del aminoacido C-terminal se sustituye con un grupo de carga neutra, tal como una amida o
éster.

[0684] Segun algunas realizaciones, péptidos de clase 5 se han preparado en el que se han eliminado los primeros
tres a cinco aminoacidos del glucagén natural, el aminoacido en la posicién 9, con respecto al péptido de tipo
glucagon natural, se ha sustituido con un amino acido seleccionado del grupo que consiste en acido glutamico, acido
homoglutamico, acido beta-homoglutamico, un derivado de acido sulfénico de la cisteina, o un derivado
alquilcarboxilato de cisteina que tiene la estructura de:

HoN COOH

en la que Xs es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4, o alquinilo C2-C4, y la estructura de hélice alfa en la parte C-terminal
de glucagon (aproximadamente los aminoacidos 12-29 segun la numeracion de aminoacidos del glucagon de tipo
natural) se estabiliza, por ejemplo, a través de una lactama puente esta formado entre las cadenas laterales de los
aminoacidos 12 y 16 o entre los aminoacidos 16 y 20, en relacion con el péptido de glucagén natural. Ejemplos de
emparejamientos de aminoacidos que son capaces de unirse covalentemente para formar un puente que une siete
atomo se detallan a través de salida de esta descripcion. En algunas realizaciones, el derivado de acido sulfénico de
la cisteina es el acido cisteico o acido homocisteico.

[0685] En algunas realizaciones se proporciona una clase 5 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1407, o SEQ ID NO:
1408, en el que dicho péptido comprende un anillo de lactama formada entre las cadenas laterales de los
aminoacidos 7 y 11 para la SEQ ID NO: 1405, entre 11 y 15 por SEQ ID NO: 1406, entre las posiciones 15y 19 de
SEQ ID NO: 1407 y entre las posiciones 19 y 24 para la SEQ ID NO: 1408, cada una de dichas secuencias que se
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modifican adicionalmente para comprender un resto hidréfilo unido covalentemente al péptido. Mas particularmente,
en algunas realizaciones cada uno de los péptidos de clase 5 con lactama es modificado por la unién covalente de
una cadena de polietilenglicol. Por ejemplo, para un péptido de clase 5 que comprende la SEQ ID NO: 1405, el
péptido se pegilado en una posicién seleccionada del grupo que consiste en 12, 15, 16, 19 y 24; para un péptido de
clase 5 que comprende la SEQ ID NO: 1406, el péptido se pegilado en una posicion seleccionada del grupo que
consiste en 12, 16, 19 y 24; para un péptido de clase 5 que comprende la SEQ ID NO: 1407, el péptido se pegilado
en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 11, 12, 16 y 24; para la péptido de clase 5 que comprende
la SEQ ID NO: 1408, el péptido se pegilado en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 11, 12, 15y 16.
Segun algunas otras realizaciones un péptido de clase 5 que comprende la SEQ ID NO: 1447 o la SEQ ID NO: 1448
se proporciona en el que el petide esta pegilado en una posicién seleccionada del grupo que consiste en 12, 16, 19y
24, con relacion a la SEQ ID NO: 1 447 o SEQ ID NO: 1448 secuencia. En una realizacion adicional, el péptido de
SEQ ID NO: 1 447 o SEQ ID NO: 1 448 se modifica adicionalmente mediante la adicién de la secuencia de SEQ ID
NO: 1421 para el extremo carboxi terminal del péptido.

[0686] Tal como se detalla anteriormente en cierta clase aspectos estdn dentro de 5 péptidos en los que los
primeros cinco aminoacidos del glucagén natural se han eliminado, el grupo amino del amino N-terminal de acido
(fenilalanina) ha sido sustituido con un grupo hidroxilo (es decir, el primer aminoacido es fenilo-acido lactico) y las
cadenas laterales de uno o mas pares de aminoacidos seleccionadas de las posiciones 12y 16, 16 y 20, 20y 24, y
24 y 28 estan unidos entre si, estabilizando asi la Clase 5 péptido de la hélice alfa.

[0687] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un péptido de clase 5, que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 1402 que es modificado por una sustitucion del residuo serina en la posicion 11 de la SEQ ID NO: 1402
(posicién 16 segun el aminoacido numeracion de glucagén natural) con un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en acido glutamico, glutamina, acido homoglutamico, acido homocisteico, treonina o glicina. Segun algunas
realizaciones, el residuo de serina en la posicién 11 de la SEQ ID NO: 1 402 se sustituye con un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en acido glutamico, glutamina, acido homoglutamico y acido homocisteico, v,
en algunas realizaciones, el residuo de serina esta sustituido con acido glutamico. Segun algunas realizaciones, el
péptido de clase 5 comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1438.

[0688] En algunas realizaciones se proporciona un 5 péptido de clase en el que un puente intramolecular se forma
entre dos cadenas laterales de aminoacidos para estabilizar la estructura tridimensional de la terminal carboxi del
péptido de la SEQ ID NO: 1402. Mas particularmente, las cadenas laterales de uno o mas aminoacidos
seleccionados de los pares de aminoacidos 7y 11, 11y 15,15y 19 0 19y 23 de la SEQ ID NO: 1 402 estan unidos
entre si, estabilizando asi la hélice alfa en la parte C-terminal. Las dos cadenas laterales pueden estar unidos entre
si a través de enlaces de hidrogeno, interacciones idnicas (tales como la formaciéon de puentes salinos), o por
enlaces covalentes. Segun algunas realizaciones, el tamafio del enlazador es de 7-9 atomos, y en algunas
realizaciones el tamafio del enlazador es de 8 atomos. En algunas realizaciones, el péptido de clase 5 se selecciona
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1407 y SEQ ID NO: 1408. En
algunas realizaciones, el aminoacido C-terminal de la péptido de clase 5 tienen un grupo amida sustituyendo el
grupo acido carboxilico que esta presente en el aminoacido natural.

[0689] Segun algunas realizaciones se proporciona péptido de clase 5 en el que el analogo comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1409. En algunas realizaciones, el de la estructura tridimensional del
extremo carboxilo terminal del péptido de la SEQ ID NO: 1409 es estabilizado por la formacion de enlaces
covalentes entre las cadenas laterales del péptido. En algunas realizaciones dos cadenas laterales de aminoacidos
estan unidos entre si para formar un anillo de lactama. El tamario del anillo de lactama puede variar dependiendo de
la longitud de las cadenas laterales de aminoacidos, y en algunas realizaciones la lactama esta formada mediante la
union de las cadenas laterales de un aminoacido lisina a una cadena lateral de &acido glutamico. En algunas
realizaciones, el aminoacido C-terminal de los péptidos de clase 5 tienen un grupo amida sustituyendo el grupo
acido carboxilico que esta presente en el aminoacido natural.

[0690] El orden del enlace amida en el anillo de lactama se puede invertir (por ejemplo, un anillo de lactama se
pueden formar entre las cadenas laterales de un Lys 12 y una Glu16 o alternativamente entre una Glu 12 y una
Lys16). Segun algunas realizaciones un analogo de glucagén de la SEQ ID NO: se proporciona 1.409 en el que al
menos un anillo de lactama esta formada entre las cadenas laterales de un par de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste de pares de aminoacidos 7y 11, 11y 15,15y 19 0 19 y 23 de la SEQ ID NO: 1409. En algunas
realizaciones se proporciona un 5 péptido de clase en el que el péptido comprende la secuencia de SEQ ID NO:
1410, dicha secuencia que comprende ademas un puente de lactama intramolecular formado entre las posiciones de
aminoacidos 7 y 11, o entre las posiciones de aminoacidos 11 y 15, o entre las posiciones de aminoacidos 15y 19
de la SEQ ID NO: 1410. En algunas realizaciones se proporciona un 5 péptido de clase en el que el péptido
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1411, dicho secuencia que comprende ademas un puente de lactama
intramolecular formado entre las posiciones de aminoacidos 7 y 11, o entre las posiciones de aminoacidos 11y 15
de la SEQ ID NO: 1411. En algunas realizaciones, el péptido de clase 5 comprende la secuencia de SEQ ID NO:
1417.

[0691] Adicional péptido de clase 5 se proporcionan comprende derivados de SEQ ID NO: 1405, en el que el acido
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aspartico en la posicion 10 de la SEQ ID NO: 1405 (posicion 15 del glucagén natural) ha sido sustituido con acido
glutamico, un aminoacido de la estructura general: (ver diagramm) en la que X 6 es alquilo C1-C3, alqueno C2-C3 o
alquinilo C2-C3, y en algunas realizaciones X 6 es alquilo C1-C3, y en otra realizaciéon X 6 es alquilo C2. En algunas
realizaciones un derivado péptido de Clase 5 de la SEQ ID NO: se proporciona 1409 la que la posiciéon 10 de la SEQ
ID NO: 1409 (posicion 15 del glucagdn natural) se sustituye con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en acido glutdmico, acido cisteico, acido homocisteico y acido homoglutamico. En una posicién realizacion adicional
10 de la SEQ ID NO: 1 409 se sustituye con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido cisteico o
acido homocisteico. En algunas realizaciones un derivado péptido de Clase 5 de la SEQ ID NO: se proporciona 1408
la que la posicion 10 de la SEQ ID NO:: 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID N° 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID
NO: 1408 es sustituido con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido glutamico, acido cisteico,
acido homocisteico y acido homoglutamico. En algunas realizaciones, el aminoacido C-terminal de un péptido de
clase 5 tiene un grupo amida sustituyendo el grupo acido carboxilico que esta presente en el aminoacido natural.

[0692] En algunas realizaciones un aminoacido de la péptido de clase 5 esta sustituido con al menos un residuo de
cisteina, en el que la cadena lateral del residuo de cisteina se modifica adicionalmente con un reactivo reactivo con
tiol, incluyendo, por ejemplo, maleimido, sulfona de vinilo, 2- piridiltio, haloalquilo, y haloacilo. Estos reactivos
reactivos tiol pueden contener carboxi, ceto, hidroxilo y grupos éter, asi como otros restos hidréfilos tales como
unidades de polietilenglicol. En una realizacion alternativa, un aminoacido de un péptido de clase 5 se sustituye con
lisina, y la cadena lateral del residuo de lisina sustituyendo se modifica adicionalmente utilizando amina reactivos
reactivos, tales como ésteres activos (succinimido, anhidrido, etc.) de acidos carboxilicos o aldehidos de restos
hidréfilos tales como polietilenglicol. Segun algunas realizaciones, el residuo de lisina correspondiente a la posicién 7
del péptido de la SEQ ID NO: 1405 esta sustituido con arginina y una unica sustitucion de lisina se inserta para uno
de los aminoacidos correspondiente a la posicion 12, 15, 16, 19 y 24 de SEQ ID NO: 1405.

[0693] En otra realizacién, el residuo de metionina correspondiente a la posicién 22 de la péptidos de clase 5
descritos en el presente documento se cambia a leucina o norleucina para evitar la degradacion oxidativa del
péptido.

[0694] Por otra parte péptidos de clase 5, en algunos aspectos, también abarcan sustituciones de aminoacidos en
las posiciones que se sabe que no ser critica para la funcion del analogo de glucagén. En algunas realizaciones las
sustituciones son sustituciones de aminoacidos conservativas en uno, dos o tres posiciones seleccionadas del grupo
que consiste de 2, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 22, 23 o 24. en algunas realizaciones, los aminoacidos
correspondientes a las posiciones 16, 17, 20, 21, 24 o 29 del péptido glucagdn natural, y mas particularmente en la
posicion 21 y/o 24 con respecto al glucagén natural estan sustituidos con cisteina o lisina, en el que una cadena de
PEG esta unida covalentemente a la cisteina sustituida o residuo de lisina.

[0695] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un péptido de clase 5 que comprende una secuencia que
consiste en SEQ ID NO: 1409, modificar adicionalmente por una o mas sustituciones adicionales de aminoacidos en
posiciones correspondientes a las posiciones 11, 12, 15, 16, 19 y/o 24 del péptido (incluyendo por ejemplo la
sustitucion con cisteina), en el que la sustitucion de aminoacidos comprende un aminoacido que tiene una cadena
lateral adecuada para la reticulacion con restos hidréfilos, incluyendo por ejemplo, PEG. El glucagén natural puede
estar sustituido con un aminoacido de origen natural o sintético (de origen no natural) de aminoacidos. Sintético o de
origen no natural aminoacidos se refieren a aminoacidos que no ocurren de forma natural in vivo pero que, sin
embargo, se pueden incorporar en las estructuras peptidicas descritas aqui. En algunas realizaciones se
proporciona un péptido de clase 5 en el que el péptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1409 y comprende
ademas una cadena de polietilenglicol unido a la posicion 16 o 19 del péptido. En una realizacién adicional, el
extremo C-terminal del analogo de glucagon se modifica para reemplazar el grupo acido carboxilico con un grupo
amida.

[0696] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona un péptido de clase 5, que comprende un analogo de
glucagon seleccionado del grupo que consiste en:

R1-Phe- Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Glu-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-
Gln-Trp-Leu-Xaa-Asn- Thr-Rz (SEQ ID NO: 1439)

Ri-Phe-Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-Gln-Xaa-Phe-Val-
Gln-Trp-Leu- Xaa-Asn-Thr-Rz (SEQ ID NO: 1413),
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R1-Phe-Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-GIin-Asp-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Xaa-Asn-Thr-R2
(SEQ ID NO: 1414) y

Ri-Phe- Thr-Ser-Xaa-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-Gln-Xaa-Phe-Val-
Xaa-Trp-Leu- Xaa-Asn-Thr-Ry (SEQ ID NO: 1412),

en la que Xaa en la posicién 4 = acido aspartico, acido glutamico, acido cisteico o el acido homocisteico, Xaa en la
posicion 10 = Asp, Glu, acido cisteico, acido homoglutamico y acido homocisteico, Xaa en la posiciéon 16 es Asp,
Cys, Orn, homocisteina o acetilo fenilalanina y el Xaa en la posicién 19 es GIn, Cys, Orn, la homocisteina y la
fenilalanina acetilo, Xaa en la posicién 22 = Met, Leu o Nle, R 1 es OH o NH2, y R2 es Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro
Pro Pro Ser (SEQ ID NO: 1421), Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Xaa (SEQ ID NO: 1450; en la que Xaa es
Cys, Orn, homocisteina o acetilo fenilalanina), COOH o CONH 2, en el que el péptido se pegilado opcionalmente en
la posicion 16 de la SEQ ID NO: 1413, positio n 19 de la SEQ ID NO: 1414 y en las posiciones 16 y 19 de la SEQ ID
NO: 1412. En algunas realizaciones, la Thr en la posicion 24 de SEQ ID NOs: 1412-1414 y 1439 esta sustituido con
Gly. Segun algunas realizaciones, el péptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 1414, en el
que R1 es OH. Segun algunas realizaciones, el péptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 413 o SEQ ID
NO: 1414, en el que R1 es OH y R2 es CONH 2. De conformidad con algunas realizaciones, el péptido comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 1413 o SEQ ID NO: 1414, en el que R1 es OH, R2 es CONH 2 y la treonina en la posicién
24 esta sustituido con glicina.

[0697] En algunas realizaciones, un péptido de clase 5 se modifica ademas para comprender uno o mas
aminoacidos de GLP-1 natural por sustitucion del residuo de glucagén natural (s) en las posiciones de aminoacidos
correspondientes. Por ejemplo, el péptido de clase 5 puede comprender una o mas sustituciones de aminoacidos en
cualquiera de las posiciones 2, 3, 17, 18, 21, 23, y 24 (segun la numeracion de aminoacidos del glucagén
natural). En una realizacidon especifica, el péptido de clase 5 es modificada por una o mas de las siguientes
sustituciones de aminoacidos: Ser2 se sustituye con Ala, GIn3 se sustituye con Glu, Arg17 se sustituye con Gin, Arg
en la posicidn 18 se sustituye con Ala, Asp en la posicion 21 se sustituye con Glu, Val en la posicidon 23 se sustituye
con lle y GiIn en la posicion 24 se sustituye con Ala (posiciones de los aminoacidos estan segun la secuencia de
glucagén natural). En una realizacion especifica, el péptido de clase 5 se modifica mediante la sustitucion de Ser2
con Ala y GIn3 con Glu (segun la numeracién de aminoacidos del glucagon natural). En otra realizacion especifica,
el péptido de clase 5 se modifica con todas las siguientes sustituciones de aminoacidos: Arg17 se sustituye con Gin,
Arg en la posicidon 18 se sustituye con Ala, Asp en la posicion 21 se sustituye con Glu, Val en la posicion 23 se
sustituye con lle y GIn en la posicidon 24 se sustituye con Ala (numeracion de aminoacidos segun el glucagén
natural). En aun otra realizacion especifica, el péptido de clase 5 se modifica para comprender simplemente Glu en
la posicion 21 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1401). En consecuencia, el péptido de clase 5 puede
comprender la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 1460-1470, 1473-1478, 1480-1488, 1490-
1496, 1503, 1504, 1506, y 1514 a 1518.

[0698] También se proporciona en el presente documento es un péptido de clase 5 o conjugado del mismo que
comprende (1) una hélice alfa estabilizada a través de medios descritos en el presente documento (por ejemplo, a
través de un puente intramolecular, o la incorporacion de una o mas alfa, aminoacidos alfa-di-sustituido, o un
aminoacido acido en la posicién 16 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1401), o una combinacién de los
mismos; (2) una amida C-terminal o éster en lugar de un carboxilato C-terminal, y (3) una estructura general de
ABC,

en el que a se selecciona entre el grupo que consiste en

(i) acido fenil lactico (PLA);

(i) un derivado de oxi de PLA;y

(iii) un péptido de 2 a 6 aminoacidos en el que dos amino consecutivo acidos del péptido estan unidos a través de un
enlace éster o éter, en el que B representa aminoacidos p a 26 de la SEQ ID NO: 1401, enelquepes 3,4,5,6,07,
que comprende opcionalmente uno o mas modificaciones de aminoacidos , como se describe en el presente
documento, incluyendo, por ejemplo, cualquiera de las modificaciones descritas para la péptidos de clase 5. por
ejemplo, el uno o mas modificacion puede seleccionarse del grupo constituido por:

(iv) Asp en la posicion 9 (segun la numeracién de aminoacidos de SEQ ID NO: 1401) esté sustituido con un Glu, un
derivado de acido sulfénico de Cys, acido homoglutamico, acido beta-homoglutamico, o un derivado alquilcarboxilato
de cisteina que tiene la estructura de:
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HoN COOH

en la que Xs es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-C4;

(v) sustitucion de uno o dos aminoacidos en las posiciones 10, 20 y 24, (segun la numeracién de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1401) con un aminoacido unido covalentemente a un grupo acilo o alquilo a través de un éster, éter ,
tioéter, amida, o alquilo amina union;

(vi) sustituciéon de uno o dos aminoacidos en las posiciones 16, 17, 20, 21, y 24 (segun la numeracién de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1401) con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Cys, Lys , ornitina,
homocisteina, y acetil-fenilalanina (Ac-Phe), en donde el aminoacido del grupo esta unido covalentemente a un resto
hidrofilo;

(vii) Asp en la posicion 15 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1401) esta sustituido con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

(viii) Ser en la posicion 16 (segun la numeracién de la SEQ ID NO: 1401) esta sustituido con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

(ix) Arg en la posicidon 17 se sustituye con GIn, Arg en la posicion 18 se sustituye con Ala, Asp en la posicion 21 se
sustituye con Glu, Val en la posicién 23 se sustituye con lle y GIn en la posiciéon 24 se sustituye con Ala (de acuerdo
a amino de numeracion de acido de SEQ ID NO: 1401);

(x) Ser en la posicion 16 se sustituye con Glu, GIn en la posicion 20 se sustituye con Glu, o GIn en la posicion 24 se
sustituye con Glu (segun la numeracioén de aminoacidos de SEQ ID NO: 1401); en la que C (de la estructura general
de ABC) se selecciona del grupo que consiste en:

(vii) X;

(viii) X-Y;

(ix) X-Y-Z;

(x) X-Y-Z-R10; en la que X es Met, Leu, Nle o; Y es Asn o un aminoacido cargado; Z es Thr, Gly, Cys, Lys, ornitina
(Orn), homocisteina, fenilalanina acetilo (Ac-Phe), o un aminoacido cargado; en el que R10 se selecciona de un
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1421, 1426, 1427, y 1450.

[0699] En un aspecto especifico, el péptido comprende un derivado de oxi de PLA. Tal como se usa en el presente
documento "oxi-derivado de PLA" se refiere a un compuesto que comprende una estructura modificada de PLA en la
que el grupo hidroxilo ha sido sustituido con OR 11, en el que R11 es un resto quimico. A este respecto, el derivado
de oxi de PLA puede ser, por ejemplo, un éster de PLA o un éter de PLA.

[0700] Los procedimientos para preparar derivados oxi de PLA son conocidos en la técnica. Por ejemplo, cuando el
derivado de oxi es un éster de PLA, el éster puede formarse por tras la reaccion del hidroxilo de PLA con un
carbonilo que lleva un nucledfilo. El nucledfilo puede ser cualquier nucledfilo adecuado, incluyendo, pero no limitado
a una amina o hidroxilo. En consecuencia, el éster de PLA puede comprender la estructura de Férmula IV:
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en la que R7 es un éster formado por reaccién del hidroxilo de PLA con un carbonilo que lleva un nucledfilo.

[0701] EI carbonilo que lleva un nucledfilo (que reacciona con el hidroxilo de PLA para formar un éster) puede ser,
por ejemplo, un acido carboxilico, un derivado de acido carboxilico, o un éster activado de un acido carboxilico. El
derivado de acido carboxilico puede ser, pero no se limita a, un cloruro de acilo, un anhidrido de acido, una amida,
un éster, o un nitrilo. El éster activado de un acido carboxilico puede ser, por ejemplo, N-hidroxisuccinimida (NHS),
tosilato (Tos), una carbodiimida, o un hexafluorofosfato. En algunas realizaciones, la carbodiimida es 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1,1'-carbonildiimidazol (CDI), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), o
1,3-diisopropilcarbodiimida (DICD). En algunas realizaciones, el hexafluorofosfato se selecciona de un grupo que
consiste en hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris (dimetilamino) fosfonio (BOP), hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio  (PyBOP), 2- (1H-7-azabenzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametil  uronio
hexafluorofosfato (HATU), y O-benzotriazol-N, N, N', N'-tetrametil-uronio hexafluorofosfato (HBTU).

[0702] Los procedimientos para preparar éteres a partir de la reaccién con un grupo hidroxilo (por ejemplo, el
hidroxilo de PLA) son también conocidos en la técnica. Por ejemplo, el grupo hidroxilo de PLA puede hacerse
reaccionar con un alquilo halogenado o tosilado alcohol de alquilo para formar un enlace éter.

[0703] En una realizacién especifica, el resto quimico unido a PLA través de un enlace que contiene oxigeno (por
ejemplo, a través de un enlace éster o éter) es un polimero (por ejemplo, un polialquilenglicol), un carbohidrato, un
aminoacido, un péptido, o un lipido, por ejemplo, un acido graso o un esteroide.

[0704] En una realizacién especifica, el resto quimico es un aminoacido, que, opcionalmente, es una parte de un
péptido, de manera que la Férmula IV es un depsipéptido. En este sentido, PLA puede estar a una posicion distinta
de la de residuos de aminoacidos N-terminal del péptido, de manera que el péptido comprende uno o mas (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 mas) amino &cidos N-terminal al residuo PLA. Por ejemplo, el péptido puede comprender
PLA en la posicion n, donde nes 2, 3, 4, 5, 0 6 del péptido.

[0705] Los aminoacidos N-terminales al residuo PLA pueden ser sintéticos o de origen natural. En una realizacion
especifica, los aminoacidos que son N-terminal PLA son de origen natural aminoacidos. En algunas realizaciones,
los aminoacidos que son N-terminal a PLA son los aminoacidos N-terminales de glucagén natural. Por ejemplo, el
péptido puede comprender en el extremo N-terminal la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs:
1452-56, en el que PLA esta unida a treonina mediante un enlace éster:

- SEQ ID NO: 1452 Su-Ser-GIn-Gly-Thr-PLA
- SEQ ID NO: 1453 Ser-GIn-Gly-Thr-PLA

- SEQ ID NO: 1454 GIn-Gly-Thr-PLA

- SEQ ID NO : 1455 Gly-Thr-PLA

- SEQ ID NO: 1456 Thr-PLA

[0706] En una realizacién alternativa, uno o mas de los aminoacidos N-terminales pueden estar sustituidos con un
aminoacido distinto del de aminoacidos del glucagon natural. Por ejemplo, cuando el péptido comprende PLA como
el aminoacido en la posiciéon 5 o 6, el aminodacido en la posicién 1 y/o la posicidon 2 puede ser un aminoacido que
reduce la susceptibilidad a la escision por la dipeptidil peptidasa IV. Mas particularmente, en algunas realizaciones,
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la posicion 1 del péptido es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-histidina, alfa, acido acético
imidiazole alfa-dimetil (DMIA), N-metil histidina, histidina alfa-metil, acético imidazol acido, desaminohistidine,
hidroxilo-histidina, acetil-histidina y homo-histidina. Mas particularmente, en algunas realizaciones, la posicion 2 del
péptido antagonista/agonista es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-serina, D-alanina, valina,
glicina, serina N-metilo, alanina N-metilo, y aminoéacidoisobutirico (Aib). También, por ejemplo, cuando el péptido
comprende PLA como el aminoacido en la posicién 4, 5, o 6, el aminoacido en la posicion 3 del péptido puede ser
acido glutamico, en contraposicion al residuo glutamina natural de glucagén natural. En una realizacion de ejemplo
de la invencion, el péptido comprende en el extremo N-terminal la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ
ID NOs: 1457-1459.

[0707] Con respecto a los péptidos que comprenden un compuesto de Férmula 1V, el polimero puede ser cualquier
polimero, siempre que pueda reaccionar con el grupo hidroxilo de PLA. El polimero puede ser uno que de forma
natural o comprende normalmente un carbonilo que lleva un nucledfilo. Alternativamente, el polimero puede ser uno
que se derivatizé a comprender el carbonilo que lleva el carbonilo. El polimero puede ser un polimero derivatizado
de cualquiera de: poliamidas, policarbonatos, polialquilenos y derivados de los mismos incluyendo,
polialquilenglicoles, &xidos de polialquileno, tereftalatos de polialquileno, polimeros de ésteres acrilicos y
metacrilicos, incluyendo poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de butilo),
poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo),
poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo ), y poli(acrilato
de octadecilo), polimeros de polivinilo, incluyendo alcoholes de polivinilo, éteres de polivinilo, ésteres de polivinilo,
haluros de polivinilo, poli(acetato de vinilo) y polivinilpirrolidona, poliglicélidos, polisiloxanos, poliuretanos y co-
polimeros de los mismos, celulosas incluyendo celulosa alquilo, hidroxialquilo celulosas, éteres de celulosa, ésteres
de celulosa, celulosas nitro, metil celulosa, etil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil cellulo se, celulosa
hidroxibutilo metilo, acetato de celulosa, propionato de celulosa, butirato de acetato de celulosa, acetato ftalato de
celulosa, celulosa carboxiletil, triacetato de celulosa, y sal de sodio de sulfato de celulosa, polipropileno, polietilenos,
incluyendo poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), y poli(tereftalato de etileno), y poliestireno.

[0708] El polimero puede ser un polimero biodegradable, que incluye un polimero biodegradable sintético (por
ejemplo, polimeros de acido lactico y acido glicélico, polianhidridos, poli(orto-ésteres), poliuretanos, poli(acido Butic),
poli(acido valérico), y poli(lactida-cocaprolactone)), y un polimero biodegradable natural (por ejemplo, alginato y otros
polisacaridos incluyendo dextrano y celulosa, colageno, derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones
de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones, y otras modificaciones de rutina
hechas por los expertos en la técnica), albumina y otras proteinas hidréfilos (por ejemplo, zeina y otras prolaminas y
proteinas hidréfobas)), asi como cualquier copolimero o mezcla de los mismos. En general, estos materiales se
degradan ya sea por hidrdlisis enzimatica o la exposicién al agua in vivo, por erosién superficial o en masa.

[0709] El polimero puede ser un polimero bioadhesivo, tal como un hidrogel biodegradable descrito por HS
Sawhney, CP Pathak y JA Hubbell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, cuyas ensefianzas se incorporan en el
presente documento, los acidos polihialurénico, caseina, gelatina, glutin, polianhidridos, acido poliacrilico, alginato,
quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de
isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(lauril metacrilato), poli(metacrilato de fenilo),
poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), y poli(acrilato de octadecilo).

[0710] En algunas realizaciones, el polimero es un polimero soluble en agua. polimeros solubles en agua
adecuados son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulosa (HPC;
Klucel), hidroxipropil metilcelulosa (HPMC; Methocel), nitrocelulosa, etilcelulosa hidroxipropilo, butylcellulose
hidroxipropilo, pentylcellulose hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa ( Ethocel), celulosa de hidroxietilo,
varios alquilo Celulosas y celulosas de hidroxialquilo, diversos éteres de celulosa, acetato de celulosa, carboximetil
celulosa, carboximetil celulosa de sodio, carboximetil celulosa de calcio, acetato de vinilo/copolimeros de acido
croténico, metacrilato de poli-hidroxialquilo, metacrilato de hidroximetilo, copolimeros de acido metacrilico, acido
polimetacrilico, polimetilmetacrilato, copolimeros de vinil éter/anhidrido maleico de metilo, alcohol de polivinilo, acido
poliacrilico de sodio y de calcio, acido poliacrilico, polimeros de carboxi acidos, carboxipolimetileno, polimeros de
carboxivinilo, copolimero de polioxietileno polioxipropileno, polymethylvinylether co-maleico anhidro paseo,
carboximetilamida, potasio metacrilato de divinilbenceno co-polimero, polioxietilenglicoles, 6xido de polietileno, y
derivados, sales, y combinaciones de los mismos.

[0711] En una realizaciéon especifica, el polimero es un glicol de polialquileno, incluyendo, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG).

[0712] EI hidrato de carbono puede ser cualquier hidrato de carbono a condicién de que comprende o esta hecho
para comprender un carbonilo con un grupo saliente alfa. El hidrato de carbono, por ejemplo, puede ser uno que ha
sido derivado para comprender un carbonilo con un grupo saliente alfa. En este sentido, el hidrato de carbono puede
ser una forma derivatizada de un monosacarido (por ejemplo, glucosa, galactosa, fructosa), un disacarido (por
ejemplo, sacarosa, lactosa, maltosa), un oligosacarido (por ejemplo, la rafinosa, estaquiosa), un polisacarido (a
almidén, amilasa, amilopectina, celulosa, quitina, calosa, laminarina, xilano, manano, fucoidan, galactomanano.
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[0713] El lipido puede ser cualquier lipido que comprende un carbonilo con un grupo saliente alfa. El lipido, por
ejemplo, puede ser uno que se derivatiza a comprender el carbonilo. En este sentido, el lipido, puede ser un
derivado de un acido graso (por ejemplo, un acido graso C4-C30, eicosanoides, prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxano, etanolamina N-acilo), glicerolipido (por ejemplo, mono-, di-, tri gliceroles sustituidas), glicerofosfolipido
(por ejemplo, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina), esfingolipidos (por ejemplo, la
esfingosina, ceramida), esterol de lipidos (por ejemplo, esteroides, colesterol), lipidos prenol, saccharolipid, o un
policétido. En algunas realizaciones, el lipido es un aceite, cera, colesterol, esteroles, vitamina soluble en grasa,
monoglicérido, diglicérido, triglicérido, o un fosfolipido.

[0714] En algunas realizaciones, R 7 tiene un peso molecular de aproximadamente 100 kDa o menos, por ejemplo,
aproximadamente 90 kDa o menos, aproximadamente 80 kDa o menos, aproximadamente 70 kDa o menos,
aproximadamente 60 kDa o menos, aproximadamente 50 kDa o menos, aproximadamente 40 kDa o menos. Segun
ello, R7 puede tener un peso molecular de aproximadamente 35 kDa o menos, aproximadamente 30 kDa o menos,
aproximadamente 25 kDa o menos, aproximadamente 20 kDa o menos, aproximadamente 15 kDa o menos,
aproximadamente 10 kDa o menos, aproximadamente 5 kDa o menos, o aproximadamente 1 kDa.

[0715] En una realizacién alternativa, el péptido que comprende la estructura general de ABC comprende, como A,
un péptido de 2 a 6 aminoacidos en el que dos aminoacidos consecutivos del péptido de A estan unidos a través de
un enlace éster o éter. El enlace éster o éter puede ser, por ejemplo, entre los aminoacidos 2y 3,3y 4,4y 5,05y
6. Opcionalmente, el péptido de A se puede modificar adicionalmente por enlace covalente a otro resto quimico que
incluye la unién a una polimero (por ejemplo un polimero hidréfilo), alquilacion, o acilacion.

[0716] En una realizacion especifica, la péptido de clase 5 descrito anteriormente que comprende PLA se modifica
para comprender un oxi-derivado de PLA, tal como, por ejemplo, un éster de PLA o un éter de PLA. Por ejemplo, el
péptido de clase 5 puede comprender la secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NOs: 1402, 1405-1420,
1422-1425, 1432-1436, 1438, 1439, 1445, 1446, y 1451, en el que el PLA esta unido a través de un enlace éster o
éter a un aminoacido, péptido, polimero, grupo acilo, o un grupo alquilo. El, péptido, polimero, grupo acilo, o un
grupo alquilo de aminoacidos pueden ser cualquiera de los descritos en el presente documento. En el caso de que el
PLA se une mediante un enlace éster a un aminoacido o péptido, el péptido de clase 5 puede ser considerada como
un depsipéptido.

[0717] Ademas, en ofra realizacién especifica, el péptido de clase descrita anteriormente 5 que carece de PLA se
modifica para comprender al menos un enlace éster o un enlace éter entre dos aminoacidos consecutivos que son
N-terminal para el aminoacido en la posicidon 7 ( segun la numeracion de glucagén natural). En una realizacion
especifica, el péptido de clase 5 comprende al menos un enlace éster o éter entre los dos aminoacidos
consecutivos. En una realizacién mas especifica, el péptido de Clase 5 comprende los N-terminales 6 aminoacidos
de SEQ ID NO: 1401 y dos aminoacidos consecutivos de los N-terminales 6 aminodcidos estan unidos a través de
un enlace éster o éter.

[0718] El péptido de A puede comprender cualquiera de los aminoacidos, sintéticas o de origen natural, siempre que
al menos dos aminoacidos consecutivos estan unidos a través de un enlace éster o éter. En una realizacion
especifica, el péptido de A comprende los aminoacidos del glucagén natural. El aminoacido en la posiciéon 1 y/o la
posicion 2 puede ser un aminoacido que reduce la susceptibilidad a la escisién por la dipeptidil peptidasa IV. Por
ejemplo, el péptido de A puede comprender en la posicién 1 un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
D-histidina, alfa, acido acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), N-metil histidina, histidina alfa-metilo, acido acético
imidazol, desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil-histidina y homo-histidina. Mas particularmente, en algunas
realizaciones, la posicion 2 del péptido de A es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D-serina, D-
alanina, valina, glicina, serina N-metilo, alanina N-metilo, y aminoacidoisobutirico ( AlB). También, por ejemplo, el
aminoacido en la posicién 3 del péptido de A puede ser el acido glutamico, en contraposicién al residuo glutamina
natural de glucagén natural. En consecuencia, el péptido de estructura general de ABC puede comprender una
secuencia de aminoacidos de:

Xaa1-Xaa2-Xaa3-Thr-Gly-Phe (SEQ ID NO: 1507);

Xaa2-Xaa3-Thr-Gly-Phe (SEQ ID NO: 1508); o

Xaa3-Thr-Gly-Phe (SEQ ID NO: 1509); en la que Xaa1 se selecciona de un grupo que consiste en: His, D-histidina,
alfa, acido acético imidiazole alfa-dimetil (DMIA), N-metil histidina, histidina alfa-metilo, acido acético imidazol,
desaminohistidine, hidroxilo-histidina, acetil- histidina y homo-histidina; Xaa2 se selecciona de un grupo que consiste
en: Ser, D-serina, D-alanina, valina, glicina, serina N-metilo, alanina N-metilo, y aminoacidoisobutirico (Aib); y Xaa3
es GIn o Glu.

[0719] En algunas realizaciones, B es modificado por hasta tres modificaciones de aminoacidos. Por ejemplo, B, que
representa la secuencia de aminoacidos natural de la SEQ ID NO: 1 401 es modificado por una o mas
modificaciones de aminoacidos conservativas.

[0720] En otra realizacién, B comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste en (iv) a (x), como se describe en el presente documento. En una realizacién especifica, B comprende una
0 ambas de las modificaciones de aminoacidos (V) y (VI). En una realizacidn especifica adicional, B comprende uno
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0 una combinaciéon de modificaciones de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (iv), (vii), (viii), (ix) y
(x), ademas de (v) y (vi).

[0721] Como se describe en el presente documento, el péptido que comprende la estructura general ABC puede
comprender uno 0 mas aminoacidos cargados en el extremo C-terminal, por ejemplo, como Y y/o Z, tal como se
describe en el presente documento. Alternativamente o adicionalmente, el péptido que comprende la estructura
general ABC puede comprender ademas uno y cincuenta y nueve aminoacidos cargados C-terminal a la Z, cuando
C comprende X-YZ. Los aminoacidos cargados pueden ser, por ejemplo, uno de Lys, Arg, His, Asp, y Glu. En una
realizacién especifica, Y es Asp.

[0722] En algunas realizaciones, el péptido que comprende la estructura general ABC comprende un resto hidréfilo
unido covalentemente a un residuo de aminoacido en la posicion 1, 16, 20, 21, o 24 (segun la numeracién de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1401), o en el residuo N- o C-terminal del péptido que comprende el ABC estructura
general. En una realizacion especifica, el resto hidréfilo esta unido a un residuo de Cys del péptido que comprende
el ABC estructura general. En este sentido, el aminoacido en la posicién 16, 21, 24, o 29 de glucagédn natural (SEQ
ID NO: 1401) pueden estar sustituidos con un residuo Cys. Alternativamente, un residuo de Cys que comprende un
resto hidréfilo puede ser afiadido a la C-terminal del péptido que comprende la estructura general ABC como la
posicion 30 o como la posicién 40, por ejemplo, cuando el péptido que comprende la estructura general ABC
comprende una extensién C-terminal ( posiciones segun la numeracion de aminoacidos de SEQ ID NO:
1401). Alternativamente, el resto hidréfilo puede estar unido a la PLA del péptido que comprende la estructura
general ABC a través del resto hidroxilo de PLA. El resto hidréfilo puede ser cualquiera de los descritos en el
presente documento, incluyendo, por ejemplo, polietilenglicol.

[0723] En un aspecto especifico, el péptido que comprende la estructura general ABC comprende una hélice alfa
estabilizado en virtud de la incorporacion de un puente intramolecular. En algunas realizaciones, el puente
intramolecular es un puente de lactama. El puente de lactama puede estar entre los aminoacidos en las posiciones 9
y 12, los aminoacidos en las posiciones 12 y 16, los aminoacidos en las posiciones 16 y 20, los aminoacidos en las
posiciones 20 y 24, o los aminoacidos en las posiciones 24 y 28 (segun la numeracién de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1401). En una realizacidon especifica, los aminoacidos en las posiciones 12 y 16 o en las posiciones 16 y 20
(segun la numeracion de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1401) estan unidos a través de un puente de lactama. Se
contemplan otras posiciones del puente de lactama.

[0724] Adicionalmente o alternativamente, el péptido que comprende la estructura general ABC puede comprender
un alfa, alfa aminoacido di-sustituido en, por ejemplo, cualquiera de las posiciones 16, 20, 21, o 24 (segun la
numeracion de aminoacidos de SEQ ID NO: 1401). En algunas realizaciones, el acido alfa, amino sustituido-di alfa
es Aib. En un aspecto especifico, la Aib se encuentra en la posiciéon 16 (segun la numeracién de la SEQ ID NO:
1401).

[0725] Alternativamente o adicionalmente, el péptido que comprende la estructura general ABC se puede modificar
para comprender un aminoacido acido en la posicion 16 (segun la numeracién de la SEQ ID NO: 1401), que la
modificacion mejora la estabilidad de la hélice alfa. EI aminoacido acido, en algunas realizaciones, es un aminoacido
que comprende un acido sulfénico de la cadena lateral o un acido carboxilico de cadena lateral. En una realizacién
mas especifica, el aminoacido acido se selecciona del grupo que consiste en Glu, Asp, acido homoglutamico, un
derivado de acido sulfénico de Cys, acido cisteico, acido homocisteico, Asp, y un derivado alquilado de Cys que
tiene la estructura de

HoN COOH

137



10

15

ES 2661228 T3

en la que Xs es alquilo C1-C4, alquenilo C2-C4 o alquinilo C2-C4.

[0726] En una realizacion especifica, el péptido de clase 5 puede comprender la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1460-1470, 1473-1478, 1480-1488, 1490-1496, 1503, 1504, 1506, y 1514 1518, o que
comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los péptidos 2-6 de la tabla 13, los péptidos 1-8 de la tabla

14, y los péptidos 2-6, 8, y 9 de la tabla 15.

Tabla 13: Péptidos de glucagéon Cex con lactama (6-39) y actividad antagonista de glucagén y agonista de

GLP-1
GLP-1 ECs0 (nM)  Glu ICs0 (nM)
1  E9,K12,E16 FTSEYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 1451 762
2 E9, KI12E16 FTSEYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 63 2008
(lactama)
3 E9, E16K20 FTSEYSKYLDERRAKDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 36 42
(lactama)
4 D9, K12E16 FTSDYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 118,7 828
(lactama)
5 [PLAG, E9, PLA- 6 72
K12E16 TSEYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS
(lactama)
6 [PLAS, E9, PLA- 20 20
E16K20 TSEYSKYLDERRAKDFVQWLMNTGPSSGAPPPS
(lactama)]

Tabla 14: Péptidos de glucagdn con lactama (1-29, 2 -29, 4-29 y 6-29) y su actividad antagonista de glucagén
y agonista de GLP-1

(PA = antagonista parcial)

GLP-1 ECs0 (nM) Glucagén ICso (nM)

Glucagoén 0,2~1,0*
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT
GLP-1 (aa 1-30) 0,02 ~0,1
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAW1VKGR

1 [PLAB, D9, E16K20 (lactama), D28] G (6-29) | 5~ 25 10 ~ 30
PLA TSDYSKYLDERRAKDFVQWLMDT

2 [PLAB, D9, K12E16 (lactama), D28] G (6-29) 177 63
PLA TSDYSKYLDERRAQDFVQWLMDT

3 [PLAB, D9, E16, K20E24 (lactama), D28] G | 239 74
(6-29)
PLA TSDYSKYLDERRAKDFVEWLMDT

4 [PLAB, D9, E16, E24K28 (lactama)] G (6 ~ | 289 22
29)
PLA TSDYSKYLDERRAQDFVEWLMKT

5 [E9, E16K20 (lactama), D28] G(4 ~ 29) 151 10~ 30
GTFTSEYSKYLDERRAKDFVQWLMDT

6 [E9, E16K20 (lactama), D28] G(2 ~ 29) | 203 49 (PA)
SQGTFTSEYSKYLDERRAKDFVQWLMDT

7 [A2E3, E16K20 (lactama), D28 ] G(2 ~ 29) 175 63
AEGTFTSEYSKYLDERRAKDFVQWLMDT

8 [A2E3, E16K20 (lactama), D28] G (1 ~ 29) 0,2 130 (PA)
HAEGTFTSEYSKYLDERRAKDFVQWLMDT

9 ANK?2 (péptido Bayer) 0,28 agonista
HSQGTFTSDY ARYLDARRAREFIKWL
VRGRG

*ECso en el receptor de glucagén

Tabla 15: Perfil de agonista/antagonista mixto
Analogos de glucagén (6-CEX)
1 E9, K12, E16 FTSEYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 1451 762
2 E9, K12E16 FTSEYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 63 2008
(lactama)
3 E9, E16K20 FTSEYSKYLDERRAKDFVQWLMNTGPSSGAPPPS 36 42
(lactama)
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4 D9, K12E20 FTSDYSKYLDERRAQDFVQWL1MNTGPSSGAPPPS 18 828
(lactama)

5 [PLAS, E9, PLA 6 72
K12E20 TSEYSKYLDERRAQDFVQWLMNTGPSSGAPPPS
(lactama)

6 [PLAG, E9, PLA- 20 20
E16K20 TSEYSKYLDERRAKDFVQWLMNTGPSSGAPPPS
(lactama)]

Analogos de glucagén D%(6-29)

GLP-1 ECso | Glucagon  ICso
(nM) (nM)

7 | PLA®6, D9, D28 PLA-TSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMDT -700 tbd

8 PLASG, D9, PLA-TSDYSKYLDERRAQDFVQWLMDT 21 13
K12E20
(lactama)

9 PLAS6, D9, PLA-TSDYSKYLDERRAKDFVQWLMDT 4 6
E16K20
(lactama)

[0727] En algunas realizaciones, el péptido que comprende la estructura general A-B-C es un péptido de Clase 5. En
una realizacién especifica, el péptido muestra al menos aproximadamente 50% del agonismo maximo conseguido
por GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 y al menos una inhibicién de aproximadamente 50% de la respuesta
maxima conseguida por glucagén natural en el receptor de glucagon. En otra realizacion especifica, el péptido
muestra al menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al
menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o
aproximadamente 100% del agonismo maximo conseguido por GLP-1 natural en el receptor de GLP-1. Alternativa o
adicionalmente, el péptido puede mostrar al menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al
menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, o aproximadamente el 100% de inhibicion de la respuesta maxima conseguida por glucagén
natural en el receptor de glucagon.

[0728] En algunas realizaciones, se proporciona un péptido de la clase 5 o conjugado del mismo, que comprende:
(1) las modificaciones que confieren actividad agonista de glucagoén, incluyendo, pero no limitado a:

(a) sustitucion de la Phe en la posicién 6 con PLA ( segun la numeracion de los aminoacidos del glucagoén de tipo
natural), opcionalmente con la supresion de 1 a 5 aminoacidos de la N-terminal de glucagoén de tipo natural; o

(b) la supresiéon de 2 a 5 aminoacidos del extremo N-terminal de glucagon de tipo natural; opcionalmente con
sustitucion de Asp en la posicion 9 de glucagon de tipo natural con acido glutdmico, acido homoglutdmico o un
derivado de acido sulfénico de la cisteina (segun la numeracién de aminoacidos del glucagon de tipo natural); y

(2) las modificaciones que confieren GLP-1 actividad agonista, incluyendo, pero no limitado a:

(a) insercidn o sustitucion de alfa, alfa aminoacido disustituida dentro de los aminoacidos 12-29 de glucagon de tipo
natural, por ejemplo en uno, dos, tres, cuatro o mas de las posiciones 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24 o0 29 (segun la
numeracion de aminoacidos del glucagén de tipo natural); o

(b) la introduccién de un puente intramolecular dentro de los aminoacidos 12-29 de glucagoén de tipo natural, por
ejemplo, un puente salino o un puente de lactama u otro tipo de enlace covalente; o

(c) sustitucion de aminoacido en una o mas de las posiciones 2, 3, 17, 18, 21, 23, o 24 (segun la numeracién de
aminoacidos del glucagon natural) con el correspondiente aminoacido de GLP-1, por ejemplo Ser2 se sustituye con
Ala, GIn3 se sustituye con Glu, Arg17 se sustituye con GIn, Arg en la posicion 18 se sustituye con Ala, Asp en la
posicion 21 se sustituye con Glu, Val en la posicién 23 se sustituye con lle, y/o GIn en la posicidn 24 se sustituye con
Ala; o

(d) otras modificaciones que estabilizan la estructura alfa-hélice aproximadamente las posiciones de aminoacidos
12-29 segun la numeracién de aminoacidos del glucagoén de tipo natural; y

(3) otras modificaciones que mejoran 1 GLP-actividad agonista, por ejemplo una amida o éster C-terminal en lugar
de un carboxilato C-terminal; y, opcionalmente,

(4) una o més de las siguientes modificaciones:

(a) union covalente a un resto hidrdfilo, tal como polietilenglicol, por ejemplo en el extremo N-terminal, o en la
posicion 6, 16, 17, 20, 21, 24, 29, 40 o en el aminoacido C-terminal; y/o

(b) acilacion o alquilacion; y opcionalmente

(5) uno o mas de las siguientes modificaciones adicionales:

(a) union covalente de los aminoacidos, a la N-terminal, por ejemplo, 1-5 aminoacidos con el N-terminal,
opcionalmente a través de un enlace éster a PLA en la posicién 6 (segun la numeracion de glucagon de tipo natural),
opcionalmente junto con modificaciones en la posicion 1 o 2, por ejemplo como se describe en el presente
documento, que mejoran la resistencia a la escision de DPP-1V;

(b) delecién de los aminoacidos en las posiciones 29 y/o 28, y, opcionalmente, la posicion 27 (segun la numeracion
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de glucagon de tipo natural);

(c) unién covalente de aminoacidos al extremo C-terminal;

(d) sustituciones no conservativas, sustituciones conservativas, adiciones o supresiones mientras que conservan la
actividad deseada, por ejemplo, las sustituciones conservativas en uno o mas de las posiciones 2, 5, 7, 10, 11, 12,
13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28 o 29, la sustitucidon de Tyr en la posicion 10 con Val o Phe, sustitucién de
Lys en la posicion 12 con Arg, sustitucién de uno o mas de estas posiciones con Ala;

(e) modificacion del acido aspartico en la posiciéon 15, por ejemplo, por sustitucién con acido glutamico, acido
homoglutamico, acido cisteico o el acido homocisteico, lo que puede reducir la degradacion; o modificacion de la
serina en la posiciéon 16, por ejemplo, por sustitucion de treonina, Aib, acido glutamico o con otro aminoacido
cargado negativamente tiene una cadena lateral con una longitud de 4 atomos, o alternativamente con una
cualquiera de glutamina, acido homoglutamico, o acido homocisteico, que también pueden reducir la degradacién
debido a la escision del enlace Asp15-Ser16;

(f) modificacion de la metionina en la posicion 27, por ejemplo, por sustitucion con leucina o norleucina, para reducir
la degradacion oxidativa;

(g) la modificacion de la GIn en la posicion 20 o 24, por ejemplo, por sustitucion con Ala o Aib, para reducir la
degradacion que se produce a través de la desamidacion de Gin

modificacion (h) de Asp en la posicidén 21, por ejemplo, por sustitucién con Glu, para reducir la degradacién que se
produce a través de la deshidratacion de Asp para formar una succinimida ciclica intermedia seguido de
isomerizacion a iso-aspartato;

(j) la homodimerizacion o heterodimerizacion como se describe en el presente documento; y

(k) combinaciones de los anteriores.

[0729] Se entiende que cualquiera de las modificaciones de la misma clase pueden combinarse entre si y/o se
combinan modificaciones de las diferentes clases. Por ejemplo, las modificaciones de (1) (a) pueden combinarse con
(2) (@) y (3); (1) (a) pueden combinarse con (2) (b), por ejemplo puente de lactama o puente de sal, y (3); (1) (a)
pueden combinarse con (2) (c) y (3); (1) (b) pueden combinarse con (2) (a) y (3); (1) (b) pueden combinarse con (2)
(b), por ejemplo puente de lactama o puente de sal, y (3); (1) (b) pueden combinarse con (2) (c) y (3); cualquiera de
los anteriores pueden combinarse con (4) (a) y/o (4) (b); y cualquiera de los anteriores pueden combinarse con
cualquiera de (5) (a) a (5) (k).

[0730] En realizaciones de ejemplo, el aminoacido alfa, alfa disustituido Aib esta sustituido en una, dos, tres o todas
de las posiciones 16, 20, 21, 0 24 (segun la numeraciéon de aminoacidos del glucagén de tipo natural).

[0731] En realizaciones de ejemplo, el puente intramolecular es un puente de sal.

[0732] En otros ejemplos de realizacion, el puente intramolecular es un enlace covalente, por ejemplo un puente de
lactama. En algunas realizaciones, el puente de lactama esta entre los aminoacidos en las posiciones 9 y 12, los
aminoacidos en las posiciones 12 y 16, los aminoacidos en las posiciones 16 y 20, los aminoacidos en las
posiciones 20 y 24, o los aminoacidos en las las posiciones 24 y 28 (segun la numeracién de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1401).

[0733] En realizaciones de ejemplo, la acilacién o alquilacién es en la posicion 6, 10, 20 o 24 o en el extremo N-
terminal o C-terminal (segun la numeracién de aminoacidos del glucagon de tipo natural) SEQ ID NO: 1401).

[0734] En realizaciones de ejemplo, las modificaciones incluyen:

(i) sustitucion de Asp en la posicién 15 (segun la numeracién de la SEQ ID NO: 1401) con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

(i) sustitucion de Ser en la posiciéon 16 (segun la numeracion de la SEQ ID NO: 1401) con acido cisteico, acido
glutamico, acido homoglutamico, y acido homocisteico;

(i) sustitucion de Asn en la posicion 28 con un aminoacido cargado;

(iv) sustitucion de Asn en la posiciéon 28 con un aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys,
Arg, His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico;

(v) sustitucion en la posicion 28 con Asn, Asp, o Glu;

vi) sustitucién en la posicion 28 con Asp;

vii) sustitucion en la posicion 28 con Glu;

viii) sustitucion de Thr en la posicion 29 con un aminoacido cargado;

ix) sustitucion de Thr en la posicién 29 con un aminodcido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys,
Arg, His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico;

(x) sustitucion en la posicion 29 con Asp, Glu o Lys;

(xi) sustitucién en la posicion 29 con Glu;

(xii) la insercién de 1-3 aminoéacidos cargados después de la posicion 29;

(

(

—_~ e~~~

xiii) insercion después de la posicion 29 de Glu o Lys;
xiv) insercion después de la posicion 29 de Gly-Lys o Lys-Lys; o combinaciones de los mismos.

[0735] Cualquiera de las modificaciones descritas anteriormente, que aumentan la actividad agonista del receptor de
GLP-1, la actividad agonista del receptor de glucagon, la solubilidad del péptido y/o la estabilidad del péptido se
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pueden aplicar individualmente o en combinacion.
Modificacién para mejorar la estabilidad,

[0736] Segun algunas realizaciones de la péptidos de clase 5 descritos en el presente documento se pueden
modificar adicionalmente para incluir la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1421 (GPSSGAPPPS), o SEQ ID
NO: 1450, unido al aminoacido carboxi terminal (posicion 24) del péptido de Clase 5 y se administré a los individuos
para inducir la pérdida de peso o ayudar en el mantenimiento del peso. Mas en particular, el péptido de Clase 5
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID
NO: 1407, SEQ ID NO: 1408, SEQ ID NO: 1409, SEQ ID NO: 1412, SEQ ID NO: 1413, SEQ ID NO: 1414, SEQ ID
NO: 1416, SEQ ID NO: 1417, SEQ ID NO: 1418, SEQ ID NO: 1419, SEQ ID NO: 1422, SEQ ID NO: 1423, SEQ ID
NO: 1424 y SEQ ID NO: 1425 y que comprende ademas la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1421
(GPSSGAPPPS), o SEQ ID NO: 1450, unido al aminoacido carboxi terminal (posicién 24) del péptido o Clase 5
péptido, se utiliza para suprimir el apetito y la induccién de mantenimiento de la pérdida de peso/peso. En algunas
realizaciones, el péptido administrado o péptido de clase 5 comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1416, SEQ ID NO: 1417, SEQ ID NO: 1418 y SEQ ID NO: 1419, que comprende ademas la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1421 (GPSSGAPPPS) unido al acido carboxi terminal de amino (posicion
24) del péptido de Clase 5. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende administrar un péptido o péptidos
de Clase 5, que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 445 o SEQ ID NO: 1446.

[0737] Por consiguiente, se espera que los péptidos de clase 5 descritos en el presente documento pueden
modificarse de manera similar para disminuir su susceptibilidad a la escisién quimica prematura en tampones
acuosos. Segun algunas realizaciones de los péptidos de clase 5 descritos en el presente documento pueden
modificarse adicionalmente para aumentar su estabilidad en soluciones acuosas mediante la sustitucion del
aminoacido aspartico natural, situado en la posicion 15 del glucagéon natural correspondiente, con un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en cisteico acido, acido glutamico, acido homoglutamico y acido
homocisteico. Segun algunas otras realizaciones el residuo de acido aspartico en la posicién 10 del péptido de clase
5 de SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID N°: 1408 pueden estar sustituidos con un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido cisteico, acido glutamico, acido homoglutamico y acido
homocisteico, y en algunas realizaciones el acido aspartico natural en la posicién 10 de la SEQ ID NO: 1405, SEQ
ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID NO: 1408 se sustituye con acido glutdmico. Segun algunas realizaciones
se proporciona una clase de 5 péptido que tiene una estabilidad mejorada en soluciones acuosas en el que el
antagonista comprende una secuencia modificada de la SEQ ID NO: 1409, en el que la modificacién comprende la
sustitucion de la Asp en la posicion 10 de la SEQ ID NO: 1409 con Glu. En algunas realizaciones se proporciona un
péptido de clase 5 comprende una forma de secuencia seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO: 1422,
SEQ ID NO: 1423, SEQ ID NO: 1424 y SEQ ID NO: 1425. En algunas realizaciones, el péptido de clase 5 se
amidado.

[0738] La secuencia Asp-Ser en la posicion 15-16 de glucagon natural ha sido identificado como un dipéptido Unico
inestable que conduce a la escisidon quimica prematura de la hormona natural en tampones acuosos. Por ejemplo,
cuando se mantiene a 0,01 N HCI a 37°C durante 2 semanas, mas del 50% de la glucagdén natural se puede escindir
en fragmentos. Los dos péptidos de escision liberadas 1-15 y 16-29 estan desprovistos de actividad bioldgica similar
al glucagon y por lo tanto representan una limitacion de la pre-formulacién acuosa de glucagén y sus analogos
relacionados. La sustitucién quimica selectiva de la Asp en la posicion 15 del glucagén natural con Glu ha observado
para eliminar virtualmente la escision quimica del enlace 15-16 péptido.

[0739] En otras realizaciones todavia mas de ejemplo, cualquiera de los compuestos anteriores se pueden modificar
adicionalmente para mejorar la estabilidad mediante la modificacién del aminoacido correspondiente a la posicion 15
0 16 de glucagoén natural, para reducir la degradacion del péptido con el tiempo, especialmente en acido o alcalino
tampones.

Modificacién para mejorar la solubilidad,

[0740] El péptido de clase 5 puede modificarse adicionalmente para mejorar la solubilidad del péptido en soluciones
acuosas a pH fisiolégico, en ciertos aspectos, al tiempo que conserva el antagonista de glucagon y la actividad
agonista de GLP-1. La introduccién de grupos hidréfilos en las posiciones correspondientes a las posiciones 12, 15,
16, 19 y 24 del péptido de la SEQ ID NO: 1405, o en las posiciones 12, 16, 19 o 24 del péptido de la SEQ ID NO:
1406 puede mejorar la solubilidad de los péptidos resultantes en soluciones que tienen un pH fisiolégico, mientras
que conserva el padre compuestos antagonistas de glucagéon y la actividad agonista de GLP. Por lo tanto, en
algunas realizaciones el descrito actualmente péptido de clase 5 que se modifica adicionalmente para comprender
uno o mas grupos hidréfilos unidos covalentemente a las cadenas laterales de aminoacidos correspondientes a las
posiciones de aminoacidos 12, 15, 16, 19 y 24 del péptido de la SEQ ID NO: 1 405 o SEQ ID NO: 1406. En una
realizacién adicional las cadenas laterales de aminoacidos correspondientes a las posiciones de aminoacidos 16 y
19 de la SEQ ID NO: 1 405 o SEQ ID NO: 1 406 estan unidas covalentemente a grupos hidréfilos, y en algunas
realizaciones, el grupo hidréfilo es polietilenglicol (PEG).
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[0741] Los péptidos relacionados con glucagén de clase 5 pueden ser modificados mediante la introduccion de
carga en su extremo carboxi para mejorar la solubilidad del péptido al tiempo que conserva las propiedades
agonistas del péptido. La solubilidad mejorada permite la preparacion y almacenamiento de soluciones de glucagén
a pH casi neutro. La formulacién de soluciones de glucagén a valores de pH relativamente neutro (por ejemplo pH
de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0) mejora la estabilidad a largo plazo de la péptidos de clase 5.

[0742] Los solicitantes prevén que los péptidos de clase 5 descritos en el presente documento pueden modificarse
de manera similar para mejorar su solubilidad en soluciones acuosas a pH relativamente neutro (por ejemplo pH de
aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0), en algunos casos, al tiempo que conserva un antagonista de
glucagéon y GLP-1 actividad. En consecuencia, algunas otras realizaciones se dirige a un antagonista de
glucagén/GLP-1 de la SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID NO: 1408 que ha sido
modificado ain mas con respecto a los aminoacidos naturals presentes en las posiciones 6-29 de la glucagon de
tipo natural (SEQ ID nO: 1401) para afadir carga al péptido por la sustitucién de acidos naturals no cargados
aminoacidos con aminoacidos cargados, o la adicion de aminoacidos cargados al extremo carboxi. Segun algunas
realizaciones, uno a tres de los no cargados aminoacidos naturals de la péptidos de clase 5 descritos en el presente
documento se sustituyen con un aminoacido cargado. En algunas realizaciones, el aminoacido cargado se
selecciona del grupo que consiste en lisina, arginina, histidina, acido aspartico y acido glutamico. Mas en particular,
los solicitantes han descubierto que sustituyendo el aminoacido que se produce normalmente corresponde a la
posicion 28 y/o 29 (en relacion con el glucagén natural) con aminoacidos cargados, y/o la adicién de uno a dos
aminoacidos cargados en el término carboxi de la péptido, mejora la solubilidad y la estabilidad del péptido de clase
5 en soluciones acuosas a pHs fisiologicamente relevantes (es decir, un pH de aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 7,5). Segun ello tales modificaciones de péptidos de clase 5 se prevé que tenga un efecto similar
sobre la solubilidad en soluciones acuosas, particularmente a un pH que varia de aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 8,0, al tiempo que conserva la actividad biolégica del péptido precursor.

[0743] Segun algunas realizaciones, el péptido de clase 5 de la SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO:
1407 o la SEQ ID NO: 1 408 se modifica mediante la sustitucién del aminoacido natural en la posicién 23 y/o 24 de
esas secuencias con un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, acido aspartico o &cido glutamico) y
opcionalmente la adicion de un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, acido aspartico o acido glutamico)
al extremo carboxi del péptido. En una realizacién alternativa de un péptido de clase 5 que comprende la SEQ ID
NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID NO: 1 408 se modifica mediante la sustitucion del
aminoacido natural en la posicion 24 de la SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1 407 o SEQ ID NO:
1408 con un aminoacido cargado positivamente (por ejemplo, lisina, arginina o histidina) y opcionalmente la adicion
de uno o dos cargado positivamente amino acido (por ejemplo, lisina , arginina o histidina) en el extremo carboxi
terminal del péptido. Segin algunas realizaciones se proporciona un péptido de clase 5 que tiene una mejor
solubilidad y estabilidad en el que el analogo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 415 o SEQ
ID NO: 1451 con la condicion de que al menos uno aminoacidos en la posicion, 23, 0 24 de la SEQ ID NO: 14150
SEQ ID NO: 1451 esta sustituido con un acido aminoacido y/o un aminoacido &cido adicional afiadido en el extremo
carboxi de la SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451. En algunas realizaciones los aminoacidos acidos se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en Asp, Glu, acido cisteico y acido homocisteico.

[0744] Segun algunas realizaciones, un péptido de clase 5 que tiene una mejor solubilidad y estabilidad se
proporciona en el que el antagonista comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1416, SEQ ID NO:
1417, SEQ ID NO: 1 418 o SEQ ID NO: 1419. Segun algunas otras realizaciones se proporciona un agonista de
glucagén que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1416 o la SEQ ID N° 1417. En algunas realizaciones, el
péptido de clase 5 comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1420.

[0745] Segun algunas otras realizaciones se proporciona un péptido de clase 5, que comprende la secuencia de
SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451. En algunas realizaciones, la posicién 4 de SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO:
1451 es aspartico acido, acido glutamico, acido homoglutamico, acido cisteico o el acido homocisteico, y en algunas
realizaciones la posiciéon 4 es acido aspartico, acido glutamico, acido cisteico o el acido homocisteico, y en una
posicion forma de realizacion adicional 4 de la SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO : 1451 es acido aspartico o acido
glutdmico, y en algunas realizaciones la posicion 4 de la SEQ ID NO: 1415 o la SEQ ID NO: 1 451 es el acido
aspartico. En algunas realizaciones se proporciona un péptido de clase 5, que comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451 donde la posicion 4 de la SEQ ID NO: 1 415 es el acido aspartico y la posicion 10 de
la SEQ ID NO: 1 415 es el acido glutdmico. En una realizacion adicional el aminoacido C-terminal de la SEQ ID NO:
1415 0 SEQ ID NO: 1 451 se modifica para sustituir el grupo acido carboxilico natural con un grupo de carga neutra,
tal como una amida o éster.

Fusiones de péptidos de Clase 5

[0746] En una realizacién adicional, el aminoacido carboxi terminal del péptido de clase 5 se describe en el presente
documento esta covalentemente unido a un segundo péptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 1421, 1426, 1427, y 1450. Para ejemplo, en algunas realizaciones, el péptido de
Clase 5 de la SEQ ID NO: 1415, SEQ ID NO: 1451, SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO: 1407, SEQ
ID NO: 1408, SEQ ID NO : 1412, SEQ ID NO: 1413, SEQ ID NO: 1414, SEQ ID NO: 1416, SEQ ID NO: 1417, SEQ
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ID NO: 1418, SEQ ID NO: 1419, SEQ ID NO: 1422, SEQ ID NO: 1423 , SEQ ID NO: 1424 y SEQ ID NO: 1 425 se
une covalentemente a un segundo péptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 1421 (GPSSGAPPPS), SEQ ID NO: 1426 (KRNRNNIA), SEQ ID NO: 1427 (KRNR) y SEQ ID NO: 1450
(GPSSGAPPPSX).

[0747] En algunas realizaciones, se proporciona un dimero peptidico clase 5 que comprende dos secuencias
seleccionadas independientemente del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1405, SEQ ID NO: 1406, SEQ ID NO:
1407, SEQ ID NO: 1408, SEQ ID NO : 1409, SEQ ID NO: 1422, SEQ ID NO: 1423, SEQ ID NO: 1424 y SEQ ID NO:
1425 que comprende ademas una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1421 (GPSSGAPPPS) unido al
aminoacido carboxi terminal de la el péptido de clase 5.

[0748] En algunas realizaciones, el péptido de clase 5 se modifica adicionalmente mediante truncamiento o delecion
de uno o dos aminoécidos de la C-terminal del péptido (es decir, el truncamiento de los aminoacidos en la posicion
29 o en las posiciones 28 y 29 de glucagén natural). Preferiblemente truncamiento no afecta a la actividad (por
ejemplo, glucagén antagonismo/GLP-1 agonismo) de un 5 péptido clase.

Conjugados de péptidos de clase 5

[0749] También se proporcionan conjugados de péptidos de clase 5, en el que el péptido de glucagén esta unido,
opcionalmente a través de un enlace covalente y opcionalmente a través de un enlazador, a un resto conjugado.

[0750] En las realizaciones en donde el péptido de clase 5 comprende una cadena de polietilenglicol, la cadena de
polietilenglicol puede estar en la forma de una cadena lineal o puede ser ramificado. Segun algunas realizaciones de
la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado entre el intervalo de aproximadamente 500
a aproximadamente 10.000 Daltons. En algunas realizaciones de la cadena de polietilenglicol tiene un peso
molecular medio seleccionado entre el intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En
algunas realizaciones de la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado entre el intervalo
de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En algunas realizaciones de la cadena de
polietilenglicol tiene un peso molecular medio seleccionado de aproximadamente 1000 a aproximadamente 2000
Daltons. En algunas realizaciones, la cadena de polietilenglicol tiene un peso molecular medio de aproximadamente
1.000 Daltons.

[0751] En algunas realizaciones, la clas pegilados 5 péptido comprende un péptido constituido por la secuencia de
SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451 en el que la cadena de polietilenglicol esta ligado a un aminoacido
seleccionado de entre las posiciones 11, 12, 15, 16, 19y 24 de la SEQ ID NO: 1 415 0 SEQ ID NO: 1451, y el peso
molecular de la cadena de PEG es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En algunas
realizaciones el pegilado péptido de clase 5 comprende un péptido constituido por la secuencia de SEQ ID NO: 1
415 o0 SEQ ID NO: 1451 en el que la cadena de polietilenglicol esta ligado al aminoacido en la posicién 16 o 19 de la
SEQ ID NO: 1415 o SEQ ID NO: 1451, y el peso molecular de la cadena de PEG es de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 5.000 Daltons. En una realizacion adicional, el péptido de clase 5 modificado comprende dos o
mas cadenas de polietilenglicol unidos covalentemente al péptido en el que el peso molecular total de las cadenas
de glucagon es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000 Daltons. En algunas realizaciones, el péptido
de clase 5 comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1 451 en el que una cadena de
polietilenglicol esta ligado al aminoacido en las posiciones 16 y 19 de la SEQ ID NO: 1 415 o SEQ ID NO: 1451 y el
peso molecular combinado de los dos cadenas de PEG es de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 5.000
Daltons.

[0752] La clase de péptido relacionado con glucagén 5 puede comprender la secuencia de aminoacidos de
cualquiera de SEQ ID NOs: 1401-1518, opcionalmente con hasta 1, 2, 3, 4, o 5 modificaciones adicionales que
retienen antagonista de glucagéon y GLP-1 actividad agonista.

El grupo de unién (L

[0753] Como se describe en el presente documento, los presentes divulgaciones proporcionar péptidos de la
superfamilia del glucagén conjugados con ligandos de NHR que tiene la férmula Q-L-Y, en el que L es un grupo de
union o un enlace quimico. En algunas realizaciones, L es estable in vivo. En algunas realizaciones, L es
hidrolizable in vivo. En algunas realizaciones, L es metaestable in vivo.

[0754] Q e Y pueden ser unidos entre si a través de L usando agentes y procedimientos conocidos por los expertos
en la técnica enlazan estandar. En algunos aspectos, Q e Y estan fusionados directamente y L es un enlace. En
otros aspectos, Q e Y se fusionan a través de un grupo de unién L. Por ejemplo, en algunas realizaciones, Qe Y
estan unidos entre si mediante un enlace peptidico, opcionalmente a través de un péptido o amino espaciador de
acido. En algunas realizaciones, Q e Y estan unidos entre si a través de conjugacion quimica, opcionalmente a
través de un grupo de unién (L). En algunas realizaciones, L esta conjugado directamente a cadaunode Qy Y.

[0755] conjugacién quimica puede tener lugar mediante la reaccién de un grupo reactivo nucleéfilo de un compuesto
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a un grupo reactivo electrofilico de otro compuesto. En algunas otras realizaciones, cuando L es un enlace, Q es
conjugado a Y, ya sea por reaccion de un resto reactivo nucledfilo sobre Q con un resto reactivo electréfilo en Y, o
por reaccion de un resto reactivo electréfilo en Q con un resto reactivo nucledfilo sobre Y. En realizaciones cuando L
es un grupo que une Q e y juntos, Q y/o y puede ser conjugado a L ya sea por reacciéon de un resto reactivo
nucledfilo sobre Q y/o y con un resto reactivo electréfilo en L, o por reaccion de un resto reactivo electréfilo en Q y/o
y con un resto reactivo nucledfilo sobre ejemplos L. no limitantes de grupos reactivos nucledfilos incluyen amino, tiol
e hidroxilo. Ejemplos no limitativos de grupos reactivos electréfilos incluyen carboxilo, cloruro de acilo, anhidrido,
éster, éster de succinimida, haluro de alquilo, éster de sulfonato, maleimido, haloacetilo, e isocianato. En
realizaciones en las que Q e Y se conjugan entre si por reaccion de un acido carboxilico con una amina, un agente
de activacion se puede usar para formar un éster activado del acido carboxilico.

[0756] El éster activado del acido carboxilico puede ser, por ejemplo, N-hidroxisuccinimida (NHS), tosilato (Tos),
mesilato, triflato, una carbodiimida, o un hexafluorofosfato. En algunas realizaciones, la carbodiimida es 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1,1'-carbonildiimidazol (CDI), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), o
1,3-diisopropilcarbodiimida ( DICD). En algunas realizaciones, el hexafluorofosfato se selecciona de un grupo que
consiste en hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris (dimetilamino) fosfonio (BOP), hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio  (PyBOP), 2- (1H-7 -azabenzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametil uronio
hexafluorofosfato (HATU), y O-benzotriazol-N, N, N', N'-tetrametil-uronio hexafluorofosfato (HBTU).

[0757] En algunas realizaciones, Q comprende un grupo reactivo nucledfilo (por ejemplo, el grupo amino, grupo tiol,
0 un grupo hidroxilo de la cadena lateral de lisina, cisteina o serina) que es capaz de conjugarse con un grupo
reactivo electrofilico en Y o L . en algunas realizaciones, Q comprende un grupo reactivo electrofilo (por ejemplo, el
grupo carboxilato de la cadena lateral de Asp o Glu) que es capaz de conjugarse a un grupo reactivo nucledfilo
sobre y o L. en algunas realizaciones, Q es modificado quimicamente para comprender un grupo reactivo que es
capaz de conjugarse directamente a y o L. en algunas realizaciones, Q es modificado en el extremo C-terminal a
comprender un aminoacido natural o no natural con una cadena lateral nucledfila, tal como un aminoacido
representado por la Férmula | , férmula I, o férmula Ill, como se describié anteriormente en el presente documento
(véase la acilacion y alquilacion). En realizaciones de ejemplo, el aminoacido C-terminal de Q se selecciona del
grupo que consiste en lisina, ornitina, serina, cisteina y homocisteina. Por ejemplo, el aminoacido C-terminal de Q
puede ser modificado para comprender un residuo de lisina. En algunas realizaciones, Q es modificado en el
aminoacido C-terminal a comprender un aminoacido natural o no natural con una cadena lateral electréfila tal como,
por ejemplo, Asp y Glu. En algunas realizaciones, un aminoacido interno de Q esta sustituido con un aminoacido
natural o no natural que tiene una cadena lateral nucledfila, tal como un aminoacido representado por la Férmula |,
Formula I, o férmula Ill, como se describe anteriormente en el presente documento (ver acilacion y alquilaciéon). En
realizaciones de ejemplo, el aminoacido interno de Q que esta sustituido se selecciona del grupo que consiste en
lisina, ornitina, serina, cisteina y homocisteina. Por ejemplo, un aminoacido interno de Q puede estar sustituido con
un residuo de lisina. En algunas realizaciones, un aminoacido interno de Q esta sustituido con un aminoacido natural
o no natural con una cadena lateral electrdfila, tal como, por ejemplo, Asp y Glu.

[0758] En algunas realizaciones, Y comprende un grupo reactivo que es capaz de conjugarse directamente a Q o
para L. En algunas realizaciones, Y comprende un grupo reactivo nucledfilo (por ejemplo, amina, tiol, hidroxilo) que
es capaz de conjugarse a un electréfilo grupo reactivo en Q o L. en algunas realizaciones, y comprende grupo
reactivo electréfilo (por ejemplo, grupo carboxilo, forma activada de un grupo carboxilo, un compuesto con un grupo
saliente) que es capaz de conjugar a un grupo reactivo nucledfilo sobre Q o L. en algunas realizaciones, y es
modificado quimicamente para comprender o bien un grupo reactivo nucledfilo que es capaz de conjugarse con un
grupo reactivo electrofilico en Q o L. en algunas realizaciones, y es modificado quimicamente para comprender un
grupo reactivo electrofilo que es capaz de conjugarse a una grupo reactivo nucledfilo sobre Qo L.

[0759] En algunas realizaciones, la conjugacion se puede llevar a cabo a través de organosilanos, E, G, aminosilano
tratados con glutaraldehido; carbonildiimidazol (CDI) activacion de los grupos silanol; 0 la utilizacion de
dendrimeros. Una variedad de dendrimeros son conocidos en la técnica e incluyen poli(amidoamina) (PAMAM), que
se sintetizan por el procedimiento divergente a partir de amoniaco o etilendiamina reactivos nucleo iniciador; una
sub-clase de dendrimeros PAMAM basados en un nucleo de tris-aminoetileno-imina; radialmente poli capas
(amidoamina-organosilicio) dendrimeros (PAMAMOS), que se invierte micelas unimoleculares que consisten en
hidréfila  poliamidoamina, nucledfilo (PAMAM) interiores y organico de silicio hidréfobo (OS)
exteriores; Poli(propilenimina) (PPl) dendrimeros, que son generalmente aminas poli-alquilo que tienen aminas
primarias como grupos terminales, mientras que el interior dendrimero consta de numerosos de aminas Tris-
propileno terciarias; Poli(propileno amina) (POPAM) dendrimeros; Diaminobutano (DAB) dendrimeros; dendrimeros
anfifilicos; dendrimeros micelares que son micelas unimoleculares de polifenilenos ramificados hiper soluble en
agua; dendrimeros de polilisina; y dendrimeros basados en hiper éter poli-bencil ramificados esqueleto.

[0760] En algunas realizaciones, la conjugacién se puede llevar a cabo a través de metétesis de olefinas. En
algunas realizaciones, Yy Q, Yy L, o Q y L comprenden ambos un resto alqueno o alquino que es capaz de sufrir
metatesis. En algunas realizaciones un catalizador adecuado (por ejemplo, cobre, rutenio) se utiliza para acelerar la
reaccion de metatesis. Los procedimientos adecuados de llevar a cabo reacciones de metatesis de olefinas se
describen en la técnica. Véase, por ejemplo, Schafmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122:. 5891-5892 (2000),
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Walensky et al, Science 305: 1466-1470 (2004), y Blackwell et al, Angew, Chem, Int... Ed. 37: desde 3281 hasta
3284 (1998).

[0761] En algunas realizaciones, la conjugacion se puede llevar a cabo usando quimica de clic. A "reaccion de Click"
es amplia en alcance y facil de realizar, utiliza sélo reactivos facilmente disponibles, y es insensible a oxigeno y
agua. En algunas realizaciones, la reaccion de clic es una reaccién de cicloadicion entre un grupo alquinilo y un
grupo azido para formar un grupo triazolilo. En algunas realizaciones, la reaccion de Click utiliza un catalizador de
cobre o rutenio. Los procedimientos adecuados de llevar a cabo reacciones de clic se describen en la
técnica. Véase, por ejemplo, Kolb y otros, Drug Discovery Today. 8: 1128 (2003); Kolb et al., Angew. Chem. En
t. Ed. 40: 2004 (2001); Rostovtsev et al., Angew. Chem. En t. Ed. 41: 2596 (2002); Tornoe et al., J. Org. Chem. 67:
3057 (2002); Manetsch et al., J. Am. Chem. Soc. 126: 12809 (2004); Lewis et al., Angew. Chem. En t. Ed. 41: 1053
(2002); Speers, J. Am. Chem. Soc. 125: 4686 (2003); Chan et al. Org. Leton. 6: 2853 (2004); Zhang et al., J.
Am. Chem. Soc. 127: 15998 (2005); y Waser et al., J. Am. Chem. Soc. 127: 8294 (2005).

[0762] También se contempla la conjugacioén indirecta a través de parejas de union especifica de alta afinidad, por
ejemplo estreptavidina/biotina o avidina/biotina o lectina/carbohidrato.

Modificacién quimica de Q y/o Y

[0763] En algunas realizaciones, Q y/o Y se funcionalizan para comprender un grupo reactivo nucledéfilo o un grupo
reactivo electréfilo con un agente derivatizante organico. Este agente derivatizante es capaz de reaccionar con
cadenas laterales seleccionadas o con los residuos o residuos C-terminales de los aminoacidos especificos en el Q
y grupos funcionales en los grupos reactivos Y. en Q y/o Y incluyen, por ejemplo, aldehido, amino, éster, tiol,
haloacetil alfa, maleimido o grupo hidrazino. Los agentes de derivatizacién incluyen, por ejemplo, éster de
maleimidobenzoilsulfosuccinimida (conjugacién a través de residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de
residuos lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico u otros agentes conocidos en la técnica. Alternativamente, Q y/o
Y puede unirse entre si indirectamente a través de portadores intermedios, tales como portadores de polisacaridos o
polipéptidos. Ejemplos de portadores de polisacaridos incluyen aminodextrano. Ejemplos de portadores de
polipéptidos adecuados incluyen polilisina, acido poliglutdmico, acido poliaspartico, co-polimeros de los mismos, y
polimeros mixtos de estos aminoacidos y otros, por ejemplo, serinas, para conferir propiedades de solubilidad
deseables en el soporte resultante cargado.

[0764] Los residuos cisteinilo mas comuUnmente se hacen reaccionar con haloacetatos alfa (y aminas
correspondientes), tales como acido cloroacético o cloroacetamida, para dar derivados de carboximetilo o
carboxiamidometilo. Los residuos cisteinilo también se derivatizan mediante reaccion con bromotrifluoroacetona,
alfa-bromo-beta - (5-imidozoil) propidnico, fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo,
disulfuro de metilo 2-piridilo, p-cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol, o cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol.

[0765] Los residuos histidilo se derivatizan mediante reacciéon con dietilpirocarbonato a pH 5,5-7,0 porque este
agente es relativamente especifico para la cadena lateral histidil. el bromuro de para-bromofenacilo también es
util; la reaccion se realiza preferiblemente en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 6,0.

[0766] Los residuos de lisinilo y amino-terminal se hacen reaccionar con anhidridos de acido carboxilico succinico u
otros. La derivatizacion con estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los residuos lisinilo. Otros reactivos
adecuados para derivatizar residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres tales como picolinimidato de
metilo, fosfato de piridoxal, piridoxal, cloroborohidruro, acido trinitrobencenosulfénico, O-metilisourea, 2,4-
pentanodiona, y reaccién catalizada por transaminasa con glioxilato.

[0767] Los residuos de arginilo se modifican mediante reaccidon con uno o varios reactivos convencionales, entre
ellos fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona, y ninhidrina. La derivatizacion de residuos de arginina
requiere que la reaccidbn se realice en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo funcional
guanidina. Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como el grupo epsilon-amino de
la arginina.

[0768] La modificacion especifica de los residuos tirosil puede realizarse, con interés particular en la introduccion de
marcadores espectrales en los residuos tirosilo por reaccion con compuestos de diazonio aromaticos o
tetranitrometano. Mas comunmente, N-acetilimidizol y tetranitrometano se utilizan para formar especies O-acetil
tirosil y derivados 3-nitro, respectivamente.

[0769] Los grupos laterales carboxilo (aspartilo o glutamilo) se modifican selectivamente mediante reaccion con
carbodiimidas (RN-R '), donde R y R' son grupos alquilo diferentes, tales como 1-ciclohexil-3- (2-morfolinil-4- etil)
carbodiimida o 3- 1-etil-(carbodiimida 4-azonia-4,4-dimetilpentil). Ademas, los residuos aspartilo y glutamilo se
convierten en residuos asparaginilo y glutaminilo por reaccion con iones amonio.

[0770] Otras modificaciones incluyen la hidroxilacion de prolina y lisina, la fosforilacién de grupos hidroxilo de serilo o
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treonilo residuos, la metilacion de los grupos alfa-amino de lisina, arginina, y cadenas laterales de histidina (TE
Creighton, Proteinas: Estructura y Propiedades Moleculares, WH Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)),
la desamidacion de la asparagina o la glutamina, la acetilacion de la amina N-terminal, y/o la amidacion o
esterificacion del grupo acido carboxilico C-terminal.

[0771] Otro tipo de modificacién covalente implica quimica o enzimaticamente glucésidos de acoplamiento al
péptido. Azucar (s) puede estar unido a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres
tales como los de la cisteina, (d) grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina, o hidroxiprolina , (e)
residuos aromaticos tales como los de tirosina, o triptéfano, o (f) el grupo amida de la glutamina. Estos
procedimientos se describen en WO87/05330 publicada el 11 de Sep. 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev.
Biochem., Pp. 259-306 (1981).

Estructurade la L

[0772] En algunas realizaciones, L es un enlace. En estas realizaciones, Q e Y se conjugan entre si por reaccion de
un resto reactivo nucledfilo sobre Q con y resto reactivo electréfilo en Y. En realizaciones alternativas, Q e Y se
conjugan entre si por reaccion de un resto reactivo electrofilo en Q con un resto nucledfilo sobre Y . en ejemplos de
realizacién, L es un enlace amida que se forma tras la reaccién de una amina en Q (por ejemplo, una amina épsilon
de un residuo de lisina) con un grupo carboxilo en Y. en realizaciones alternativas, Q y o y se derivatizan con un
derivatizante agente antes de la conjugacion.

[0773] En algunas realizaciones, L es un grupo de union. En algunas realizaciones, L es un enlazador bifuncional y
comprende solamente dos grupos reactivos antes de la conjugacion a Qy Y. En realizaciones en las que tanto Qe Y
tienen grupos reactivos electréfilos, L comprende dos de los mismos o dos grupos nucleofilicos diferentes (por
ejemplo, amina, hidroxilo , tiol) antes de la conjugacion a Q y Y. En realizaciones en las que tanto Q e y tienen
grupos reactivos nucledfilos, L comprende dos de los mismos o dos grupos electréfilos diferentes (por ejemplo,
grupo carboxilo, forma activada de un grupo carboxilo, un compuesto con un grupo saliente ) antes de la conjugacion
a Qy Y. En realizaciones en las que uno de Q oy tiene un grupo reactivo nucledfilo y el otro de Q o y tiene un grupo
reactivo electrofilo, L comprende un grupo reactivo nucledfilo y un grupo electrofilico antes de la conjugacion a Q e
Y.

[0774] L puede ser cualquier molécula con al menos dos grupos reactivos (antes de la conjugacién a Q e Y)
capaces de reaccionar con cada uno de Q y Y. En algunas realizaciones L tiene sélo dos grupos reactivos y es
bifuncional. L (antes de la conjugacion a los péptidos) puede ser representado por la Formula VI:

A ——] Grupo de unién (1) |—B

en la que A y B son independientemente grupos reactivos nucledfilos o electréfilos. En algunas realizaciones, Ay B
son ambos grupos nucledfilos o ambos grupos electréfilos. En algunas realizaciones uno de A o B es un grupo
nucledfilo y el otro de A o B es un grupo electrdfilo. A continuacién, se muestran combinaciones no limitantes de Ay
B.

Ambos nucleodfilos Ambos electrofilos Nucleéfilo/electrofilo

A B A B A B
amino amino carboxilo carboxilo amino carboxilo
amino tiol carboxilo cloruro de acilo amino cloruro de acilo
amino hidroxilo carboxilo anhidrido amino anhidrido
tiol amino carboxilo éster amino éster
tiol tiol carboxilo NHS amino NHS
tiol hidroxilo carboxilo halégeno amino halégeno
hidroxilo amino carboxilo éster sulfonato amino éster sulfonato
hidroxilo tiol carboxilo maleimido amino maleimido
hidroxilo hidroxilo carboxilo haloacetilo amino haloacetilo
carboxilo isocianato amino isocianato
cloruro de acilo carboxilo tiol carboxilo
cloruro de acilo cloruro de acilo tiol cloruro de acilo
cloruro de acilo anhidrido tiol anhidrido
cloruro de acilo éster tiol éster
cloruro de acilo NHS tiol NHS
cloruro de acilo halégeno tiol halégeno
cloruro de acilo éster sulfonato tiol éster sulfonato
cloruro de acilo maleimido tiol maleimido
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cloruro de acilo haloacetilo tiol haloacetilo
cloruro de acilo isocianato tiol isocianato
anhidrido carboxilo hidroxilo carboxilo
anhidrido cloruro de acilo hidroxilo cloruro de acilo
anhidrido anhidrido hidroxilo anhidrido
anhidrido éster hidroxilo éster
anhidrido NHS hidroxilo NHS
anhidrido halégeno hidroxilo halégeno
anhidrido éster sulfonato hidroxilo éster sulfonato
anhidrido maleimido hidroxilo maleimido
anhidrido haloacetilo hidroxilo haloacetilo
anhidrido isocianato hidroxilo isocianato
éster carboxilo

éster cloruro de acilo

éster anhidrido

éster éster

éster NHS

éster halégeno

éster éster sulfonato

éster maleimido

éster haloacetilo

éster isocianato

NHS carboxilo

NHS cloruro de acilo

NHS anhidrido

NHS éster

NHS NHS

NHS halégeno

NHS éster sulfonato

NHS maleimido

NHS haloacetilo

NHS isocianato

halégeno carboxilo

halégeno cloruro de acilo

halégeno anhidrido

halégeno éster

halégeno NHS

halégeno halégeno

halégeno éster sulfonato

halégeno maleimido

halégeno haloacetilo

halégeno isocianato

éster sulfonato carboxilo

éster sulfonato cloruro de acilo

éster sulfonato anhidrido

éster sulfonato éster

éster sulfonato NHS

éster sulfonato halégeno

éster sulfonato éster sulfonato

éster sulfonato maleimido

éster sulfonato haloacetilo

éster sulfonato isocianato

maleimido carboxilo

maleimido cloruro de acilo

maleimido anhidrido

maleimido éster

maleimido NHS

maleimido halégeno

maleimido éster sulfonato

maleimido maleimido

maleimido haloacetilo

maleimido isocianato

haloacetilo carboxilo
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haloacetilo cloruro de acilo
haloacetilo anhidrido
haloacetilo éster
haloacetilo NHS
haloacetilo halégeno
haloacetilo éster sulfonato
haloacetilo maleimido
haloacetilo haloacetilo
haloacetilo isocianato
isocianato carboxilo
isocianato cloruro de acilo
isocianato anhidrido
isocianato éster
isocianato NHS
isocianato halégeno
isocianato éster sulfonato
isocianato maleimido
isocianato haloacetilo
isocianato isocianato

[0775] En algunas realizaciones, L es hidréfobo. Los enlazadores hidréfobos se conocen en la técnica. Véase, por
ejemplo, Bioconjugate Techniques, GT Hermanson (Academic Press, San Diego, CA, 1996). Los grupos de union
hidréfobos adecuados conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, acido 8-hidroxioctanoico acido y 8-
mercaptooctanoico. Antes de la conjugaciéon con los péptidos de la composicién, el grupo de union hidréfobo
comprende al menos dos grupos reactivos (A y B), como se describe en el presente documento y como se muestra a
continuacion:

A =1 Grupo de unién hidréfobo —)

[0776] En algunas realizaciones, el grupo de unién hidréfobo comprende ya sea un maleimido o un grupo
yodoacetilo y, o bien un acido carboxilico o un acido carboxilico activado (por ejemplo, éster de NHS) como los
grupos reactivos. En estas realizaciones, el grupo maleimido o yodoacetilo se puede acoplar a un resto tiolen Qo Y
y el acido carboxilico o acido carboxilico activado puede acoplarse a una amina en Q o Y con o sin el uso de un
reactivo de acoplamiento. Cualquier agente de acoplamiento conocido por un experto en la técnica puede ser
utilizado para acoplar el acido carboxilico con la amina libre tal como, por ejemplo, DCC, DIC, HATU, HBTU, TBTU,
y otros agentes de activacion descrito en el presente documento. En realizaciones especificas, el grupo de union
hidréfilo comprende una cadena alifatica de 2 a 100 grupos metileno en la que A y B son grupos o derivados de
carboxilo de los mismos (por ejemplo, acido succinico). En otras realizaciones especificas el L es el acido
yodoacético.

0]

O
OH
Ho)j\/\rr ]\)I\OH
O
acido succinico  acido yodoacético
[0777] En algunas realizaciones, el grupo de unién es hidrdéfilo tal como, por ejemplo, polialquileno glicol. Antes de la

conjugacion con los péptidos de la composicion, el grupo de unién hidréfilo comprende al menos dos grupos
reactivos (A y B), como se describe en el presente documento y como se muestra a continuacion:

A =—— Grupo de unidn hidréfilo —R

En realizaciones especificas, el grupo de union es el polietilenglicol (PEG) El PEG en ciertas realizaciones tiene un
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peso molecular de aproximadamente 100 Daltons a aproximadamente 10.000 Daltons, por ejemplo
aproximadamente 500 Daltons a aproximadamente 5000 Daltons. EI PEG en algunas realizaciones tiene un peso
molecular de aproximadamente 10.000 Daltons a aproximadamente 40.000 Daltons.

[0778] En algunas realizaciones, el grupo de unién hidréfilo comprende ya sea un maleimido o un grupo yodoacetilo
y, 0 bien un acido carboxilico o un acido carboxilico activado (por ejemplo, éster de NHS) como los grupos
reactivos. En estas realizaciones, el grupo maleimido o yodoacetilo se puede acoplar a un resto tiolen Qo Y y el
acido carboxilico o acido carboxilico activado puede acoplarse a una amina en Q o Y con o sin el uso de un reactivo
de acoplamiento. Cualquier agente de acoplamiento apropiado conocido por un experto en la técnica puede ser
utilizado para acoplar el acido carboxilico con la amina, tal como, por ejemplo, DCC, DIC, HATU, HBTU, TBTU, y
otros agentes de activacion se describe en el presente documento En algunas realizaciones, la uniéon grupo es
maleimido-PEG (20 kDa) -COOH, yodoacetil-PEG (20 kDa) -COOH, maleimido-PEG (20 kDa) -NHS, o yodoacetilo-
PEG (20 kDa) -NHS.

[0779] En algunas realizaciones, el grupo de uniéon se compone de un aminoacido, un dipéptido, un tripéptido, o un
polipéptido, donde el aminoacido, dipéptido, tripéptido, o polipéptido comprende al menos dos grupos de activacion,
como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el grupo de unién (L) comprende un resto
seleccionado del grupo que consiste en: amino, éter, tioéter, maleimido, disulfuro, amida, éster, tioéster, alqueno,
cicloalqueno, alquino, trizoyl, carbamato, carbonato, catepsina B escindible, y hidrazona.

[0780] En algunas realizaciones, L comprende una cadena de 4tomos de 1 a aproximadamente 60, o de 1 a 30
atomos o mas, de 2 a 5 atomos, de 2 a 10 atomos, de 5 a 10 atomos, o de 10 a 20 atomos de longitud. En algunas
realizaciones, los atomos de la cadena son todos atomos de carbono. En algunas realizaciones, los dtomos de la
cadena en la cadena principal del ligador se seleccionan del grupo que consiste de C, O, N, y S. Los atomos de la
cadena y enlazadores pueden ser seleccionados segun su solubilidad esperado (hidrofilia) a fin de proporcionar un
mas conjugado soluble. En algunas realizaciones, L proporciona un grupo funcional que esta sujeto a la escisiéon por
una enzima u otro catalizador o condiciones hidroliticas que se encuentran en el tejido u érgano o célula diana. En
algunas realizaciones, la longitud de L es el tiempo suficiente para reducir el potencial de impedimento estérico.

Estabilidad de L in vivo

[0781] En algunas realizaciones, L es estable in vivo. En algunas realizaciones, L es estable en el suero sanguineo
durante al menos 5 minutos, por ejemplo menos de 25%, 20%, 15%, 10% o 5% del conjugado se escinde cuando se
incubaron en el suero durante un periodo de 5 minutos. En otras realizaciones, L es estable en el suero sanguineo
de al menos 10, o 20, o 25, 0 30, 0 60, 0 90, o 120 minutos, 0 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 15, 18 0 24 horas. En estas
realizaciones, L no comprende un grupo funcional que es capaz de sufrir hidrdlisis in vivo. En algunas realizaciones
de ejemplo, L es estable en el suero sanguineo de al menos aproximadamente 72 horas. Ejemplos no limitativos de
grupos funcionales que no son capaces de experimentar una hidrdlisis significativa in vivo incluyen amidas, éteres y
tioéteres. Por ejemplo, el siguiente compuesto no es capaz de experimentar una hidrdlisis significativa in vivo:

0
QEHJ\,&Y

[0782] En algunas realizaciones, L es hidrolizable in vivo. En estas realizaciones, L comprende un grupo funcional
que es capaz de sufrir hidrdlisis in vivo. Ejemplos no limitativos de grupos funcionales que son capaces de sufrir
hidrdlisis in vivo incluyen ésteres, anhidridos, y tioésteres. Por ejemplo el siguiente compuesto es capaz de sufrir
hidrdlisis in vivo, ya que comprende un grupo éster:

0O

Q‘N O‘Y
H

)

[0783] En algunas realizaciones de ejemplo L es labil y se somete a hidrdlisis sustancial en 3 horas en el plasma
sanguineo a 37°C, con la hidrdlisis completa dentro de las 6 horas. En algunas realizaciones de ejemplo, L no es
labil.

[0784] En algunas realizaciones, L es metaestable in vivo. En estas realizaciones, L comprende un grupo funcional
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que es capaz de ser quimicamente o enzimaticamente escindido in vivo (por ejemplo, un acido labil, reduccion labil,
o grupo funcional enzima labil), opcionalmente en un periodo de tiempo. En estas realizaciones, L puede
comprender, por ejemplo, un resto de hidrazona, un resto disulfuro, o un resto catepsina escindible. Cuando L es
metaestable, y sin la intencidn de estar ligado por ninguna teoria en particular, el conjugado Q-L-Y es estable en un
entorno extracelular, por ejemplo, estable en el suero sanguineo de los periodos de tiempo descritos anteriormente,
pero labil en el ambiente o condiciones intracelulares que imitan la ambiente intracelular, de modo que escinde a la
entrada en una célula. En algunas otras realizaciones cuando L es metaestable, L es estable en el suero sanguineo
de al menos aproximadamente 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 42, o 48 horas, por ejemplo, al
menos aproximadamente 48, 54, 60, 66, o 72 horas, o aproximadamente 24-48, 48-72, 24-60, 36-48, 36-72, 0 48-72
horas.

Conjugados Q-L-Y

Conjugacionde Qe Y

[0785] La conjugacion de Q a Y a través de L se puede llevar a cabo en cualquier posicion dentro de Q, incluyendo
cualquiera de las posiciones 1-29, una posicién dentro de una extensiéon C-terminal, o el aminoacido C-terminal,
siempre que la actividad de Q se retenga, si no mejore. Ejemplos no limitativos incluyen las posiciones 5, 7, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 24, 27, 28, 29, 30, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 0 43 (segun el numero de los
aminoacidos de SEQ ID NO: 1601). En algunas realizaciones, Y se conjuga a Q a través de L en una o mas de las
posiciones 10, 20, 24, 30, 37, 38, 39, 40, 41, 32, o0 43. En realizaciones especificas, Y se conjuga a Q a través de L
en la posicién 10 y/o 40 de Q.

Actividad
Actividad en el receptor de glucagén y el receptor nuclear de hormona

[0786] En algunas realizaciones, Q-L-Y muestra actividad tanto en el receptor de glucagén y un receptor nuclear de
hormona. En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) de Q en el
receptor de glucagén esta dentro de aproximadamente 100 veces, aproximadamente 75 veces, aproximadamente
60 veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 40 veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente
20 veces, aproximadamente 10 veces, o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de la actividad (por
ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) de Y en un receptor nuclear de hormona . En algunas
realizaciones, la potencia de glucagon de Q esta dentro de aproximadamente 25, aproximadamente 20,
aproximadamente 15, aproximadamente 10 o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de la potencia de
Y.

[0787] En algunas realizaciones, la relacién de la actividad relativa o de la ECso o la potencia de la Q en el receptor
de glucagodn dividida por la actividad relativa o de la ECso 0 potencia de Y en un receptor nuclear de hormona es
menor que, o es aproximadamente X, donde X se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. en
algunas realizaciones, la relacion de la ECso o0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de glucagén dividido
por el ECso 0 potencia o actividad relativa de y en un receptor nuclear de hormona es de aproximadamente 1 a
menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En
algunas realizaciones, la relacion de la potencia de glucagén de Q en comparacién con la potencia de la hormona
nuclear de Y es menor que, o es aproximadamente Z, donde Z se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20,
15, 10, y 5. En algunas realizaciones, la relacion de la potencia de glucagén de Q en comparacion con la hormona
potencia nuclear y es menor que 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2,
aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Q tiene una CE50 en el receptor de glucagon, que es de 2 a 10
veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la
ECso0 de Y en un receptor nuclear de hormona.

[0788] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la potencia o de la ECso de Y en un receptor
nuclear de hormona dividida por la actividad relativa o la potencia o de la ECso de Q en el receptor de glucagoén es
menor que, o es de aproximadamente V, donde V se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5.
En algunas realizaciones, la relacion de la ECso 0 potencia o actividad relativa de y en una hormona nuclear receptor
dividido por el ECso o potencia o actividad relativa de Q en el receptor de glucagon es inferior a 5 (por ejemplo,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la
relacion de la potencia de la hormona nuclear de Y en comparacién con la potencia de glucagéon de Q es de menos
de, o es aproximadamente W, en donde W se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, y 5. En algunas
realizaciones, la relaciéon de la potencia de la hormona nuclear de y en comparacién con la potencia de glucagén de
Q es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente
1). En algunas realizaciones, Y tiene una ECso en un receptor nuclear de hormona que es aproximadamente de 2 a
aproximadamente 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10
veces) mayor que la ECso de Q en el receptor de glucagon.

[0789] En algunas realizaciones, exposiciones Y al menos 0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas,
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aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad
de ligando enddgeno en un receptor nuclear de hormona (la potencia de la hormona nuclear) y muestra Q al menos
0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente 5% o mas,
aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad de glucagén natural en el receptor de glucagén (potencia
glucagon).

Actividad en el receptor de GLP-1 y el receptor nuclear de hormona

[0790] En algunas realizaciones, Q-L-Y muestra actividad tanto en el receptor de GLP-1 y un receptor nuclear de
hormona. En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) de Q en el
receptor de GLP-1 esta dentro de aproximadamente 100 veces, aproximadamente 75 veces, aproximadamente 60
veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 40 veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20
veces, aproximadamente 10 veces, o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de la actividad (por
ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) de y en una nuclear receptor horomone. En algunas realizaciones,
el GLP-1 potencia de Q estd dentro de aproximadamente 25, aproximadamente 20, aproximadamente 15,
aproximadamente 10 o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de la potencia de Y.

[0791] En algunas realizaciones, la relacién de la actividad relativa o de la ECso 0 la potencia de la Q en el receptor
de GLP-1 dividido por la actividad relativa o de la ECso0 0 potencia de Y en un receptor nuclear de hormona es menos
de , o es aproximadamente X, donde X se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. En algunas
realizaciones, la relaciéon de la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GLP-1 dividido por el ECso
o potencia o actividad relativa de y en un receptor nuclear de hormona es de aproximadamente 1 a menos de 5 (por
ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas
realizaciones, la relacion de la GLP-1 potencia de Q en comparacioén con la potencia de la hormona nuclear de Y es
menor que, o es aproximadamente Z, donde Z se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, y 5. En
algunas realizaciones, la relacion de la GLP-1 potencia de Q en comparacion con la hormona potencia nuclear y es
menor que 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En
algunas realizaciones, Q tiene una CE50 en el receptor de GLP-1 que es de 2 a 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3
veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso de Y en un receptor
nuclear de hormona.

[0792] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la potencia o de la ECso de Y en un receptor
nuclear de hormona dividida por la actividad relativa o la potencia o de la ECso de Q en el receptor de GLP-1 es
menor que, o es de aproximadamente, V, donde V se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5.
en algunas realizaciones, la relacion de la ECso 0 potencia o actividad relativa de y en una receptor nuclear de
hormona dividida por la ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GLP-1 es menor que 5 (por
ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas
realizaciones, la relacion de la potencia de la hormona nuclear de Y en comparacion con el GLP-1 potencia de Q es
menor que, o es de aproximadamente, W, en donde W se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, y 5. En
algunas realizaciones, la relaciéon de la potencia de la hormona nuclear de y en comparacién con el GLP-1 potencia
de Q es de menos de 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2,
aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Y tiene una ECso en un receptor nuclear de hormona que es
aproximadamente de 2 a aproximadamente 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso de Q en el receptor de GLP-1.

[0793] En algunas realizaciones, exposiciones Y al menos 0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas,
aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad
de ligando enddgeno en un receptor nuclear de hormona (la potencia de la hormona nuclear) y muestra Q al menos
0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente 5% o mas,
aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad de GLP-1 natural en el receptor de GLP-1 (GLP-1 potencia).

Actividad en el receptor de GIP y el receptor nuclear de hormona

[0794] En algunas realizaciones, Q-L-Y muestra actividad tanto en el receptor de GIP y un receptor nuclear de
hormona. En algunas realizaciones, la actividad (por ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) de Q en el
receptor de GIP esta dentro de aproximadamente 100 veces, aproximadamente 75 veces, aproximadamente 60
veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 40- veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 20
veces, aproximadamente 10 veces, o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de la actividad (por
ejemplo, la ECso o la actividad relativa o potencia) de y en un receptor horomone nuclear . En algunas realizaciones,
la potencia GIP de Q esta dentro de aproximadamente 25, aproximadamente 20, aproximadamente 15,
aproximadamente 10 o aproximadamente 5 veces diferente (mayor o menor) de la potencia de Y.

[0795] En algunas realizaciones, la relacién de la actividad relativa o de la ECso o la potencia de la Q en el receptor
de GIP dividida por la actividad relativa o de la ECso 0 potencia de Y en un receptor nuclear de hormona es menor
que, o es aproximadamente X, donde X se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. en algunas
realizaciones, la relacion de la ECso o potencia o actividad relativa de Q en el receptor GIP dividido por el ECso 0
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potencia o actividad relativa de y en un receptor nuclear de hormona es de aproximadamente 1 a menos de 5 (por
ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas
realizaciones, la relacién de la potencia GIP de Q en comparacion con la potencia de la hormona nuclear de Y es
menor que, o es aproximadamente Z, donde Z se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10,y 5. En
algunas realizaciones, la relacion de la potencia GIP de Q en comparacion con la hormona potencia nuclear y es
menor que 5 (por ejemplo, aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En
algunas realizaciones, Q tiene una EC50 en el receptor de GIP, que es de 2 a 10 veces (por ejemplo, 2 veces, 3
veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso de Y en un receptor
nuclear de hormona.

[0796] En algunas realizaciones, la relacion de la actividad relativa o la potencia o de la ECso de Y en un receptor
nuclear de hormona dividida por la actividad relativa o la potencia o de la ECso de Q en el receptor de GIP es menor
que, o es aproximadamente V, donde V se selecciona a partir de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, 6 5. en algunas
realizaciones, la relacion de la ECso o potencia o actividad relativa de y en una hormona nuclear receptor dividido por
el ECso 0 potencia o actividad relativa de Q en el receptor de GIP es inferior a 5 (por ejemplo, aproximadamente 4,
aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, la relacién de la potencia
de la hormona nuclear de Y en comparacion con la potencia GIP de Q es de menos de, o es aproximadamente W,
en donde W se selecciona de 100, 75, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10, y 5. En algunas realizaciones, la relacion de la
potencia de la hormona nuclear de y en comparacién con la potencia GIP de Q es de menos de 5 (por ejemplo,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1). En algunas realizaciones, Y
tiene una ECso en un receptor nuclear de hormona que es aproximadamente de 2 a aproximadamente 10 veces (por
ejemplo, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces) mayor que la ECso de Q
en el receptor de GIP.

[0797] En algunas realizaciones, exposiciones Y al menos 0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas,
aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente 5% o mas, aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad
de ligando enddgeno en un receptor nuclear de hormona (la potencia de la hormona nuclear) y muestra Q al menos
0,1% (por ejemplo, aproximadamente 0,5% o mas, aproximadamente el 1% o mas, aproximadamente 5% o mas,
aproximadamente 10% o mas, o mas) de la actividad de natural GIP en el receptor de GIP (GIP potencia).

Profarmacos de Q-L-Y

[0798] En algunos aspectos de la divulgacion, se proporcionan profarmacos de Q-L-Y en el que el profarmaco
comprende un elemento de dipéptido profarmaco (AB) unido covalentemente a un sitio activo de Q a través de un
enlace amida, como se describe en Solicitud de Patente Internacional No. PCT US09/68745 (presentada el 18 de
diciembre de 2009). La posterior eliminacion del dipéptido en condiciones fisiolégicas y en ausencia de la actividad
enzimatica, restaura la actividad completa al conjugado Q-L-Y.

[0799] En algunas realizaciones, se proporciona un profdrmaco de Q-L-Y que tiene la estructura general de ABQ-L-
Y. En estas realizaciones A es un aminoacido o un hidroxiacido y B es un acido N-alquilado amino ligado a Q
mediante la formacién de un enlace amida entre un grupo carboxilo de B (en AB) y una amina de Q. Ademas, en
algunas realizaciones , a, B, o el aminoacido de Q a la que esta unida AB, es un aminoacido no codificado, y
escision quimica de AB de Q es al menos aproximadamente 90% completa en aproximadamente 1 a
aproximadamente 720 horas en PBS bajo condiciones fisiolégicas condiciones. En otra realizacion, la escisién
quimica de AB de Q es al menos aproximadamente 50% completa dentro de aproximadamente 1 hora o
aproximadamente 1 semana en PBS en condiciones fisiolégicas.

[0800] En alguna forma de realizacion el elemento de dipéptido profdrmaco (AB) comprende un compuesto que
tiene la estructura general de abajo:

Rl R: lr} O
N
Sy

0 R, R

en la que

R1, R2, R4 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, C 1 -C 18 alquilo, alquenilo C2-
C18, (alquilo C1-C18) OH, (alquilo C1-C18) SH, (C 2-C 3 alquilo) SCH 3, (C 1-C 4 alquilo )CONH2, (C 1-C 4
alquilo)COOH, (C 1-C 4 alquilo) NH2, (C 1-C 4 alquil) NHC (NH 2 ** +) NH2, (C OC 4 alquilo) (C 3-C 6 cicloalquilo),
(C 0-C 4 alquil) (C 2-C 5 heterociclico), (C 0-C 4 alquil) (C 6-C 10 arilo) R7, (C 1-C 4 alquil) (C 3-C 9 heteroarilo), y C
1-C 12 alquilo (W 1)C 1-C 12 alquilo, en donde W 1 es un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en N, S
y 0, 0 R 1y R2 junto con los atomos a los que estan unidos forman un C 3-C 12 cicloalquilo; o R4 y R8 junto con los
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atomos a los que estan unidos forman un C 3-C 6 cicloalquilo;

R3 se selecciona del grupo que consiste de alquilo C1-C18, (alquilo C1-C18) OH, (alquilo C1-C18) NH2, (alquilo C1-
C18) SH, (C 0 -C4 alquilo) (C 3-C 6) cicloalquilo, (C 0-C 4 alquil) (C 2-C 5 heterociclico), (C 0-C 4 alquil) (C 6-C 10
arilo) R7, y (C 1-C 4 alquil) (C 3-C 9 heteroarilo) o R4 y R3 junto con los atomos a los que estan unidos forman un
anillo heterociclico de 4, 5 0 6 miembros;

R 5es NHR 6 u OH;

R6 es H, alquilo C1-C8 o R6 y R1 junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4, 5
0 6 miembros; y

R 7 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1-C18, alquenilo C2-C18, (C 0-C 4 alquilo)CONH2,
(C 0-C 4 alquilo)COOH, (C 0 -C4 alquilo) NH2, (C 0-C 4 alquilo) OH, y halo.

[0801] En algunas realizaciones, el elemento de profarmaco dipéptido esta unido al extremo amino terminal de P. En
otras otras realizaciones, el profarmaco dipéptido esta ligado a un aminoacido interno de Q, como se describe en
Solicitud de Patente Internacional No. PCT US09/68745.

Realizaciones de ejemplo de Q-L-Y

[0802] En algunas realizaciones de la invencion, los conjugados de péptido de glucagén de la superfamilia pueden
ser representados por la siguiente férmula:

Q-L-Y
en la que Q es un péptido superfamilia del glucagon, Y es un esteroide, y L es un grupo de unién o un enlace.

[0803] En aspectos especificos, Q comprende una secuencia de aminoacidos que se basa en la secuencia de
aminoacidos de GLP-1 humano natural (SEQ ID NO .: 1603). En algunos aspectos, Q comprende una secuencia de
aminoacidos modificada de SEQ ID NO: 1603 que comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, y en
algunos casos, 16 o mas (por ejemplo, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, etc.), modificaciones de aminoacidos y
hasta 1, hasta 2, de hasta 3, de hasta 4 , hasta 5, hasta 6, hasta 7, hasta 8, hasta 9, o hasta modificaciones de 10
aminoacidos (por ejemplo, acilacion, alquilacion, pegilacion, truncamiento en C-terminal, de sustitucion) con relacién
a la humana natural GLP-1 de secuencia (SEQ ID NO: 1603). Por ejemplo, Q puede ser GLP-1 (Aib?E'6Cex K*0)
(SEQ ID NO.: 1647), GLP-1 (Aib’A?2Cex K*0) (SEQ ID NO.: 1648), DGLP-1 (A'Aib?2A%2Cex K*°) (SEQ ID NO.: 1649),
GLP-1 (Aib’E'6C?* (PEG-40 kDa)Cex K*°) (SEQ ID NO.: 1650).

[0804] En aspectos especificos, Y es un esteroide o un derivado con éstos y actia en un receptor de estrogeno, un
receptor de andrégenos, un receptor de glucocorticoides, o un receptor huérfano relacionado RAR. En algunas
realizaciones, Y comprende una estructura que permite o promueve la actividad agonista en un receptor de
estrogeno, un receptor de andrégenos, un receptor de glucocorticoides, o un receptor huérfano relacionado RAR-,
mientras que en otras realizaciones, Y es un antagonista de un un receptor de estrégeno, un receptor de
andrégenos, un receptor de glucocorticoides, o un receptor huérfano relacionado RAR. Por ejemplo, Y puede ser
estradiol, estrona, o colesterol.

[0805] En aspectos especificos, L es estable in vivo. En algunas realizaciones, L comprende, por ejemplo, una
amida, éter, carbamato, o tioéter. En aspectos alternativas, L es hidrolizable in vivo. En algunas realizaciones, L
comprende un éster, anhidrido, o tioéster. En otros aspectos, L es metaestable in vivo. En algunos aspectos, L es
labil en medio &cido (por ejemplo, comprende resto de hidrazona), la reduccion labil (por ejemplo, comprende un
resto disulfuro), o enzima-lable (por ejemplo, comprende un resto de la catepsina B-escindible).

[0806] Los ejemplos no limitantes de péptidos de la superfamilia del glucagén basados en GLP-1 conjugados con
estradiol a través de un enlace estable se muestran a continuacion (SEQ ID NOs.: 1651-1654, 1667).
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[0807] Los ejemplos no limitantes de péptidos de la superfamilia del glucagén basados en GLP-1 conjugados con
colesterol a través de un enlace estable se muestran a continuacion (SEQ ID NOs.: 1660-1661).

o o [}
NH2—H—.'\-“%LEGTFTSDVSSYLEEQ.\\AKEFI—-\J\.)LWLVKGGPSSPGHF'F'F'S"N\;)L'NHE

i e -\|\
40K PEG (tioéter) b
o

Q a
NI-rE—H-N\éLEGTFTSDUSSYLEEOAAKEFIAWLVKGGPSSGAPPPS—N\)LHH?

[0808] Los ejemplos no limitantes de péptidos de la superfamilia del glucagén basados en GLP-1 conjugados al
estradiol o estrona a través de un enlace hidrolizable se muestran a continuacion (SEQ ID NOs.: 1655-1659, 1666).
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[0809] Los ejemplos no limitantes de péptidos de la superfamilia del glucagén basados en GLP-1 conjugados a

estradiol través de un enlace labil en medio acido se muestran a continuacion (SEQ ID NO.: 1662).
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[0810] Los ejemplos no limitantes de péptidos de la superfamilia del glucagén basados en GLP-1 conjugados a
estradiol través de un enlace reduccion labil se muestran a continuacion (SEQ ID NOs.: 1663-1664).

4]
MHQ—H—M\J~EG‘I'F:TSD\-‘SSYLEEC.I;C\;E\I‘(EF|-\\.‘-'n.lLh"I‘CGGF'SS('_—‘,.ﬂ\F‘F‘PS—‘\'\,J|~NH2
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]
H Eﬁ
OH
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H /T\S- ij
3-.../"""-“ I}
OH

[0811] Los ejemplos no limitantes de péptidos de la superfamilia del glucagén basados en GLP-1 conjugados con
estradiol a través de un enlace labil a enzima se muestran a continuacién (SEQ ID NOs.: 1665, 1668).

~

o [u}
Nria-ll-u\J—ECTFTSD‘.‘SSYLEEC}-AAKEF |.ﬂwLVKGL;PSSCAPPPS-NYJLNH,
E

N
WIr\JLH QP,L e
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[0812] En algunas realizaciones, cualquiera de las SEQ ID NOs.: 1-760, 801-919, 1001-1275, 1301-1371, 1401-
1518, 1601-1646 puede ser sustituida por SEQ ID NOs.: 1647-1650 en las realizaciones de ejemplo anteriores.

[0813] Los datos en el presente documento confirma que los conjugados que comprenden los péptidos de la
superfamilia del glucagon como se describe en el presente documento (Q) y estrégeno (Y) tienen farmacologia
sinérgico. La parte Q de estos conjugados puede actuar para dirigir la parte de estrogeno del conjugado a los
objetivos de la accién deseada y lejos de los tejidos ginecoldgicos clasicos, para dar lugar a un mejor control
glucémico y la homeostasis de energia, con un indice terapéutico muy mejorada.

[0814] disfuncidn de las células beta del pancreas se caracteriza por la pérdida de la biosintesis y secrecién de
insulina en combinacién con una disminuciéon de la masa funcional debido a la apoptosis de las células beta, que
surge a partir de glucosa croénica y la oxidacién de lipidos (glucolipotoxicity) junto con hiperfuncién compensatoria
(estrés ER) . Debido a que la diabetes tipo 2 se produce tras la disfunciéon de las células beta, las estrategias
destinadas a proteger a las células beta productoras de insulina a partir de la apoptosis o para restaurar la masa de
células beta funcionales representan una gran oportunidad para la intervencion terapéutica en el tratamiento de la
diabetes tipo 2.

[0815] El estrogeno posee robustos efectos anti-apoptéticos en roedores y células beta humanas, asi como otros
tejidos diana en el cuerpo. Las funciones extra-pancreaticas de estrégeno en el higado para suprimir la lipogénesis y
restaurar la sensibilidad a la insulina pueden mejorar indirectamente la funcién de las células beta. También tiene
accion en el hipotalamo para reducir la ingesta de alimentos y aumentar el gasto de energia. Sin embargo, estos
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efectos de estrégeno pueden ser perjudiciales en los tejidos diana ginecoldgicos, como terapia de reemplazo
hormonal se ha demostrado que aumenta la incidencia de cancer de mama. Sin pretender estar limitados por
ninguna teoria en particular, dirigir selectivamente la accién de estrogenos en las células beta, higado, y/o el
hipotalamo puede ser beneficioso.

[0816] La aplicacion clinica de estrégenos ha sido limitado debido al temor de su accioén potencial oncogénico y
ginecoldgico. Para mejorar el indice terapéutico de los estrogenos, los conjugados basados en incretinas como se
describe en el presente documento permiten la orientacién preferencial de los estrogenos en los tejidos deseados y
reducir al minimo la accién en mama y los tejidos del endometrio. Los datos en los ejemplos en el presente
documento demuestran que los conjugados de péptidos de la superfamilia del glucagon y los estrégenos tienen un
efecto sinérgico, beneficioso sobre el control glucémico (por ejemplo, como se mide por los niveles de glucosa
disminuida) y la homeostasis de energia (por ejemplo, tal como se mide por la disminucién del peso corporal y/o
masa grasa) por los combinados insulinotrépico y anabdlicos actividades sobre las células beta pancreéticas con un
efecto anorexigeno en el hipotalamo.

[0817] Para explorar la capacidad de cada componente individual del conjugado (por ejemplo, la parte de GLP-1y la
parte de estrégeno) para regular la glucosa en sangre y el peso corporal, un conjunto de conjugados de péptido-
estrégeno se sintetizaron poseer completo GLP-1 agonismo con un intervalo de menos de 0,1% a mas del 100% en
la actividad in vitro y con las quimicas enlazadoras (estables, labiles, y metaestables) que permiten la liberacion de
estrogeno diferencial en el plasma. Se determind la liberacion especifica de estrogeno para variar dentro de una
amplia gama de formas quimicas que eran estables a otras formas que liberan totalmente estrégeno en unas pocas
horas.

[0818] Por ejemplo, en ratones obesos inducidos por la dieta, un completamente activo agonista de GLP-1 con un
estrégeno ligado de forma estable demostrd consistentemente a ser mas eficaz en la reduccion de la glucosa en
sangre y el peso corporal que la comparativa de control de GLP-1. Los conjugados de estrégenos-péptido estables
demostraron ser desprovistos de actividad estrogénica clasica tal como se evaludé por la falta de actividad
uterotréfica en ratones ovariectomizadas, mientras que los conjugados de estrégeno-péptido labiles muestran
actividad trofica en el utero. Los derivados quimicos que golpeado-hacia fuera GLP-1 agonismo y/o prestados el
estrégeno 1abil en plasma demostraron menor eficacia que los de GLP-1 conjugados/estrégeno estables, lo que
indica la presencia combinada de GLP-1 y el estrégeno dirigidos pueden lograr reducciones superiores en glucosa y
peso corporal.

[0819] Los conjugados "meta" -STABLE péptido-estrogeno que se prepararon son estables en plasma pero capaz
de liberar estrogeno tras la internalizaciéon celular. Estos conjugados péptido de la superfamilia del
glucagén/estrégeno con vinculos metaestables fueron capaces de reducir los niveles de glucosa y el peso corporal
en un grado mayor que los conjugados con enlaces labiles, mientras que carece de actividad uterotréfica perjudicial.

[0820] glucagdn péptidos de la superfamilia que son de forma estable o metastably unidos a los estrogenos
demostraron consistentemente una eficacia mejorada en la reducciéon de peso corporal, ingesta de alimentos, y la
masa grasa en los ratones obesos, no diabéticos en comparacion con un control apropiado. Esta eficacia mejorada
esta ausente en conjugados donde el estrégeno es farmacolégicamente labil, y no se observa en conjugados donde
el péptido de la superfamilia del glucagén es a propdsito inactivo. Los archivos adjuntos estables y metaestables de
estrogeno al glucagén péptidos superfamilia eran diferencialmente desprovistos de actividad estrogénica en relacién
con los conjugados labiles y, en cambio con conjugados labiles, no mostrar el crecimiento uterino. Colectivamente,
estos hallazgos eficacia demostrar mejorada derivada de los glucagén superfamilia conjugados péptido/estrégeno
stably- y metastably-ligados como se describe en el presente documento en los obesos, metabdlicamente
comprometida ratones sin evidencia del efecto estrogénico clasica que limitan el uso medicinal de los estrégenos.

[0821] En realizaciones de ejemplo, los conjugados son utiles para tratar cualquiera de las condiciones descritas en
el presente documento, incluyendo, pero no limitado a un estado hiperglucémico médica, la obesidad, el sindrome
metabdlico, y NAFLD.

Composiciones farmacéuticas
Sales

[0822] En algunas realizaciones, los conjugados Q-L-Y descritos en el presente documento estan en Iforma de una
sal, por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza en este documento, el término "sal
farmacéuticamente aceptable" se refiere a sales de compuestos que retienen la actividad bioldgica del compuesto
parental, y que no son biolégicamente o de otra manera indeseables. Dichas sales se pueden preparar in situ
durante el aislamiento final y purificacién del analogo, o se pueden preparar por separado mediante reaccion de una
funcion de base libre con un acido adecuado. Muchos de los compuestos descritos en este documento son capaces
de formar sales &cidas y/o basicas segun la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos similares a los
mismos.
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[0823] Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables se pueden preparar a partir de acidos
inorganicos y organicos. Las sales de adicion de acido representativas incluyen, pero no se limitan a, acetato,
adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, alcanforato, alcanforsulfonato,
digluconato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-
hidroxietanosulfonato (isotionato), lactato, maleato, metanosulfonato, nicotinato, 2-naftalenosulfonato, oxalato,
palmitoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato,
fosfato, glutamato, bicarbonato, p-toluenosulfonato y undecanoato. Las sales derivadas de acidos inorganicos
incluyen acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, y similares. Las sales
derivadas de acidos organicos incluyen acido acético, acido propionico, acido glicdlico, acido pirtvico, acido oxalico,
acido malico, acido maldnico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido
benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfonico, acido etanosulfénico, acido p-tolueno-sulfénico,
acido salicilico, y similares. Ejemplos de &cidos que pueden emplearse para formar sales de adicién
farmacéuticamente acido aceptables incluyen, por ejemplo, un acido inorganico, por ejemplo, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfarico, y acido fosforico, y un acido organico, por ejemplo, acido oxalico, acido maleico, acido
succinico y acido citrico.

[0824] Las sales de adicidon de base también se pueden preparar in situ durante el aislamiento final y la purificacion
de la fuente de acido salicilico, o haciendo reaccionar un grupo que contiene acido carboxilico con una base
adecuada tal como hidréxido, carbonato o bicarbonato de un catién metalico farmacéuticamente aceptable o con
amoniaco o una amina organica primaria, secundaria, o terciaria. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero no se limitan a, cationes basados en metales alcalinos o metales alcalinotérreos, tales como sales de litio,
sodio, potasio, calcio, magnesio y aluminio, y similares, y amoniaco cuaternario no téxico y cationes de amina
incluyendo amonio, tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamonio, dimetilamonio, trimetilamonio, trietilamonio,
dietilamonio, y etilamonio, entre otros. Otras aminas organicas representativas Utiles para la formacién de sales de
adicion de base incluyen, por ejemplo, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperidina, piperazina, y similares.
Las sales derivadas de bases organicas incluyen, pero no se limitan a, sales de aminas primarias, secundarias y
terciarias.

[0825] Ademas, los grupos bésicos que contienen nitrdgeno se pueden cuaternizar con el andlogo de la presente
descripcion como haluros de alquilo inferior, tales como cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo, y
butilo; haluros de cadena larga, tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo;
haluros de arilalquilo como bromuros de bencilo y fenetilo y otros. De esta manera, se obtienen productos solubles
en agua o solubles en aceite o dispersables.

Formulaciones

[0826] Segun algunas otras realizaciones, se proporciona una composicion farmacéutica en la que la composicion
comprende un conjugado Q-L-Y de la presente descripcion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable La composicién farmacéutica puede comprender cualquier ingrediente
farmacéuticamente aceptable, incluyendo, por ejemplo, agentes acidificantes, aditivos, adsorbentes, propelentes de
aerosoles, agentes de desplazamiento de aire, agentes alcalinizantes, agentes antiapelmazantes, anticoagulantes,
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, antisépticos, bases, aglutinantes, agentes de tamponamiento, agentes
quelantes, agentes de recubrimiento, agentes colorantes, desecantes, detergentes, diluyentes, desinfectantes,
disgregantes, dispersantes, agentes potenciadores de disolucién, colorantes, emolientes, agentes emulsionantes,
estabilizadores de emulsién, cargas, agentes formadores de pelicula, potenciadores del sabor, agentes
aromatizantes, potenciadores de flujo, agentes gelificantes, agentes de granulaciéon, humectantes, lubricantes,
mucoadhesivos, bases de pomadas, unguentos, vehiculos oleaginosos, bases organicas, bases de pastillaa,
pigmentos, plastificantes, agentes de pulido, conservantes, agentes secuestrantes, agentes de penetracion de la
piel, agentes solubilizantes, disolventes, agentes estabilizantes, bases de supositorios, agentes activos de superficie,
agentes tensioactivos, agentes de suspension, agentes edulcorantes, agentes terapéuticos, agentes espesantes,
agentes de tonicidad, agentes de toxicidad, agentes que incrementan la viscosidad, agentes que absorben agua,
codisolventes miscibles en agua, ablandadores de agua, o agentes humectantes.

[0827] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende uno cualquiera o una combinacion de los
siguientes componentes: acacia, acesulfamo de potasio, citrato de acetiltributilo, citrato de acetiltrietilo, agar,
albumina, alcohol, alcohol deshidratado, alcohol desnaturalizado, diluir alcohol, &cido aleuritico, acido alginico,
poliésteres alifaticos, alumina, hidroxido de aluminio, estearato de aluminio, amilopectina, alfa-amilosa, acido
ascorbico, palmitato de ascorbilo, el aspartamo, agua bacteriostatica para inyeccion, bentonita, magma de bentonita,
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, acido benzoico, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, bronopol,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, butilparabeno, sodio butilparabeno, alginato de calcio, ascorbato de
calcio, carbonato de calcio, ciclamato de calcio, fosfato de calcio dibasico anhidro, fosfato de calcio dihidrato
dibasico, fosfato de calcio tribasico, propionato de calcio, silicato de calcio, sorbato de calcio , estearato de calcio,
sulfato de calcio, sulfato de calcio hemihidrato, aceite de canola, carbémero, diéxido de carbono, calcio carboximetil
celulosa, sodio carboximetil celulosa, beta-caroteno, carragenano, aceite de ricino, aceite de ricino hidrogenado,
cera emulsionante catidnico, acetato de celulosa, acetato ftalato de celulosa, etil celulosa, celulosa microcristalina,
celulosa en polvo, celulosa microcristalina silicificada, la celulosa carboximetil de sodio, alcohol cetoestearilico,
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cetrimida, alcohol cetilico, clorhexidina, clorobutanol, clorocresol, colesterol, acetato de clorhexidina, gluconato de
clorhexidina, hidrocloruro de clorhexidina, clorodifluoroetano (HCFC), clorodifluorometano, los clorofluorocarbonos
(CFC) clorofenoxietanol, cloroxilenol, sélidos de jarabe de maiz, acido citrico anhidro, monohidrato de acido citrico,
manteca de cacao, agentes colorantes, aceite de maiz, aceite de semilla de algodén, cresol, m-cresol, o-cresol, p-
cresol, croscarmelosa sédica, crospovidona , acido ciclamico, ciclodextrinas, dextratos, dextrina, dextrosa, dextrosa
anhidra, diazolidinilurea, ftalato de dibutilo, sebacato de dibutilo, dietanolamina, ftalato de dietilo, difluoroetano
(HFC), dimetil-beta-ciclodextrina, compuestos de tipo ciclodextrina tales como Captisol®, éter de dimetilo, ftalato de
dimetilo, edetato de dipotasio, edetato de disodio, hidrégeno fosfato de disodio, docusato calcio, docusato potasio,
docusato de sodio, galato de dodecilo, bromuro de dodeciltrimetilamonio, edetato de calcio edetato, acido edtic,
eglumine, alcohol etilico, etilcelulosa, galato de etilo, acetato de laurato, maltol etilo, oleato de etilo, etilparabeno,
potasio etilparabeno, sodio etilparabeno, etil vainillina, fructosa, liquido de fructosa, fructosa muele, fructosa libre de
pirdgenos, fructosa en polvo, acido fumarico, gelatina, glucosa, glucosa liquida, mezclas de glicéridos de vegetales
saturados &acidos grasos, glicerina, behenato de glicerilo, monooleato de glicerilo, monoestearato de glicerilo,
autoemulsionante monoestearato de glicerilo, palmitoestearato de glicerilo, glicina, glicoles, glicofurol, goma guar,
heptafluoropropano (HFC), bromuro de hexadeciltrimetilamonio, jarabe de alta fructosa, albimina de suero humano,
hidrocarburos ( HC), acido clorhidrico diluido, aceite vegetal hidrogenado, tipo Il, hidroxietil celulosa, hidroxietil-2-
beta-ciclodextrina, hidroxipropil celulosa, celulosa de baja sustitucion hidroxipropilo, 2-hidroxipropil-beta-
ciclodextrina, hidroxipropil metilcelulosa, ftalato de hidroxipropil metilcelulosa, imidurea, indigo carmin,
intercambiadores de iones, éxidos de hierro, alcohol de isopropilo, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo,
solucién salina isoténica, caolin, acido lactico, lactitol, lactosa, lanolina, alcoholes de lanolina, lanolina anhidra,
lecitina, silicato de aluminio de magnesio, carbonato de magnesio, magnesio normales carbonato, anhidro carbonato
de magnesio, hidréoxido de carbonato de magnesio, hidréxido de magnesio, lauril sulfato de magnesio, 6xido de
magnesio, silicato de magnesio, estearato de magnesio, trisilicato de magnesio, trisilicato de magnesio anhidro,
acido malico, malta, maltitol, la soluciéon de maltitol, maltodextrina, maltol, maltosa, manitol, triglicéridos de cadena
media, meglumina, mentol, metilcelulosa, metacrilato de metilo, oleato de metilo, metilparabeno, el metilparabeno de
potasio, metilparabeno de sodio, celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa sédica, aceite mineral, aceite mineral
ligero, alcoholes de aceite mineral y lanolina, aceite, aceite de oliva, monoetanolamina, montmorillonita, galato de
octilo, acido oleico, acido palmitico, parafina, aceite de cacahuete, vaselina, vaselina y alcoholes de lanolina,
esmalte farmacéutico, fenol, fenol licuado, fenoxietanol, fenoxipropanol, alcohol feniletilico, acetato fenilmercurico,
borato fenilmercurico, nitrato fenilmercurico, polacrilina, polacrilina de potasio, poloxamero, polidextrosa,
polietilenglicol, o6xido de polietileno, poliacrilatos, polimeros de polietileno-polioxipropileno de bloques,
polimetacrilatos, éteres de alquilo de polioxietileno, derivados de aceite de ricino de polioxietileno, ésteres de acido
graso sorbitol de polioxietileno, estearatos de polioxietileno, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, alginato de
potasio, benzoato de potasio, bicarbonato de potasio, bisulfito de potasio, cloruro de potasio, citrato de potasio,
citrato de potasio anhidro, hidrégeno fosfato de potasio, metabisulfito de potasio, fosfato de potasio monobasico,
propionato de potasio, sorbato de potasio, povidona, propanol, acido propiénico, carbonato de propileno, glicol de
propileno, alginato de propilenglicol, galato de propilo, propilparabeno, potasio propilparabeno, coloidal de sodio
propilparabeno, sulfato de protamina, aceite de colza, solucién de Ringer, sacarina, sacarina de amonio, sacarina de
calcio, sacarina de sodio, aceite de cartamo, saponita, proteinas de suero, aceite de sésamo, silice coloidal, diéxido
de silicio, alginato de sodio, ascorbato de sodio, benzoato de sodio, bicarbonato de sodio, bisulfito de sodio, cloruro
de sodio, citrato de sodio anhidro, dihidrato de citrato de sodio, cloruro de sodio, ciclamato de sodio, edetato de
sodio, dodecil sulfato de sodio, lauril sulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sodio fosfato dibasico, fosfato de sodio
monobasico, fosfato de sodio, tribasico, propionato de sodio anhidro, propionato de sodio, sorbato de sodio, almidén
glicolato de sodio, estearil fumarato de sodio, sulfito de sodio, acido sérbico, ésteres de sorbitan (ésteres grasos de
sorbitan), sorbitol, solucién de sorbitol 70%, aceite de soja, cera de esperma de ballena, almidén, almidén de maiz,
almidén de patata, almidon pregelatinizado, almidon de maiz esterilizable, acido estearico, acido esteérico
purificado, alcohol estearilico, sacarosa, azlcares, azucar compresible, azicar de confiteria, esferas de azucar,
azucar invertido, Sugartab, amarillo ocaso FCF, parafina sintética, talco, acido tartarico, tartrazina, tetrafluoroetano
(HFC), aceite de Theobroma, timerosal, diéxido de titanio, alfa tocoferol, acetato de tocoferol, alfa tocoferol succinato
acido, beta-tocoferol, delta-tocoferol, gamma tocoferol, tragacanto, triacetina, citrato de ftributilo, trietanolamina,
citrato de trietilo, trimetil-beta-ciclodextrina, bromuro de trimetiltetradecilamonio, tampdn tris, edetato trisédico,
vainillina, aceite vegetal hidrogenado tipo |, agua, agua blanda, agua dura, agua libre de diéxido de carbono, agua
libre de pirégenos, agua para inyeccién, agua estéril para inhalacién, agua estéril para inyeccion, agua estéril para
irrigacion, ceras, cera emulsionante anionica, cera de carnauba, cera emulsionante cationica, cera de éster cetilico,
cera microcristalina, cera emulsionante no iénica, cera de supositorio, cera blanca, cera amarilla, vaselina blanca,
grasa de lana, goma de xantano, xilitol, zeina, propionato de zinc, sales de zinc, estearato de zinc, o cualquier
excipiente en el Handbook of Pharmaceutical Excipients, Tercera Edicion, AH Kibbe (Pharmaceutical Press,
Londres, Reino Unido, 2000), que se incorpora por referencia en su totalidad. Remington Pharmaceutical Sciences,
Decimosexta Edicion, EW Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1980), describe diversos componentes
utilizados en la formulaciéon de composiciones farmacéuticamente aceptables y técnicas conocidas para la
preparacion de los mismos. Excepto en la medida que cualquier agente convencional sea incompatible con las
composiciones farmacéuticas, se contempla su uso en composiciones farmacéuticas. Los principios activos
suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

[0828] En algunas realizaciones, el componente o componentes anteriores pueden estar presentes en la
composicion farmacéutica en cualquier concentracion, tal como, por ejemplo, al menos A, en donde A es 0,0001%
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p/v, 0,001% p/v, 0,01 % p/v, 0,1% p/v, 1% p/v, 2% pl/v, 5% plv, 10% plv, 20% p/v, 30% p/v, 40% p/v, 50% p/v, 60%
p/v, 70% plv, 80% p/v, 0 90% p/v. En algunas realizaciones, el componente o componentes anteriores pueden estar
presentes en la composicion farmacéutica en cualquier concentracion, tal como, por ejemplo, como maximo B,
donde B es 90% p/v, 80% p/v, 70% p/v, 60% p/v, 50% p/v, 40% p/v, 30% p/v, 20% p/v, 10% p/v, 5% p/v, 2% p/v, 1%
p/v, 0,1% pl/v, 0,001% p/v, o 0,0001%. En otras realizaciones, el componente o componentes anteriores pueden
estar presentes en la composicién farmacéutica en cualquier intervalo de concentracion, tal como, por ejemplo, de
aproximadamente A a aproximadamente B. En algunas realizaciones, A es 0,0001% y B es 90%.

[0829] Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para alcanzar un pH fisiolégicamente compatible. En
algunas realizaciones, el pH de la composicion farmacéutica puede ser de al menos 5, al menos 5,5, al menos 6, al
menos 6,5, al menos 7, al menos 7,5, al menos 8, al menos 8,5, al menos 9, al menos 9.5, al menos 10, o al menos
10,5 hasta e incluyendo pH 11, dependiendo de la formulacion y via de administracién. En ciertas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas pueden comprender agentes de tamponamiento para alcanzar un pH fisiol6gicamente
compatible. Los agentes tampdn pueden incluir cualquier compuestos capaces de tamponamiento al pH deseado, tal
como, por ejemplo, tampones de fosfato (por ejemplo, PBS), trietanolamina, tris, bicina, TAPS, tricina, HEPES, TES,
MOPS, PIPES, cacodilato, MES, y otros. En ciertas realizaciones, la fuerza del tampén es de al menos 0,5 mM, al
menos 1 mM, al menos 5 mM, al menos 10 mM, al menos 20 mM, al menos 30 mM, al menos 40 mM, al menos 50
mM, al menos 60 mM, al menos 70 mM, al menos 80 mM, al menos 90 mM, al menos 100 mM, al menos 120 mM, al
menos 150 mM, o al menos 200 mM. En algunas realizaciones, la fuerza de la memoria intermedia no es mayor de
300 mM (por ejemplo, como maximo 200 mM, como maximo 100 mM, como maximo 90 mM, como méaximo 80 mM,
como maximo 70 mM, como maximo 60 mM, como maximo 50 mM, como maximo 40 mM, como maximo 30 mM,
como maximo 20 mM, como maximo 10 mM, como maximo 5 mM, como maximo 1 mM).

Rutas de administracion

[0830] La siguiente discusion sobre rutas de administracion se proporciona simplemente para ilustrar otras
realizaciones de ejemplo y no debe interpretarse como limitantes del alcance de ninguna manera.

[0831] Las formulaciones adecuadas para la administracion oral pueden consistir en (a) soluciones liquidas, tales
como una cantidad eficaz del analogo de la presente descripcion disuelto en diluyentes, tales como agua, solucién
salina, o zumo de naranja; (b) capsulas, sobres, comprimidos, pastillas, y trociscos, conteniendo cada uno una
cantidad predeterminada del principio activo, como sélidos o granulos; (c) polvos; (d) suspensiones en un liquido
apropiado; y (e) emulsiones adecuadas. Las formulaciones liquidas pueden incluir diluyentes, tales como agua y
alcoholes, por ejemplo, etanol, alcohol bencilico, y los alcoholes de polietileno, ya sea con o sin la adicién de un
tensioactivo farmacéuticamente aceptable. Las formas de capsula pueden ser del tipo de gelatina de cubierta dura o
blanda ordinaria que contiene, por ejemplo, tensioactivos, lubricantes y cargas inertes, tales como lactosa, sacarosa,
fosfato de calcio, y almidon de maiz. Las formas de comprimidos pueden incluir uno o mas de lactosa, sacarosa,
manitol, almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico, celulosa microcristalina, acacia, gelatina, goma guar,
diéxido de silicio coloidal, croscarmelosa sédica, talco, estearato de magnesio, estearato de calcio, estearato de
zinc, acido estearico, y otros excipientes, colorantes, diluyentes, agentes tamponantes, agentes disgregantes,
agentes humectantes, conservantes, agentes aromatizantes, y otros excipientes farmacolégicamente compatibles.
Las formas de pastillas pueden comprender el andlogo de la presente descripcién en un sabor, habitualmente
sacarosa y acacia o tragacanto, asi como pastillas que comprenden el analogo de la presente descripcién en una
base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia, emulsiones, geles, y similares que contienen,
ademas, excipientes tal como son conocidos en la técnica.

[0832] Los conjugados de la descripcion, solos o en combinacion con otros componentes adecuados, se pueden
liberar a través de la administracion pulmonar y se pueden disponer en formulaciones en aerosol para ser
administrado via inhalacién. Estas formulaciones en aerosol se pueden colocar en propelentes presurizados
aceptables, tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno, y similares. También se pueden formular como
productos farmacéuticos para preparaciones no presurizadas, tales como en un nebulizador o un atomizador. Dichas
formulaciones de aerosol se pueden usar también para rociar la mucosa. En algunas realizaciones, el analogo se
formula en una mezcla en polvo o en microparticulas o nanoparticulas. Las formulaciones pulmonares adecuadas
son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Qian et al, Int J Pharm 366: 218-220 (2009); Adjei y Garren,
Pharmaceutical Research, 7 (6): 565-569 (1990); Kawashima et al, J Controlled Release 62 (1-2): 279-287 (1999);
Liu et al, Pharm Res 10 (2): 228-232 (1993); Publicaciones de la solicitud de Patente Internacional Nos. WO
2007/133747 y WO 2007/141411.

[0833] Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones isotonicas estériles de
inyeccion, acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, y solutos que
hacen la formulacion isoténica con la sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas al
que pueden incluir agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes, y conservantes. El
término "parenteral" significa no a través del canal alimentario, sino por alguna otra via tal como subcutanea,
intramuscular, intraespinal, o intravenosa. El analogo de la presente descripcion se puede administrar con un
diluyente fisioldgicamente aceptable en un portador farmacéutico, tal como un liquido estéril 0 mezcla de liquidos,
incluyendo agua, solucion salina, dextrosa acuosa y soluciones de azucares relacionados, un alcohol, tal como
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etanol o alcohol de hexadecilo, un glicol, tal como propilenglicol o polietilenglicol, dimetilsulféxido, glicerol, cetales,
tales como 2,2-dimetil-1,3-dioxolano-4-metanol, éteres, poli(etilenglicol) 400, aceites, acidos grasos, ésteres de acido
graso o (glicéridos, o glicéridos de acidos grasos acetilados con o sin la adicion de un tensioactivo
farmacéuticamente aceptable, tal como un jabon o un detergente, agente de suspension, tales como pectina,
carbomeros, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, o carboximetilcelulosa, o agentes emulsionantes y otros
adyuvantes farmaceéuticos.

[0834] Los aceites, que se pueden utilizar en formulaciones parenterales incluyen de petréleo aceites animales,
vegetales, o sintéticos. Los ejemplos especificos de aceites incluyen de cacahuete, soja, sésamo, semilla de
algodon, maiz, oliva, vaselina, y mineral. Los acidos grasos adecuados para su uso en formulaciones parenterales
incluyen acido oleico, acido estearico, y acido isoestearico. El oleato de etilo y miristato de isopropilo son ejemplos
de ésteres de acidos grasos adecuados.

[0835] Los jabones adecuados para su uso en formulaciones parenterales incluyen sales grasas de metal alcalino,
amonio, y trietanolamina, y los detergentes adecuados incluyen (a) detergentes catiénicos tales como, por ejemplo,
haluros de dimetil dialquil amonio, y haluros de alquil piridinio, (b) detergentes anidnicos, tales como, por ejemplo,
sulfonatos de alquilo, arilo, y olefina, sulfatos de alquilo, olefina, éter y monoglicérido, y sulfosuccinatos, (c)
detergentes no ionicos, tales como, por ejemplo, éxidos de aminas grasas, alcanolamidas de acidos grasos, y
copolimeros de polioxietilenpolipropileno, (d) detergentes anféteros, tales como, por ejemplo, alquil-B-
aminopropionatos, y sales de amonio cuaternario de 2-alquil-imidazolina, y (e) mezclas de los mismos.

[0836] Las formulaciones parenterales contendran tipicamente de aproximadamente 0,5% a aproximadamente 25%
en peso de conjugado Q-L-Y de la presente descripcion en solucién. Se pueden usar conservantes y tampones. Con
el fin de minimizar o eliminar la irritacion en el sitio de inyeccion, dichas composiciones pueden contener uno o mas
tensioactivos no iénicos que tienen un equilibrio hidrofilo-lipéfilo (HLB) de aproximadamente 12 a aproximadamente
17. La cantidad de tensioactivo en dichas formulaciones normalmente variara de aproximadamente 5% a
aproximadamente 15% en peso. Los tensioactivos adecuados incluyen ésteres de acidos grasos de polietilenglicol
sorbitan, tales como monooleato de sorbitan y aductos de alto peso molecular de 6xido de etileno con una base
hidrofébica, formados por la condensacion de éxido de propileno con propilenglicol. Las formulaciones parenterales
se pueden presentar en recipientes sellados de dosis unitaria o de multiples dosis, tales como ampollas y viales, y
pueden almacenarse en un estado liofilizado que requiere sdlo la adicidon del excipiente liquido estéril, por ejemplo,
agua, para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones para inyeccion
extemporanea se pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo descrito previamente.

[0837] Las formulaciones inyectables estan de acuerdo con la descripcidon. Los requisitos para portadores
farmacéuticos eficaces para composiciones inyectables son bien conocidos para los expertos en la técnica (véase,
por ejemplo, Pharmaceutics and Pharmacy Practice, J.B. Lippincott Company, Philadelphia, PA, Banker y Chalmers,
eds., paginas 238-250 (1982) y el ASHP Handbook on Injectable Drugs, Toissel, 42 ed., paginas 622-630 (1986)).

[0838] Ademas, el conjugado de la presente descripcion se puede disponer en supositorios para la administracion
rectal mediante la mezcla con una variedad de bases, tales como bases emulsionantes o bases solubles en agua.
Las formulaciones adecuadas para administracion vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas, o férmulas de pulverizaciéon que contienen, ademas del principio activo, portadores tales
como se conocen en la técnica como apropiados.

[0839] Se entendera por un experto en la técnica que, ademas de las composiciones farmacéuticas descritas
anteriormente, el conjugado de la divulgacién se puede formular como complejos de inclusion, tales como complejos
de inclusion de ciclodextrina, o liposomas.

Dosis

[0840] Los conjugados Q-L-Y de la divulgacion se cree que son utiles en procedimientos de tratamiento de una
enfermedad o condicién médica en la que el agonismo del receptor de glucagon, el agonismo del receptor de GLP-1,
el agonismo del receptor de GIP, el coagonismo de receptor de glucagéon/GLP-1, el coagonismo de receptor de
glucagén/GIP, el coagonismo de receptor de GLP-1/receptor de GIP o triagonismo de receptor de glucagén/receptor
de GLP-1/receptor de GIP juega un papel. Para los fines de la descripcion, la cantidad o dosis del conjugado de la
presente descripcion administrada debe ser suficiente para efectuar, por ejemplo, una respuesta terapéutica o
profilactica, en el sujeto o animal durante un intervalo de tiempo razonable. Por ejemplo, la dosis del conjugado de la
presente descripcion debe ser suficiente para estimular la secrecion de AMPc de células tal como se describen en el
presente documento o suficiente para disminuir los niveles de glucosa en sangre, los niveles de grasa, los niveles de
ingesta de alimentos, o el peso corporal de un mamifero, en un periodo de de aproximadamente 1 a 4 minutos, de 1
a 4 horas o 1 a 4 semanas o més largo, por ejemplo, de 5 a 20 o mas semanas, desde el momento de la
administracion. En realizaciones de ejemplo, el periodo de tiempo podria ser incluso mas largo. La dosis se
determinara por la eficacia del conjugado particular de la presente descripcién y la afeccion del animal (por ejemplo,
humano), asi como el peso corporal del animal (por ejemplo, humano) a tratar.
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[0841] Muchos ensayos para determinar una dosis administrada se conocen en la técnica. Para propositos de este
documento, un ensayo, que comprende la comparacién de la medida en que se reducen los niveles de glucosa en
sangre tras la administracion de una dosis dada del conjugado de la presente descripcion a un mamifero entre un
conjunto de mamiferos de los cuales esta cada dado una dosis diferente de la conjugado, se podria utilizar para
determinar una dosis de partida para ser administrado a un mamifero. La medida en que los niveles de glucosa en
sangre se reducen tras la administracién de una cierta dosis puede ensayarse por procedimientos conocidos en la
técnica, incluyendo, por ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento en la seccion de Ejemplos.

[0842] La dosis del conjugado de la presente descripcion también estara determinada por la existencia, naturaleza y
extension de cualesquiera efectos secundarios adversos que pudieran acompafiar a la administracion de un
conjugado particular de la presente divulgacion. Tipicamente, el médico que atiende decidira la dosis del conjugado
de la presente descripcion con la que tratar a cada paciente individual, teniendo en cuenta una variedad de factores,
tales como edad, peso corporal, salud general, dieta, el sexo, el conjugado de la presente divulgacion a ser
administrado, la via de administracién, y la gravedad de la afeccion a tratar. A modo de ejemplo y no se pretende
limitar la divulgacion, la dosis del conjugado de la presente descripcion puede ser de aproximadamente 0,0001 a
aproximadamente 1 g/kg de peso corporal del sujeto que esta siendo tratado/dia, de aproximadamente 0,0001 a
aproximadamente 0,001 g/kg de peso corporal/dia, o aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1 g/kg de peso
corporal/dia.

[0843] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende cualquiera de los conjugados descritos en
el presente documento en un nivel de pureza adecuado para la administracion a un paciente. En algunas
realizaciones, el analogo tiene un nivel de pureza de al menos aproximadamente 90%, aproximadamente el 91%,
aproximadamente el 92%, aproximadamente el 93%, aproximadamente el 94%, aproximadamente el 95%,
aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98% o aproximadamente el 99%, y un
diluyente, portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica en algunos aspectos
comprende el analogo de la presente descripcidn a una concentracién de al menos A, en la que A es de
aproximadamente 0,001 mg/ml, aproximadamente 0,01 mg/ml, 0 aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 0,5
mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 2 mg/ml, aproximadamente 3 mg/ml, aproximadamente 4
mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, aproximadamente 6 mg/ml, aproximadamente 7 mg/ml, aproximadamente 8
mg/ml, aproximadamente 9 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente 11 mg/ml, aproximadamente 12
mg/ml, aproximadamente 13 mg/ml, aproximadamente 14 mg/ml, aproximadamente 15 mg/ml, aproximadamente 16
mg/ml, aproximadamente 17 mg/ml, aproximadamente 18 mg/ml, aproximadamente 19 mg/ml, aproximadamente 20
mg/ml, aproximadamente 21 mg/ml, aproximadamente 22 mg/ml, aproximadamente 23 mg/ml, aproximadamente 24
mg/ml, aproximadamente 25 mg/ml o mayor. En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica comprende el
analogo a una concentracién de como maximo B, en la que B es aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 25
mg/ml, aproximadamente 24 mg/ml, aproximadamente 23, mg/ml, aproximadamente 22 mg/ml, aproximadamente 21
mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml, aproximadamente 19 mg/ml, aproximadamente 18 mg/ml, aproximadamente 17
mg/ml, aproximadamente 16 mg/ml, aproximadamente 15 mg/ml, aproximadamente 14 mg/ml, aproximadamente 13
mg/ml, aproximadamente 12 mg/ml, aproximadamente 11 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente 9
mg/ml, aproximadamente 8 mg/ml, aproximadamente 7 mg/ml, aproximadamente 6 mg/ml, aproximadamente 5
mg/ml, aproximadamente 4 mg/ml, aproximadamente 3 mg/ml, aproximadamente 2 mg/ml, aproximadamente 1
mg/ml, o aproximadamente 0,1 mg/ml. En algunas realizaciones, las composiciones pueden contener un conjugado
a un intervalo de concentracion de A a B mg/ml, por ejemplo, de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 30,0
mg/ml.

Formas dirigidas

[0844] Un experto en la técnica apreciaran facilmente que los conjugados Q-L-Y de la divulgacion pueden
modificarse en cualquier nimero de formas, de manera que la eficacia terapéutica o profilactica del conjugado de las
presentes revelaciones se incrementa a través de la modificacion. Por ejemplo, el conjugado de la presente
descripcion se puede conjugar directa o indirectamente a través de un enlazador a un grupo de reconocimiento. La
practica de la conjugacion de compuestos, por ejemplo, conjugados de glucagén descritos en el presente
documento, a grupos de reconocimiento se conoce en la técnica. Véase, por ejemplo, Wadhwa et al., J Drug
Targeting 3, 111-127 (1995) y la patente de Estados Unidos N° 5.087.616. El término "grupo de reconcomiento”, tal
como se utiliza en este documento, se refiere a cualquier molécula o agente que reconoce especificamente y se une
a un receptor de superficie celular, de manera que el grupo de reconocimiento dirige la liberacion del conjugado de
la presente descripcién a una poblaciéon de células en cuya superficie se expresa el receptor (el receptor de
glucagon, el receptor de GLP-1). Los grupos de reconocimiento incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos, o
fragmentos de los mismos, péptidos, hormonas, factores de crecimiento, citoquinas, y otros ligandos naturales o no
naturales, que se unen a receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor del factor de crecimiento epitelial
(EGFR), receptor de células T (TCR), receptor de células B (BCR), CD28, recptor del factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), receptor de acetilcolina nicotinico (nAChR), etc.). Tal como se utiliza en el presente
documento un "enlazador" es un enlace, molécula o grupo de moléculas que une dos entidades separadas entre si.
Los enlazadores pueden proporcionar el espaciamiento 6ptimo de las dos entidades, o pueden suministrar
adicionalmente un enlace labil que permite que las dos entidades se separen entre si. Los enlaces labiles incluyen
grupos fotoescindibles, grupos labiles en medio acido, grupos labiles en medio basico y grupos escindibles por
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enzimas. El término "enlazador" en algunas realizaciones se refiere a cualquier agente o molécula que une el
conjugado de la presente descripcion al grupo de reconocimiento. Un experto en la técnica reconoce que los sitios
en el conjugado de la presente descripciéon, que no son necesarios para la funcién del conjugado de la presente
descripcion, son lugares ideales para la unién de un enlazador y/o un grupo de reconocimiento, siempre que el
enlazador y/o grupo de reconocimiento, una vez unidos al conjugado de la presente descripcién, no interfieren con la
funcion del conjugado de la presente descripcion, es decir, la capacidad de estimular la secrecién de AMPc de las
células, para tratar la diabetes o la obesidad. Un experto en la técnica reconoce que los sitios en el péptido de la
presente divulgacion (Q), que no son necesarios para la funcion del péptido de la presente divulgacion (por ejemplo,
péptido agonista de glucagon, péptido antagonista de glucagén, péptido agonista de GLP-1, péptido agonista de
GIP, o una combinacién de cualquiera de los anteriores), son sitios ideales para unir un enlazador y/o un resto de
direccion, siempre que el resto enlazador y/o la orientacién, una vez unido al péptido de la presente divulgacion (Q),
no interfiere con la funcion del péptido de la presente divulgacion.

Formulaciones de liberacion controlada

[0845] Alternativamente, los conjugados de glucagon descritos en este documento pueden modificarse en una forma
de depdsito, de manera que la forma en que el conjugado de la presente descripcion se libera en el organismo al
que se administra esta controlado con respecto al tiempo y la ubicaciéon dentro de la cuerpo (véase, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos N° 4.450.150). Las formas de depdsito del conjugado de la presente descripcion pueden
ser, por ejemplo, una composicion implantable que comprende el conjugado de la presente descripcion y un material
poroso o no poroso, tal como un polimero, en el que el conjugado de la presente descripcion es encapsulado por o
difundido por todo el material y/o la degradacion del material no poroso. El depédsito se implanta entonces en la
ubicacion deseada dentro del cuerpo y el conjugado de la presente descripcion se libera desde el implante a una
velocidad predeterminada.

[0846] La composicion farmacéutica en aspectos de ejemplo se modifica para tener cualquier tipo de perfil de
liberacion in vivo. En algunos aspectos, la composiciéon farmacéutica es una formulacion de liberacién inmediata,
liberacion controlada, liberacion sostenida, liberacion prolongada, liberacién retardada, o de liberacién bifasica. Los
procedimientos de formulacion de péptidos para la liberacion controlada son conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Qian et al, J Pharm 374: 46-52 (2009) y las publicaciones de solicitud de Patente Internacional N°® WO
2008/130158, W0O2004/033036; W02000/032218; y WO 1999/040942.

[0847] Las presentes composiciones pueden comprender ademas, por ejemplo, micelas o liposomas, o alguna otra
forma encapsulada, o pueden administrarse en una forma de liberacidon prolongada para proporcionar un
almacenamiento prolongado y/o efecto de liberacion prolongado. Las formulaciones farmacéuticas descritas se
pueden administrar segun cualquier régimen incluyendo, por ejemplo, todos los dias (1 vez por dia, 2 veces al dia, 3
veces al dia, 4 veces al dia, 5 veces al dia, 6 veces por dia), tres veces por semana, cada dos dias, cada tres dias,
cada cuatro dias, cada cinco dias, cada seis dias, semanal, quincenal, cada tres semanas, mensual o bimensual.

Usos

[0848] Sobre la base de la informacion proporcionada por primera vez en el presente documento, se contempla que
los conjugados Q-L-Y descritos aqui y composiciones farmacéuticas relacionadas, son utiles para el tratamiento de
una enfermedad o condicion médica, en la que por ejemplo, la falta de actividad en el receptor de GIP, el receptor de
GLP-1, o en ambos receptores, es un factor en la aparicién y/o progresion de la enfermedad o afeccion médica. Por
consiguiente, la presente descripcion proporciona un procedimiento de tratamiento o prevencion de una enfermedad
o afeccién médica en un paciente, donde la enfermedad o afeccién médica es una enfermedad o afeccion médica en
la que la falta de activacion del receptor de GIP y/o activacién del receptor de GLP-1 estdn asociados con la
aparicion y/o progresion de la enfermedad o la afeccion médica. El procedimiento comprende proporcionar al
paciente una composicién o conjugado de acuerdo con cualquiera de los descritos en este documento en una
cantidad eficaz para tratar o prevenir la enfermedad o afeccién médica.

[0849] En algunas realizaciones, la enfermedad o afeccién médica es el sindrome metabdlico. El sindrome
metabdlico, también conocido como sindrome metabdlico X, sindrome de resistencia a la insulina o sindrome de
Reaven, es un trastorno que afecta a mas de 50 millones de estadounidenses. El sindrome metabdlico se
caracteriza tipicamente por una agrupacién de al menos tres o mas de los siguientes factores de riesgo: (1) la
obesidad abdominal (tejido graso excesivo en y alrededor del abdomen), (2) la dislipidemia aterogénica (trastornos
de grasa en la sangre incluyendo niveles altos de triglicéridos, bajo colesterol HDL y alto colesterol LDL que
aumentan la acumulacién de placa en las paredes de las arterias), (3) la presion arterial elevada, (4) resistencia a la
insulina o intolerancia a la glucosa, (5) estado protrombotico (por ejemplo, alto fibrindgeno o inhibidor-1 del activador
de plasmindgeno en sangre), y (6) estado proinflamatorio (por ejemplo, la proteina C reactiva elevada en la sangre).
Otros factores de riesgo pueden incluir el envejecimiento, desequilibrio hormonal y la predisposicién genética.

[0850] EI sindrome metabdlico se asocia con un aumento en el riesgo de enfermedad coronaria y otros trastornos
relacionados con la acumulacién de placa vascular, tal como un accidente cerebrovascular y enfermedad vascular
periférica, que se refiere como enfermedades cardiovascular aterosclerética (ASCVD). Los pacientes con sindrome
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metabdlico pueden pasar de un estado de resistencia a la insulina en sus primeras etapas a diabetes de tipo Il total
con mayor riesgo de ASCVD. Sin pretender estar ligado por ninguna teoria en particular, la relacién entre la
resistencia a la insulina, el sindrome metabdlico y la enfermedad vascular puede implicar uno o mas mecanismos
patogénicos simultaneos, incluyendo alteracion de la vasodilatacion estimulada por la insulina, la reducciéon asociada
con la resistencia a la insulina en la disponibilidad de NO debido al aumento del estrés oxidativo, y anormalidades en
las hormonas derivada de adipocitos, tales como la adiponectina (Lteif y Mather, Can J. Cardiol 20 (supl B): 66B-76B
(2004)).

[0851] Segun el Panel de Tratamiento de Adultos del Programa de Educacion de Colesterol Nacional (ATP IlI) del
2001, cualquiera de tres de las siguientes caracteristicas en el mismo individuo cumplen los criterios de sindrome
metabdlico: (a) la obesidad abdominal (circunferencia de cintura de mas de 102 cm en los hombres y mas de 88 cm
en las mujeres); (b) los triglicéridos séricos (150 mg/dl o superior); (c) el colesterol HDL (40 mg/dl o mé&s bajo en los
hombres y 50 mg/dl o menor en las mujeres); (d) la presion arterial (130/85 o mas); y (e) de glucosa en sangre en
ayunas (110 mg/dl o superior). Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), un individuo que tiene niveles
altos de insulina (una glucemia en ayunas elevada o una glucosa sola después de comida) con al menos dos de los
siguientes criterios cumple con los criterios de sindrome metabdlico: (a) la obesidad abdominal (relacién cintura a
cadera superior a 0,9, un indice de masa corporal de al menos 30 kg/m?, o una medida de cintura de mas de 37
pulgadas); (b) panel de colesterol que muestra un nivel de triglicéridos de al menos 150 mg/dl o un colesterol HDL
menor que 35 mg/dl; (c) la presién arterial de 140/90 o mas, o en tratamiento para la presion arterial alta). (Mathur,
Ruchi, "Metabolic Syndrome", ed. Shiel, Jr., William C., MedicineNet.com, 11 de mayo de 2009).

[0852] Para los propédsitos de este documento, si una persona cumple con los criterios de uno o ambos de los
criterios establecidos por el Panel de Tratamiento de Adultos del Programa de Educacion de Colesterol Nacional o la
OMS, ese individuo es considerado como afectado por el sindrome metabdlico.

[0853] Sin estar ligado a ninguna teoria particular, los conjugados Q-L-Y descritos en este documento son Utiles
para tratar el sindrome metabdlico. Por consiguiente, la descripcidén proporciona un procedimiento para prevenir o
tratar el sindrome metabdlico, o la reduccién de uno, dos, tres o0 mas factores de riesgo de los mismos, en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto una composicidon descrita en el presente documento en una cantidad eficaz
para prevenir o tratar el sindrome metabdlico, o el factor de riesgo de los mismos.

[0854] En algunas realizaciones, el procedimiento trata una afeccion meédica hiperglucémica. En aspectos de
ejemplo, la afeccién médica hiperglucémica es diabetes, diabetes mellitus tipo |, diabetes mellitus tipo Il, o diabetes
gestacional, ya sea dependiente de insulina o no dependiente de insulina. En algunos aspectos, el procedimiento
trata la afeccion médica hiperglucémica mediante la reduccion de una o mas complicaciones de la diabetes,
incluyendo la nefropatia, retinopatia y enfermedad vascular.

[0855] En algunos aspectos, la enfermedad o afeccion médica es la obesidad. En algunos aspectos, la obesidad es
la obesidad inducida por farmacos. En algunos aspectos, el procedimiento trata la obesidad mediante la prevencion
o la reduccion de la ganancia de peso o el aumento de la pérdida de peso en el paciente. En algunos aspectos, el
procedimiento trata la obesidad mediante la reduccién del apetito, la disminuciéon de la ingesta de alimentos, la
reduccion de los niveles de grasa en el paciente, o la disminucién de la velocidad de movimiento de los alimentos a
través del sistema gastrointestinal.

[0856] Debido a que la obesidad estd asociada con la aparicion o progresion de otras enfermedades, los
procedimientos de tratamiento de la obesidad son ademas utiles en los procedimientos de reduccién de
complicaciones asociadas con la obesidad, incluyendo la enfermedad vascular (enfermedad de la arteria coronaria,
accidente cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, la reperfusiéon de isquemia, etc.), la hipertension, la
aparicion de la diabetes tipo Il, hiperlipidemia y enfermedades musculoesqueléticas. Por consiguiente, la presente
descripcion proporciona procedimientos de tratamiento o prevencion de estas complicaciones asociadas a la
obesidad.

[0857] En algunas realizaciones, la enfermedad o afeccion médica es una enfermedad hepatica grasa no alcohdlica
(NAFLD). La NAFLD se refiere a un amplio espectro de enfermedad hepatica que va desde el higado graso simple
(esteatosis), a la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), a cirrosis (cicatrizacién irreversible avanzada del higado).
Todas las etapas de NAFLD tienen en comun la acumulacion de grasa (infiltracion grasa) en las células hepaticas
(hepatocitos). El higado graso simple es la acumulacién anormal de un cierto tipo de grasa, triglicéridos, en las
células hepaticas con ninguna inflamacién o cicatrizacién. En NASH, la acumulacién de grasa se asocia con grados
variables de inflamacion (hepatitis) y la cicatrizacion (fibrosis) del higado. Las células inflamatorias pueden destruir
las células del higado (necrosis hepatocelular). En los términos "esteatohepatitis" y "esteatonecrosis”, esteato se
refiere a la infiltracion de grasa, hepatitis refiere a la inflamacién en el higado, y la necrosis se refiere a las células
hepéticas destruidas. NASH en Uultima instancia puede conducir a la cicatrizacion del higado (fibrosis) y a
continuacién la cicatrizacion avanzada irreversible (cirrosis). La cirrosis causada por NASH es la ultima etapa y la
mas grave en el espectro de NAFLD (Mendler, Michel, "Fatty liver: nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) and
nonalcoholic steatohepatitis (NASH)," ed Schoenfield, Leslie J., MedicineNet.com 29 de agosto, 2005.).
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[0858] La enfermedad hepatica alcohdlica, o enfermedad hepatica inducida por el alcohol abarca tres enfermedades
hepaticas patoldgicamente distintas relacionadas o causadas por el consumo excesivo de alcohol: higado graso
(esteatosis), hepatitis cronica o aguda, y la cirrosis. La hepatitis alcohdlica puede ir desde una hepatitis leve, con
pruebas anormales de laboratorio siendo la unica indicacion de enfermedad, disfuncion hepatica severa con
complicaciones tales como ictericia (piel amarilla causada por la retencion de bilirrubina), encefalopatia hepatica
(disfuncion neuroldgica causada por insuficiencia hepatica), ascitis (acumulacion de liquido en el abdomen), varices
esofagicas sangrantes (venas varicosas en el eséfago), coagulacion anormal de la sangre y coma.
Histolégicamente, la hepatitis alcohdlica tiene un aspecto caracteristico, con degeneracion globular de los
hepatocitos, inflamaciéon con neutréfilos y, a veces cuerpos de Mallory (agregaciones anormales de proteinas de
filamentos intermedios celulares). La cirrosis se caracteriza anatémicamente por nédulos generalizados en el higado
combinados con fibrosis. (Worman, Howard J., "Alcoholic Liver Disease", sitio web de la Universidad de Columbia
Medical Center).

[0859] Sin estar ligado a ninguna teoria particular, los conjugados Q-L-Y descritos en este documento son utiles
para el tratamiento de la enfermedad hepatica alcohdlica, NAFLD, o en cualquier etapa de la misma, incluyendo, por
ejemplo, esteatosis, esteatohepatitis, hepatitis, inflamacion hepatica, NASH, cirrosis, o sus complicaciones. Por
consiguiente, la presente descripcion proporciona un procedimiento para prevenir o tratar la enfermedad hepatica
alcohdlica, higado graso no alcohdlico, o en cualquier etapa del mismo, en un sujeto que comprende administrar a
un sujeto una composicion descrita en el presente documento en una cantidad eficaz para prevenir o tratar la
enfermedad hepatica alcohdlica, NAFLD, o la etapa de los mismos. Tales procedimientos de tratamiento incluyen la
reduccion en uno, dos, tres o mas de los siguientes: contenido de grasa en el higado, la incidencia o la progresion
de la cirrosis, la incidencia de carcinoma hepatocelular, los signos de inflamacioén, por ejemplo, niveles anormales de
enzimas hepédticas (por ejemplo, aspartato aminotransferasa AST y/o alanina aminotransferasa ALT o LDH), la
ferritina sérica elevada, bilirrubina sérica elevada y/o signos de fibrosis, por ejemplo, los niveles elevados de TGF-
beta. En realizaciones preferidas, los conjugados Q-L-Y descritos en el presente documento se utilizan para tratar a
los pacientes que han progresado mas alla de higado graso simple (esteatosis) y muestran signos de inflamacioén o
hepatitis. Dichos procedimientos pueden dar lugar, por ejemplo, a la reduccién de AST y/o los niveles de ALT.

[0860] GLP-1 y exendina-4 han demostrado tener algun efecto neuroprotector. La presente invencion también
proporciona usos de los conjugados Q-L-Y descritos en el presente documento en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo, pero no limitado a, la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, otros trastornos relacionados con desmielinizacién, demencia senil,
demencia subcortical, demencia arteriosclerética, demencia asociada al SIDA, u otras demencias, un cancer del
sistema nervioso central, lesion cerebral traumatica, lesion de la médula espinal, apoplejia o isquemia cerebral, la
vasculitis cerebral, la epilepsia, la enfermedad de Huntington, sindrome de Tourette, sindrome de Guillain Barre, la
enfermedad de Wilson, enfermedad de Pick, trastornos neuroinflamatorios, encefalitis, encefalomielitis o meningitis
del virus, hongos u origen bacteriano, u otras infecciones del sistema nervioso central, enfermedades pridnicas, las
ataxias cerebelosas, la degeneracion cerebelosa, sindromes de degeneracion espinocerebelosa, ataxia de
Friedreichs, ataxia telangiectasia, dismiotrofia espinal, paralisis supranuclear progresiva, distonia, espasticidad
muscular, temblor, retinitis pigmentosa, degeneracién estriatonigral, encefalomiopatias mitocondriales, lipofuscinosis
ceroide neuronal, encefalopatias hepaticas, encefalopatias renales, encefalopatias metabdlicas, encefalopatias
inducidas por toxinas, y dafio cerebral inducido por la radiacién.

[0861] En algunas realizaciones, la enfermedad o condicion médica es la hipoglucemia. En algunas realizaciones, el
paciente es un paciente diabético y la hipoglucemia es inducida por la administraciéon de insulina. En aspectos
especificos, el procedimiento comprende proporcionar el conjugado de la presente descripcién en combinacion con
insulina de modo que el conjugado amortigua los efectos hipoglucemiantes de la administracion en bolo de insulina.

[0862] En algunas realizaciones, los conjugados Q-L-Y se usan junto con la administracion parenteral de nutrientes
a pacientes no diabéticos en un entorno hospitalario, por ejemplo, a pacientes que reciben nutricion parenteral o
nutricion parenteral total. Ejemplos no limitantes incluyen pacientes quirdrgicos, pacientes en coma, pacientes con
enfermedad del tracto digestivo o un tracto gastrointestinal no funcional (por ejemplo, debido a extirpacién quirdrgica,
bloqueo o capacidad de absorcion alterada, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, obstruccion del tracto
gastrointestinal, fistula del tracto gastrointestinal, pancreatitis aguda , intestino isquémico, cirugia gastrointestinal
importante, ciertas anomalias congénitas del tracto gastrointestinal, diarrea prolongada o sindrome del intestino
corto debido a la cirugia, pacientes en estado de shock y pacientes sometidos a procesos de curaciéon a menudo
reciben administracion parenteral de carbohidratos junto con varias combinaciones de lipidos, electrolitos y
minerales , vitaminas y aminoacidos. Los conjugados Q-L-Y y la composiciéon nutricional parenteral se pueden
administrar al mismo tiempo, en diferentes momentos, antes o después uno del otro, siempre que el conjugado Q-L-
Y esté ejerciendo el efecto biolégico deseado en el momento en que el medicamento parenteral composicion
nutricional que se digiere. Por ejemplo, la nutricién parenteral puede administrarse 1, 2 o 3 veces por dia, mientras
que el conjugado de glucagén se administra una vez cada dos dias, tres veces a la semana, dos veces a la semana,
una vez a la semana, una vez cada 2 semanas, una vez cada 3 semanas, o una vez al mes.

[0863] Tal como se usa en el presente documento, los términos "tratar" y "prevenir", asi como palabras procedentes
de las mismas, no implican necesariamente 100% o tratamiento o prevencion completa. Mas bien, hay diferentes
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grados de tratamiento o prevencion de que un experto ordinario hi la técnica reconoce como tener un beneficio
potencial o efecto terapéutico. A este respecto, los procedimientos de la invencién pueden proporcionar cualquier
cantidad de cualquier nivel de tratamiento o prevencion de una enfermedad o condicidn médica en un
mamifero. Ademas, el tratamiento o la prevencién proporcionada por el procedimiento pueden incluir el tratamiento o
la prevencidon de una o mas condiciones o sintomas de la enfermedad o condicién médica. Por ejemplo, con
respecto a los procedimientos de tratamiento de la obesidad, el procedimiento en algunas realizaciones, se consigue
una disminucién en la ingesta de alimentos por o los niveles de grasa en un paciente. También, para los propoésitos
del presente documento, "prevencion" puede abarcar retrasar la apariciéon de la enfermedad, o un sintoma o
condicion de la misma.

[0864] Con respecto a los procedimientos anteriores de tratamiento, el paciente es cualquier huésped. En algunas
realizaciones, el huésped es un mamifero. Tal como se utiliza en este documento, el término "mamifero" se refiere a
cualquier animal vertebrado de la clase Mammalia, incluyendo, pero no limitado a, cualquiera de los 6rdenes de
monotremas, marsupial, y placentarios. En algunas realizaciones, el mamifero es uno de los mamiferos del orden
Rodentia, tales como ratones y hamsters y mamiferos del orden Logomorpha, tales como conejos. En realizaciones
de ejemplo, los mamiferos son del orden de carnivoros, que incluye felinos (gatos) y caninos (perros). En
realizaciones de ejemplo, los mamiferos son del orden de los artiodactilos, incluyendo bovinos (vacas) y cochinos
(cerdos) o del orden Perssodactyla, incluidos los equinos (caballos). En algunos casos, los mamiferos son del orden
de los primates, Ceboids, o Simoids (monos) o de la orden de los antropoides (humanos y simios). En realizaciones
particulares, el mamifero es un humano.

Combinaciones

[0865] Los conjugados Q-L-Y descritos en el presente documento pueden administrarse solos o en combinacién con
otros agentes terapéuticos que tienen como objetivo tratar o prevenir cualquiera de las enfermedades o condiciones
médicas descritas en el presente documento. Por ejemplo, los conjugados Q-L-Y descritos en el presente
documento pueden ser co-administrados con (simultdnea o secuencialmente) un agente anti-diabético o anti-
obesidad. Los agentes anti-diabéticos conocidos en la técnica o bajo investigacion incluyen la insulina, la leptina,
péptido YY (PYY), pancreédtico péptido (PP), factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21), agonistas de los
receptores Y2Y4, sulfonilureas, tales como tolbutamida (Orinase), acetohexamida (Dymelor), tolazamida (Tolinase),
clorpropamida (Diabinese), glipizida (Glucotrol), gliburida (Diabeta, Micronase, Glynase), glimepirida (Amaryl), o
gliclazida (Diamicron); meglitinidas, tales como repaglinida (Prandin) o nateglinida (Starlix); biguanidas, tales como
metformina (Glucophage) o fenformina; tiazolidindionas, tales como rosiglitazona (Avandia), pioglitazona (Actos), o
troglitazona (Rezulin), u otros inhibidores de PPARY; inhibidores de la alfa-glucosidasa que inhiben la digestién de
hidratos de carbono, tales como el miglitol (Glyset), acarbosa (Precose/acarbosa); exenatide (Byetta) o pramlintide;
inhibidores de dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), tales como vildagliptina o sitagliptina; inhibidores de SGLT
(transportador de glucosa 1 dependiente de sodio); activadores de la glucoquinasa (GKA); antagonistas del receptor
de glucagon (GRA); o inhibidores de FBPasa (fructosa 1,6-bisfosfatasa).

[0866] Los agentes anti-obesidad conocidos en la técnica o bajo investigacion incluyen supresores del apetito,
incluyendo estimulantes de tipo fenetilamina, fentermina (opcionalmente con fenfluramina o dexfenfluramina),
dietilpropion (Tenuate ®), fendimetrazina (Prelu-2 ®, Bontril ®), benzfetamina (Didrex ®), sibutramina (Meridia ®,
Reductil ®); rimonabant (Acomplia ®), otros antagonistas de los receptores de cannabinoides; oxintomodulina;
clorhidrato de fluoxetina (Prozac); Qnexa (topiramato y fentermina), Excalia (bupropion y zonisamida) o Contrave
(bupropién y naltrexona), o inhibidores de lipasa, similar a XENICAL (Orlistat) o Cetilistat (también conocido como
ATL- 962), o GT 389-255.

[0867] Los conjugados Q-L-Y descritos en este documento en algunas realizaciones son coadministrados con un
agente para el tratamiento de enfermedad de higado graso no alcohdlico o NASH. Los agentes usados para tratar la
enfermedad de higado graso no alcohdlico incluyen el acido ursodesoxicdlico (también conocido como Actigall,
URSO, y Ursodiol), metformina (Glucophage), rosiglitazona (Avandia), Clofibrato, Gemfibrozilo, Polimixina B y
Betaina.

[0868] Los conjugados Q-L-Y descritos en este documento, en algunas realizaciones, se coadministran con un
agente para el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa, por ejemplo, la enfermedad de Parkinson. Los
agentes contra la enfermedad del Parkinson son conocidos ademas en la técnica e incluyen, pero no se limitan a,
levodopa, carbidopa, anticolinérgicos, bromocriptina, pramipexol, y ropinirol, amantadina y rasagilina.

[0869] En vista de lo anterior, la descripcién proporciona ademas composiciones farmacéuticas y kits que
comprenden, ademas, uno de estos otros agentes terapéuticos. El agente terapéutico adicional se puede administrar
simultanea o secuencialmente con el analogo de la presente descripcion. En algunos aspectos, el analogo se
administra antes del agente terapéutico adicional, mientras que en otros aspectos, el analogo se administra después
del agente terapéutico adicional.

Kits

166



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661228 T3

[0870] Los conjugados Q-L-Y de la presente divulgacion se pueden proporcionar segun una realizacion como parte
de un kit. Por consiguiente, en algunas otras realizaciones, se proporciona un kit para la administracion de un
conjugado Q-L-Y a un paciente en necesidad del mismo en el que el kit comprende un conjugado Q-L-Y como se
describe en el presente documento.

[0871] En una realizacion, el kit se proporciona con un dispositivo para la administracién de la composicion de
conjugado Q-L-Y a un paciente, por ejemplo, aguja de la jeringa, dispositivo de pluma, inyector de chorro u otro
inyector sin aguja. El kit puede alternativamente o ademas incluir uno o mas recipientes, por ejemplo, viales, tubos,
botellas, jeringas precargadas de una o multiples camaras, cartuchos, bombas de infusién (implantables o externas),
inyectores de chorro, dispositivos de pluma precargada y similares, que opcionalmente contienen el conjugado de
glucagon en una forma liofilizada o en una solucién acuosa. Los kits en algunas otras realizaciones comprenden
instrucciones de uso. Segun una realizacién, el dispositivo del kit es un dispositivo de dispensaciéon de aerosol, en
donde la composicién viene preenvasada dentro del dispositivo aerosol. En otra realizacion, el kit comprende una
jeringa y una aguja, y en una realizacion la composicion de glucagon estéril viene preenvasada dentro de la jeringa.

[0872] Los siguientes ejemplos se dan meramente para ilustrar la presente invencién y no de ninguna manera para
limitar su alcance.

Ejemplos

Ejemplo 1 Sintesis de fragmentos peptidicos de péptidos de la superfamilia de glucagén

Material

[0873] Todos los péptidos descritos en el presente documento fueron amidados a menos que se especifique lo
contrario. Se utilizé resina MBHA (resina de 4-metilbenzhidrilamina poliestireno) durante la sintesis de péptidos. La
resina MBHA, malla 100-180, poliestireno reticulado con DVB al 1%; carga de 0,7 a 1,0 mmol/g), aminoacido
protegidos con Boc (terc-butilcarbamatos) y protegidos con Fmoc (carbamato de 9-fluorenil-metilo) se adquirieron en
Midwest Biotech. Las sintesis de péptidos en fase sélida utilizando aminoéacidos protegidos con Boc se realizaron en
un sintetizador de péptidos Applied Biosystem 430A. La sintesis de aminoacidos protegidos con Fmoc se realizd
utilizando el sintetizador de péptidos Applied Biosystems Modelo 433.

Protocolo general de sintesis de péptidos con estrategia de quimica Boc

[0874] Sintesis de péptidos usando la quimica de Boc se realizé en el Applied Biosystem Modelo 430A sintetizador
de péptidos. Los péptidos sintéticos se construyeron mediante la adicion secuencial de aminoacidos para un
cartucho que contiene 2 mmol de aminoacido protegido con Boc. Especificamente, la sintesis se llevd a cabo
usando acido 3- (dietoxi-fosforiloxi) -3H-benzo [d] [1,2,3] triazin-4-ona (DEPBT) o HBTU como agente de
acoplamiento con acoplamientos individuales. Al final de la etapa de acoplamiento, la peptidil-resina se traté con
acido trifluoroacético (TFA) para eliminar el grupo protector Boc N-terminal. Después, la resina se lavo varias veces
con dimetilformamida (DMF) y este ciclo repetitivo se repiti6 para el numero deseado de etapas de
acoplamiento. Los aminoacidos Boc y HBTU se obtuvieron de Midwest Biotech (Fishers, IN). Los grupos protectores
de cadena lateral utilizados fueron: Arg (Tos), Asn (Xan), Asp (OcHex), Cys (pMeBzl), Su (Bom), Lys (2CI-Z), Ser
(OBzl), Thr (OBzl), Tyr (2Br-Z), y Trp (CHO). Boc-Glu (OFm) Boc-Lys (Fmoc) -OH -OH y (Chem-Impex, Wood Dale,
IL) se utilizaron en los sitios de formacion de lactama-puente.

[0875] Después del montaje de los péptidos, las cadenas laterales protegidos con Fmoc se desprotegieron usando
tratamiento con piperidina 20%. Para la lactamizacion, se seleccionaron grupos protectores ortogonales para Glu y
Lys (por ejemplo, Glu (Fm), Lys (Fmoc)). Después de la eliminacién de los grupos protectores y antes de escision
con HF, la ciclacién se realizé6 como se ha descrito previamente (véase, por ejemplo, la Publicaciéon de Solicitud de
Patente Internacional N° W0O2008/101017). tratamiento con HF de la peptidil-resina

[0876] La peptidil-resina se traté con HF anhidro en presencia de p-cresol y sulfuro de dimetilo, que tipicamente
produjo aproximadamente 350 mg (rendimiento de aproximadamente el 50%) de un péptido desprotegido
crudo. Especificamente, la peptidil-resina (30 mg a 200 mg) se colocé en un recipiente de reaccion fluoruro de
hidrogeno (HF) para la escisiéon. Después, se afadieron 500 ul de p-cresol a la vasija como un colector de iones
carbonio. El recipiente se une al sistema de HF y sumergido en una mezcla de hielo de metanol/seco. El recipiente
se evacuo con una bomba de vacio y 10 ml de HF se separd por destilacién en el recipiente de reaccion. Esta
mezcla de reaccion de la peptidil-resina y el HF se agité durante una hora a 0 ° C. C, después de lo cual se
establecié un vacio y el HF se evacudé rapidamente (10-15 min). El recipiente se retiré6 cuidadosamente y se llena
con aproximadamente 35 ml de éter para precipitar el péptido y para extraer el p-cresol y pequefia molécula grupos
protectores organicos resultantes del tratamiento de HF. Esta mezcla se filtré utilizando un filtro de teflon y se repitid
dos veces para eliminar todo el exceso de cresol. Este filtrado se descartd. El péptido precipitado se disolvié en
aproximadamente 20 ml de acido acético al 10% (aq). Este filtrado, que contenia el péptido deseado, se recogio y se
liofilizé.
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[0877] Un analisis de HPLC analitica del péptido solubilizado en bruto se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones [4,6 X 30 mm Xterra C8, 1,50 ml/min, 220 nm, un tampén de 0,1% TFA/10% de acetonitrilo (CH 3CN),
tampon B 0,1% de TFA/100% CH 3CN, gradiente 5-95% de B durante 15 minutos]. El extracto se diluy6 doble con
agua y se carg6 en una columna de fase inversa preparativa 2,2 X 25 cm Vydac C4 y se eluye usando un gradiente
de acetonitrilo en un sistema Waters HPLC (A tampdn de TFA/CH 3CN, tampén B 10% 0,1% de 0,1% TFA/10% CH
3CN y un gradiente de 0-100% de B durante 120 minutos a un caudal de 15,00 ml/min. el analisis de HPLC del
péptido purificado demostraron% de pureza mayor que 95 y la ionizacién electrospray masa analisis espectral se
utilizé para confirmar la identidad del péptido.

Protocolo general de sintesis de péptidos con la estrategia de quimica Fmoc:

[0878] Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador de péptidos automatico ABI 433A usando quimica Fmoc
estandar con resina Rink MBHA amida o primera resina Wang unida a aminoacidos (Novabiochem, San Diego, CA)
utilizando DIC / HOBT como reactivo de acoplamiento. Los grupos protectores de la cadena lateral de Nalpha-Fmoc
[N- (9-fluorenil) metoxicarbonil] aminoacidos fueron los siguientes: Arg, Pmc; Asp, OtBu; Cys, Trt; Gin, Trt; Su, Trt;
Lys, Boc; Ser, tBu, Tyr, tBu; y Trp, Boc (Pmc = 2,2,5,7,8-pentametilchoman-6-sulfonilo, OtBu = terc-butilo éster, Trt =
tritilo, Boc = terc-butiloxicarbonilo y tBu = terc-butilo éster). Se incorporaron Fmoc-Glu (O-2-PhiPr) -OH y Fmoc-Lys
(Mmt) -OH (Novabiochem, San Diego, CA) en los sitios de formacion de puente de lactama.

[0879] Después de la sintesis en fase solida, el grupo 2-fenilisopropil (2-PhiPr) en el grupo 4-metoxitritilo (Mmt) en la
Lys Glu y se eliminaron mediante el parpadeo de 1% de TFA/DCM, aunque la resina de peptidilo. Para la formacion
de lactama-puente, por lo general de 150 mg (0.5mmole, 5 veces) BEPBT se afiadieron en 10% DIEA/DMF y se hizo
reaccionar durante 2 a 4 horas hasta que el ensayo de ninhidrina se muestra negativa.

[0880] Los péptidos se escindieron de la resina con coctel de escision que contiene 85% de TFA, 5% de fenol, 5%
de agua y 5% de tioanisol (se afadié 2,5% de EDT cuando péptido contiene cisteina). Los péptidos brutos se
precipitaron en éter, se centrifugaron y se liofilizaron. Los péptidos se analizaron después mediante HPLC analitica y
verificados por ESI o espectrometria de masas MALDI-TOF. Los péptidos se purificaron por el procedimiento general
de purificacion HPLC.

Acilacién de péptidos

[0881] Los péptidos acilados se prepararon como sigue. Los péptidos se sintetizaron en una resina de soporte sélido
utilizando un CS Bio 4886 sintetizador de péptidos Applied Biosystems 430A o sintetizador de péptidos. En quimica
neutralizacion in situ se utilizé como se describe por Schnolzer et al., Int. J. Peptide Protein Res. 40: 180-193
(1992). Para los péptidos acilados, el residuo de aminoacidos diana a ser acilado (por ejemplo, posicién de diez, con
respecto a la posicién de numeracion de aminoacidos de SEQ ID NO: 1601) se sustituyd con un residuo FMOC lisina
N epsilon. El tratamiento de la completado N-terminalmente protegida con BOC péptido con 20% de piperidina en
DMF durante 30 minutos retirados grupos/formilo Fmoc. El acoplamiento a la epsilon libre -amino residuo Lys se
consiguid por reaccion de un exceso de diez veces molar de cualquiera de un espaciador de aminoacidos protegidos
con Fmoc (ex. FMOC-GIu-OtBu) o de la cadena de acilo (por ejemplo, CH3 (CH2) 14-COOH) y benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP), N, N'diisopropylcarbodiimide (DIC), o reactivo de acoplamiento DEPBT en
DMF/diisopropiletilamina (DIEA). La eliminacion subsiguiente del grupo FMOC el espaciador amino de acido fue
seguido por la repeticion de acoplamiento con una cadena de acilo. El tratamiento final con 100% de TFA como
resultado la eliminacién de cualquier cadena lateral de los grupos protectores y el grupo BOC N-terminal. Las resinas
peptidicas se neutralizaron con DIEA al 5%/DMF, se secaron, y después se separan del soporte usando HF/p-cresol,
95: 5, a 0°C durante una hora. Después de extracciéon con éter, una solucién (HOAc) 5% de acido acético se utilizd
para solvatar el péptido en bruto. A continuacion, se verific6 una muestra de la solucién para contener el péptido de
peso molecular correcto por ESI-MS. péptidos correctas se purificaron por HPLC de fase inversa (RP) usando un
gradiente lineal de 10% CH 3CN/TFA al 0,1% a 0,1% de TFA en 100% CH 3CN. Una columna mm proteina Vydac
C18 22 mm x 250 se utilizé para la purificacion. Acilados conjugados peptidicos generalmente completaron elucién
por una relaciéon de amortiguamiento de 20:80. Las porciones se agruparon y comprobd la pureza de en una RP-
HPLC analitica. Las fracciones puras se liofilizaron proporcionando blancos péptidos, sélidos.

[0882] Si un péptido que comprende restos de un puente de lactama y de destino a ser acilado, acilacion se llevo a
cabo como se describe anteriormente con la adicién de que el aminoacido a la cadena principal del péptido.

PEGilacion de péptidos para formar enlaces tioéter

[0883] Para péptido PEGilacion, 40 kDa metoxi poli(etilenglicol) idoacetamide se hizo reaccionar con un equivalente
molar de péptido en urea 7 M, tampdn Tris-HCI 50 usando la cantidad minima de disolvente necesaria para disolver
tanto el péptido y el PEG en una clara solucion (generalmente menos de 2 ml para una reaccion utilizando péptido
de 2 a 3 mg). La agitacién vigorosa a temperatura ambiente se inicié durante 4 a 6 horas y la reaccién se analiz6 por
RP-HPLC analitica. productos PEGilados aparecieron claramente del material de partida con tiempos de retencion
disminuido. La purificacion se realizé en una columna Vydac C4 con condiciones similares a las utilizadas para la
purificacién del péptido inicial. La eluciéon se produjo aproximadamente relaciones de amortiguamiento de 50:50. Las
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fracciones de péptido pegilado pura se encontraron y se liofilizaron. Los rendimientos fueron superiores al 50%,
variando por reaccion.

PEGilacion de péptidos para formar enlaces maleimido

[0884] Para la PEGilacién de péptidos, el péptido contiene una cisteina se disolvié en solucidon salina tamponada
con fosfato (5- to0 mg/ml) y se afiade acido tetraacético 0,01 M de etilendiamina (10-15% del volumen total). Se
afiadio un exceso (2 veces) maleimido reactivo metoxiPEG (Dow) y la reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante el seguimiento de progreso de la reaccién por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Después de
8-24 horas, la mezcla de reaccion se acidifica y se cargé en una columna preparativa de fase inversa para la
purificacién usando &cido tetrafluoroacetic 0,1% (TFA)/acetonitrilo en el modo de gradiente. Las fracciones
apropiadas se combinaron y se liofilizaron para dar los derivados pegilados deseados.

Anélisis utilizando espectrometria de masas

[0885] Los espectros de masas se obtuvieron usando un espectrometro de masas cuadrupolo Sciex API
electrospray-lll con una fuente de iones estandar ESI. condiciones de ionizaciéon que se utilizaron son como sigue:
ESI en el modo de ion positivo; voltaje de pulverizacién de iones, 3,9 kV; potencial orificio, 60 V. El gas de
nebulizacién y de cortina utilizada fue la tasa de flujo de nitrégeno de 0,9 L/min. Los espectros de masas se
registraron a partir 600-1800 Thompsons en 0,5 Th por paso y 2 ms de tiempo de reposo.La muestra
(aproximadamente 1 mg/ml) se disolvié en acetonitrilo acuoso al 50% con acido acético al 1% y se introduce por una
bomba de jeringa externa a razén de 5 ul/min.

[0886] Cuando los péptidos se analizaron en soluciéon de PBS por ESI MS, que se desalaron primero usando una
punta de extraccion en fase sélida ZipTip que contiene 0,6 uresina L C4, segun las instrucciones proporcionadas por
el fabricante (Millipore Corporation, Billerica, MA, véase la Millipore pagina web de la World Wide web en
millipore.com/catalogue.nsf/docs/C5737).

Andlisis con cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC):

[0887] Los andlisis preliminares se realizaron con estos péptidos en bruto para obtener una aproximacién de sus
tasas de conversion relativas en tampon de salina tamponada con fosfato (PBS) (pH, 7,2) usando la cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) y el analisis MALDI. Las muestras de péptidos en bruto se disolvieron en el
tampdn de PBS a una concentracion de 1 mg/mL. 1 ml de la solucién resultante se almacend en un vial de 1,5 ml
HPLC que luego se selld y se incubd a 37°C. Alicuotas de 100 ul se extrajeron a cabo en diversos intervalos de
tiempo, se enfrié a temperatura ambiente y se analizaron por HPLC.

[0888] Los analisis de HPLC se realizaron usando un sistema de cromatografia System Gold de Beckman usando
un detector de UV a 214 nm. Andlisis de HPLC se realizé en una columna C18 Vydac 150 mm x 4,6 mm. El caudal
fue de 1 mil/min. Disolvente A contenia 0,1% de TFA en agua destilada, y el disolvente B contenia 0,1% de TFA en
90% CH 3CN. Un gradiente lineal se empled (40% a 70% de B en 15 minutos). Los datos fueron recogidos y
analizados utilizando el software de pico simple cromatografia.

Ejemplo 2

[0889] La capacidad de cada péptido para inducir AMPc se midi6 en un ensayo indicador de basado en la luciferasa
de luciérnaga. La produccion de AMPc que es inducida es directamente proporcional al fragmento de glucagén unién
al receptor de glucagon o el receptor de GIP o receptor de GLP-1. Las células HEK293 co-transfectadas con el gen
del receptor y luciferasa unidos a un elemento de respuesta a AMPc fueron empleados para el bioensayo.

[0890] Las células fueron privadas de suero mediante el cultivo dE'® horas en Dulbecco modificado con medio
esencial minimo (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 0,25% de crecimiento bovina sérica (Hyclone, Logan,
UT) y a continuacion se incubaron con diluciones seriadas de fragmentos de glucagén durante 5 horas a 37°C, 5%
de CO2 en placas de 96 pocillos-D-lisina recubierto-poli "Biocoat" (BD Biosciences, San Jose, CA). Al final de la
incubacién, 100 ul de LuclLite reactivo sustrato de luminiscencia (Perkin Elmer, Wellesley, MA) se afadieron a cada
pocillo. La placa se agité brevemente, se incubaron 10 min en la salida de luz y oscuridad se midié en MicroBeta-
1450 contador de centelleo liquido (Perkin-Elmer, Wellesley, MA). Los eficaces concentraciones del 50% (CE50) y
concentraciones inhibitorias del 50% (IC50) se calcularon mediante el uso de software de Origen (OriginLab,
Northampton, MA). Todos EC50 e IC50 se indica en los siguientes ejemplos en nM, a menos que se indique lo
contrario.

Ejemplo 3: Preparacion de GLP-1/estrégeno (3-éter)

[0891] Un analogo de GLP-1 se sintetiz6 utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1 con un residuo -
OH Boc-Lys (Fmoc) en el extremo C-terminal. (El grupo Fmoc la proteccion de la amina de cadena lateral en el
residuo de lisina se separd con 20% piperidina/DMF durante 30 minutos antes de la adiciéon de producto 4.) Estradiol
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17-acetato fue derivatizados en la posicion 3 por reaccidén con acido 2-bromoacético. El estradiol derivatizado se
hidrolizé y se hizo reaccionar con la lisina C-terminal del analogo de GLP-1 para dar como resultado el conjugado
GLP-1/estrégeno (3-éter), como se muestra a continuacion:

2-bromoacetato de Ohc OH
Estradiol, 17-acetato etilo H

ol

Br/\n/o\/
= ~
+ o KO, Dioxano, refiujo ™ Y © SgteoenNaOH N UG
16 h . [v]
HO

. <
Separar rotavapor dioxano 4
2 3 Lavar con DCM

1 Resuspender en DCM

Gotear en HCI para acidificar '

GLP-1 K40 OH GLP-1 K40

oH
—_—
+ HOB, DIC, NP \H /@@
He
o
T N
Q

[0892] Especificamente, cantidades equimolares de estradiol 17-acetato (1) y acetato de 2-bromoacetato (2) se
disolvieron en dioxano/K2COs, y la reaccion se agité durantE'® horas bajo condiciones de reflujo. El disolvente de
reaccion se evapord a vacio y el producto (3) se resuspendié en dioxano. Se afadié lentamente NaOH (IN) y se
agitdé durante 2 horas. El disolvente de reaccion se evapord a vacio y el producto (4) se lavé 3 veces y re-suspendid
en diclorometano. Se afiadié lentamente HCI (IN) para acidificar el producto. Producto 4 y el péptido unido a la
resina se mezclaron en HOBt/DIC/NMP durante 4 horas, se filtrd, se tratdé con &cido trifluoroacético, y se escindieron
de la resina mediante tratamiento con acido fluorhidrico. El conjugado de péptido-estrogeno se purificd usando
HPLC de fase inversa y se caracteriz6 mediante espectrometria de masas ESI.

NH,+

Ejemplo 4: Preparacién de GLP-1/estrégeno (17-carbamato)

[0893] Un analogo de GLP-1 se sintetizé utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1 con un residuo -
OH Boc-Lys (Fmoc) en el extremo C-terminal. (El grupo Fmoc la proteccion de la amina de cadena lateral en el
residuo de lisina se separd con 20% piperidina/DMF durante 30 minutos antes de la conjugacién del derivado de
estrogeno). B-estradiol 3-benzoato se derivatizados en la posicién 17 por reaccién con cloroformiato de 4-
nitrofenilo. El estradiol derivatizado con reaccionado con la lisina C-terminal de un analogo de GLP-1 para dar como
resultado el conjugado GLP-1/estrégeno (17-éster), como se muestra a continuacion:

B-Estradiol 3- Benzoato Cloroformiato de 4-nitrofenilo B-Estradiol 17-Nitrofenil éster 3-benzoato
HE o.M
Ol
\©\ j’\ - Lavado con HCI 0,01 M + agua
+ o7 ¢l Piridina, tolueno, DMAP Predpitado con hexano
=) Reflux
2
1

24 h
3 o

OM. GLP-1 K40
GLP-1 K40 \@O i
—_—
NMP, 5% DIEA
4 hi

HN.

0 R cery
QH

[0894] Especificamente, beta-estradiol 3-benzoato de metilo (1) y un exceso de 2 veces de 4-nitrofenil cloroformiato
de (2) se agitaron juntos en piridina, tolueno y DMAP en condiciones de reflujo durante 24 horas. El disolvente de
reaccion se evaporo a vacio y el producto, beta-estradiol éster 17-nitrofenil 3-benzoato de metilo (3), se resuspendio
en acetato de etilo. El producto de reaccion se lavé dos veces con HCI acuoso (0,01 N) seguido de un unico lavado
con agua. El acetato de etilo se evaporé a vacio y el producto (3) se precipitd con hexano. Producto 3 y el péptido
unido a la resina se mezclaron en NMP/DIEA al 5% durante 4 horas, se filtrd, se traté con TFA, y se escindieron de
la resina mediante tratamiento con HF. El conjugado de péptido-estrégeno se purificd usando HPLC de fase inversa
y se caracterizé6 mediante espectrometria de masas ESI.
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Ejemplo 5: Preparacién de GLP-1/estrogeno (17-éster)

[0895] Un analogo de GLP-1 se sintetiz6 utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1 con un residuo -
OH Boc-Lys (Fmoc) en el extremo C-terminal. (El grupo Fmoc la proteccion de la amina de cadena lateral en el
residuo de lisina se separd con 20% piperidina/DMF durante 30 minutos antes de la conjugacién del derivado de
estrogeno). Estradiol se derivatizé en la posicion 17 por reaccién con anhidrido succinico. El estradiol derivatizado
con reaccionado con la lisina C-terminal de un andlogo de GLP-1 para dar como resultado el conjugado GLP-
1/estrégeno (17-éster), como se muestra a continuacion:

a

17 B-Estradiol Anhidrido succinico -

o 0
[s) O -
+ v Lavado con HCI 0,1 N
DMF, DMAP, 5%DIEA +agua
- 24h HO Purificado por HPLC

1 2 B-Estradiol 17-Hemisuccinato
3

GLP-1 K40 GLP-1 K40

"17-Ester”
HOER, Dl(; MMP
o
P
NH+ Q
E-Estradiol 47-hemisuccinato
CH

[0896] Especificamente, beta-estradiol 17-acetato (1) y un exceso de 10 veces de anhidrido succinico (2) se
agitaron juntos en DMF con DIEA al 5% y DMAP durante 48 horas a temperatura ambiente. Después de 48 horas, el
disolvente de reaccién se evapord a vacio y el producto (3) se resuspendié en acetato de etilo. El producto de
reaccion (3) se lavé con HCI acuoso (0,01 N) dos veces seguido de un unico lavado con agua. El acetato de etilo se
evapord a vacio y el producto (3) se resuspendié en una mezcla de MeOH/acetonitrilo/agua. El producto derivado de
estrogeno (3) se purific6 por HPLC de fase inversa. Liofilizado producto (3) y el péptido unido a la resina se
mezclaron en HOBt/DIC/NMP durante 4 horas, se filtro, se traté con TFA, y se escindieron de la resina mediante
tratamiento con HF. El conjugado de péptido-estrégeno se purifico usando HPLC de fase inversa y se caracterizd
mediante espectrometria de masas ESI.

Ejemplo 6: Preparacion de GLP-1/estrogeno (3-Ester)

[0897] Un anélogo de GLP-1 se sintetiz6 utilizando el protocolo de Boc que se describe en el Ejemplo 1 con un
residuo -OH Boc-Lys (Fmoc) en el extremo C-terminal. (El grupo Fmoc la protecciéon de la amina de cadena lateral
en el residuo de lisina se separ6 con 20% piperidina/DMF durante 30 minutos antes de la conjugacion del derivado
de estrogeno). Estradiol 17-acetato se derivatizé en la posicién 3 por reaccién con anhidrido succinico. El estradiol
derivatizado con reaccionado con la lisina C-terminal del analogo de GLP-1 para dar como resultado el conjugado
GLP-1/estrégeno (3-éster), como se muestra a continuacion:

Estradiol 2-hemisuccinato 17-acetato -

Estradiol 17-acetato Anhidrido succiqico i
Ohe
s 4]
+ DMF, 5% DIEA, DMAP HO Lavado con HCI 0,01 N +agua
o Purificado por HPLC
HO 1 2 o
GLP-1 K40
GLP-1 K40 -
Y\)L HOBt DIC, MMP I o) ’zﬁ
3 HfN\rr‘\)LD
NH,+ l

Estradiol 3-hemisuccinato 17-acetato

[0898] Especificamente, beta-estradiol 17-acetato (1) y un exceso de 10 veces de anhidrido succinico (2) se
agitaron juntos en DMF con DIEA al 5% y DMAP durante 48 horas a temperatura ambiente. Después de 48 horas, el
disolvente de reaccién se evapord a vacio y el producto (3) se resuspendié en acetato de etilo. El producto de
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reaccion (3) se lavé con HCI acuoso (0,01 N) dos veces seguido de un unico lavado con agua. El acetato de etilo se
evaporo a vacio y el producto (3) se resuspendié en una mezcla de MeOH/acetonitrilo/agua. El producto derivado de
estrégeno (3) se purificé por HPLC de fase inversa. Liofilizado producto (3) y el péptido unido a la resina se
mezclaron en HOBt/DIC/NMP durante 4 horas, se filtrd, se traté con TFA, y se escindieron de la resina mediante
tratamiento con HF. El conjugado de péptido-estrogeno se purificé usando HPLC de fase inversa y se caracterizé
mediante espectrometria de masas ESI.

Ejemplo 7: Preparacién de GLP-1/estrona 3-Ester)

[0899] Un analogo de GLP-1 se sintetizé utilizando el protocolo de Boc que se describe en el Ejemplo 1 con un
residuo -OH Boc-Lys (Fmoc) en el extremo C-terminal. (El grupo Fmoc la proteccién de la amina de cadena lateral
en el residuo de lisina se separ6 con 20% piperidina/DMF durante 30 minutos antes de la conjugacion del derivado
de estroégeno). La estrona se derivatizd en la posicion 3 por reaccidon con anhidrido succinico. La estrona
derivatizada reaccion6 con la lisina C-terminal del analogo de GLP-1 para dar como resultado el conjugado GLP-
1/estrona (3-éster), tal como se muestra a continuacion:

e . Estrona 3-hemisuccinata
Anhidrido succinico

Estrona o
o]
Q © a H— a
+ v DMF, 5% DIEA, DMAP o Lavado con HCI 0,01 N + agua
o Purificado por HPLC
HC 1 2 o
GLP-1 K40 GLP-1 K40

s 0
— .
+ i )ﬁ HOBE, DIC, NMP \ o ’(ﬁjﬁ
HO
‘n’\)‘o HNY\)LO
3 3
Q

Estrona 3-hemisuccinato

NHy+

[0900] Especificamente, la estrona (1) y un exceso de 10 veces de anhidrido succinico (2) se agitaron juntos en
DMF con DIEA al 5% y DMAP durante 48 horas a temperatura ambiente. Después de 48 horas, el disolvente de
reaccion se evaporo a vacio y el producto (3) se resuspendié en acetato de etilo. El producto de reaccion (3) se lavo
con HCl acuoso (0,01 N) dos veces seguido de un unico lavado con agua. El acetato de etilo se evapor6 a vacio y el
producto (3) se resuspendié en una mezcla de MeOH/acetonitrilo/agua. El producto derivado de estrona (3) se
purific6 por HPLC de fase inversa. El producto liofilizado (3) y el péptido unido a la resina se mezclaron en
HOBt/DIC/NMP durante 4 horas, se filtrd, se traté con TFA, y se escindieron de la resina mediante tratamiento con
HF. El conjugado de péptido-estrogeno se purifico usando HPLC de fase inversa y se caracterizd mediante
espectrometria de masas ESI.

Ejemplo 8: Preparacion de GLP-1/estrégeno (17-hidrazona)

[0901] Un analogo de GLP-1 se sintetizé utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1. El péptido se
sintetizd usando Boc-basado en la quimica de neutralizacion in situ con un Boc-Cys (4-MeBzl) residuo -OH en el
extremo C-terminal a facilitar la adicién de estrégeno. La estrona se derivatizé en la posiciéon 17 por reaccién con
hidrazida del acido maleimidocaproico. La estrona derivatizada reacciond con la cisteina C-terminal del analogo de
GLP-1 para dar como resultado el conjugado GLP-1/estradiol (17-hidrazona), tal como se muestra a continuacion:

Estrona Hidrazida de dcido maleimidocaproico Hidrazida de B-estradiol 17-maleimidocaproico

]

Q zHN\“/\/\/\&
i N
HN »NYW\ M ) fol 4
5 + o C})—‘k MeOH, 1% TFA

Precipitado en éter
1 b HC 3

GLP-1 C40

N’H\ﬂ/\/\/\ S o
GLP-1 C40 5 H
+ P R —— .. N/\/\\/\]‘rn X

M
\SH ACN, Tris, Agua, DMF o
o
HO 3
CH
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[0902] Especificamente, cantidades equimolares de estrona (1) y epsilon hidrazida de acido -maleimidocaproic (2)
se agitaron juntos en MeOH con TFA al 0,1% durante 4 horas a temperatura ambiente. Después de 4 horas, el
disolvente de reaccién se evaporé a vacio y el producto (3) se precipitd en éter frio y se purificd en una columna de
silice. Un exceso de 5 veces de producto 3 se mezcld con el péptido escindido y purificado en una mezcla de DMF,
ACN, Tris, y agua a pH 7,5 durante 24 horas a temperatura ambiente para generar el conjugado de péptido-
estrogeno. El conjugado de péptido-estrogeno se purific6 usando HPLC de fase inversa y se caracterizé por
espectroscopia de masas ESI.

Ejemplo 9: Preparacion de GLP-1/estrégeno (17-carbamato disulfuro) (impedido y no impedido)

[0903] Un analogo de GLP-1 se sintetizé utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1. El péptido se
sintetiz6 usando Boc-basado en la quimica de neutralizacion in situ con un Boc-Cys (4-MeBzl) residuo -OH (para dar
como resultado un conjugado de disulfuro no impedido) o un Boc-Pen (4-MeBzl) residuo -OH (para dar lugar a un
conjugado de disulfuro impedido) en el extremo C-terminal para facilitar la adicién de estrégeno. B-estradiol 3-
benzoato se derviatized en la posicidon 17 por reaccién con cloroformiato de 4-nitrofenilo. El intermedio se hace
reaccionar entonces con piridilditio-etilamina-HCI y se sometieron a una reaccion de intercambio de disulfuro a la
cisteina C-terminal del andlogo de GLP-1 para dar como resultado el conjugado GLP-1/estradiol (17-carbamato
disulfuro), como se muestra a continuacion:

Aldritiol-2 2-Mercaptoetilamina HCI Piridiltio-etilamina

]

| HS @ ) "

QS"‘ i + SN, HE ——— 343\/‘\”@ 1o Precipitado en éter
I MeOH, 2% AcOH

1 2 48 hi 3

B-Estradiol 3-benzoato Cloroformiato de 4-ntrofenilo B-Estradio| 17-nitrofenil éster 3-benzoato
ON.
o,N
& \©\ J]\ Lavado con HCI 0,1 N+ agua
[+] + j\ - o Precipitade con hexano

O "Gl Piridina, tolueno, DMAP
o Reflujo
24h
3
o

Ho

[0904] En primer lugar, cantidades equimolares de Aldritiol-2 (1) y 2-mercaptoetilamina HCI (2) se agitaron juntos en
MeOH con 2% de AcOH durante 48 horas a temperatura ambiente. Después de 48 horas, el disolvente de reaccion
se evaporo a vacio y el producto (3) se precipité en éter frio. En segundo lugar, beta-estradiol 3-benzoato de etilo (4)
y un exceso de 2 veces de 4-nitrofenil cloroformiato de (5) se agitaron juntos en piridina, tolueno y DMAP en
condiciones de reflujo durante 4 horas. El disolvente de reaccién se evapord a vacio y el producto, beta-estradiol
éster 17-nitrofenil 3-benzoato de metilo (6), se resuspendié en acetato de etilo. Este producto de reaccién se lavd
dos veces con HCI acuoso (0,01 N) seguido de un unico lavado con agua, que se elimina en un embudo de
separacion. El acetato de etilo se evapor6 a vacio y el producto (6) se precipité con hexano.

B-Estradiol 17-caramato S-3-MPy 3-benzoato B-Estradicl 17-Carbamato 5-SNPy

GJL S,S\/‘WJ\( Lavado con HCI 0,01 N + agua s,sv...\n,ll\(
@ . — H Desblogueo
&7, ) Piridina DigXano « MeoH s
3 [ DIEA , OMAP 7 0.25% K203
& l)\@ a&h 3h o

(2} . ..
Purificacian en
columna de silice

GLP-1 Cysd 0Fend0

GLP-1 Gys40/Pendn @*\ . /f\s‘ ,Ji\
/’f“ Lot Sy

SH + . H —_— e M
MMP, Tris pH 7.5
a8 b
L% OH
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[0905] cantidades equimolares de HCI piridilditio-etilamina (3) y beta-estradiol éster 17-nitrofenil 3-benzoato de
metilo (6) se agitaron juntos en piridina con DIEA al 5% y DMAP durante 48 horas a temperatura ambiente. Después
de 48 horas, el disolvente de reaccion se evaporo a vacio y el producto (7) se resuspendié en acetato de etilo. Este
producto de reaccion se lavé dos veces con HCI acuoso (0,01 N) seguido de un Unico lavado con agua, y el acetato
de etilo se evaporé a vacio. El grupo 3-benzoato de producto (7) se eliminé por tratamiento con 0,25% de K 2CO 3
en dioxano y metanol durante 3 horas a temperatura ambiente para generar el producto beta-estradiol 17-carbamato
SS-NPY (8), que se purificd en una columna de silice. Un exceso de 5 veces de producto 8 se mezcld con el péptido
escindido y purificado (ya sea con un residuo de cisteina o un residuo de penicilamina en la posicion 40) en NMP y
Tris a pH 7,5 durante 48 horas a temperatura ambiente para generar el conjugado de péptido-estrogeno. El
conjugado de péptido-estrogeno se purificé usando HPLC de fase inversa y se caracterizd por espectroscopia de
masas ESI

Ejemplo 10: Preparacién de GLP-1/estrégeno (17-catepsina diaminoetano)

[0906] Un analogo de GLP-1 se sintetizd utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1. El péptido se
sintetizd usando Boc-basado en la quimica de neutralizacion in situ con una-His Z (BOM) -OH residuo en el extremo
N-terminal, y una Boc-Lys (Fmoc) -OH en el extremo C-terminal para facilitar la adicion del espaciador dipéptido y
estrogeno. B-Estradiol 17-nitrofenil benzoato de éster se derviatized en la posicién 17 para dar como resultado el
conjugado GLP-1/Estradiol (17-Catespsina diaminoetano), como se muestra a continuacion:

Frnoc- Phe-LysiCl-2p0H

NHZ-PheLysiCh-Z3EDA-Bae Hemisuccinato PheLy=(ClZ-EQA-Bae
Anhidrido
Boc-etilendiaming | }lom IC, DM SR en
H
i ~bor _h- N
|r~(_~c—n OH - IIN 1 —_h. fb\l/\i =00
f)‘\ 2 2D%Jpn|5irldlnﬁ DMIF 1 (lj,j\'z\, o1 i ; D»'r- 55 DIER, DHAP fi-
GLP-1 &40
GLP-1 K40 GLP-1 K40 GLP1 dsmistccingco Phe-LysiC-2)-EDA

1 H091 DIC. NMP & y 1. MMP, 5% CIEA
i 1Bh|
o

I} Q e, (:-
U 2.TFA | 4 N, T o coh HF\(\J\ "
Simin, N\!jr.vu\l H ol 7 ;
5 - |
BExiradint 17-nitcfenil éster 3-benzoato

[0907] Fmoc-Phy-Lys (CI-Z) -OH (1) se sintetizé utilizando Fmoc-base en la quimica de neutralizacion in situ en una
resina de Wang, y se escindi6 de la resina con TFA/DCM. Cantidades equimolares de Fmoc-Phe-Lys (CI-Z) -OH (1)
y (2) Boc-etilendiamina se agitaron juntos en HOBt, DIC, y DCM durante 4 horas a temperatura ambiente. Este
producto de reaccion se lavd dos veces con HCI acuoso (0,01 N) seguido de un unico lavado con agua, que se
elimina en un embudo de separacion, y el acetato de etilo se evapor6 a vacio. Después de las etapas de lavado, el
producto de reaccion se traté con 20% de piperidina en DMF durante 30 minutos para eliminar el grupo Fmoc N-
terminal para generar NH2-Phe-Lys (CI-Z) -EDA-Boc (3), que se precipitd en éter frio después de eliminar el/DMF
disolvente piperidina al vacio. NH 2-Phe-Lys (Cl-Z) -EDA-Boc (3) se agitd con un exceso de 2 veces de anhidrido
succinico (4) en DMF, DIEA al 5%, y DMAP durantE'® horas a temperatura ambiente, después de lo cual el
disolvente de reaccién se evaporé a vacio y se resuspendié en MeOH, acetonitrilo, y agua. El producto de reaccién,
hemisuccinato-Phe-Lys (Cl-Z) -EDA-Boc (5), se purificd por HPLC de fase inversa. Un exceso de 5 veces de
producto liofilizado (5) y el péptido unido a la resina se mezclaron en HOBt/DIC/NMP durantE'® horas, se filtrd, y se
traté con TFA para generar el producto GLP-1 + hemisuccinato-Phe-Lys (Cl -Z) -EDA (6). Este producto unido a la
resina (6) se mezcld con un exceso de 5 veces de beta-estradiol éster 17-nitrofenil 3-benzoato de metilo (7) en
NMP/DIEA al 5% durantE'® horas, se filtrd, y se escindio de la resina mediante tratamiento con HF para generar el
producto final (8). El conjugado de péptido-estrogeno se purificé usando HPLC de fase inversa y se caracterizd por
espectroscopia de masas ESI.

Ejemplo 11: Preparaciéon de GLP-1/Colesterol 3-amida)

[0908] Un analogo de GLP-1 se sintetizé utilizando el protocolo de Boc se describe en el Ejemplo 1. El péptido se
sintetizd6 usando Boc-basado en la quimica de neutralizacion in situ con un Boc-Lys (Fmoc) -OH residuo en el
extremo C-terminal. Colesterol acido 3-carboxilico se hizo reaccionar a la con la lisina C-terminal del analogo de
GLP-1 para dar como resultado en el conjugado GLP-1/Colesterol (3-amida), como se muestra a continuacion:
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Acido colesterol 3-carboxilico

GLP-1 K40 GLP-1 K40
i HOBE, DIC, NMP
16h
HN
NH_+ 5 5

[0909] Especificamente, el colesterol 3-carboxilico (1) y el péptido unido a la resina se mezclaron en HOBt/DIC/NMP
durantE"® horas, se filtrd, se tratd con TFA, y se escindio de la resina mediante tratamiento con HF. El grupo Fmoc la
proteccion de la amina de cadena lateral en el residuo de lisina se separd con 20% piperidina/DMF durante 30
minutos antes de la adicién de producto 4. El conjugado-colesterol péptido (2) se purificé usando HPLC de fase
inversa y se caracterizé por ESI| espectrometria de masas. Si el esqueleto peptidico fue PEGilada, a continuacion,
un residuo de cisteina se afiadié en la posicién 24 en la secuencia para facilitar la adicién de la fraccion de PEG, que
se afadio al conjugado péptido-colesterol mezclando cantidades equimolares de yodoacetilo 40k PEG con el
conjugado en una urea 7 M/tampén 0,05 M Tris a pH 8,5 durante 1 hora.

Ejemplo 12: Ensayo de unién a receptor de estrégeno

Protocolo con Phosphoimager con ERa purificado y placa de filtros Millipore

[0910] Los siguientes reactivos se utilizaron para llevar a cabo el ensayo de unién del receptor de estrégeno: Ligand
Binding Buffer (pH 7,6), sal 50 mM HEPES-sodio, 1 mM de CaCl2, 5 mM MgCI2, 0,5% BSA, colchén de sacarosa
(pH 7,6 ), 20% de sacarosa, NaCl 120 mM, 40 mM Tris-HCI, 0,4% de BSA, polietilenimina (PEl), y 0,25% de PEL.

Titulacion de estradiol "frio"

[0911] Una dilucion madre de estradiol frio a 5 veces mayor concentracion A continuacién se prepard la
concentracion de ensayo mas alta deseada. La concentracion mas alta que se prob6 es 10 uM. Por lo tanto, un
stock de 50 uM se preparé con un volumen total de 500 ul. Exactamente 40 ul de tampdn de unién se afadié a cada
pocillo de una placa de valoracion, con exclusién de las columnas 11 y 12. Exactamente 60 ul de la concentraciéon de
solucién madre se afiadié a cada pocillo de la columna 11 de la placa de titulacion. Una valoracién de 3 veces se
realizé mediante la transferencia de 20 ul de la columna 11 a la columna 10 y la mezcla. Cada columna posterior a
través de la columna 1 se titul6. Exactamente 20 ul se transfiri6 desde cada pocillo de la placa de valoracién a los
pocillos correspondientes de la placa de ensayo. Exactamente se afiadié 20 ul de tampdn de unién a los pocillos
"union total" (pozos 12 (AD)). Exactamente se afadié 20 ul de 100 uM de estradiol frio a los pocillos "unién no
especifica" (pozos 12 (EH)).

Concentraciéon constante de estradiol "caliente"

[0912] Una solucion madre de estradiol marcado se prepara a una 5 veces la concentracién méas alta que la
concentracion de ensayo deseada, que es 0,05 nM. Por lo tanto, un stock de 0,25 nM estradiol marcado se prepara
con al menos un volumen total de 2,3 ml. El estradiol marcado viene en solucién a 10 uCi a un volumen de 100 ul,
que se correlaciona con una concentracion de 45,45 nM usando la conversion de 2200 Ci/mmol. Para 2,3 ml de una
accion 0,25 nM, se afiadié 12,65 ul del estradiol marcado con 2,29 ml de tampoén de unién. Exactamente se anadié
20 ul de soluciéon madre a cada pocillo de la placa de ensayo segun el disefio.

Titulaciéon del receptor alfa de estrégeno purificado

[0913] El receptor de estrogeno purificado se ensay6 a una concentracion de 1,5 nM. Debido a que 60 ul de receptor
de estrégeno se afadi6 a cada pocillo, se prepard una concentracion de reserva que era 1.667 veces superior. Para
una concentracion de ensayo de 1,5 nM, una concentracion de stock de 2,5 nM fue preparada. Un volumen de 7,0
ml de 2,5 nM receptor se preparé afiadiendo 8,4 ul de la accién a 6,99 ml de tampdn de union. Exactamente 60 ul de
los receptores se transfirié entonces a los pocillos adecuados en la placa de ensayo.

Ensayo
[0914] La placa de ensayo (que contiene el ligando frio, ligando caliente, y los lisados de células) se incubd a
temperatura ambiente durante 2 horas. Exactamente 25 ul de 0,25% de PEI se afiadi6 a cada pocillo de la placa de

filtro. La placa de filtro se dejo incubar durante 20 minutos antes de borrar los pocillos mediante vacio. Exactamente
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80 ul de las suspensiones en la placa de ensayo se transfirid a la placa de filtro con recubrimiento de PEI. Las
muestras fueron aspiradas a través de la placa de filtro usando el colector de vacio. Las placas de filtro se lavaron
las placas varias veces con tampdn de union y luego envueltos en celofan. Las placas se fijan en la superficie de la
pantalla de fésforo de imagenes con los fondos asi mas cercanos a la pantalla. La pantalla de fésforo-de formacion
de imagenes y la placa se colocé en una bolsa de pelicula de radio y se expusieron durante 48 horas. La pantalla de
imagen se escaned usando el Phosphorimager y se recogio el archivo de la exposicion.

Ejemplo 13

[0915] Los ratones (db/db, N = 6, promedio de peso corporal inicial = 54 g) se inyectaron por via subcutanea una vez
al dia durante cuatro semanas con vehiculo o0 40 o 400 ug/kg de una de las siguientes:

(a) GLP -1 (Aib2A22CexK*%) (400 ug/kg-dia),

(b) GLP-1 (Aib2AZ2CexK*)/estrogeno (17-éster) (40 ug/kg-dia), o

(c) GLP-1 (Aib2A22CexK*0)/estrégeno (17-éster) (400 ug/kg-dia).

[0916] El peso corporal se midié después de 23 dias y se determind el cambio en el peso corporal (Figura 2a). Los
ratones que se les administr6 una dosis alta del conjugado GLP-1 (Aib2A22CexK*0)/estrogeno (17-éster)
experimentaron una mayor disminucion en el peso corporal a continuacion, los ratones que se les administré GLP-1
solo.

[0917] El efecto del conjugado GLP-1 (Aib2AZ22CexK*°)/estrogeno (17-éster) también se determiné en la ingesta de
alimentos acumulada durante un periodo de 23 dias. Los ratones que se les administré una dosis alta del conjugado
GLP-1 (17-éster)/estrogeno (17-éster) consumen menos comida que los que se les administré GLP-1 solo.

[0918] Las Figuras 2b y 2c muestran el efecto del conjugado GLP-1 (Aib?AZ2CexK?*0)/estrogeno (17-éster) en los
niveles de glucosa en sangre (mg/dl). Los ratones que se les administré6 una dosis alta del conjugado GLP-1
(Aib2A%2CexK*%)/estrogeno (17-éster) experimentaron la mayor disminucion de los niveles de glucosa en sangre
entre los dias O y 14.

Ejemplo 14. Efectos in vivo de conjugados de GLP-1/estrégeno

[0919] Ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) (N = 8, 6 ratones por grupo, peso promedio corporal inicial
= 58 g) se inyectan por via subcutanea una vez al dia durante cuatro semanas con vehiculo o 4, 40, o 400 ug/kg de
una de las siguientes:

(a) GLP-1 (Aib%E'®exK?0) (40 ug/kg-dia),

(b) GLP-1 (Aib%A22CexK4%) (400 ug/kg-dia), o

(c) GLP-1 (Aib2A22CexK*0)/estroégeno (17-éster) (4, 40, o 400 ug/kg-dia).

[0920] Una solucién salina que comprende 25% (v/v) de glucosa se inyectd a una dosis de 1,5 g/kg de peso corporal
en el punto de tiempo 0 min en los dias 7 y glucosa 21. La sangre se midié en la 0, 15, 30, 60, y 120 puntos de
tiempo min el dia 7 y dia 21 (Figura 3A).

[0921] El peso corporal se midié después de 23 dias y el cambio en el peso corporal, el cambio en la masa de
grasa, y el cambio en la masa muscular magra se determinaron (Figuras 3b-d). Los ratones que se les administro
una dosis alta del conjugado GLP-1 (Aib2AZ2CexK*%)/estrogeno (17-éster) experimentaron la mayor disminucion en el
peso corporal y la masa grasa, y la menor cantidad de musculo magro pérdida de masa.

[0922] El efecto de la GLP-1 (Aib2A%2CexK?*%) también se determind/estrogeno (17-éster) conjugado en la ingesta de
alimentos acumulativa durante un periodo de 23 dias. Los ratones que se les administré una dosis alta del
conjugado GLP-1 (Aib2AZ2CexK*0)/estrogeno (17-éster) consumieron la menor cantidad de comida.

[0923] La Figura 3E muestra el efecto del conjugado GLP-1 (Aib2A22CexK*%)/estrogeno (17-éster) en la glucosa
cambio sangre. Los ratones que se les administré una dosis alta del conjugado GLP-1 (Aib%A22CexK?0)/estrégeno
(17-éster) experimentd la mayor disminucion en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y 14. Estos
resultados demuestran la afiadido dosis eficacia dependiente de la adicion de estrogeno a un débil basado-A22
agonista de GLP-1.

Ejemplo 15.

[0924] Ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) (N = 8, promedio de peso corporal inicial = 59 g) se
inyectaron por via subcutanea una vez al dia durante cuatro semanas con vehiculo o una de las siguientes:

(a) GLP-1 (Aib%E'8Cex K*%) (40 o 400 ug/kg-dia),

(b) GLP-1 (Aib?E'8Cex K*%)/estrégeno (17-éster) (40 o 400 ug/kg-dia), o

(c) GLP-1 (Aib?E'6Cex K*0)/estrogeno (3-éter) (40 o 400 ug/kg-dia).

[0925] Una solucidn salina que comprende 25% (v/v) de glucosa se inyectd a una dosis de 1,5 g/kg de peso corporal
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en el punto de tiempo 0 min el dia 14. Los niveles de glucemia se midieron en los puntos de tiempo a 0, 15, 30, 60, y
120 min. La figura 4a presenta los datos de este experimento.

[0926] El peso corporal se midi6 después de 21 dias y el cambio en el peso corporal y la grasa masa total se
determinaron (Figuras 4b-c). Los ratones que se les administré una dosis alta de conjugados de GLP-1/estrégeno
experimento la mayor disminucion en el peso corporal total (Figura 4b). La masa grasa se redujo en la dosis alta de
estrégeno éter conjugado respecto a los animales tratados con vehiculo (Figura 4C). Los conjugados de éster tenian
un mayor efecto sobre el peso corporal total de los conjugados de éter, y los conjugados de éter tenido un mayor
efecto en la masa grasa de los conjugados éster.

[0927] EI efecto de los conjugados de GLP-1(Aib’E'®Cex K*°)/estrogeno se determind también conjugados de
estrogeno sobre la ingesta de alimentos acumulada durante un periodo de 21 dias. Los ratones que se les
administré a/estrogeno conjugado GLP-1 consume menos comida que los ratones que se les administr6 GLP-1
(AIb2E'8Cex K*9) solo.

[0928] La figura 4d muestra el efecto de conjugados de GLP-1 (Aib’E'®Cex K*O)/estrogeno sobre los niveles de
glucosa en sangre (mg/dL). A una dosis alta, los ratones que se les administré conjugados de GLP-1 (Aib%E'®Cex
K*0)/estrogeno experimentaron un mayor cambio en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y 21 que los
ratones que se les administro GLP-1 (Aib2E'®Cex K*°) solo.

Ejemplo 16.

[0929] Los ratones (N = 8, 11 meses de edad, el peso corporal promedio 60 g) que estaban en una dieta para
diabéticos durante 9 meses se inyectaron por via subcutanea con vehiculo o una de las siguientes:

(a) GLP-1 (Aib%E"®Cex K*0) (40 o 400 ug/kg/dia),

b) GLP-1 (Aib?E'®Cex K*0)/estrogeno (3-éter) (40 o 400 micra g/kg-dia),

) DGLP-1 (A'Aib2A%2Cex K*%)/estrogeno (3-éter) (40 o 400 ug/kg-dia),

) GLP-1 (Aib?E'6C?2 (PEG-40 kDa)Cex K*0)/estrégeno (3-éter) (40, 400 ug/kg-dia),

) GLP-1 (Aib?E'6C2* (PEG-40 kDa)Cex K*0)/estrogeno (3-éter) (40 ug/kg-semana), o

f) GLP-1 (Aib’E'8C?* (PEG-40 kDa)Cex K*°) (40 ug/kg-semana).

[0930] El peso corporal se midié después de 7 dias y se determiné el cambio en el peso corporal (Figura 5a). A los
ratones que se les administr6 una dosis alta de conjugados de GLP-1/estrégeno experimentaron la mayor
disminucion en el peso corporal, sin embargo los ratones que se les administré la dosis diaria baja de conjugados de
GLP-1/estrogeno también experimentaron una disminucién significativa en el peso corporal.

[0931] También se determind el efecto de los conjugados GLP-1 (Aib2E'6K*°Cex)/estrégeno (3-éter), DGLP-1 (A'Aib
2A%2Cex K*%)/estrogeno (3-éter), y GLP-1 (Aib2E'C?* (PEG-40 kDa)Cex K*%)/estrogeno (3-éter) sobre la ingesta de
alimentos acumulada durante un periodo de 7 dias. Los ratones que se les administré o bien dosis altas o bajas de
GLP-1 (Aib%E'®K*°Cex)/estrogeno (3-éter) y GLP-1 (Aib’E'®K*°Cex) o la baja dosis diaria de GLP-1 (Aib’E'6C2*
(PEG-40 kDa)Cex K*%) consume la menor cantidad de comida.

[0932] La figura 5b muestra el efecto de los conjugados GLP-1 (Aib2E'®K*°Cex)/estrogeno (3-éter), DGLP-1
(A'AIb2AZCex K*0)/estrogeno (3-éter), y GLP-1 (Aib’E'6C?* (PEG-40 kDa)Cex K*)/estrogeno (3-éter) en el cambio
de los niveles de glucosa en sangre (mg/dL). Los ratones que se les administrd o bien dosis altas o bajas de GLP-1
(AIb%E'®K*°Cex) experimentaron el mayor cambio en la glucosa en sangre, junto con la de la dosis alta de GLP-1
(AIb%E'®K“°Cex)/estrogeno (3-éter).

Ejemplo 17.

[0933] Ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) (N = 8, promedio de peso corporal inicial = 65 g) se
inyectan por via subcutanea una vez al dia durante una semana con vehiculo 0 40 ug/kg una de las siguientes:

(a) GLP -1 (Aib2E"6Cex K40),

(b) DGLP-1 (A'Aib2A22Cex K*0),

(c) GLP-1 (Aib2AZ%2 Cex K*0),

(d) GLP-1 (Aib’E'8Cex K*0)/estroégeno (3-éter),

(e) DGLP-1 (A'Aib2A22Cex K*0)/estrogeno (3-éter),

(f) GLP-1 (Aib2A22Cex K*0)/estrogeno (3-éter),

(9) GLP-1 (Aib%E'®Cex K*0)/estrogeno (17-éster)

(h) DGLP-1 (A'Aib2A22Cex K*0)/estrogeno (17-éster), o

(i) GLP-1 (Aib?A?2Cex K*%)/estrogeno (17-éster).

[0934] EIl peso corporal se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso corporal y la masa grasa
(Figuras 6a-b). Los ratones que se les administré cualquier conjugado de estrogeno experimentaron la mayor
disminucion en el peso corporal total. El analisis de la masa grasa (Figura 6b) era relativamente constante con
pérdida total de peso corporal.
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[0935] La Figura 6¢c muestra el efecto de los conjugados de GLP-1/estrégeno en el cambio de la glucosa en sangre
(mg/dL). Los ratones que se administra un analogo de GLP-1 (Aib2E'SK*°Cex)/estrogeno (3-éter) o un analogo de
conjugado de GLP-1 (Aib2E'SK*°Cex)/estrogeno (17-éster) experiment6é el mayor cambio en la glucosa en sangre
entrelosdias 0y 7.

Ejemplo 18.

[0936] Los ratones (N = 8, 11 meses de edad, el peso corporal promedio 60 g) que estaban en una dieta para
diabéticos durante 9 meses se administraron inyecciones subcutaneas una vez al dia durante una semana con
vehiculo 0 400 ug/kg de una de las siguiente:

(a) GLP-1 (Aib%E'6Cex K*0),

(b) GLP-1 (Aib%E'8Cex K*0)/estroégeno (3-éter),

( c) GLP-1 (Aib2E"®Cex K*0)/estrogeno (17-éster),

(d) DGLP-1 (A'Aib2A22Cex K*0),

(e) DGLP-1 (A'Aib2A22Cex K*0)/estrogeno (3-éter),

(f) DGLP-1 (A'Aib%A22Cex K*0 )/estrogeno (17-éster),

(9) GLP-1 (Aib?A%2Cex K*0),

(h) GLP-1 (Aib2A%2Cex K*0)/estrogeno (3-éter), o

(i) GLP-1 (Aib?A?2Cex K*%)/estrogeno (17-éster)

[0937] El peso corporal se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso corporal (figura 7a). Los
ratones que se administra conjugados de GLP-1 (Aib?A 22Cex K*%)/estrégeno experimentaron la mayor disminucién
en el peso corporal total. Los conjugados de GLP-1/estrogeno mostraron una mayor reduccién de peso corporal en
vivo que los correspondientes péptidos GLP-1 que no fueron conjugados a los estrogenos.

[0938] También se determind el efecto de los conjugados de GLP-1/Estrégeno en la ingesta de alimentos
acumulada durante un periodo de 7 dias. Los ratones a los que se administra el conjugado GLP-1 (Aib?A 22Cex
K40)/estrogeno consumen la menor cantidad de comida.

[0939] La figura 7b muestra el efecto de los conjugados de GLP-1/estrégeno sobre los cambios en la glucosa en
sangre (mg/dL). Los ratones a los que se les administra el conjugado GLP-1 (Aib2A 22Cex K2*0)/estrégeno
experimentaron el mayor cambio en la glucosa en sangre entre los dias 0y 7.

[0940] Ni los péptidos que contienen A22 ni los péptidos que contienen aminoacidos D mostraron bajar mucho en
relacion con los conjugados de GLP-1 (Aib%E'®Cex K*)/estrogeno. Adicionalmente, los coniugados de GLP-1
(AIb%E'®Cex K*%)/estrogeno eran claramente mas eficaces que la forma no estrégeno del mismo péptido.

Ejemplo 19.

[0941] Los ratones (N = 8, promedio de peso corporal 55 g) se administraron inyecciones subcutaneas una vez al
dia durante una semana con vehiculo o una de las siguientes:

(a) GLP-1 (Aib?E"®Cex K*) (120 o 400 ug/kg-dia),

(b) GLP-1 (Aib2E'SCex K*%)/estrogeno (3-éster) (120 o 400 ug/kg-dia ),

(c) DGLP-1 (A'Aib 2A?2Cex K4%) (400 o 1200 micrones g/kg-dia), o

(d) DGLP-1 (A'Aib 2322Cex K*%)/estrogeno (3-éster) (400 o 1200 micrones g/kg-dia).

[0942] EI &cido que contiene péptidos D-aminoacidos eran claramente inferior en todas las medidas de eficacia en el
acido 1-amino que contiene péptidos. El peso corporal se midié después de 7 dias y se determiné el cambio en el
peso corporal (Figura 8a). Hubo poca diferencia aparente en el peso corporal bajar a estas dosis para los péptidos
con y sin el estrogeno.

[0943] La figura 8b muestra el efecto de los diversos conjugados de GLP-1/estr6geno sobre cambios en los niveles
de glucosa en sangre (mg/dl). Los ratones que se administra el conjugado de GLP-1 (Aib%E'®CexK*)/estrégeno (3-
éster) experimentaron el mayor cambio en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y 7 in vivo, mucho mas
que la los animales tratados con el mismo péptido pero sin estrégeno. Esto demostré la mejora directa de la glucosa
en sangre independiente de una diferencia en el peso corporal.

[0944] La figura 8c ilustra el efecto de la administracién de los GLP-1 conjugados indicados sobre el cambio en la
masa grasa.

Ejemplo 20.

[0945] inducida por la dieta ratones de obesidad (DIO) (n = 8, el peso corporal promedio 61 g) se administraron
inyecciones subcutaneas una vez por dia para una o dos semanas con vehiculo o 40, 400, 1200, o 4000 ug/kg de
uno de los siguientes:
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(a) GLP-1 (Aib%E'®Cex K*0)/estrogeno (3-éter) (40 ug/kg-dia),

(b) DGLP-1 (a'Aib2A22Cex K*°) (4,000 ug/kg-dia),

(c) DGLP-1 (A'Aib2AZCex K*%)/estrogeno (3-éster ) (400, 1200, 4000 ug/kg-dia),

(d) GLP-1 (Aib?E'6C?* (PEG-40 kDa)Cex K*°) (40 ug/kg- dia),

(e) GLP-1 (Aib%E'8C?* (PEG-40 kDa)Cex K*%)/estrogeno (3-éter) (40 ug/kg-dia), o

(f) GLP-1 (Aib%E1 6C?* (PEG-40 kDa)Cex K*%)/colesterol (40 ug/kg-dia).

[0946] EI peso corporal se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso corporal. Los ratones que
se administra el GLP-1/estrégeno (3-éster) conjugado experimentd la mayor disminucion en el peso corporal (Figura
9a) y la menor cantidad de masa grasa (Figura 9b).

[0947] El efecto de la GLP-1/estrégeno (3-éster) conjuga sobre la ingesta de alimentos acumulada durante un
periodo de 7 dias se determind también. Los ratones que se administra un conjugado de GLP-1 (Aib%E'6Cex
K40)/estrogeno (3-éster) (sin PEG) consume significativamente menos comida que los ratones que se les administro
GLP-1 solo.

[0948] La figura 9c muestra el efecto de los conjugados GLP-1/estrégeno (3-éster) en el cambio de glucosa en
sangre. Habia una disminucién clara de la glucosa dependiente de la dosis del conjugado GLP-1/estrégeno (3-éster)
que contiene aminodcido d entre los dias 0 y 7 y un aumento de la dosis mas alta con respecto a los ratones que se
les administré GLP-1 solo (Figura 9c)

Ejemplo 21.

[0949] Los ratones (N = 8, 14 meses de edad) que estaban en una dieta para diabéticos fueron inyectada por via
subcutanea una vez al dia durante una semana con vehiculo o una de las siguientes:

(a) d-GLP-1 (A'Aib2AZCex K*0)/estrégeno (3-éster) (1,200, 4,000 ug/kg),

(b) d-GLP-1 (A'Aib2AZCex K*0 )/estrogeno (3-éter) (1200, 4000 ug/kg), o

(c) d-GLP-1 (Aib2E'6K#0Cex) (4,000 ug/kg),

[0950] El peso corporal se midié después de 7 dias y se determiné el cambio en el peso corporal (Figura 10a). Los
ratones que se les administré el conjugados de GLP-1/estrégeno que contienen aminoacido d donde el estrogeno se
unidos covalentemente, ya sea como una amida estable o éster que era inestable in vivo. Los animales tratados con
el conjugado de éster inestable experimentaron la mayor disminucién en el peso corporal total.

[0951] También se determiné el efecto de los conjugados de GLP-1/estrégeno sobre la ingesta de alimentos
acumulada durante un periodo de 7 dias. Los ratones que se les administré el conjugado de éster inestable
consumieron significativamente menos comida que los ratones que se les administré los conjugados restantes.

[0952] También se determind el efecto de los conjugados/estrégeno de GLP-1 en el cambio en los niveles de
glucosa en sangre (mg/dl). La figura 10b ilustra que los ratones administrados conjugados de GLP-1/estrégeno éster
que contienen aminoacido d experimentaron un mayor cambio en los niveles de glucosa en sangre entre los dias 0 y
7 que los ratones que se les administré un péptido que contiene aminoacido d comparable, pero con una conjugado
de estrégeno estable.

Ejemplo 22. Ensayos de receptores in vitro de conjugados de GLP-1/estrégeno activos

[0953] Se prepararon las diluciones en serie de los compuestos siguientes:

i) estradiol,

ii) GLP-1,

iii) un conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éter) activo labil a estrégeno,

iv) un conjugado de GLP-1/estrogeno (3-éster) activo labil a estrégeno,

V) un conjugado de GLP-1/estrégeno (17-éster) activo labil a estrégeno,

vi) un conjugado GLP-1/estrégeno (17-hidrazona) activo, metaestable, Iabil a 4cido

vii) un conjugado de GLP-1/estrégeno (17-carbamato disulfuro) activo, metaestable, 1abil a la reduccién de tiol y
viii) un conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éster, 17-OAc) actvo labil a estrégeno activado.

o~~~ o~~~ o~ o~

[0954] Actividad de GLP-1 (induccion de AMPc) - Las diluciones en serie de (ii), (iii) y (iv) se incubaron con células
HEK293 co-transfectadas con el receptor de GLP-1 y el gen de luciferasa fusionado a aminoacido dal elemento de
respuesta de AMPc (CRE). La luminiscencia se mide después de la lisis celular y la incubacién con luciferina. Los
resultados, mostrados en la tabla siguiente, demuestran que la conjugaciéon de GLP-1 a un estrégeno no influye en
GLP-1 actividad inherente de en el receptor de GLP-1.

[0955] Union a GLP-1-Las diluciones en serie de (ii), (iii) y (iv) se incubaron con GLP-1 del receptor de extractos de
membrana celular, [I1125]-GLP-1, y revestidas con aglutinina de perlas SPA antes de la medicién de centelleo. Los
resultados, mostrados en la tabla siguiente, demuestran que la conjugaciéon de GLP-1 a un estrégeno no influye en
la union de GLP-1 al receptor de GLP-1.
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Conjugado GLP-1 ECso (nM) GLP-1 ICs0 (nM)
GLP-1 0,011 £ 0,002 0,381 £ 0,043
GLP-1/Estrégeno (3-éter) 0,12 £ 0,003 0,717 £ 0,135
GLP-1/Estroégeno (3-éster) 0,014 £ 0,001 0,627 + 0,046

[0956] Actividad de estrégeno-Las diluciones en serie de (i), (iii) y (iv) se incubaron con células T47D transfectadas
con el gen de la luciferasa fusionado al elemento de respuesta a estrogenos (ERE). La luminiscencia se mide
después de la lisis celular y la incubacion con luciferina. Los resultados, mostrados en la siguiente tabla, indican que
la unién estable de estrogeno para GLP-1 reduce significativamente la actividad estrogénica intracelular de
estrogeno, mientras que el conjugado labil demuestra un alto grado de actividad estrogénica intracelular.

[0957] Union a ERa- Las diluciones en serie de (i), (i) y (iv) se incubaron con ERa purificada y estradiol
[1125]. Después de la filtracion, el ligando de radio union se cuantificd por fésforo de imagenes. Los resultados,
mostrados en la siguiente tabla, indican que la unién estable de estrégeno para GLP-1 reduce significativamente la
capacidad de los estrégenos para unirse al receptor de estrégeno, mientras que el conjugado labil demuestra unién
al receptor de estrogeno, que es una funcidén de la inestabilidad del conjugado éster bajo las condiciones del
bioensayo.

Conjugado ERCa ECso (nM) ERCa ICs0 (nM)
Estradiol 0,004 + 0,001 12,01 + 1,832
GLP-1/Estrégeno (3-éter) 108,2 + 15,73 1200 + 301,1
GLP-1/Estrégeno (3-éster) 0,013 £ 0,001 198,0 + 16,75

[0958] Actividad de GLP-1 (induccién de AMPc) - Las diluciones en serie de (ii), (iii), (iv), (v), (vi), (vii) y (viii) se
incubaron con células HEK293 co transfectadas con el receptor de GLP-1 y el gen de luciferasa fusionado al
elemento de respuesta AMPc (CRE). La luminiscencia se mide después de la lisis celular y la incubacién con
luciferina. Los, metaestables conjugados de GLP-1/estrégeno activos fueron igualmente activos en el receptor de
GLP-1 (Figura 11a).

[0959] EI estrogeno Actividad-Las diluciones en serie de (i), (iii), (iv), (v), (vi), (vii) y (viii) se incubaron con células
T47D transfectadas con el gen de la luciferasa fusionado a el elemento de respuesta a estrogenos (ERE). La
luminiscencia se mide después de la lisis celular y la incubacién con luciferina. Los, metaestables conjugados de
GLP-1/estrégeno activos tenian actividad variable al receptor de estrégeno (Figura 11b). Cuando estos, conjugados
metaestables activos son tratados a propdsito con, por ejemplo, acido, tiol, o una enzima (por ejemplo, catepsina),
los metaestables GLP-1 conjugados/estrogeno vuelven a la potencia de estrégeno casi lleno. Por lo tanto, el activo,
metaestable conjugados de GLP-1/estrégeno exposicion reduce la actividad estrogénica como un conjugado
covalente y requieren de liberacion para estar activo.

Ejemplo 23. Ensayos de receptores in vitro de conjugados de de GLP-1/estrégeno in vitro

[0960] Se prepararon las diluciones en serie de los compuestos siguientes:
(i) inactivo GLP-1,

(i) un conjugado de GLP-1/estrogeno (3-éter) inactivo estable a estrégeno, y
(iii) un conjugado de GLP-1/estrégeno (3-éster) inactivo labil a estrégeno.

[0961] Actividad de GLP-1 (induccién de AMPc) - Las diluciones en serie de (i), (ii), y (iii) se incubaron con células
HEK293 co-transfectadas con el receptor de GLP-1 y el gen de luciferasa fusionado al elemento de respuesta a
AMPc (CRE). La luminiscencia se mide después de la lisis celular y la incubacién con luciferina. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla.

Conjugado GLP-1 ECs0 (nM)
GLP-1 activo 0,028 + 0,001
GLP-1 inactivo (que contiene | 480,5+ 12,76
aminoacidos d)

GLP-1 (que contiene aminoacido | 562,2 + 26,87
d)/Estrégeno (3-éster) inactivo

GLP-1 (que contiene aminoacido | 418,3 + 16,75
d)/Estrégeno (3-éter) inactivo

Ejemplo 24.

[0962] Ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) (n = 8, el peso corporal promedio 51 g) se administraron
inyecciones subcutaneas una vez al dia durante dos semanas con vehiculo o 400 o 4000 micrones g/kg de una de
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las siguientes:

(a) GLP-1 (A'Aib2E'®K*°Cex) que contiene aminoacido d (4,000 ug/kg),

(b) GLP-1 (A'Aib2AZ2Cex K*0)/estrégeno (3-éster) que contiene aminoacido d (400, 4000 ug/kg), o
(c) GLP-1 (A'Aib%A?2Cex K*0)/estrogeno (3-éter) que contiene aminoacido d (400, 4000 ug/kg).

[0963] El peso corporal se midié después de 15 dias y se determiné el cambio en el peso corporal. Los ratones que
se les administré el aminoacido d inactivo, el estrégeno labil que contiene-GLP 1/estrégeno (3-éster) conjugado
experimento la mayor disminucién en el peso corporal, con el efecto mas pronunciado a una dosis alta (Figura 12a).

[0964] También se determind el efecto de GLP-1 inactivo y los inactivos conjugados de GLP-1/Estrégeno en la
ingesta de alimentos acumulada durante un periodo de 15 dias. Los ratones que se les administré el aminoacido d
inactivo, el estrogeno I&bil que contiene el conjugado GLP-1/estrégeno (3-éster) se consume significativamente
menos comida que los ratones que se les administré inactivo GLP-1 solo o una forma inactiva, el estrégeno-estable
d-amino acido que contiene-GLP 1/estrégeno conjugado (3-éter), con el efecto mas pronunciado a una dosis alta
(figura 12b).

[0965] La figura 12c muestra el efecto de GLP-1 inactivo y el aminoacido d inactivo que contiene GLP-1/estrégeno
conjugados en el cambio de glucosa en sangre. Una alta dosis de aminoacido d inactivo que contiene-GLP
1/estrégeno conjugado (3-éster) rebajado de glucosa en sangre entre los dias 0 y 14.

[0966] El peso del higado se midi6 después de 15 dias y se determind el cambio en el peso del higado. Los ratones
que se les administr6é el, aminoacido d inactivo estrégeno labil que contiene-GLP 1/estrégeno conjugado (3-éter)
experimentaron una mayor disminucion en el peso del higado que los ratones que se les administré el acido que
contiene GLP estrogeno-estable, inactivo-d amino -1/estrogeno (3-éster) conjugado (figura 12d).

[0967] peso del utero se mididé después de 15 dias y se determiné el cambio en el peso del Utero. Los ratones que
se les administré el aminoacido d inactivo, el estrégeno labil que contiene-GLP 1/estrédgeno conjugado (3-éster)
experimentd un aumento significativamente mayor en peso del Utero de ratones que se les administré inactivo GLP-1
solo o la inactiva, estrégeno aminodcido d estable que contiene GLP-1/estrogeno (3-éter) conjugado (Figura 12e).

Ejemplo 25.

[0968] Ratones C57BI/6 (N = 8, el peso corporal promedio 19,6 g) en una dieta estandar de pienso fueron
ovariectomizadas y se deja 5 dias para la recuperacion antes de las inyecciones de administracion subcutanea una
vez por dia durante 7 dias con vehiculo 0 4000 ug/kg de uno de los siguientes:

(a) Agonista de GLP-1,

(b) GLP-1 (a'Aib2A%Cex K*%)/estrona (3-éster) que contiene aminoacido d,

(c) GLP-1 (A'Aib?A%Cex K*0)/estrégeno (3-éter) que contiene aminodcido d, o

(d) agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter).

[0969] Los ratones se sacrificaron al final del estudio y se recogieron y se pesaron los uteros.

[0970] EI peso corporal se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso corporal. Los ratones que
se les administré el activo, el estrégeno-estable agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter) conjugado experimentaron
una mayor disminucion en el peso corporal de ratones que se les administré el activo, agonista de GLP-1 solo
(Figura 13a), la inactivo, aminoacido d estrogeno labil que contiene-GLP 1/estrona conjugada (3-éster), o el
aminoacido d inactivo, el estrégeno-estable que contiene-GLP 1 conjugado/estrégeno (3-éter). Los ratones que se
les administré el agonista de GLP-1, el conjugado inactivo, el estrégeno labil d-amino acido que contiene GLP-
1/estrona (3-éster), y el activo, el estrogeno-estable agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter ) conjugado mostré una
disminucion de la masa grasa (Figura 13b).

[0971] También se determind el efecto de los conjugados de GLP-1 sobre la ingesta de alimentos acumulada
durante un periodo de 7 dias. Los ratones que se administra el activo, el estrégeno-estable agonista de GLP-
1/estrogeno (3-éter) conjugado consume menos comida que los ratones que se les administré el activo, agonista de
GLP-1 solo, el inactivo, aminoacido d estrogeno labil que contiene GLP-1/estrona (3-éster) conjugado, o el
aminoacido d inactivo, el estrogeno-estable que contiene GLP-1/estrégeno (3-éter) conjugado (Figura 13c).

[0972] La figura 13d muestra el efecto de los conjugados de GLP-1 en el cambio de glucosa en sangre. Los ratones
que se les administré el, acido inactivo estrégeno labil inactivo d-amino que contiene-GLP 1/estrona conjugada (3-
éster) o la, estrégeno conjugado activo estable agonista de GLP-1/(3-éter) experimenté una disminucion de la
glucosa en la sangre niveles mayores que vehiculo. Los ratones que se les administré el aminoacido d inactivo, el
estrégeno-estable que contiene GLP-1/estrogeno (3-éter) conjugado no mostrd una disminucion en los niveles de
glucosa en sangre.

[0973] El peso del Utero se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso del utero. Los ratones que
se les administré el aminoacido d inactivo, el estrégeno labil que contiene-GLP 1/estrona conjugada (3-éster)
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experimenté un aumento significativamente mayor en peso del Utero de ratones que se les administré GLP-1 solo, el
inactivo, el estrégeno-estable d-amino acido que contiene-GLP 1/estrégeno conjugado (3-éter), o el, GLP-
1/estrogeno (3-éter) conjugado estrégenos estable activa (Figura 13e).

Ejemplo 26.

[0974] Los ratones (N = 8, el peso corporal promedio 19,1 g) en una dieta estandar de pienso fueron
ovariectomizados y se deja 5 dias para la recuperacion antes de las inyecciones de administracion subcutanea una
vez por dia durante 7 dias con vehiculo 0 4000 ug/kg de uno de los siguientes:

(a) Agonista de agonista de GLP-1/estrona (3-éster),

(b) agonista de GLP-1/estrégeno (17-carbamato disufuro),

(c) agonista de GLP-1/estrogeno (17-hidrazona), o

(d) agonista de GLP-1/estrégeno (17-catepsina).

[0975] Los ratones se sacrificaron al final del estudio y se recogieron y se pesaron los Uteros.

[0976] El peso corporal se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso corporal. Los ratones que
se les administré el metaestable agonista de GLP-1/conjugados de estrégeno experimentd una mayor disminucién
en el peso corporal y la masa grasa que los ratones que se les administrd el activo, agonista de GLP-1 solo o el
activo, el estrégeno labil agonista de GLP-1/estrona ( 3-éster) conjugado (Fig. Las figuras 14a y Fig. 14b). Los
ratones que se les administrd la enzima metaestable y conjugados de acido labil, agonista de GLP-1/estrégeno (17-
catepsina) y agonista de GLP-1/estrégeno (17-hidrazona), respectivamente, inicialmente tenia la mayor disminucion
en el peso corporal, mientras el conjugado reduccion labil tiol metaestable, agonista de GLP-1/estrogeno (17-
carbamato disulfuro), exhibié la mayor disminucidn general en el peso corporal durante el estudio de 7 dias.

[0977] La Figura 14C muestra el efecto de los metaestables de GLP-1 conjugados en el cambio de glucosa en
sangre. Los ratones que se les administré los conjugados de reduccion de tiol metaestable y labil a acido, agonista
de GLP-1/estrogeno (17-carbamato disulfuro) y agonista de GLP-1/estrogeno (17-hidrazona), respectivamente,
experimentaron una mayor disminucion de los niveles de glucosa en sangre en el transcurso del estudio que el
conjugado labil de agonista de GLP-1/estrona (3-éster).

[0978] El peso del Utero se midié después de 7 dias y se determind el cambio en el peso del utero. Los ratones que
se administra el conjugado GLP-1/estrona (3-éster) labil a estrégeno experimentaron un aumento significativamente
mayor en peso del Utero de ratones que se les administré conjugados GLP-1/estrogeno (Figura 14d).

Ejemplo 27.

[0979] A ratones de obesidad inducida por la dieta se administraron inyecciones subcutédneas una vez al dia durante
dos semanas con vehiculo 0 40 o 400 ug/kg de una de las siguientes:

(a) Agonista de GLP-1,

(b) Agonista de GLP-1/estrégeno (3-éster), o

(c) Agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter).

[0980] El peso corporal se midié después de 15 dias y se determind el cambio en el peso corporal. Los ratones que
se les administré conjugado de agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter) activo estable a estrégeno experimentaron una
disminucion significativamente mayor en el peso corporal de ratones que se les administré el agonista de GLP-1
activo solo o conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-éster) activo labil a estrogeno (Figura 15a).

[0981] También se determind el efecto de GLP-1 activo y los activos conjugados de GLP-1/Estrogeno en la ingesta
de alimentos acumulada durante un periodo de 15 dias. Los ratones que se les administré el conjugado agonista de
GLP-1/estrogeno (3-éter) activo, el estrégeno-estable conjugado consumido significativamente menos comida que
los ratones que se les administré el agonista de GLP-1 activo solo o el conjugado agonista de GLP-1/estrégeno (3-
éster) activo labil a estrogeno (Figura 15b).

Ejemplo 28. Analisis de estabilidad de conjugados de GLP-1/estrégeno

[0982] conjugados peptidicos se incubaron (1 mg/ml) en el plasma humano 100% a pH 7,4 y 37°C. Las alicuotas se
retiraron y las proteinas plasmaticas se precipitaron y se eliminaron mediante micro-centrifugacion. Las alicuotas se
analzed por HPLC y MS, como se describe en el Ejemplo 1. Los activos de GLP-1/estrogeno (3-éter) conjugados de
estrogeno-estable (por ejemplo, Ejemplo 3) no mostrd ninguna liberacién de estrégeno durante 72 horas, mientras
que el estrégeno activa GLP-1/estrogeno (3-éster) conjugados labiles (por ejemplo, ejemplo 6) mostraron una
liberacion de estrégeno sustancial después de 3 horas y la liberacién de estrégeno completa dentro de las 6 horas
(Figura 16a). El conjugado labil en medio acido, el GLP-1/estrégeno (17-hidrazona) (por ejemplo, Ejemplo 7) no
mostré ninguna liberacion de estrogeno en el plasma durante 48 horas a pH fisiolégico, pero libera estrogeno dentro
de 3 horas tras la exposicion al acido (pH 5,0), con la liberacién de estrégeno completa ocurre dentro de 6 horas
(Figura 16B). El conjugado reduccion labil tiol sin obstaculos (por ejemplo, Ejemplo 9) mostré una liberacion de
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estrogeno sustancial después de 24 horas y la liberacion de estrégeno completa dentro de las 48 horas, mientras
que el tiol obstaculizado conjugado reduccion labil, el GLP-1/estrégeno (17-carbamato disulfuro) (por ejemplo,
Ejemplo 9), no mostré ninguna liberacion de estrogeno en el plasma durante 72 horas (Figura 16C). Este
obstaculizado conjugado reduccion labil tiol también exhibié ninguna liberacion de estrégeno a una concentracion
extracelular de glutation (por ejemplo, 15 uM), pero libera estrégeno dentro de 6 horas a una concentracién de
glutatiéon intracelular de 15 mM (Figura 16d). EI GLP-1/estrégeno (catepsina) conjugado enzima labil (por ejemplo,
Ejemplo 10) exhibié ninguna liberacion de estrégeno en el plasma durante 72 horas (Figura 16e).

Ejemplo 29.

[0983] Los ratones de obesidad inducida por la dieta se administraron inyecciones subcutéaneas una vez al dia
durante siete dias con vehiculo o 400 ug/kg de una de las siguientes:

(a) Agonista de GLP-1,

(b) Agonista de GLP-1/estrégeno (3 -éter),

(c) Agonista de GIP,

(d) Agonista de GIP/estrégeno (3-éter),

(e) Agonista de glucagon, o

(f) Agonista de glucagoén/estrogeno (3-éter).

[0984] El peso corporal se midié después de 7 dias y se determiné el cambio en el peso corporal (Figura 17a). Los
ratones que se administra el conjugado GLP-1agonist/estrogeno (3-éter) experimentd la mayor disminucién en el
peso corporal, y una disminucion significativamente mayor en el peso corporal de ratones que se les administro el
agonista de GLP-1 solo. Los ratones que se les administré el agonista de GIP solo y el agonista de GIP/estr6geno
(3-éter) conjugado mostraron disminuciones similares en el peso corporal. Los ratones que se les administré el
agonista de GIP y el agonista GIP/estrogeno (3-éter) conjugado mostraron una mayor disminuciéon en el peso
corporal de ratones que se les administré vehiculo. Los ratones que se les administré el agonista de glucagon solo y
el agonista de glucagdn/estrégeno (3-éter) conjugado mostré disminuciones similares en el peso corporal. La
disminucion en el peso corporal de ratones que se les administrd el agonista de glucagén o el agonista de
glucagén/estrégeno (3-éter) conjugado fue similar a la disminucion en el peso corporal en los ratones que se les
administrd vehiculo. Sin pretender estar limitados por ninguna teoria en particular, los péptidos que se dirigen a la
GLP-1 muestran receptor capacidad superior para orientar estrégeno a célula (s) donde se puede hacer una
diferencia significativa en el peso corporal. En este experimento, los conjugados de GLP-1 péptidos activos (agonista
de GLP-1s) obtuvieron mejores resultados con respecto a la reducciéon de peso corporal que los péptidos que se
dirigen principalmente los receptores de GIP o de glucagoén (agonistas o agonistas de GIP glucagoén).

[0985] También se determiné el efecto de los conjugados en la ingesta de alimentos acumulativa (Figura 17b). Los
ratones que se les administré los conjugados de estrégeno de GLP-1, GIP, y el glucagéon consumieron menos
comida que los ratones que se les administré el agonista de GLP-1, GIP agonista o antagonista del glucagén,
respectivamente. Los ratones que se administra el conjugado GLP-1agonist/estrogeno (3-éter) consume la menor
cantidad de alimento durante el periodo de 7 dias.

[0986] También se determind el efecto de los conjugados sobre el cambio en la glucosa en sangre. Los ratones que
se les administrd el agonista de GLP-1 y el agonista/estrogeno (3-éter) conjugado tanto GLP-1 mostré una
disminucion en los niveles de glucosa en sangre durante 7 dias, con la disminucién mayor en los ratones que se les
administré6 el conjugado. Los ratones que se les administrdé el agonista de GIP y el conjugado GIP
agonista/estrogeno (3-éter) también mostraron una disminucién en los niveles de glucosa en sangre durante 7
dias. Los ratones que se les administrd el antagonista del glucagéon mostré un aumento en los niveles de glucosa en
sangre durante 7 dias, mientras que los ratones que se les administré el agonista de glucagén/estrogeno (3-éter)
conjugado mostraron una disminucién en los niveles de glucosa en sangre durante 7 dias (Figura 17c) .

Ejemplo 30

[0987] Ratones de tipo natural con la obesidad inducida por la dieta, ratones con receptor de estrogeno beta
knockout (ERB KO) y ratones con receptor alfa de estrégeno knock-out (ERa KO) se administraron inyecciones
subcutaneas una vez al dia durante dos semanas con vehiculo o 400 ug/kg de una de las siguientes:

(a) Agonista de GLP-1, o

(b) Agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter).

[0988] EIl peso corporal se midié después de 14 dias y se determind el cambio en el peso corporal (Figura 18a).
Ratones de tipo natural que se les administrd el conjugado agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter) mostraron una
mayor disminucién en el peso corporal durante los ratones que se les administré vehiculo o el agonista de GLP-1.
Ratones de tipo natural que se les administré vehiculo mostraron un aumento de aproximadamente 10% en el peso
corporal durante el periodo de dos semanas, un aumento de aproximadamente 3% en el peso corporal cuando se
administra el agonista de GLP-1, y aproximadamente un 10% de disminucién en el peso corporal cuando se
administra conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter). Ratones KO ERa que se les administré el conjugado
agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter) mostraron una mayor disminucion en el peso corporal que cuando se
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administré vehiculo o el agonista de GLP-1. Ratones ERa KO no mostré ningiin cambio en el peso corporal cuando
se administra vehiculo, aproximadamente un 10% de disminucion en el peso corporal cuando se administra el
agonista de GLP-1, y aproximadamente un 20% de disminucion en el peso corporal cuando se administra el
conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter). Ratones ERP KO que se les administré el conjugado agonista
de GLP-1/estrégeno (3-éter) mostraron una disminucioén similar en el peso corporal de ratones que se les administré
el agonista de GLP-1. Ratones ERP KO mostraron una disminucién del 2% en el peso corporal cuando se administra
vehiculo, y aproximadamente un 15% de disminucién en el peso corporal cuando se administra ya sea el agonista
de GLP-1 o el conjugado de agonista de GLP-1/estrogeno (3-éter). Sin pretender estar limitados por ninguna teoria
particular, estos datos sugieren que el receptor ERB es responsable de la reduccién de un adicional de peso
corporal. Cuando el receptor ERB es eliminado, los ratones no muestran una diferencia en el peso corporal bajar
entre el agonista de GLP-1 y el conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter).

[0989] También se determind el efecto de los conjugados de GLP-1 en la ingesta de alimentos acumulada en los
ratones de tipo natural y los ratones knock-out (Figura 18b). Los ratones knock-out que a los que se les administré el
conjugado de agonista de GLP-1/estrégeno (3-éster) consumioé la menor cantidad de comida.

[0990] También se determind el efecto de los conjugados de GLP-1 en el cambio de glucosa en sangre en los
ratones de tipo natural y ratones knock. A los ratones KO ERa que se les administré el conjugado de agonista de
GLP-1/estrogeno (3-éster) mostraron la mayor disminucion de los niveles de glucosa en sangre (Figura 18c).

Ejemplo 31

[0991] A ratones db/db macho con niveles de glucosa en sangre de 500 mg/dl se les administré una dosis
subcutanea de vehiculo o 50 nmol/kg de uno de los siguientes:

(a) agonista de GLP-1,

(b) agonista de GLP-1/estrégeno (3-éter), o

(c) agonista de GLP-1/estrégeno (3-éster).

[0992] Los ratones a los que se les administré el agonista de GLP-1 mostraron la disminucién menos eficaz de
glucosa en sangre durante 48 horas (excepto para el vehiculo), mientras que los ratones a los que se les administré
el conjugado de agonista de GLP-1 estable con estrégeno/estrogeno (3-éter) mostraron la disminuciéon mas eficaz de
la glucosa en sangre durante 48 horas (figura 19).

[0993] Los resultados de los experimentos anteriores fueron consistentes cuando se utilizé un modelo de diabetes
inducida con estreptozotocina (STZ), un modelo de diabetes de tipo I.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que comprende la estructura Q-L-Y;

en el que Q es un péptido de la superfamilia de glucagén que tiene actividad agonista en el receptor de glucagén, el
receptor de GIP, el receptor de GLP-1, o una combinacion de los mismos;

Y es un esteroide que activa un receptor nuclear de hormona de Tipo I, en el que Y tiene un peso molecular de hasta
aproximadamente 1.000 daltons; y

L es un grupo enlazador o un enlace.

2. Compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que Y es un esteroide que actia en un receptor nuclear de hormona
seleccionado del grupo que consiste en un receptor de estrégeno, un receptor de glucocorticoides, un receptor de
mineralocorticoides, un receptor de progesterona y un receptor de andrégenos.

3. Compuesto, segun la reivindicacion 2, en el que Y se selecciona del grupo que consiste en estradiol y derivados
del mismo, estrona y derivados de la misma, testosterona y derivados de la misma, y cortisol y derivados del mismo.

4. Compuesto, segun la reivindicacion 2, en el que L es estable in vivo, hidrolizable in vivo, o metaestable in vivo.

5. Compuesto, segun la reivindicacién 4, en el que L comprende un resto éter o un resto amida, un resto éster, un
resto labil en medio acido, un resto labil a la reduccién, un resto labil a enzimas, un resto hidrazona, un resto
disulfuro o un resto escindible por catepsina.

6. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que Q comprende la secuencia de
aminoacidos:
X1-X2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Z
(SEC ID NO: 839) con 1 a 3 modificaciones de aminoacidos en la misma,
(a) en la que X1 y/o X2 es un aminoacido no natural (con respecto a la SEQ ID N: 1601) que reduce la
susceptibilidad del péptido de glucagén a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),
(b) en la que Z se selecciona del grupo que consiste en -COOH, -Asn-COOH, Asn-Thr-COOH, y W-COOH, en la
que W es de 1 a 2 aminoacidos o GPSSGAPPPS,
(c) en la que Q comprende una modificacion seleccionada del grupo que consiste en:
(i) un puente de lactama entre las cadenas laterales de aminoacidos en las posicionesiei+ 4, en el queies
12,16,20024,y
(i) uno, dos, tres, o todos los aminoacidos en las posiciones 16, 20, 21, y 24 del péptido de glucagon estan
sustituidos con un aminoécido a,a-disustituido; en el que Q muestra actividad agonista del glucagén.

7. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que Q comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1601 o un analogo de SEQ ID NO: 1601, que comprende:
(a) al menos una modificacion de aminoéacido seleccionada del grupo que consiste en:
(i) sustitucion de Thr en la posicion 29 por un aminoacido cargado;
(ii) sustitucion de Thr en la posicion 29 por un aminoacido cargado seleccionado del grupo que consiste en Lys,
Arg, His, Asp, Glu, acido cisteico, y acido homocisteico;
(i) sustitucion en la posicion 29 por Asp, Glu o Lys;
(iv) sustitucién en la posicion 29 por Glu;
(v) insercién después de la posicion 29 de 1 a 3 aminoacidos cargados;
(vi) insercién después de la posiciéon 29 de Glu o Lys;
(vii) insercion después de la posicién 29 de Gly-Lys, o Lys-Lys;
(viii) sustitucion de GIn en la posicién 3 por un aminoacido que comprende una cadena lateral de estructura |, I,
olll:

o}
$-R1—CH,—x—L-R2
Estructura |
O
$R—cH,ALy
Estructura Il
O

1 Il
4-R'—CH,—S—CH,—R*

Estructura Il
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en las que R es alquilo Cos o heteroalquilo Co-3; R? es NHR* o alquilo C1.3; R® es alquilo C1-3; R* es H o alquilo
Ci3;XesNH, 0,0S; e Y es NHR?, SR3, uOR?; y
(ix) una combinacion de las mismas;
(b) sustitucion de Ser en la posicion 16 por Thr, Glu, o Aib; y al menos una modificacion de aminoacido seleccionada
del grupo que consiste en:
(i) sustitucion de His en la posicion 1 por un aminoacido no nativo que reduce la susceptibilidad del péptido de
glucagon a la escision por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),
(ii) sustitucion de Ser en la posicién 2 por un aminoacido no nativo que reduce la susceptibilidad del péptido de
glucagon a la escision por dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V),
(i) sustitucion de Thr en la posicion 7 por lle, Abu, o Val;
(iv) sustitucién de GIn en la posicion 20 por Ser, Thr, Ala, Aib, Arg, o Lys;
(v) sustitucion de Met en la posicion 27 por Leu o Nle;
(vi) delecion de aminoacidos en las posiciones 28-29;
(vii) delecion de los aminoacidos en la posicién 29;
(viii) adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPS al extremo C-terminal; y
(ix) adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPSX al extremo C-terminal, en el que X es cualquier
aminoacido; y
(x) una combinacioén de las mismas;
en el que Q muestra actividad agonista del glucagén.

8. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que
(I) Q comprende un péptido relacionado con glucagon de la SEQ ID NO: 1601, con las siguientes modificaciones:
(a) una modificacién de aminoacido en la posicién 1 que confiere actividad agonista de GIP,
(b) una modificacién seleccionada del grupo que consiste en:
(i) un puente de lactama entre las cadenas laterales de aminoacidos en las posiciones i e i + 4 o entre las
cadenas laterales de aminoacidos en las posiciones jyj+ 3,enelqueies 12,13, 16, 17,20 0 24, y en el que
jes17,y
(i) uno, dos, tres, o todos los aminoacidos en las posiciones 16, 20, 21, y 24 del analogo estan sustituidos
con un aminodacido a, a-disustituido,
(c) 1-10 modificaciones adicionales de aminoécidos;
en el que Q muestra actividad en el receptor de GIP;
(I Q comprende la secuencia de aminoacidos:
X1-X2-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xs-Ser-X4-Tyr-Leu-Xs-Xe-X7-Xs-Ala-Xo-X10-Phe-X11-X12-Trp-Leu-X13-X14-X15 (SEQ
ID NO: 55), o un analogo de la misma, en el que dicho analogo difiere de la SEQ ID NO: 55 en 1 a 3 modificaciones
de aminoacidos, seleccionadas de las posiciones 1, 2, 3, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 21 y 25,
en el que:
(a) X1 es His, D-His, (Des-amino)His, hidroxil-His, acetil-His, homo-His, o acido alfa, alfa-dimetil imidazol acético
DMIA), N-metil His, alfa-metil His, o acido imidazol acético;
b) X2 es Ser, D-Ser, Ala, D-Ala, Val, Gly, N-metil Ser, acido aminoisobutirico (Aib) o N-metil Ala;
c) Xs, X4, Xs, X10, X11, ¥ X14 son, individualmente, cualquier aminoacido;
d) Xs es Ser, Glu, GIn, acido homoglutamico o acido homocisteico;
e) X7 es Arg, GIn, Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina;
f) Xs es Arg, Ala, Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina;
g) Xe es GIn, Lys, Arg, Orn o citrulina;
h) X12 es Ala, GIn, Glu, Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina;
(i) X413 es Met, Leu o Nle;
(j) X15 es Thr, Gly, Lys, Cys, Orn, homocisteina o acetil fenilalanina; y opcionalmente comprende una de las
siguientes modificaciones:
(a) delecion de aminoacidos en las posiciones 28-29;
(b) delecion del aminoacido en la posicidn 29;
(c) adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPS al extremo C-terminal; y
(d) la adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPSX al extremo C-terminal, en el que X es
cualquier aminoacido; y
(e) una combinacion de las mismas; o
(1) Q comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de SEQ ID NO: 1601 en no mas de diez modificaciones
de aminoacidos, que comprende:
(a) uno o mas sustituciones de aminoacidos por Aib en las posiciones 16, 20, 21, y/o 24,y
(b) una modificacién de aminoacidos en la posiciéon 1 y/o 2 que proporciona una susceptibilidad reducida a la
escisién por la dipeptidil peptidasa IV, y opcionalmente, que comprende una o mas de las siguientes
modificaciones:
(a) delecion de los aminoacidos en las posiciones 28 y 29,
(b) delecion del aminoacido en la posicién 29,
(c) adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPS al extremo C-terminal,

(
(
(
(
(
(
(
(
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(d) adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPSX al extremo C-terminal, en el que X es cualquier
aminoacido,
(e) sustitucion del grupo carboxilo C-terminal por una amida o éster carboxilico, y

en el que Q muestra actividad agonista de GLP-1 y actividad agonista de glucagén.

9. Compuesto, segun la reivindicacion 8, en el que dichas 1-10 modificaciones adicionales de aminoacidos en (l) se
seleccionan del grupo que consiste en:

(i) sustitucion de serina en la posicion 2 por D-Ser, Ala, D-Ala, Gly, N-metil-Ser, Aib, Val, o acido e-amino-N-butirico;
ii) sustitucion de serina en la posicién 16 por Glu, GIn, acido homoglutamico, acido homaocisteico, Thr, Gly, o Aib;

iii) sustitucion de glutamina en la posicion 20 por Ser, Thr, Ala, Lys, citrulina, Arg, Orn, o Aib;

iv) sustitucion de metionina en la posicién 27 por Leu;

v) sustitucion de argnina en la posicion 28 por Ala;

vi) sustitucién de treonina en la posicién 29 por Gly;

vii) una sustitucién conservativa en cualquiera de las posiciones 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21,
24,27, 28,y 29;

(viii) adicion de 1-21 aminoacidos al extremo C-terminal

(ix) adicion de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPS al extremo C-terminal,

(x) adicidon de la secuencia de aminoacidos GPSSGAPPPSX al extremo C-terminal, en el que X es cualquier
aminoacido,

(xi) sustitucidn del grupo carboxilo C-terminal por una amida o éster carboxilico, y

(xii) una combinacidon de las mismas.

~ e~~~ o~ o~

10. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que L-Y estd conjugado covalentemente
al extremo N-terminal, el extremo C-terminal, o una cadena lateral de aminoacido de Q.

11. Compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que Q se une covalentemente a uno o
mas restos heterdlogos, y opcionalmente en el que Q se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1-
564, 566-570, 573-575, 577, 579-580, 585-612, 616, 618-632, 634-642, 647, 657-692, 694-695, 715-718, 722, 724-
725, 729, 731-760, 801-878, 883-919, 1001-1275, 1301-1371, 1401-1518 y 1601-1650.

12. Composicion farmacéutica que comprende el compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores y
un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Composicion farmacéutica, segun la reivindicacion 12, para usar en el tratamiento de una enfermedad o afeccion

médica en un paciente, en la que la enfermedad o afeccion médica se selecciona del grupo que consiste en
sindrome metabdlico, diabetes, obesidad, esteatosis hepatica y una enfermedad neurodegenerativa.
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Cambio en el peso

corporal
0§
‘ I ,‘.'_..”- .._.‘ '._7-.. ,.
> a\ﬁ SEME S E S LG
— < RN~ O A
Be ! A v ), .
S jj, [1F—-1] *
-10 — AR T AN 1
E i \.\.\\ ".
< Y. \I
A Y
A 3
-15 a
'20 | | | | |
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Tiempo (dias)
—A— Vehiculo

¥ GLP-1 (AIB2,A22 Cex, K*0)
31— GLP-1 (AIB2,A22,Cex, K40)/ Estrégeno(17-ester) 40 ug/kg-dia
—V-- GLP-1 (AIB?,A?2,Cex, K40)/ Estrogeno(17-ester) 400 ug/kg- dia

Fig. 2a
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Niveles de glucosa en
sangre

150
100 -

50

BG (mg/dL)
o

-50 -

=100

=150 -
7 14 7 14 7 14 7 14

Tiempo (dias)
[] Vehiculo
GLP-1 (AIB2,A22,Cex, K*0)

GLP-1 (AIB2,A22, Cex, K40)/|Estrégeno (17-ester) 40 ug/kg-dia
FZ4 GLP-1 (AIB2,A22,Cex, K40)/Estrogeno (17-ester) 400 ug/kg-dia’

Fig. 2b
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Niveles de glucosa en sangre
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Tiempo (dias)
[] Vehiculo

GLP-1 (AIB2,A22,Cex, K40)

GLP-1 (AlB?,A%2,Cex, K40)/ Estrégeno (17-ester)
FZ4 GLP-1 (AIB2,A22 Cex, K40)/ Estrogeno (17-ester)

Fig. 2c
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Dia 21 ipGTT

600
500
400
300

BG (mg/dL)

200

100

0 30 60 90 120
Tiempo (Minutos)

—— Vehiculo
----- O GLP-1(AIB2%,E"¢,Cex, K4°)40 ug/kg-dia
--@-- GLP-1(AIB2,A22,Cex, K49)400 ug/kg-dia
—13-- GLP-1 (AIB?,Ala?2,Cex, K )/Estrégeno (17-ester) 4 ug/kg-dia
—V— - GLP-1 (AIB2,Ala?2,Cex, K0 )/Estrogeno (17-ester)40 ug/kg-dia
—-O— GLP-1 (AIB2,Ala?2,Cex, K40 )/Estrégeno (17-ester) 400 ug/kg-dia

Fig. 3a

192


Emonjasm
Texto escrito a máquina
Tiempo (Minutos)

Emonjasm
Texto escrito a máquina


ES 2661228 T3

Cambio en el peso corporal

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

—A— vehiculo

—O- GLP-1 (AIB?,E'6,Cex, K*°)40 ug/kg- dia

--@-- GLP-1 (AIB?,A%?,Cex, K*°)400 ug/kg-dia

—{3-- GLP-1 (AIB2,Ala?2,Cex, K4 ) estrégeno |17-ester)4 ug/kg-dia
—V— - GLP-1(AIB2,Ala?2,Cex, K*°) estrogeno (17-ester)40 ug/kg-dia
—-O-— GLP-1 (AIB2,Ala?2,Cex, K*0)/ estrogeno (17-ester) 400 ug/kg- dia

Fig. 3b
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Cambio en la masa

grasa
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Dia 23

Vehiculo

GLP-1(AIB? E'5,Cex, K*)40 ug/kg- dia

GLP-1 (AIB?,A?2,Cex, K4°)}400 ug/kg- dia

GLP-1 (AlB?,Ala??,Cex, K40)/ Estrogeno(17-ester)4 ug/kg- dia
GLP-1 (AlIB?,Ala?2,Cex, K49)/ Estrogeno(17-ester)40 ug/kg- dia
GLP 1 (AlIB%,Ala??,Cex, K#0)/ Estrogeno (17-ester}400 ug/kg- dia

Fig. 3c
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Cambio en la masa
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Dia 23
1 vehiculo

GLP-1 (AIB2,E'6,Cex, K40)40 ug/kg-dia °

23 GLP-1 (AIB2,A2,Cex, K*)400 ug/kg-dia

EZ3 GLP-1(AlB?Ala??,Cex, K40)/ estrageno (17-ester)4 ug/kg-dia
EZA GLP-1(AIB2Ala22,Cex, K40 ) estrégeno (17-ester)40 ug/kg-dia
Bl GLP 1 (AIB2,Ala22,Cex, K40 ) estrogeno (17-ester)400 ug/kg-dia

Fig. 3d
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Cambio en la glucosa
en sangre
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Dia 14

[ vehiculo

GLP-1(AIB?,E'6,Cex, K4°)40 ug/kg- dia

Z3 GLP-1(AIB?,A%?,Cex, K49)400 ug/kg-tdia

EZA GLP-1(AIB?Ala??,Cex, K*0)/ estrégeno (17-ester)4 ug/kg- dia
EZA GLP-1(AIB2,Ala?2,Cex, K40) estrégeno (17-ester) 40 ug/kg-dia
Bl GLP 1 (AIB2,Ala?2,Cex, K4°)/ estrégeno (17-ester) 400 ug/kg- dia

Fig. 3e
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Niveles de glucosa
500 en sangre
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200 |ff

0 15 30 60 90 120
Dia 14

vehiculo

GLP-1 (AIB?,E'¢,Cex, K*°)40ug/kg- dia
GLP-1 (AIB?, E'%,Cex, K40 )/estrogeno (17-ester)40 ug/kg- dia

GLP-1(AIB?, E'6,Cex, K#0 )/ estrégeno (3- éter )40 ug/kg- dia
GLP-1 (AIB2,E'6,Cex, K*) 400ug/kg- dia

GLP-1 (AIB?, E'¢,Cex, K%0 )/ estrogeno (17-ester)400 ug/kg- dia
GLP-1 (AIB?, E'®,Cex, K40 )/estrogeno (3- éter )400 ug/kg- dia

Fig. 4a
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Cambio en el peso

5 corporal
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Tiempo (dias)
vehiculo

GLP-1 (AIB2,E'6 Cex, K*)40ug/kg- dia
GLP-1 (AIB2, E'6,Cex, K40 )/estrégeno (17-ester)40 ug/kg- dia

GLP-1 (AIB?, E'¢,Cex, K40 )/estrégeno (3- éter )40 ug/kg-dia
GLP-1(AIB%,E'¢,Cex, K*?)400ug/kg- dia

GLP-1(AIB2, E'6,Cex, K40 )/estrogeno (17-ester)400 ug/kg- dia
GLP-1(AIB?, E'5,Cex, K40 )/ estrogeno (3- éter )400 ug/kg- dia

Fig. 4b
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Cambio en la

5 _ masa grasa
. @
= L

=10 —

15 = Dia 21
[1 Vehiculo

GLP-1 (AIB?,E'¢,Cex, K*)40ug/kg-dia

Z3a GLP-1(AlIB? E'6,Cex, K4)/ estrogeno(17-ester)40 ug/kg-dia
gz GLP-1(AlIB?, E'6,Cex, K*0)/ estrégeno (3-éter )40 ug/kg-dia'
GLP-1 (AIB?,E"8,Cex, K**)400ug/kg-dia:

EX]1 GLP-1(AIB2, E'6,Cex, K40 )/ estrégeno (17-ester)400 ug/kg-dia
[Z4 GLP-1(AIB2, E'6,Cex, K*)/ estrogeno (3- éter )400 ug/kg-dia

Fig. 4¢
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Cambio en la glucosa en

sangre
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Tiempo (dias)
[ Vehiculo

GLP-1(AIB%,E"®,Cex, K*°)40ug/kg-dia

74 GLP-1(AIB?% E',Cex, K40 )/ estrogeno (17-ester)40 ug/kg- dia
7 GLP-1(AIB2 E'6,Cex, K*)/estrogeno (3- éter )40 ug/kg- dia
EZ2 GLP-1(AIB?E'¢,Cex, K*)400ug/kg-dia’

ES] GLP-1(AlIB?, E'6,Cex, K40)/estrogeno (17-ester) 400 ug/kg- dia
[ZA4 GLP-1(AIB?, E'6,Cex, K40 )/estrégeno (3- ¢ter )400 ug/kg- dia

Fig. 4d
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Cambio en el peso
corporal

ABW (%)

Tiempo (dias)

—¥ vehiculo QW

—e- vehiculo QD

—O— GLP-1 (AIB%,E"6,Cex, K**)40ug/kg-dia

—O— GLP-1(AIB2, E'¢,Cex, K ) estrogeno(3-éter )40 ug/kg-dia
—a—d-aa-GLP-1 (A" AIB?,A?2 Cex, K*)/ estrogeno (3-éter )40 ug/kg-dia

—7— GLP-1 (AIB2 E'6,C?(PEG-40kDa),Cex, K*)/ estrogeno (3-éter )40 ug/kg-dia
—e— GLP-1(AIB% E'6, C*(PEG-40kDa), Cex,K*") 40 ug/kg-semana

--1-- GLP-1 (AIB% E'5,Cex,K*)400ug/kg-dia

—A— GLP-1 (AIB2, E'6,Cex, K*® )/ estrégeno(3-éter )400 ug/kg-dia
—w—d-aa-GLP-1(A",AIB2,A% Cex, K#0)/ estrogeno(3-ieter 1400 ug/kg-dia

—O— GLP-1(AIB?, E'6,C?#(PEG-40kDa),Cex, K*)/ estrogeno (3-éter )40 ug/kg-sem.

Fig. 5a
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Cambio en la glucosa en

sandre
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-100
Dia 7

Bl Vehiculo QW

1 Vehiculo QD

GLP-1 (AIB2,E'5,Cex, K1) 40ug/kg- dia

[ZA G| P-1 (AIB2, E'8,Cex, K*° )/estrégeno (3- éter )40 ug/kg- dia

EZ2 d-aa-GLP-1(A' AlB2,A22 Cex, K40 )/estrégeno (3- éter )40 ug/kg- dia

EZA GLP-1 (AIB2, E'6,C24(PEG-40kDa),Cex, K* )/ estrogeno (3- éter )40 ug/kg- dia
B GLP-1(AIB?, E'S, C#(PEG-40kDa), Cex, K1%) 40 ug/kg-semana

[Z4 GLP-1(AIB2E",Cex, K*°)400ug/kg-dia

X GLP-1(AIB2, E'8,Cex, K4 )/Estrogen (3-téter 400 ug/kg- dia

Y d-aa-GLP-1(A",AIB2,A22, Cex, K#0)/ estrégeno(3- éter )400 ug/kg- dia

EN GLP-1(AIB?, E'6,C24(PEG-40kDa),Cex, K% )/estrégeno (3- éter )40 ug/kg-sem.

Fig. 5b
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Cambio en el peso
corporal

BW (%)

Tiempo (dias)

vehiculo

GLP-1(AIB%,E"5,Cex, K*°)40ug/kg- dia
d-aa-GLP-1(A",AIB2,A?2,Cex, K*°) 40 ug/kg-dia
GLP-1(AIB2,A%2,Cex, K*)40ug/kg- dia

GLP-1(AlIB2, E'6,Cex, K40 Ylestrogenol (3-éter -)40 ug/kg-dia
d-aa-GLP-1(A",AIB2,A?2,Cex, K4)/estrogenol (3-ether) 40 ug/kg- dia
GLP-1 (AIB2,A%22 Cex, K#0)/estrégeno, (3-éter -)40ug/kg- dia

GLP-1 (AIB2, E'8,Cex, K40 )/estrogeno; (17-ester) 40 ug/kg-dia
d-aa-GLP-1(A",AIB2,A22 Cex, K*0)/estrégenol (17-ester) 40 ug/kg-dia
GLP-1 (AlB2,A22,Cex, K40 )lestrogeno (17-ester) 40 ug/kg- dia

Fig. 6a
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Masa grasa

) ) )
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Masa grasa (9)

sFF £ F 7S i FF5 I
& Fars

eter Dia 7

I Vehiculo

GLP-1 (AIB2,E'6,Cex, K*°)40ug/kg- dia

[Z2 4-aa-GLP-1 (A1 AIB2,A?,Cex, K*0) 40 ug/kg- dia

EZ3 GLP-1(AIB2,A22,Cex, K*°)40ug/kg- dia

EZ3 GLP-1 (AIB2, E'5,Cex, K40 )/ estrégeno (3-éter )40 ug/kg- dia

EXI d-aa-GLP-1(A',AIB2A22,Cex, K4 ) estrégeno (3-éter )40 ug/kg- dia
[Z4 GLP-1(AIB2,A?2,Cex, K40)/estrogeno (3-éter )40ug/kg- dia

X1 GLP-1(AIB2, E'8,Cex, K40 )/estrogeno (17-ester)40 ug/kg- dia

K d-aa-GLP-1(A" AlB?,A%,Cex, K*)/estrégeno (17-ester)40 ug/kg- dia
EN GLP-1(AIB2,A22 Cex, K% )/estrogeno (17-ester)40 ug/kg- dia

Fig. 6b
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Cambio en la glucosa
20- en sangre

20

ABG (mg/dL)

-40-

-60-

-80-
Dia 7

I vehiculo

GLP-1 (AIB2,E'6,Cex, K*0)40ug/kg-dia

[Z3 §-aa-GLP-1(A1AIB2 A2 Cex, K*) 40 ug/kg-dia

EZ3 GLP-1(AIB2,A22,Cex, K4°)40ug/kg- dia

EZ2 GLP-1 (AIB?, E'6,Cex, K40 )/ estrégeno (3-éter )40 ug/kg-dia

EX] d-aa-GLP-1(A',AIB?%,A?2,Cex, K40)/estrogeno (3-éter )40 ug/kg-dia
[Z3 GLP-1(AIB2,A%2,Cex, K40)/estrogeno (3-éter )40ug/kg-dia

1 GLP-1 (AIB2, E'6,Cex, K40 )/ estrégeno (17-ester)40 ug/kg- dia

BN d-aa-GLP-1(A',AIB2,A?2,Cex, K40)/estrogeno (17-ester)40 ug/kg-dia
EN GLP-1(AIB2,A22,Cex, K40 )/estrogeno (17-ester)40 ug/kg-dia

Fig. 6¢
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Cambio en el peso
corporal

Peso corporal (%)
én

15 - 2 4 6 8

Tiempo (dias)

vehiculo

GLP-1 (AIB2, E'6,Cex, K** ) 400 ug/kg-dia

GLP-1 (AIB2, E'6, Cex, K*0 )/estrogeno, (3-éter *)400 ug/kg-dia

GLP-1 (AIB2, E'8,Cex, K40 )/estrogeno (17-ester)400 ug/kg-dia

d-aa GLP-1(A',AlB2 ,A%2 Cex, K*°) 400 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A, AIB2, A%2,Cex, K40)/ estrogeno (3-éter )400 ug/kg-dia
d-aa GLP-1 (A, AlIB2, A22,Cex, K40 )/ estrogeno (17-ester)400 ug/kg-dia
GLP-1 (AIB%,A%2 ,Cex, K*%) 400 ug/kg-dia

GLP-1 (AIB2,A%2 ,Cex, K40 )/estrogeno (3-éter )400 ug/kg-dia
GLP-1(AIB?, A?2 Cex, K40 ),estrogeno, (17-ester) 400 ug/kg-dia

Fig. 7a
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Cambio en la glucosa en

40- sangre
— 20'j
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60 - £
1
-80 - Dia 7
Hl vchiculo

GLP-1(AIB2, E'6,Cex, K*0) 400 ug/kg-

24 GLP-1(AIB? E'¢,Cex, K40 )/estrogeno (3-éter )400 ug/kg-dia'’

EZ3 GLP-1(AIB2, E'8,Cex, K0 )/estrégeno (17-ester)400 ug/kg-dia

EZ1 d-aaGLP-1(A',AIB2 A?22,Cex, K*0) 400 ug/kg-dia’

ES1 d-aa GLP-1 (A, AlB2, A2, Cex, K40 )/estrogeno (3-éter )400 ug/kg-dia’
[Z2 d-aa GLP-1 (A", AIB2, A22,Cex, K40 )/estrégeno (17-ester) 400 ug/kg-dia-
I GLP-1(AIB2,A22 Cex, K*0) 400 ug/kg-dia’

EJ GLP-1(AIB2,A22,Cex, K40 )/estrégeno (3-¢ter )400 ug/kg-dia-

EN GLP-1(AlIB2,A22 Cex, K40 )/estrégeno (17-ester)400 ug/kg-dia

Fig. 7b
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Cambio en el peso
corporal

Tiempo (dias)

-¢- Vehiculo

-O- GLP-1(AIB2E"¢,Cex, K49) 120ug/kg- dia

1+ GLP-1(AIB2E"®,Cex, K*9)400ug/kg-dia

-4&- GLP-1 (AIB2, E'8,Cex, K40 )/lestrégeno '3-ester) 120 ug/kg-dia:
=¥ GLP-1(AIB?, E'5,Cex, K40 estrogeno (3-ester)400 ug/kg-dia’
-~ d-aa GLP-1(A',AIB2,A?2 Cex, K*°)400ug/kg-dia

-m d-aa GLP-1(A'AlIB2,A22 Cex, K40)1,200ug/kg-dia’

-&- d-aa GLP-1 (A", AIB2,A%22 Cex, K4)/ estrogeno (3-ester) 400 ug/kg-dia“
- d-aaGLP-1 (A" AlB2,A22 Cex,K40)/ estrégeno (3-ester) 1,200 ug/kg-dia

Fig. 8a
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Cambio en los niveles de
glucosa en sangre

ABG (mg/dL)
N
o
=

-80 - Dia 7

Il vchiculo

GLP-1(AIB2,E"6,Cex, K*)120ug/kg-dia’

[Z4 GLP-1(AIB2%E",Cex, K*)400ug/kg-dia

EZ3 GLP-1 (AIB2, E'6,Cex, K*0 )/estrogeno (3-ester) 120 ug/kg-dia-

EZ2 GLP-1(AlIBZ?, E'6,Cex, K0 )/ estrogeno (3-ester)400 ug/kg-dia

EX] d-aa GLP-1(A',AIB2,A%?,Cex, K40)400ug/kg-dia’

[Z4 d-aa GLP-1(A'AIB%,A%,Cex, K*°)1,200ug/kg-dia

CX] d-aa GLP-1(A',AlB2,A%2,Cex, K*0 )/estrogeno (3-ester)400 ug/kg-dia
B d-aa GLP-1(A',AlB2,A?2,Cex, K40) estrégeno (3-ester) 1,200 ug/kg-dia-

Fig. 8b
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Masa grasa
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Dia 7

I Vehiculo

GLP-1 (AIBZ,E'6,Cex, K*°) 120ug/kg-dia

[Z4 GLP-1(AIB2E",Cex, K*)400ug/kg-dia’

EZ3 GLP-1(AIB?, E'6,Cex, K*0 )/estrogeno (3-ester) 120 ug/kg-dia

EZ3 GLP-1 (AIB2, E'6,Cex, K*0 )/estrogeno (3-ester)400 ug/kg-dia

ESI d-aa GLP-1(A",AlIB2,A22,Cex,K*°)400ug/kg-dia’

[Z4 d-aa GLP-1(A',AIB2,A%2,Cex, K4%)1,200ug/kg-diar

X1 d-aa GLP-1 (A',AIB2,A%?,Cex, K40)/estrogeno (3-ester)400 ug/kg-dia
Y d-aa GLP-1(A',AIB2,A%2,Cex, K40)/estrogeno (3-ester)1,200 ug/kg-dia

Fig. 8c
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Cambio en el peso
corporal

15 -

Tiempo (dias)

-~ vehiculo

-0- GLP-1(AIB2,E'8,Cex, K*0) estrégeno 3-éter )40 ug/kg- dia

-= d-aaGLP-1 (A", AIB?, A22,Cex, K?) 4000 ug/kg- dia

-& d-aa GLP-1 (A", AIB?, A%2,Cex, K4 estrogeno(3-ester) 400 ug/kg- dia

¥ d-aa GLP-1 (A", AlB?, A%,Cex, K ) estrégeno|3-ester) 1200 ug/kg-dia

- d-aa GLP-1 (A", AIB2, A2 Cex, K*) estrégeno(3-ester) 4000 ug/kg- dia

-~ GLP-1 (AIB?, E'6, C?#(PEG-40kDa), Cex, K*°) 40 ug/kg-dia

O+ GLP-1(AIB2,E'S, C*(PEG-40kDa), Cex, K*) estrogeno(3-éter | 40 ug/kg-dia
-7~ GLP-1(AIB? E'6, C24(PEG-40kDa), Cex, K*0)/colesterol  (3-¢ter ) 40 ug/kg-dia

Fig. 9a
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Dia 7
vehiculo

GLP-1 (AIB2, E™8,Cex, K40 jestrégeno (3-éter )40 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A, AIB2, A%22,Cex, K*®) 4000 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AIB2, A?2,Cex, K*0 )/estrogeno(3-ester) 400 ug/kg-idia

d-aa GLP-1 (A", AlB2, A??,Cex, K*® )/estrogeno(3-ester) 1200 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AIB%, A%,Cex, K )/estrégeno 3-ester) 4000 ug/kg-dia
GLP-1(AIB2, E'8, C**(PEG-40kDa), Cex, K*?) 40 ug/kg-dia

GLP-1(AIB2, E'S, C24(PEG-40kDa), Cex, K*)/estrégeno3-éter ) 40 ug/kg-dia
Y GLP-1(AIB? E'8, C*(PEG-40kDa), Cex,K*0)/colestero!  (3-éter ) 40ug/kg-dia

HNORE QNN

Fig. 9b
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Cambio en los niveles de
glucosa en sangre

A
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H

Dia 7-Dia 0

vehiculo

GLP-1(AIB2, E'®,Cex, K*0 ) estrogeno 3-éter )40 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AIB?, A??,Cex, K*?) 4000 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AIB?, A?2 Cex, K*? J/estrogeno(3-ester) 400 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AIB?, A% Cex, K*0 )festrégeno(3-ester) 1200 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AIB2, A% Cex, K*? )/estrégeno(3-ester) 4000 ug/kg-dia

GLP-1 (AIB2,E"6, C*4(PEG-40kDa), Cex, K*°) 40 ug/kg-dia

GLP-1 (AIB2,E'®, C*(PEG-40kDa), Cex, K*°)lestrogeno(3-¢eter ') 40 ug/kg-dia
GLP-1(AIB2, E'®, C*(PEG-40kDa), Cex, K%0)/colesterol  (3-¢ter ) 40 ug/kg-dia

Fig. 9c
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Cambio en el peso
corporal

10

ABW (%)

Tiempo (dias)

—— Vvehiculo

-0- d-aa GLP-1(A',AlB2, A?2,Cex, K% )/estrégeno (3-ester) 1,200 ug/kg-dia’
= d-aaGLP-1 (A", AlB?, A??,Cex, K*0 )estrogeno (3-éter ) 1,200 ug/kg-dia-
- d-aa GLP-1(AIB2, E'6,Cex, K4 ) 4,000 ug/kg-dia

- d-aa GLP-1(A',AlB2, A2?,Cex, K40 )/estrégeno (3-ester)4,000 ug/kg-idia
-o- d-aa GLP-1 (A", AlIB?, A?2,Cex, K40 )/estrogeno (3-éter )4,000 ug/kg-dia’

Fig. 10a
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Cambio en los niveles de
glucosa en sangre

20
OO0 [%
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40 -

NN\

Dia 7-Dia 0

Vehiculo

d-aa GLP-1 (A, AIB2, A22 Cex, K4?)/lestrégeno (3-ester) 1,200 ug/kg-dia
d-aa GLP-1 (A", AIB2, A2 Cex, K40 )/estrogeno (3-éter )1,200 ug/kg-dia
d-aa GLP-1(AIB?, E'¢,Cex,K%°) 4,000 ug/kg-dia

d-aa GLP-1 (A", AlB?, A%?,Cex, K0 )/estrégeno (3-ester)4,000 ug/kg-dia
d-aa GLP-1 (A", AlB2, A2 Cex, K40 )/estrogeno (3-éter 4,000 ug/kg-dia

Fig. 10b
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Activacion del receptor de GLP-1

GLP-1

3' Eter
17 Ester
3' Ester activado 17 OAc
17' Hidrazona

17' Disulfuro carbamato

whd b R

Luminiscencia

R | AR BB R . RN SR S R |
1E-3 0.01 0.3
Concentracion, nM

P

Fig. 11a
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Cambio en el peso corporal

-30 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias) ,

vehiculo

aminoacido d GLP-1

——
—O—

-<{>-- aminoacido d GLP-1/estrogenoester 400ug/kg-dia
—{1 aminoacido d GLP-1/estrogenoester 4,000ug/kg-dia
-O
—A—

- aminoacido d GLP-1/estrogeno éter 400ug/kg-dia
aminoacido d GLP-1/estrogeno éter 4,000ug/kg-dia

Fig. 12a
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Ingestion de
alimentos

Tiempo (Dias)

—/~—vehiculo
—O— aminoacido d GLP-1

-<>-- aminoacido d GLP-1/estrogenoester 400ug/kg-dia
—3- aminoacido d GLP-1/estrogenoester 4,000ug/kg-dia
-{r- aminoacido d GLP-1/estrégeno éter ' 400ug/kg-dia

—— aminoacido d GLP-1gestrogeno éter ' 4,000ug/kg-dia

Fig. 12b
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Cambio en la glucosa en

40. sangre
30-
20-
T

10- T ,// T\
0- / ) '/ i 74 %

. 1

1
-10-

Dia 14

[Z4 vehiculo

aminoacido d GLP-1

74 aminoacido d GLP-1/estrogenc ester 400ug/kg-dia
EZ73 aminoacido d GLP-1!estr0'g_en0 ester 4,000ug/kg-dia
g7 aminoacido d GLP-1/estrégeno éter 400ug/kg-dia

EX] aminoacido d| GLP-1/estrégenc éter 4,000ug/kg-dia

Fig. 12¢
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Peso del
2.5 -

2.0+

-
o
]

NN

0.5+

NN

s,

0.0-

Dia 14

[ZZ34 vehiculo
aminoacido d GLP-1

[Z4 aminoacido d GLP-1/lestrogeno ester 400ug/kg-dia
EZ7 aminoacido d GLP-1/estrogeno ester 4,000ug/kg-dia

EZZ1 aminoacido dGLP-1/estrogeno éter 400ug/kg-dia
ESlaminoacido d GLP-1/estrogeno éter 4,000ug/kg-dia

Fig. 12d
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Peso del utero
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Z32 vehiculo

aminoacido dGLP-1

[Zdaminoacido d GLP-1 estrageno ester 400ug/kg- dia
EZ7 aminoacido d GLP-1/estrégenai ester 4,000ug/kg- dia

EZ3aminoacido d GLP-1/estrogeno éter 400ug/kg-dia
Bl aminoacido d GLP-1/estrogena éter 4,000ug/kg- dia

Fig. 12e
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Cambio en el peso

corporal
I
8
-2.0
Tiempo (dias)

—_—— Vehiculo

——e— Agonista de GLP-1

-------- & aminoacidod GLP-1/Estrogen ester

---A--- aminoacidod GLP-1/ Estrégeno éter
— 4 — GLP-1/ Estrégeno éter

Fig. 13a
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Ingesta acumulada
de alimentos

Tiempo (dias)

——sp—— Vehiculo
——0—— Agonista de GLP-1

-------- O---- aminoacidod GLP-1/Estrogen ester
---A--- aminoacidod GLP-1/Estrogeno éter

— 0 — GLP-1/Estrégeno éter

FIG. 13C
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GLP-1/Estrégeno (catepsina)
(labil a enzima)

0h

12 h
+ ———-—-_________J__‘k‘

24 h
‘\\A__ o

Plasma humano 37°C

FIG. 16E
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