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DESCRIPCION
Derivado del analégico del GLP-1 o sus sales farmacéuticas y su uso
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a una serie de derivados del analogo del péptido similar al glucagén humano tipo 1 (GLP-1)
y sales farmacéuticas del mismo. Los derivados del analogo del GLP-1 proporcionados en esta invencion tienen la
funcién del GLP-1 humano y una semivida mas larga in vivo comparada con el GLP-1 humano. La presente
invencion también se refiere al uso de los derivados del analogo del GLP-1, sus sales farmacéuticas, o
composiciones farmacéuticas que contienen los derivados del analogo del GLP-1 o sus sales farmacéuticas en el
tratamiento de diabetes no dependiente de insulina, diabetes dependiente de insulina u obesidad.

Antecedentes de la invencion

La diabetes mellitus es una enfermedad epidémica mundial y es un sindrome de los trastornos metabdlicos de la
glucosa, las proteinas y los lipidos debido a la deficiencia absoluta o relativa de la insulina (Chen Ruijie. Status of
research on diabetes drugs, Academic journal of Guangdong College of Pharmacy, 2001, 7 (2): 131-133). La
diabetes mellitus se puede dividir en diabetes mellitus tipo | y diabetes mellitus tipo 1l (diabetes mellitus tipo 2, T2DM,
la misma que se expone a continuacion) de acuerdo con su patogenia. El 90-95% de todos los pacientes
diagnosticados con diabetes mellitus padecen T2DM, y los pacientes a menudo estan acompafiados de obesidad,
una deficiencia de actividad fisica (inactividad fisica), edad mas avanzada, antecedentes familiares de diabetes
mellitus, un dafo en el metabolismo de la glucosa y tener antecedentes familiares de diabetes mellitus y similares.
T2DM es también una enfermedad progresiva. Segun los datos estadisticos de 2000, la Organizaciéon Mundial de la
Salud estimé que hay alrededor de 171 millones de personas en todo el mundo que padecen diabetes mellitus; en
2005, los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades de los EE. UU. estimaron que hay 20.8 millones
de estadounidenses que padecen diabetes mellitus, que es aproximadamente el 7% de la poblacion de los Estados
Unidos de América; en 2006, segun las estadisticas de la Federacién Internacional de Diabetes, el numero global de
pacientes que padecen diabetes mellitus es de aproximadamente 246 millones (aproximadamente el 5,9% de la
poblacién total mundial) y, ademas, el 46% de los pacientes tienen entre 40 y 59 afios.

Los estudios han demostrado que existe una diferencia muy importante entre como responden a la glucosa las
personas sanas Yy los pacientes con T2DM. La respuesta a la hiperglucemia postprandial de las personas sanas
corresponde a la respuesta temprana a la insulina.

La T2DM se caracteriza por la inhibicion de la secrecion de la insulina y la disfuncion de las células § pancreaticas,
lo que resulta en una deficiencia de insulina y una hiperglucemia (Ferrannini E. Insulin resistance versus insulin
deficiency in non-insulin-dependent diabetes mellitus: problems and prospects. Endocr Rev. 1998, 19(4): 477-490).
Los pacientes con T2DM tipicamente sufren una hiperglucemia posprandial y en ayunas (glucosa en ayunas > 125
mg/dL), y el alto nivel de azucar en la sangre se debe principalmente a que las células B pancreaticas no secretan
suficiente insulina para compensar la deficiencia de insulina causada por la inhibiciéon de la insulina en el tejido
circundante (Weyer C., Bogardus C., Mott DM., et al. The natural history of insulin secretory dysfunction and insulin
resistance in the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. J. Clin. Invest. 1999, 104(6): 787-794).

El principal factor de riesgo de T2DM es la obesidad, que es muy perjudicial para la salud humana. El riesgo de
padecer una enfermedad cardiovascular y una muerte anormal de los pacientes aumenta, mientras que la T2DM a
menudo coexiste con otras enfermedades de alto riesgo como la hipertension, la dislipemia y la obesidad; el 60% de
los pacientes con T2DM estan acompanados por complicaciones microvasculares, que incluyen retinopatia y
neuropatia, y también estan acompafiados por morbilidades cardiovasculares asociadas con T2DM, como la
enfermedad coronaria, el infarto de miocardio y el ataque fulminante, entre otros. En los Estados Unidos, Las
enfermedades cardiovasculares (ECV) son la causa principal de morbilidad y muerte, y la T2DM es el principal factor
de riesgo que causa complicaciones macrovasculares, tales como aterosclerosis, infarto de miocardio, ataque
fulminante y enfermedades vasculares periféricas. El riesgo de muerte causado por enfermedades cardiacas y un
ataque fulminante de un adulto con diabetes es de 2 a 4 veces mayor que el de una persona sin diabetes. Ademas,
casi el 65% de las personas con diabetes mueren de enfermedades del corazén y de ataque fulminante.

Ademas del daio fisico y fisiologico a los pacientes, la T2DM supone una gran carga econdémica para la sociedad.
Segun las estadisticas, el costo del tratamiento de las complicaciones asociadas con la diabetes es de
aproximadamente $ 22,9 mil millones, el costo total del tratamiento de la T2DM y las complicaciones de la misma
son de casi $ 57,1 mil millones, y el costo total no incluido en el presupuesto es de mas de $ 8 mil millones cada afio
en los Estados Unidos.

Los farmacos para el tratamiento de la T2DM han sido el foco, tal como los farmacos hipoglucémicos orales
tempranos de la clase sulfonilo y la clase biguanida y el reciente sensibilizador de insulina y los inhibidores de la o-
glucosidasa, el desarrollo de insulinas animales e insulinas humanas y una variedad de nuevas técnicas de
formulacion, la investigacion de nuevos mecanismos de tratamiento farmacoldgico simplemente aumentando la
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insulina, hasta nuevas formas que actian sobre la produccién de insulina. El aumento de peso es la reaccion
secundaria comun después de la administracién de agentes hipoglucemiantes orales o por inyeccion, que pueden
reducir la conformidad y aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, el desarrollo
de nuevos tipos de medicamentos para el tratamiento de la T2DM que tienen alta seguridad, buena conformidad por
parte del paciente y menos reacciones secundarias se convierte en el tema candente de las instituciones de
investigacion y las compafiias farmacéuticas contra la diabetes.

Desde hace 100 afios, Moore ha propuesto que el duodeno puede secretar un "estimulante quimico" que puede
estimular la secrecion en el pancreas y ha intentado inyectar extracto de intestino para tratar la diabetes.
Posteriormente, se ha descubierto que los factores humorales derivados de la secrecion intestinal pueden mejorar la
funcion del pancreas endocrino, y aproximadamente el 50% de la secreciéon de insulina inducida por la glucosa
intravenosa u oral se deriva del estimulo de los péptidos producidos por el intestino. Por lo tanto Zunz y Labarre
crearon el concepto de "incretina". Hasta el momento, se han aislado dos tipos de incretinas, a saber, el polipéptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP) y el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1). Tanto el GIP como el
GLP-1 son secretados por las células nerviosas intestinales especificas cuando el nutriente es absorbido, en el cual
el GIP es secretado por las células K del duodeno y del yeyuno proximal, el GLP-1 se sintetiza en las células L y
existe principalmente en el intestino delgado distal el y colon (Drucker DJ. Enhancing incretin action for the treatment
of type 2 diabetes. Diabetes Care. 2003, 26 (10): 2929-2940).

El GLP-1 existe en dos formas bioactivas, a saber, GLP-1 (7-37) y GLP-1 (7-36) amida en el plasma, entre las
cuales solo un aminoéacido es diferente, y sus efectos bioldégicos y semivida in vivo, son similares (Drucker DJ.
Enhancing incretin action for the treatment of type 2 diabetes. Diabetes Care. 2003, 26 (10): 2929-2940).

El GLP-1 al que normalmente se hace referencia es el nombre comun del GLP-1 (7-37) y GLP-1 (7-36) amida. GIP y
GLP-1 se degradaran a formas inactivas por la dipeptidil peptidasa-IV (DPP-1V) rapidamente después de su
liberacion en el tracto gastrointestinal, de modo que la semivida in vivo de GIP y GLP-1 es muy corta (la semivida in
vivo de GIP es de aproximadamente 5-7 min, la semivida in vivo del GLP-1 es aproximadamente 2 min) (Drucker DJ.
Enhancing incretin action for the treatment of type 2 diabetes. Diabetes Care. 2003, 26 (10): 2929-2940). Las
investigaciones muestran que la mayor parte del proceso de degradacion ocurre cuando el GIP y el GLP-1 entran en
los vasos sanguineos que contienen DPP-IV, y una pequefa cantidad del GLP-1 y GIP que no se han degradado
entraran en el pancreas y se uniran con sus sitios de union para estimular las células B para liberar la insulina. A
diferencia del mecanismo de la sulfonilurea para promover directamente las células B funcionales para liberar
insulina, la mayor parte del efecto de la incretina depende de la glucosa. Ademas, algunas pruebas in vitro en
animales y en humanos mostraron que GLP-1 también tiene funciones tales como la supresion de las células a y la
reduccion de la hipersecrecion de glucagon, etc.

Aunque los niveles del GIP en plasma en pacientes con T2DM son normales cuando la funcién de la incretina
declina o disminuye significativamente, los niveles del GLP-1 en pacientes con T2DM disminuyen, por lo que los
farmacos basados en GLP-1 contribuyen mas al tratamiento de la T2DM. Aunque los niveles tanto del GLP-1 (7-37)
como del GLP-1 (7-36) amida aumentaran durante varios minutos después de una comida, el contenido del GLP-1
(7-36) amida es mayor, por lo que la secreciéon del GLP-1 podria haberse incrementado en gran medida por el doble
efecto del endocrino y la transmisién de la sefial neural antes de que los alimentos digeridos ingresen al intestino
delgado y al colon desde la parte inferior del tracto digestivo. El nivel en plasma del GLP-1 en estado de ayuno es
muy bajo (alrededor de 5-10 pmol/L), y aumenta rapidamente después de comer (hasta 15-50 pmol/L). Bajo la doble
funcion de DPP-IV y la eliminacién renal, el nivel in vivo del GLP-1 en circulacién disminuye rapidamente, mientras
que el trabajo para investigar si otras enzimas como la endopeptidasa neutra humana 24 « 11 y similares también
juegan un papel vital en la inactivacion de la actividad del GLP-1 esta en progreso, debido a que el segundo residuo
de aminoacido del GLP-1 es una alanina que es un buen sustrato de DPP-IV, por lo que el GLP-1 es facil de
degradar en fragmentos de péptidos inactivos. De hecho, la DPP-IV in vivo es la razén clave para la pérdida de la
actividad de la incretina. Los experimentos muestran que el nivel del GLP-1 en ratones, en los que el gen de DPP-IV
ha sido silenciado, es significativamente mas alto que en ratones normales, y la secrecidén de insulina también
aumenta. Solo por la presencia de DPP-IV, el contenido in vivo del GLP-1 completo y biolégicamente activo es solo
el 10-20% del contenido total del GLP-1 en plasma (Deacon CF, Nauck MA, Toft-Nielsen M, et al. Both
subcutaneously and intravenously administered glucagon-like peptide 1 are rapidly degraded from the NH2-terminus
in type 2-diabetic patients and in healthy subjects. Diabetes. 1995, 44 (9): 1126-1131).

El GLP-1 y el GIP desempefian sus funciones respectivas a través de la union a los receptores acoplados a la
proteina G (GPCR) que tienen estructuras completamente diferentes. La mayoria de los receptores del GIP son
expresados por las células B pancreaticas, y una parte menor de los receptores del GIP son expresados por el tejido
adiposo y el sistema nervioso central. En contraste, los receptores del GLP-1 se expresan principalmente en las
células a y B pancreaticas y en los tejidos periféricos, incluidos los sistemas nervioso central y periférico, cerebro,
rifién, pulmon y tracto gastrointestinal y similares. La activacién de dos incretinas en las células 3 resultara en un
rapido aumento del nivel de AMPc y calcio intracelular en las células, lo que llevara su secrecion a la region
extracelular de manera dependiente de la glucosa. La transmision de sefal sostenida desde los receptores de
incretina se asocia con la proteina quinasa A, lo que resulta en la transcripcion del gen, aumenta la biosintesis de la
insulina y estimula la proliferacion de las células B (Gallwitz B. Glucagon-like peptide-1-based therapies for the
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treatment of type 2 diabetes mellitus. Treat Endocrinol. 2005, 4 (6): 361-370). La activacion del receptor del GLP-1 'y
el receptor del GIP también puede inhibir la apoptosis de las células B pancreaticas de roedores y humanos,
mientras que aumenta su supervivencia (Li Y, Hansotia T, Yusta B, et al. Glucagon-like peptide-1 receptor signaling
modulates beta cell apoptosis. J. Biol Chem. 2003, 278 (1): 471-478). En consonancia con la expresién del receptor
del GLP-1, el GLP-1 también puede inhibir la secrecidon de glucagon, el vaciado gastrico y la ingesta de alimentos, y
mejorar la degradacion de la glucosa a través del mecanismo neural. Se debe tener en cuenta que, al igual que en
otras reacciones de secrecion de insulina, la funcion del GLP-1 para controlar el nivel de glucosa depende del
glucagon, mientras que la funciéon de glucagoén para contrarrestar la liberacion de glucagén causada por un bajo nivel
de azucar en la sangre ha sido completamente retenido incluso al nivel farmacolégico del GLP-1.

El importante papel fisiologico del GLP-1 y del GIP enddégenos en la homeostasis de la glucosa se ha estudiado en
profundidad mediante el uso de antagonistas del receptor o ratones con genes desactivados. El antagonismo agudo
del GLP-1 o GIP reduce la secrecion de insulina in vivo de roedores y aumenta el contenido de glucosa en plasma.
De manera similar, los ratones mutantes, en los cuales el receptor del GIP o del GLP-1 esta inactivado, también
experimentaron una secrecion defectuosa de insulina estimulada por glucosa y dafaron la tolerancia a la glucosa. El
GLP-1 también tiene la funcion de regular la glucosa en sangre en ayunas, porque los antagonistas agudos o el
dano en el gen de GLP-1 causaran el aumento del nivel de glucosa en ayunas de los roedores; al mismo tiempo, el
GLP-1 es la base del control de la glucosa en cuerpos humanos y los estudios sobre el antagonista de Exendina (9-
39) han demostrado que la destruccién de la funcion del GLP-1 dara como resultado una secrecién defectuosa de
insulina estimulada por la glucosa, menor velocidad de eliminacion de la glucosa, aumento de los niveles de
glucagoén y vaciamiento gastrico acelerado. Las funciones fisioldgicas del GLP-1 (Deacon CF. Therapeutic strategies
based on glucagon-like peptide 1. Diabetes. 2004, 53 (9): 2181-2189) comprenden: (1) ayudar a organizar la
absorcion de glucosa, mediar la secrecion de insulina dependiente de la glucosa; (2) inhibir la secrecion posprandial
de glucagon, reduciendo la liberacion de glucosa hepatica; (3) regulacion del vaciado gastrico, evitando la circulacion
excesiva de glucosa cuando el alimento se absorbe en el intestino; (4) inhibicién de la ingesta de alimentos (como el
apetito). Los estudios en animales también mostraron un papel fisiolégico del GLP-1 que estabiliza el numero de
células B pancreaticas in vivo.

Debido a los buenos efectos del GLP-1 y GIP para controlar el azicar en la sangre y muchos otros aspectos,
especialmente sus caracteristicas que no producen hipoglucemia y retrasan el vaciado gastrico para controlar el
peso atraen el interés de muchos cientificos. Las personas intentan investigar farmacos basados en GLP-1 y GIP
para el tratamiento de la T2DM. Es bien sabido que los pacientes con T2DM carecen o pierden el efecto de la
incretina, en donde una de las razones es que el efecto de incretina de GIP in vivo en el paciente con T2DM se
reduce significativamente; mientras tanto, el nivel del GLP-1 in vivo en un paciente con T2DM es muy bajo, y el nivel
del GLP-1 causado por estimulos dietéticos se reduce significativamente (Toft-Nielsen MB, Damholt MB, Madsbad
S, et al. Determinants of the impaired secretion of glucagon-like peptide-1 in type 2 diabetic patients. J Clin
Endocrinol Metab. 2001, 86 (8): 3717-3723). Debido a que el papel del GLP-1 in vivo en pacientes con T2DM se ha
reservado parcialmente, la sinergia del GLP-1 es una de las direcciones de investigacion de los farmacos disefiados
para mejorar el efecto de la incretina en pacientes con T2DM.

El analogo del GLP-1, al igual que el GLP o GIP enddgeno, pueden inhibir la liberacién de glucagén in vivo y
estimular la secrecion in vivo de insulina de forma dependiente de la glucosa. Ademas, los analogos del GLP-1
tienen un papel en los siguientes sintomas: (1) bajo nivel de azucar en la sangre. A diferencia de otros farmacos
secretagogos, los andlogos del GLP-1 promueven la secrecién de insulina in vivo de una manera dependiente de la
glucosa vy, por lo tanto, su papel para disminuir la glucosa en sangre exhibe una autolimitacién, que generalmente no
causa hipoglucemia en grandes dosis. A pesar de que se ha informado en la literatura que el GLP-1 puede reducir el
azucar en la sangre a un nivel por debajo del nivel normal, este efecto es transitorio y se considera un resultado
natural del GLP-1 que promueve la secrecion de insulina. Debido a que la inactivacion de la insulina tomara algun
tiempo, cuando el efecto de estimulacién del GLP-1 se reduce debido a la disminucién del nivel de azucar en la
sangre mientras no hay una nueva secrecion de insulina, la insulina original aun funciona. En pocas palabras, el
GLP-1 puede reducir temporalmente el azicar en la sangre a un nivel por debajo del nivel normal, pero no causa
hipoglucemia grave y persistente; el papel de la saciedad y el peso corporal. Ademas de reducir directamente la
glucosa en la sangre, el GLP-1 también puede reducir la cantidad de ingesta de alimentos, que se ha verificado en
roedores y humanos. Por lo tanto, el nivel de glucosa en la sangre se puede controlar reduciendo indirectamente el
peso corporal. EI GLP-1 también tiene el papel potencial de inhibir la secreciéon de gastrina y acido gastrico
estimulados por la alimentacién, y estas funciones muestran que el GLP-1 también puede tener un papel en la
prevencion de la Ulcera péptica. Los mecanismos de acciéon del GLP-1 lo convierten no solo en un farmaco ideal
para el tratamiento de pacientes con diabetes tipo 2, sino también en el farmaco para el tratamiento de pacientes
con diabetes por obesidad. GLP-1 puede mejorar la saciedad de los pacientes, reducir la ingesta de alimentos y
mantener el peso corporal o perder peso; (3) mantener la salud de las células B. Varios estudios sugieren que el
GLP-1 puede prevenir la conversién de una alteracion de la tolerancia a la glucosa en diabetes, y algunas
publicaciones informan que la clase de compuestos del GLP-1 tiene un efecto directo en el crecimiento y la
proliferacion de células 3 pancreaticas de animales experimentales, y se encontré mediante algunos experimentos,
que GLP-1 puede promover la diferenciacion de células madre pancreaticas en células B funcionales. Estos
resultados sugieren que el GLP-1 tiene la funcion de proteger el islote pancreatico y retrasar la progresion de la
diabetes, y puede mantener las morfologias y funciones de las células 8, mientras que reduce la apoptosis de las
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células B; (4) El efecto sobre la hiperglucemia posprandial. Este fendmeno representa una nueva direccion para el
tratamiento de la T2DM. Debido a que algunos farmacos orales e insulinas exégenas no pueden inhibir o reducir la
exorbitante secrecion de glucagon en pacientes con T2DM, los analogos del GLP-1 pueden afectar la hipersecrecion
de glucagén mediante la inhibicion directa de la liberaciéon de glucagon o la inhibiciéon paracrina del glucagén como
resultado de la promocién de la secrecién de insulina. La hiperglucemia posprandial puede reducirse eficazmente a
través de estos dos mecanismos; mientras tanto, el mantenimiento de la funcion de las células 8 también puede
desempefiar un papel en el control de la hiperglucemia posprandial a largo plazo.

Mientras tanto, los analogos del GLP-1 se administran a través de inyeccion subcutanea, que no necesita calcular la
cantidad de carbohidratos para estimar la dosis 6ptima del medicamento, y no necesita un autocontrol de la glucosa
en la sangre, lo que hace que estos tipos de medicamentos sean mas faciles de usar que la insulina.

Se ha confirmado una variedad de efectos del GLP-1 natural, que traen nuevas esperanzas para el tratamiento de la
T2DM,; sin embargo, el GLP-1 humano natural es muy inestable y puede ser degradado por la dipeptidil peptidasa IV
(DPP-IV) y su semivida es de solo 1 ~ 2 minutos. Cuando se usa GLP-1 natural para disminuir el azdcar en la
sangre, se necesita una infusion intravenosa continua o una inyeccién subcutanea continua, lo que resulta en una
baja viabilidad clinica. Ante esta situacion, los investigadores continian explorando el método para extender el
tiempo de accién del GLP-1. Por lo tanto, el desarrollo de analogos del GLP-1 de accién prolongada o sus derivados
se convierte en un area importante de interés en el campo farmacéutico.

La Exenatida es una Exendina-4 sintética, desarrollada por Eli Lilly Company y Amylin Company con el nombre
comercial Byetta®. La Exenatida ha sido aprobada para el tratamiento de la T2DM por la FDA y EMEA. Tiene 50%
de homologia con GLP-1 de mamifero en secuencia y tiene un sitio de afinidad similar al del receptor con GLP-1
(Drucker DJ, Nauck MA. The incretin system: glucagon-like peptide-1 receptor agonists and dipeptidyl peptidase-4
inhibitors in type 2 diabetes. Lancet. 2006, 368 (9548): 1696-1705), y esta codificado por el gen especifico del
lagarto; en comparacién con GLP-1, la alanina en posicién 2 en GLP-1 se reemplaza con una glicina en Exenatida,
que inhibe eficazmente la enzimdlisis de la enzima DPP-IV, y su semivida in vivo es de aproximadamente 60-90 min
(Kolterman OG, Kim DD, Shen L, et al. Pharmacokinetics, pharmacodynamics, and safety of Exenatida in patients
with type 2 diabetes mellitus. Am Health Syst Pharm. 2005, 62 (2): 173-181), la concentracion in vivo de la Exenatida
después de una inyeccion subcutanea unica aumenta persistentemente y puede llegar a la concentracion maxima en
plasma después de 2 h aproximadamente, que puede mantenerse durante 4 a 6 h (Nielsen LL, Baron AD.
Pharmacology of Exenatida (synthetic exendin-4) for the treatment of type 2 diabetes. Curr Opin Investig Drugs 2003,
4 (4): 401-05). Cabe sefialar que el metabolismo de la Exenatida no se produce en el higado, sino que se degrada
principalmente por la proteina proteasa una vez que se filtra por glomérulos renales.

La Exenatida tiene actividades especiales de regulacion de la glucosa, incluida la potenciacion de la secrecion de
insulina dependiente de la glucosa, la inhibicion dependiente de la glucosa de la excesiva secrecién incorrecta de
glucagon, la disminucién del vaciado gastrico y la disminucién de la ingesta de alimentos y similares. Los estudios in
vitro e in vivo en los modelos de diabetes encontraron que la Exenatida también tiene los efectos de almacenar la
primera etapa (primera fase) de la secrecion de insulina, promoviendo la proliferaciéon de células 3 y promoviendo la
regeneracion de la insulina a partir de su célula precursora.

Para lograr un mejor control de la glucosa en sangre, se necesita la inyeccién de Exenatida dos veces al dia, lo que
produce en los pacientes un gran inconveniente. Ademas, Exenatida también produce nauseas leves a moderadas
(aproximadamente el 40% de los pacientes tendra esta reaccién), diarrea y vomitos (menos del 15% de los
pacientes tienen ambas reacciones); aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con Exenatida pueden
generar anticuerpos, aunque estos anticuerpos no afectan la eficacia o conducen a otros efectos clinicos.
Recientemente se encontré que seis pacientes presentaron hemorragia o sintomas de pancreatitis necrotizante
después de tomar Byetta.

CJC-1131 es un analogo del GLP-1 con resistencia a la peptidasa desarrollado por ConjuChem Biotechnologies Inc.,
en el que Ala en la posicién 2 del GLP-1 se reemplaza con D-Ala para mejorar la capacidad de resistencia a la
enzimdlisis por DPP-1V, y cuya estructura contiene un enlazador reactivo activo que puede unirse a la albumina de
suero de manera covalente (no reversible) (Kim JG, Baggio LL, Bridon DP, et al. Development and characterization
of a glucagonlike peptide-1 albumin conjugate: the ability to activate the glucagon-like peptide 1 receptor in vivo.
Diabetes 2003, 52 (3): 751-759), y el complejo de GLP-1-albumina de suero retiene la actividad del GLP-1, mientras
aumenta la estabilidad a la enzimdlisis por DPP-1V, extiende la duracién de la accion in vivo, y la semivida en plasma
del mismo es de aproximadamente 20 dias.

Un estudio ha encontrado que la Ki era aproximadamente 12 nM (la Ki del GLP-1 es 5,2 nM) cuando el complejo de
CJC-1131-albumina de suero se une a células de ovario de hamster chino transfectadas con receptor del GLP-1
pancreatico humano recombinante; mientras tanto, el valor de ECso del AMPc de activacion del complejo es de 11-
13 nM, en el que el valor de ECso es similar al del GLP-1. Las publicaciones existentes muestran que esta molécula
de unién puede reducir el nivel de glucosa en sangre postprandial de los ratones cuyo nivel de azucar en la sangre
es normal o alto, y las pruebas muestran que esta actividad de CJC-1131 actua sobre un cierto receptor funcional
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del GLP-1, mientras tanto, en ratones CJC- 1131 también tiene un efecto en la desaceleracion del vaciado gastrico e
inhibe la ingesta de alimentos y similares.

Se completd parte del ensayo clinico de Fase Il de CJC-1131. En septiembre de 2005, ConjuChem concluyé que
CJC-1131 podria no ser adecuado para regimenes de dosificacion cronica después del analisis de los resultados de
las pruebas existentes, y suspendié el estudio clinico de CJC-1131. El ensayo clinico de CJC-1131 aun no se ha
reiniciado.

Albugon (albumina-GLP-1) es un farmaco de accion prolongada para el tratamiento de la T2DM desarrollado por
GlaxoSmithKline autorizado por Human Genome Sciences Inc., que es una proteina de fusion del GLP-1 (con
mutaciones que aumentan la resistencia a la DDP-IV) y albumina. Su semivida en monos es de 3 dias. La idea
basica de su desarrollo es acoplar el GLP-1 recombinante y la albumina sérica para formar un complejo; por lo tanto
su semivida in vivo es significativamente mayor. La administracién de Albugon reduce eficazmente el nivel de
glucosa en la sangre de los ratones, aumenta la secrecion de insulina, disminuye el vaciado gastrico y reduce la
ingesta de alimentos, etc. (Baggio LL, Huang Q, Brown TJ, et al. A Recombinant Human Glucagon-Like Peptide
(GLP)-1-Albumin Protein (Albugon) Mimics Peptidergic Activation of GLP-1Receptor-Dependent Pathways Coupled
with Satiety, Gastrointestinal Motility, and Glucose Homeostasis. Diabetes 2004, 53 (9): 2492-2500). Actualmente
Albugon se encuentra en fase Il de ensayo clinico.

El documento W09808871 divulga un derivado del GLP-1 que se obtiene a través de la modificacion en GLP-1 (7-
37) con é&cido graso y la semivida in vivo del GLP-1 se mejora significativamente. El documento W0O9943705 divulga
un derivado del GLP-1, que se modifica quimicamente en el terminal N, pero algunas publicaciones informan que la
modificaciéon de los aminoacidos en el terminal N disminuira significativamente la actividad de todo el derivado del
GLP-1 (J. Med. Chem. 2000, 43, 1664 1669). Ademas, los documentos CN200680006362, CN200680006474,
W02007113205, CN200480004658, CN200810152147 y WO2006097538 etc., también divulgan una serie de
analogos del GLP-1 o derivados del mismo producidos por modificacion quimica o sustitucion de aminoacidos, en la
que el mas representativo es la Liraglutida desarrollada por Novo Nordisk, cuyo ensayo clinico en fase Ill ha
concluido. La Liraglutida es un derivado del GLP-1, cuya estructura contiene un analogo del GLP-1 cuya secuencia
es un 97% homdéloga con el GLP-1 humano, y este analogo del GLP-1 esta enlazado con el acido palmitico en forma
covalente para formar Liraglutida, en donde el acido palmitico de la estructura de Liraglutida esta unido a la albumina
sérica de manera no covalente, y estas caracteristicas estructurales determinan que puede liberarse lentamente
desde el lugar de la inyeccion sin cambiar la actividad del GLP-1 y la semivida se prolonga in vivo; mientras tanto, el
acido palmitico en la estructura formara un cierto impedimento estérico para prevenir la degradacion por DPP-IV y
para reducir la eliminacién renal. Debido a las caracteristicas descritas anteriormente, la semivida de Liraglutida en
el cuerpo humano administrada por inyeccién subcutédnea es de aproximadamente 10-14 h, en teoria, se puede
administrar una vez en el dia y la dosis diaria es de 0,6-1,8 mg. El 23 de abril de 2009, Novo Nordisk anuncié que el
Comité de Productos Medicinales de Uso Humano (CHMP) de la EMEA realizé una evaluacion positiva de
Liraglutida y recomendé la aprobacion de su listado. Novo Nordisk espera que la Comisién Europea apruebe su
solicitud de inclusién dentro de dos meses.

Breve resumen de la invencion

La presente invencion pretende proporcionar una serie de derivados del analogo del GLP-1 que es mucho mas
activo y tiene una semivida mas larga in vivo. El derivado del analogo del GLP-1 proporcionado en esta invencion
tiene la misma funciéon que la del GLP-1 humano y tiene una semivida mas larga in vivo comparado con GLP-1
humano.

La presente invencidon también pretende proporcionar una composicion farmacéutica que comprende dicho derivado
del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de diabetes
mellitus no dependiente de insulina, diabetes dependiente de insulina y obesidad.

Los objetivos de la presente invencion se consiguen mediante las siguientes soluciones técnicas. La presente

invencion proporciona una serie de derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en donde la secuencia de aminoacidos de dicho analogo del GLP-1 se selecciona de:

His-(D)-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Nle-Glu-Glu-
Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-GIn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys;
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His-(D)-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-
Glu-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-
Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID No.3);
His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Glu-
Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-
Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID No.4);
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-
Ala-Ala-Glu-Phe-Ile-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Gly-
Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID No.5);
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-
Ala-Ala-Glu-Phe-Ile-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Sar-
Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID No.6);
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Gln-
Ala-Ala-Glu-Phe-Ile-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Gly-
Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID No.7); y
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Gln-
Ala-Ala-Glu-Phe-lle-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Sar-
Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID No.8),

en donde los derivados de dicho analogo del GLP-1 contienen un sustituyente lipofilico de férmula R1(CH2)a-CO-, en

el que R1 se selecciona de CHs- y HOOC-, n es un numero entero seleccionado de 8-25, en donde el sustituyente

g%o;igf;%gearﬁ(;‘grmula R1(CH2)a-CO- y el grupo amino a del Lys C-terminal del anélogo del GLP-1 estan unidos por

La presente divulgacion proporciona una serie de derivados del analogo del GLP-1 que tienen una secuencia de
aminoacidos de férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

X1-X2-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-X10-Ser-X12-X13-X14-Glu-X16-
X17-Ala-X19-X20-X21-Phe-1le-X24-Trp-Leu-X27-X28-X29-X30-X31-X32-
X33-X34-X35-X36-X37-X38-X39-Lys

)

en donde dichos derivados del analogo del GLP-1 contienen un sustituyente lipofilico de formula R1(CH2),-CO-, en el
que R1 se selecciona de CHs- y HOOC-, n es un numero entero seleccionado de 8-25, X1, X2, X10, X12, X13, X14,
X16, X17, X19, X20, X21, X24, X28, X29, X30, X31, X32, X33, X34, X35, X36, X37, X38 y X39 se seleccionan
independientemente de cualquier aminoacido natural o no natural o los segmentos peptidicos que consisten en
cualquier aminoacido natural o no natural.

Los derivados de dicho analogo del GLP-1 se refieren a un nuevo péptido GLP-1 obtenido mediante la sustitucion
parcial de aminoacidos o la extensién en el terminal C del péptido GLP-1 (7-37) humano que sirve como un
precursor, que comprende GLP-1 (7-36) amida y GLP-1 (7-37), que tiene la misma funcién que la del GLP-1
humano.
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Los derivados mencionados se refieren a la modificacion quimica de los residuos de aminoacidos del analogo del
GLP-1 mediante el uso de sustituyentes lipofilicos, en donde una modificacion tipica es formar una amida o un éster,
preferiblemente, para formar una amida.

En una realizacion preferida de la invencion, el sustituyente lipofilico de férmula R1(CHz2)»-CO- y el grupo amino de
los residuos de aminoacidos del analogo del GLP-1 estan unidos por un enlace amida, en el que R+ se selecciona de
CHs- y HOOC-, y n es un numero entero seleccionado de 8-25.

En otra realizacién preferida de la invencion, el sustituyente lipofilico de férmula R1(CH2)r-CO- y el grupo amino € de
Lys en el C-terminal del analogo del GLP-1 estan unidos por un enlace amida, en el que R1 se selecciona de CHs- y
HOOC-, y n es un nimero entero seleccionado de 8-25.

En otra realizacién preferida méas de la invencién, el sustituyente lipofilico de formula R1(CH2),-CO- y el grupo amino
a de Lys en el C-terminal del analogo del GLP-1 estan unidos por un enlace amida, en el que R1 se selecciona entre
CHs y HOOC, y n es un numero entero seleccionado entre 8-25, y 14 es el mas preferido.

En otra realizacién preferida de la invencion, X1 en la secuencia de aminoacidos del analogo del GLP-1 se
selecciona de L-His y D-His; X2 se selecciona de Ala, D-Ala, Gly, Val, Leu, lle, Lys y Aib; X10 se selecciona de Val y
Leu; X12 se selecciona de Ser, Lys y Arg; X13 se selecciona de Tyr y GIn; X14 se selecciona de Leu y Met; X16 se
selecciona de Gly, Glu y Aib; X17 se selecciona de GIn, Glu, Lys y Arg; X19 se selecciona de Ala y Val; X20 se
selecciona de Lys, Glu y Arg; X21 se selecciona de Glu y Leu; X24 se selecciona de Val y Lys; X27 se selecciona de
Val y Lys; X28 se selecciona de Lys, Glu, Asn y Arg; X29 se selecciona de Gly y Aib; X30 se selecciona de Arg, Gly
y Lys; X31 se selecciona de Gly, Ala, Glu, Pro y Lys; X32 se selecciona de Lys y Ser; X33 se selecciona de Lys y
Ser; X34 se selecciona de Gly, Ala y Ser; X35 se selecciona de Gly, Ala y Ser; X36 se selecciona de Pro y Gly; X37
se selecciona de Pro y Gly; X38 se selecciona de Pro y Gly; X39 se selecciona de Sery Tyr.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos del analogo del GLP-1 se
selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 120.

En oftra realizacion preferida de la presente invencion, el sustituyente lipofilico de férmula R1(CH2)a-CO- y el grupo
amino de los residuos de aminoacidos del analogo del GLP-1, de los cuales la secuencia se selecciona del grupo
que consta de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 120, estan unidos por un enlace amida, en el que R1 se selecciona
de CHs- y HOOC-, y n es un numero entero seleccionado de 8-25.

En una realizacién mas preferida de la presente invencion, el sustituyente lipofilico de formula R1(CH2),-CO- y el
grupo amino ¢ de la Lys C-terminal del analogo del GLP-1, seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1
a la SEQ ID NO: 120, estan unidos por un enlace amida, en el que R1 se selecciona entre CHz y HOOC-, y n es un
numero entero seleccionado de 8-25.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, el sustituyente lipofilico de férmula R1(CH2)»-CO- vy el
grupo a amino de la Lys C-terminal del analogo del GLP-1, seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1
a la SEQ ID NO: 120, estan unidos por un enlace amida, en el que R1 se selecciona de CHz y HOOC-, y n es un
nuamero entero seleccionado de 8-25, preferiblemente n se selecciona de 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 22, lo mas
preferiblemente, n es 14.

En una realizacién mas preferida de esta invencion, el sustituyente lipofilico de féormula R1(CH2),-CO- y el grupo
amino a de la Lys C-terminal del andlogo del GLP-1, seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 a la
SEQ ID NO: 20, estan unidos por un enlace amida, en el que R1 se selecciona entre CHz y HOOC-, y n es un
numero entero seleccionado de 8-25, preferiblemente n se selecciona de 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 22, lo mas
preferiblemente, n es 14.

En otra realizacion mas preferida de esta invencion, el sustituyente lipofilico de formula R1(CH2)»-CO- y el grupo
amido a de Lys C-terminal del analogo del GLP-1, seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 ala SEQ
ID NO: 8, estan unidos por un enlace amida, en el que R1es CHz y n es 14.

Los derivados de los analogos del GLP-1 proporcionados en esta invencion pertenecen a compuestos anféteros y
los expertos en la técnica pueden convertirlos en sales al usar compuestos acidos o alcalinos con tecnologias
conocidas, en donde los acidos que se usan generalmente para la formacion de sales de adiciéon de acidos son:
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido p-toluenosulfénico, acido
metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenil sulfénico, acido carbdénico, acido succinico, acido citrico, acido
benzoico, acido acético; las sales comprenden sulfato, pirosulfato, trifluoroacetato, sulfito, bisulfito, fosfato, bifosfato,
fosfato dihidrico, metafosfato, pirofosfato, bromuro, yoduro, acetato, propionato, octanoatos, acrilato, formiato, acido
isobutirico, hexanoato, enantatos, malonato, succinato, suberato, fumarato, maleato, 1,4-butinodioato, 1,6-
hexinodioato, benzoato, cloro-benzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato,
fenilacetato, fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, y-hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato,
propanosulfonato, 1-naftol-sulfonato, 2-naftol-sulfonato, mandelato y similares, preferiblemente trifluoroacetato. Las
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sustancias alcalinas también se pueden convertir en sales con derivados de los analogos del GLP-1, en donde las
sustancias alcalinas comprenden amonio, hidroxidos de metales alcalinos o metales alcalinotérreos, y carbonato,
bicarbonato, tipicamente hidroxido de sodio, hidréoxido de potasio, hidréxido de amonio, carbonato de sodio,
carbonato de potasio y similares.

Las composiciones farmacéuticas que contienen derivados del GLP-1 de acuerdo con la invencion se pueden usar
para tratar pacientes que necesitan este tratamiento mediante la administracion parenteral. La administracion
parenteral puede elegirse a partir de inyecciones subcutaneas, intramusculares o intravenosas. Los derivados del
GLP-1 de la invencion también pueden administrarse por via transdérmica, tal como la administracién a través de un
parche (preferiblemente un parche de iontoforesis) y la administracion a través de la mucosa.

Las composiciones farmacéuticas que contienen los derivados del GLP-1 de la invencion se pueden preparar
mediante técnicas comunes en el arte de la industria farmacéutica. Estas técnicas comprenden la disolucién y
mezcla adecuadas de los componentes para obtener las composiciones finales deseadas. Por ejemplo, los
derivados del GLP-1 se disuelven en una cierta cantidad de agua, en donde el volumen de agua es ligeramente
menor que el volumen final de la composicién obtenida. Agentes isotdnicos, conservantes, surfactantes y
reguladores se agregan segun la necesidad, en donde dichos agentes isoténicos son cloruro de sodio, manitol,
glicerol, propilenglicol, azucar o alditol. Dichos conservantes son fenol, orto-cresol, para-cresol, meta-cresol, éster de
metilparahidroxibenzoato, alcohol bencilico. Dichos agentes reguladores apropiados son acetato de sodio, carbonato
de sodio, glicina, histidina, lisina, dihidrégeno fosfato de sodio, hidrogeno fosfato disédico, fosfato de sodio. Dichos
tensioactivos son Poloxamero, Poloxamero 188, Poloxamero 407, Tween 80 y Tween 20. Si es necesario, las
soluciones acuosas de acidos como el &cido clorhidrico o alcalinas como la soluciéon de hidroxido de sodio se
agregan para ajustar los valores de pH de las soluciones, y finalmente el volumen de la solucion se ajusta
agregando agua para obtener la concentracion requerida. Ademas de dichos componentes, las composiciones
farmacéuticas de la invencion también comprenden suficientes aminoacidos basicos u otros reactivos alcalinos que
tienen la misma funcién para disminuir los agregados formados por la composicién durante el almacenamiento, tales
como lisina, histidina, arginina, imidazol durante el almacenamiento.

Los derivados de los analogos del GLP-1 de la invencion se sintetizan manualmente, en donde la resina es resina
HMPA-AM, el grupo amino a de los derivados de aminoacidos esta protegido por el Fmoc (fluoreno formil carbonilo),
el cadena lateral tiol de la cisteina, la cadena lateral amido de glutamina, la cadena lateral imidazol de la histidina
estan protegidos por Trt (trifenilmetilo), la cadena lateral guanidilo de la arginina esta protegida por Pbf (2,2,4,6,7-
pentametil-dihidrobenzofuran-5-sulfonilo), la cadena lateral indolilo de triptéfano y la cadena lateral del grupo amino
de la lisina estan protegidos por Boc (terc-butoxicarbonilo), la cadena lateral hidroxilo de treonina, la cadena lateral
fenilol de tirosina, la cadena lateral hidroxilo de la serina estan protegidas por tBu (terc-butilo). El carboxilo de los
aminoacidos C-terminales de la cadena peptidica unica de los derivados peptidicos miméticos de eritropoyetina que
se sintetizaran se conecta con una resina insoluble de alto peso molecular (resina amino Rink) a través de enlaces
covalentes, y luego, los aminoacidos se unen a un portador en fase sélida que actian como componentes amino, el
grupo de proteccion amino se elimina con una solucién de hexahidropiridina/DMF al 20%, y luego reacciona con
derivados de aminoacidos en exceso para enlazar una cadena peptidica larga. La operacion (condensacion —
lavado — desproteccion — lavado — préxima ronda de condensacion) se repite para lograr la longitud deseada de
la cadena peptidica. Finalmente, la cadena peptidica se escinde de las resinas utilizando una mezcla de TFA:agua:
1,2-ditioglicol:triisopropilsilano (92,5:2,5:2,5:2,5), para obtener los derivados crudos de los analogos del GLP-1
mediante precipitacion en un éter. Los mondémeros peptidicos crudos se purifican utilizando una columna de fase
inversa C18 y obteniendo asi los derivados deseados de analogos del GLP-1. El método de prueba con ninhidrina se
uso para controlar la condensacion y las etapas de desproteccién. Es decir, cuando hay aminoacidos libres en la
cadena de resina-péptido, el reactivo de ninhidrina se mostrara azul y no mostrara ningun color cuando no haya
aminoacidos libres (el reactivo de ninhidrina en si es amarillo). Por lo tanto, después de que se completa la reaccion
de condensacion, si muestra amarillo a través de la prueba de ninhidrina (color del reactivo de Ninhidrina por si
mismo), entonces sugiere que la etapa de acoplamiento se completa y la operacion de desproteccion antes de que
se pueda realizar el siguiente acoplamiento de aminoacidos; Si la prueba muestra azul, sugiere que todavia hay
algunos aminoacidos libres en las cadenas peptidicas, y es necesario repetir la etapa de acoplamiento o cambiar el
agente de condensacién existente hasta que las resinas peptidicas muestren una prueba de amarillo a ninhidrina.

Descripcion detallada de la invencion

Para describir la presente invencion con mas detalle, se proporcionan los siguientes ejemplos. Sin embargo, la
presente invencion no debe interpretarse como limitada a las realizaciones expuestas en el presente documento.

Ejemplo 1 El método para la sintesis en fase sdélida de HS-20001
1. Preparacion de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

(1) secado e hinchamiento de la resina HMP-AM
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Se colocaron 50 g (30 mmol) de resina HMP-AM (0,6 mmol/g) secados durante 24 horas al vacio en una botella de
burbujeo de 2 litros, las resinas se hincharon con 500 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) durante 30 minutos, la
DMF fue retirada, las resinas se lavan con DMF durante 1 minuto, la etapa de lavado se repite dos veces.

(2) Preparacion de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

Acoplamiento de Fmoc-Lys (Mtt)-OH con la resina HMP-AM

Las resinas se lavan con 500 mL de DCM vy luego se repite la etapa de lavado dos veces. Se disuelven 56,2 g (90
mmol) de Fmoc-Lys (Mtt)-OH y 11,4 g (90 mmol) de DIC en 1 L de DCM, luego se agregan a la resina HMP-AM
hinchada, luego se agregan 366 mg (3 mmol) de DMAP para que reaccione durante 24 horas.

2) Lavado de la resina.

Después de la reaccion, la resina se lava alternativamente con DMF e IPA dos veces, se lava con DMF 3 veces.

3) Proteccion del hidroxilo

Se disuelven 15,3 g (150 mmol) de anhidrido acético y 19,4 g (150 mmol) de DIEA en 1L de DMF y se agregan a la
resina para reaccionar durante 10 minutos.

4) Lavado de la resina.

La resina se lava dos veces con 1 L de MeOH/DMF al 50%, DCM/DMF al 50%, y luego se lava con DCM tres veces
y con etanol deshidratado tres veces. Después de secarse al vacio, se obtiene la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM.

(3) Ensayos de carga de resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

Se colocan 5-10 mg de resina en forma precisa en 1 mL de solucidon de hexahidropiridina/DMF al 20%, se agita
durante 20 minutos, luego se toma 50 pL de sobrenadante con una pipeta y se diluye en 2,5 mL de DMF.

Muestras del blanco: se toman 50 pyL de Hexahidropiridina/DMF al 20% con una pipeta y se diluyen en 2,5 mL de
DMF.
El grado de sustitucion se calcula de la siguiente manera:

Sub = (A x 51)/(7,8 x m)
en la que A es el valor de absorcién de UV a 301 nm; m es el peso de la resina, la unidad es mg.
2. Secado e hinchamiento de la resina sintetizada en fase sdlida.
Se colocaron 50 g (20 mmol) de resina Fmoc-Lys (Mit)-HMPA-AM (0,4 mmol/g) secados al vacio durante 24 h en
una botella de burbujeo de 2 L, luego se agregaron 500 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) para hinchar la resina
durante 30 minutos, luego se retira la solucién de DMF.
3. Eliminacién del grupo protector 4- metiltrifenilmetilo (Mtt) de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMPA-AM
La resina se lava con 200 mL de DCM dos veces, luego se agregan 1.200 mL de TFA /DCM al 1% (el TFA esta en
un exceso de aproximadamente 8 veces) para eliminar el grupo protector Mtt durante 1 h, la resina se lava
alternativamente con 200 mL de N,N-diisopropil etilamina (DIEA)/DMF al 5%, y DMF tres veces, luego se lava con
DMF por tres veces.
4. Condensacién de acido palmitico.
Se disuelven 50 mmol de acido palmitico y 50 mmol de 3-(dietoxifosforiloxi)-1,2,3-fentriazina-4-cetona (DEPBT) en
400 mL de DMF, luego se agregan 100 mmol de DIEA y se agitan durante 3 minutos a temperatura ambiente, dicha
solucion se agrega a la resina, se hace reaccionar en bafos de agua a 37°C durante 2 h bajo atmésfera de Na.
Después de la reaccion, la solucidén de reaccion se retira, la resina se lava con DMF, alcohol isopropilico (IPA) y

DMF en forma sucesiva.

5. Eliminacion del grupo protector 9-Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonilo) de la resina Fmoc-Lys (acido N-ge-palmitico)-
HMPA-AM

Se colocan 200 mL de solucién de piperidina /DMF al 20% en una botella de burbujeo llena de resina Fmoc-Lys
(Mtt)-HMPA-AM, se hacen reaccionar durante 5 minutos y luego se extraen, luego se agregan 200 mL de solucion
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de piperidina/DMF al 20% para reaccionar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la reaccion, la
resina se lava con 200 mL de DMF cuatro veces.

6. Sintesis en fase sdlida de la cadena peptidica que hace parte de HS-20001
1) Condensacion de Fmoc-Ser(tBu)-OH

Se disuelven 50 mmol de Fmoc-Ser(tBu)-OH en 125 mL de 1-hidroxibenzo triazol (HOBt)/DMF 0,4M, luego se
agregan 125 mL N'-diisopropil carbodiimida (DIC)/DCM 0,4MN, para activar y se hace reaccionar durante 10 min a
temperatura ambiente; dicha solucidon se agrega a la resina, se hace reaccionar bajo la proteccion del nitrégeno a
temperatura ambiente y se usa ninhidrina para detectar y controlar el grado de la reaccion. Después de la reaccion,
se elimina la solucioén de reaccion; La resina se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva.

2) Extension de la cadena peptidica.

Se sintetiza el péptido de la resina HS-20001 de acuerdo con la secuencia de la cadena peptidica de HS-20001
desde el terminal amino (N-terminal) hasta terminal carboxi (C-terminal) (His-(D)-Ala-Glu)-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-
Leu-Ser-Lys-GIn-Nle-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-GIn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-
Pro-Ser), en donde las cantidades de aminoacidos y reactivos de condensacién son las mismas que las cantidades
de Fmoc-Ser(tBu)-OH, los aminoacidos protegidos son Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Gin(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Nle-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-
D-Ala-OH y Fmoc-His(Trt)-OH respectivamente, y se repiten las reacciones de condensacion y desproteccion.

3) Procesamiento posterior del péptido de la resina HS-20001

Dicho péptido de la resina HS-20001 obtenido en la etapa 2) se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva, se
lava con éter absoluto dos veces, luego se seca al vacio y se obtiene el péptido de la resina HS-20001.

4) Preparacion del péptido crudo de HS-20001

Las resinas peptidicas secas HS-20001 reaccionaron con lisado fresco, de acido ftrifluoroacético (TFA):
triisopropilsilano (TIS): agua = 95:2,5:2.5 (en volumen y 10 mL totales de lisado por gramo de resina seca) durante
4h a temperatura ambiente. La solucion de reaccion se filtra después de la reaccion, la resina se lava con TFA dos
veces, el filtrado se recoge y se combina, y se concentra hasta un1/3 del volumen original mediante evaporacion
rotatoria, HS-20001 se precipita y se lava con éter absoluto frio, después se centrifuga y se seca al vacio, se obtiene
HS-20001 cruda de color blanco.

5) Preparacion de HS-20001 con cromatografia liquida de fase inversa

Se disuelven 10 g de HS-20001 cruda en una cierta cantidad de agua, se filtran con un filtro de membrana de 0,45
um, luego se purifican con cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC), en donde la fase
movil es A TFA /H20 al 0,1%, B TFA/acetonitrilo al 0,1%,

en donde, la columna es la columna Denali C-18 (diametro de particula 8,3 ym, 5x30 cm), la temperatura de la
columna es de 45°C, la longitud de onda de deteccién es de 220 nm, el flujo es de 120 mL/min. Los picos del
producto se recogen, se concentran al vacio para eliminar la mayor parte del acetonitrilo, luego se obtiene 2,25 g del
producto de HS-20001 mediante liofilizacion, cuya pureza es del 98,5%, el rendimiento es del 22,5%.

Ejemplo 2: El método de sintesis en fase solida para HS-20002

1. Preparacion de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

Véase el Ejemplo 1.

2. Secado e hinchamiento de la resina sintetizada en fase sélida.

Se colocan 50 g (20 mmol) de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMPA-AM (0,4 mmol/g) secada durante 24 h al vacio en una
botella de burbujeo de 2 litros, la resina se hincha con 500 mL de DMF durante 30 minutos, luego se retira la
solucion de DMF.

3. Eliminacién del grupo protector Mtt de la resina Fmoc-Lys (Mit)-HMPA-AM

La resina se lava con 200 mL de DCM dos veces, se elimina el grupo protector Mtt agregando 1.200 mL de TFA

/DCM al 1% (el TFA esta aproximadamente 8 veces en exceso) durante 1 h, luego se lava con 200 mL de
DIEA/DMF al 5% y DMF alternativamente por tres veces, luego se lava con DCM por tres veces.
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4. Condensacion de acido palmitico

Se disuelven 50 mmol de acido palmitico y 50 mmol de DEPBT en 400 mL de DMF, y luego se agregan 100 mmol
de DIEA mediante agitacion para reaccionar durante 3 minutos a temperatura ambiente, dicha solucion se agrega a
la resina, se hace reaccionar en bafios de agua a 37°C bajo atmdsfera de N2 durante 2 horas. Después de la
reaccion, la solucion de reaccion se elimina y la resina se lava con DMF, alcohol isopropilico (IPA) y DMF en forma
sucesiva.

5. Eliminacién del grupo protector Fmoc de la resina HMPA-AM Fmoc-Lys (acido N-g-palmitico)

Se colocaron 200 mL de solucién de Piperidina/DMF al 20% en una botella de burbujeo llena con resina de Fmoc-
Lys (Mtt)-HMPA-AM, se retiré después de reaccionar durante 5 minutos, luego se agregaron 200 mL de solucion de
Piperidina/DMF al 20% para reaccionar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez completada la
reaccion, la resina se lava cuatro veces con 200 mL de DMF.

6. Método de sintesis en fase solida para la parte de la cadena peptidica de HS-20002
1) Condensacion de Fmoc-Ser(tBu)-OH

Se disuelven 50 mmol de Fmoc-Ser(tBu)-OH en 125 mL de HOBtDMF 0,4 M, luego se agregan 125 mL de
DIC/DCM 0,4 M para activar y hacer reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente; dicha soluciéon se
coloca en la resina y se hace reaccionar bajo atmdsfera de N2 a temperatura ambiente, y se usa la prueba con
ninhidrina para detectar y controlar el grado de la reaccién. Después de la reaccion, la soluciéon de reaccion se
elimina y la resina se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva.

2) Extension de la cadena peptidica.

Se sintetiza el péptido de la resina HS-20002 de acuerdo con la secuencia de la cadena peptidica de HS-20002
desde el N-amino (N-terminal) hasta el carboxi-terminal (C-terminal) (His-Gly-Glu-Gly- Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-
Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-  Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser),
en donde las cantidades de aminoacidos y reactivos de condensacién son las mismas que las de Fmoc-Ser(tBu)-
OH, los aminoacidos protegidos son Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Asn(Trt)-OH, Fmoc-Lys (Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-
Phe-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Gin (Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-
Thr(tBu)-OH y Fmoc-His(Trt)-OH respectivamente, y se repiten las reacciones de condensacion y desproteccion.

3) Procesamiento posterior del péptido de la resina HS-20002

Dicho péptido de la resina HS-20002 obtenido en la etapa 2) se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva, se
lava dos veces con éter absoluto, luego se seca al vacio, se obtiene finalmente el péptido de la resina HS-20002.

4) Preparacion del péptido crudo de HS-20002

El péptido de la resina HS-20002 seca se hace reaccionar con lisado fresco de acido trifluoroacético (TFA):
triisopropilsilano (TIS):agua:1,2-etanoditiol (EDT) = 94:1:2,5:2,5 (por volumen y 10 mL totales de lisado por gramo de
la resina seca) durante 4 horas a temperatura ambiente. La solucion de reaccion se filtra después de la reaccion, la
resina se lava con TFA dos veces, el filtrado se recoge y se combina, y se concentra hasta 1/3 del volumen original
mediante evaporacion rotatoria, HS-20002 se precipita con éter absoluto frio, después se centrifuga y se seca al
vacio, se obtiene HS-20002 cruda de color blanco.

5) Preparacion de HS-20002 con cromatografia liquida de fase inversa.

Se disuelven 10 g de HS-20002 cruda en una cierta cantidad de agua, se filtran con un filtro de membrana de 0,45
um, luego se purifica con cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC), en donde la fase
movil es A TFA/H20 al 0.1%, B TFA/acetonitrilo al 0,1%, en donde la columna es Denali C-18 (diametro de particula
8.3um, 5x30 cm), la temperatura de la columna es de 45°C, la longitud de onda de deteccion es de 220 nm, el flujo
es de 120 mL/min. Los picos del producto se recolectan, se concentran al vacio para eliminar la mayor parte del
acetonitrilo, luego se obtienen 2,1 g del producto de HS-20002 por liofilizacion, cuya pureza es del 98%, el
rendimiento es del 20,5%.

Ejemplo 3: Método de sintesis en fase sélida para HS-20003

1. Preparacion de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

Véase el Ejemplo 1.
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2. Secado e hinchamiento de la resina sintetizada en fase sdlida.

Se colocan 50 g (20 mmol) de resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMPA-AM (0,4 mmol/g) secados durante 24 h al vacio en una
botella de burbujeo de 2 litros, la resina se hincha con 500 mL de DMF durante 30 minutos, luego la solucién de
DMF se elimina.

3. Eliminacion del grupo protector Fmoc de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMPA-AM

Se afiaden 200 mL de solucion de piperidina/DMF al 20% a una botella de burbujas llena de resina Fmoc-Lys (Mtt)-
HMPA-AM, la solucién se elimina después de 5 min, y luego se agregan 200 mL de solucién de piperidina/DMF al
20% y se deja reaccionar durante otros 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la reaccion, la resina se
lava con 200 mL de DMF cuatro veces.

4. Condensacion del acido palmitico

Se disuelven 50 mmol de acido palmitico y 50 mmol de DEPBT en 400 mL de DMF, luego se agregan 100 mmol de
DIEA agitando para reaccionar durante 3 minutos a temperatura ambiente, dicha solucion se agrega a la resina, se
hace reaccionar en bafios de agua a 37°C bajo atmdsfera de N2 durante 2 horas. Después de la reaccion, la solucion
de reaccion se elimina y la resina se lava con DMF, alcohol isopropilico (IPA) y DMF en forma sucesiva.

5. Eliminacion del grupo protector Mtt de la resina de acido palmitico-Lys (Mtt)-HMPA-AM

La resina se lava con 200 mL de DCM dos veces, el grupo protector Mtt se elimina mediante la adicion de 1200 mL
de TFA/DCM al 1% (el TFA esta en un exceso de aproximadamente 8 veces) para reaccionar durante 1 h. La resina
se lava con 200 mL de DIEA/DMF al 5% y DMF alternativamente tres veces, luego se lava con DCM tres veces.

6. Método de sintesis en fase solida para la parte de la cadena peptidica de HS-20003
1) Condensacion de Fmoc-Ser(tBu)-OH

Se disuelven 50 mmol de Fmoc-Ser(tBu)-OH y 50 mmol de DEPBT en una cierta cantidad de DCM, luego se
agregan 100 mmol de DIEA para la activacion durante 3 minutos a temperatura ambiente; dicha solucion se agrega
a la resina, se hace reaccionar bajo atmosfera de N2 a temperatura ambiente y se usa ninhidrina para detectar y
controlar el grado de reaccién. Después de la reaccion, la solucién de reaccion se retira y la resina se lava con DMF,
IPA y DMF en forma sucesiva.

2) Extension de la cadena peptidica.

Se sintetiza el péptido de la resina HS-20003 de acuerdo con la secuencia de la cadena peptidica de HS-20003
desde el N-amino (N-terminal) al carboxi-terminal (C-terminal) (His-(D)-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-
Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Glu-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-  Arg-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-
Ser), en donde las cantidades de aminoacidos y reactivos de condensaciéon son las mismas que las de Fmoc-
Ser(tBu)-OH, los aminoacidos protegidos son Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys (Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH respectivamente,
y se repiten las reacciones de condensacion y desproteccion.

3) Procesamiento posterior del péptido de la resina HS-20003

Dicho péptido de la resina HS-20003 obtenida en la etapa 2) se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva, se
lava dos veces con éter absoluto, luego se seca al vacio y se obtiene finalmente el péptido de la resina HS-20003.

4) Preparacion del péptido crudo de HS-20003

El péptido de la resina HS-20003 seca se hace reaccionar con lisado fresco de acido trifluoroacético (TFA):
triisopropilsilano (TIS):agua = 95:2,5:2,5 (en volumen y 10 mL totales de lisado por gramo de resina seca) durante 4
h a temperatura ambiente. La solucidon de reaccion se filtra después de la reaccion, la resina se lava con TFA dos
veces, el filtrado se recoge y se combina, y se concentra hasta un 1/3 del volumen original a través de evaporacion
rotatoria, se precipita HS-20003 con éter frio con agitacion, después de la centrifugacion y secado al vacio, se
obtiene finalmente el crudo blanco HS-20003.

5) Preparacion de HS-20003 con cromatografia liquida de fase inversa.
Se disuelven 10 g de HS-20003 cruda en una cierta cantidad de acido acético/agua al 20% vy se agitan durante al

menos 4 h, luego se filtra con un filtro de membrana de 0,45 um, luego se purifica con cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase inversa (RP-HPLC), en donde la fase movil es A TFA/H20 al 0,1%, B TFA/acetonitrilo al 0,1%,
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en donde, la columna es Denali C-18 (diametro de particula 8,3 uym, 5x30 cm), la temperatura de la columna es de
45°C, longitud de onda de deteccion es de 220 nm, el flujo es de 120 mL/min. Los picos del producto se recogen, se
concentran con descompresién para eliminar la mayor parte del acetonitrilo, luego se obtienen 2,5 g del producto de
HS-20003 mediante liofilizacion, cuya pureza es del 98,5%, el rendimiento es del 25%.

Ejemplo 4: El método de sintesis en fase solida para HS-20004
1. Preparacion de resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

Véase el Ejemplo 1.

2. Secado e hinchamiento de la resina sintetizada en fase sdlida.

Se colocaron 50 g (20 mmol) de resina Fmoc-Lys (Mtt)}-HMPA-AM (0,4 mmol/g) secados durante 24 h al vacio en
una botella de burbujeo 2L, se agregaron 500 mL de DMF para hinchar la resina durante 30 minutos, se elimina la
solucion de DMF.

3. Eliminacién del grupo protector Fmoc de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMPA-AM

Se afiaden 200 mL de solucion de piperidina/DMF al 20% a una botella de burbujas llena de resina Fmoc-Lys (Mtt)-
HMPA-AM, y luego se elimina después de 5 min, y luego se agregan 200 mL de solucion de piperidina/DMF al 20%
para reaccionar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la reaccion, la resina se lava con 200 mL
de DMF cuatro veces.

4. Condensacion del acido palmitico

Se disuelven 50 mmol de acido palmitico y 50 mmol de DEPBT en 400 mL de DMF, y luego se agregan 100 mmol
de DIEA agitando durante 3 minutos a temperatura ambiente, dicha solucién se agrega a la resina, se hace
reaccionar en bafios de agua a 37°C bajo atmosfera de N2 durante 2 horas. Después de la reaccion, la solucion de
reaccion se elimina y la resina se lava con DMF, alcohol isopropilico (IPA) y DMF en forma sucesiva.

5. Eliminacién del grupo protector Mtt de la resina de acido palmitico-Lys (Mtt)-HMPA-AM

La resina se lava con 200 mL de DCM dos veces, se elimina el grupo protector Mtt agregando 1.200 mL de
TFA/DCM al 1% (el TFA esta aproximadamente 8 veces en exceso) para reaccionar durante 1 h, luego se lava con
DIEA/DMF al 5% y DMF alternativamente por tres veces, luego se lava con DCM por tres veces.

6. Método de sintesis en fase sdlida para la parte de la cadena peptidica de HS-20004
1) Condensacion de Fmoc-Ser(tBu)-OH

Se disuelven 50 mmol de Fmoc-Ser(tBu)-OH y 50 mmol de DEPBT en una cierta cantidad de DCM, luego se
agregan 100 mmol de DIEA para activacién durante 3 minutos a temperatura ambiente; dicha soluciéon se agrega a
la resina, se hace reaccionar bajo atmosfera de N2 a temperatura ambiente y se usa ninhidrina para detectar y
controlar los grados de la reaccion. Después de la reaccion, la solucion de reaccion se elimina; la resina se lava con
DMF, IPA y DMF en forma sucesiva.

2) Extension de la cadena peptidica

Se sintetiza el péptido de la resina HS-20004 de acuerdo con la secuencia de la cadena peptidica de HS-20004
desde el N-amino (N-terminal) al carboxi-terminal (C-terminal) (His-Aib-Glu-Gly)-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-
Tyr-Leu-Glu-Glu-Glu-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser), en
donde las cantidades de aminoacidos y reactivos de condensacion son las mismas que las de Fmoc-Ser(tBu)-OH,
los aminoacidos protegidos son Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-
Lys (Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Aib-OH y Fmoc-His(Trt)-OH
respectivamente y se repiten las reacciones de condensacion y desproteccion.

3) Procesamiento posterior del péptido de la resina HS-20004

Dicho péptido de la resina HS-20004 obtenido en la etapa 2) se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva, se
lava dos veces con éter absoluto, luego se seca al vacio, finalmente se obtiene el péptido de la resina HS-20004.

4) Preparacion del péptido crudo de HS-20004
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El péptido de la resina HS-20004 seco se hace reaccionar con lisado fresco de acido trifluoroacético (TFA):
triisopropilsilano (TIS): agua = 95:2,5:2,5 (en volumen y 10 mL totales de lisado por gramo de resina seca) durante 4
h a temperatura ambiente. La solucidon de reaccion se filtra después de la reaccion, la resina se lava con TFA dos
veces, el filtrado se recoge y se combina, y se concentra a 1/3 del volumen original a través de evaporacién
rotatoria, se precipita HS-20004 con éter frio bajo agitacion, después de la centrifugacion y secado al vacio, se
obtiene finalmente HS-20004 como un crudo blanco.

5) Preparacion de HS-20004 con cromatografia liquida de fase inversa

Se disuelven 10 g de HS-20002 en bruto en una cierta cantidad de acido acético/agua al 20% y se agitan durante al
menos 4 h, luego se filtran con un filtro de membrana de 0,45 pm, luego se purifican con cromatografia liquida de
alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC), en donde la fase movil es A TFA/H20 al 0,1%, B TFA/acetonitrilo al
0,1%, el gradiente es el siguiente: en donde, la columna es la columna Denali C-18 (diametro de particula 8,3 ym, 5
x 30 cm), la temperatura de la columna es de 45°C, la longitud de onda de deteccion es de 220 nm, la velocidad de
flujo es de 120 mL/min. Los picos del producto se recolectan, se concentran al vacio para eliminar la mayor parte del
acetonitrilo, luego se obtiene, 2,25 g del producto de HS-20004 por liofilizacion, cuya pureza es de 98,5%, el
rendimiento es de 22,5%.

Ejemplo 5: El método de sintesis en fase sélida para HS-20005

El método de preparacion de HS-20005 es el mismo que el descrito en el ejemplo 4, en donde la diferencia es que la
secuencia de aminoacidos se reemplaza con la SEQ ID NO: 5, y se obtienen 2,5 g de producto HS-20005, del cual
la pureza es de 98,5%, el rendimiento es de 25%.

Ejemplo 6: El método de sintesis en fase sélida para HS-20006

El método de preparacion de HS-20006 es el mismo que el descrito en el ejemplo 4, en el que la diferencia es que la
secuencia de aminoacidos se reemplaza con la SEQ ID NO: 6, y se obtienen 2,25 g del producto HS-20006, de los
cuales la pureza es de 98,5%, el rendimiento es de 22,5%.

Ejemplo 7: El método de sintesis en fase solida para HS-20007

El método de preparacion de HS-20007 es el mismo que el descrito en el ejemplo 4, en el que la diferencia es que la
secuencia de aminoacidos se reemplaza con la SEQ ID NO: 7, y se obtienen 2,1 g del producto HS-20007, de los
cuales la pureza es del 98%, el rendimiento es del 20,5%.

Ejemplo 8: El método de sintesis en fase sélida para HS-20008

El método de preparacion de HS-20008 es el mismo que el descrito en el ejemplo 4, en donde la diferencia es que la
secuencia de aminoacidos se reemplaza con la SEQ ID NO: 8, y se obtienen 2,5 g de producto HS-20008, del cual
la pureza es de 98,5%, el rendimiento es de 25%.

Ejemplo de referencia del método de sintesis en fase soélida para Liraglutida.

1. Preparacion de la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

(1) Secado e hinchado de la resina HMP-AM.

Se colocan 50 g (30 mmol) de resina HMP-AM (0,6 mmol/g) secada durante 24 h al vacio en una botella de burbujeo
de 2 L, se afiaden 500 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) para hinchar la resina durante 30 minutos, la solucién de
DMF se retira, se agrega DMF para lavar la resina durante 1 minuto, la etapa de lavado se repite dos veces.

(2) Preparacion de resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

1) Acoplamiento de resina Fmoc-Lys (Mtt)-OH y HMP-AM

La resina se lava con 500 mL de DCM tres veces, se disuelven 56,2 g (90 mmol) de Fmoc-Lys (Mtt)-OH y 11,4 g (90
mmol) de DIC en 1 L de DCM, luego se agregan a la resina HMP-AM hinchada, luego se agregan 366 mg (3 mmol)
de DMAP para dejar reaccionar durante 24 h;

2) Lavado de la resina.

Después de la reaccion, la resina se lava alternativamente con DMF e IPA dos veces, se lava con DMF 3 veces.

3) Proteccion de hidroxilo

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2694 394 T3

Se disuelven 15,3 g (150 mmol) de anhidrido acético y 19,4 g (150 mmol) de DIEA en 1 L de DMF y se agregan a la
resina para reaccionar durante 10 minutos.

4) Lavado de la resina

La resina se lava con 1 L de MeOH/DMF al 50%, DCM/DMF al 50% dos veces, se lava con DCM tres veces, se lava
con etanol absoluto tres veces y luego se seca al vacio para obtener la resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM.

(3) Ensayos de carga de resina Fmoc-Lys (Mtt)-HMP-AM

Se colocan 5 ~ 10 mg de resina en forma precisa en 1 mL de solucion de hexahidropiridina/DMF al 20%, se agita
durante 20 minutos, luego se toman 50 pL de sobrenadante con una pipeta y se diluye en 2,5 mL de DMF;

Muestras de blanco: se toman 50 pL hexahidropiridina/DMF al 20% con una pipeta y se diluye en 2,5 mL de DMF;

El grado de sustitucion se calcula de la siguiente manera:

Sub=(Ax%x51)/(7,8 x m)
en donde A es el valor de absorcién de UV a 301 nm; m es la cantidad de la resina, la unidad es mg.
2. Secado e hinchado de la resina de la sintesis en fase sdlida

Se colocan 50 g (20 mmol) de resina Fmoc-Gly-HMP-AM (0,4 mmol/g) secada durante 24 horas al vacio en una
botella de burbujeo de 2 litros, luego se agregan 500 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) para hinchar la resina
durante 30 minutos, la solucion DMF se elimina.

3. El método de sintesis en fase sdlida de la parte de la cadena peptidica de Liraglutida
1) Condensacion de Fmoc-Arg(Pbf)-OH

Se disuelven 50 mmol de Fmoc-Arg(Pbf)-OH en 125 mL de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt)/DMF 0,4 M, luego se
agregan 125 mL de N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC)/DCM 0,4 M para activar y reaccionar durante 10 minutos a
temperatura ambiente; dicha solucidon se agrega a la resina, se hace reaccionar bajo atmésfera de N2 a temperatura
ambiente, y se usa la prueba con ninhidrina para detectar y controlar los grados de la reaccién. Después de la
reaccion, la solucion de reaccion se retira; la resina se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva.

2) Extension de la cadena peptidica

El péptido precursor de Liraglutida se sintetiza de acuerdo con la secuencia de la cadena peptidica de Liraglutida
desde el N-amido (N-terminal) hasta el carboxi-terminal (C-terminal) (His-Ala-Glu-Gly-Thr- Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-
Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly), en donde las cantidades de
aminoacidos y reactivos de condensacién son las mismas que las de Fmoc-Arg(Pbf)-OH, los aminoacidos protegidos
son Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-
OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Lys (Mtt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-
Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH respectivamente, y se repiten las reacciones de condensacion
y desproteccion.

3) Eliminacion del grupo protector Mtt del péptido precursor de Liraglutida

La resina se lava con 200 mL de DCM dos veces, el grupo protector Mtt se elimina dos veces agregando 1.200 mL
de TFA/DCM al 1% (el TFA esta aproximadamente 8 veces en exceso) para reaccionar durante 1 h, la resina se lava
alternativamente con 200 mL de N,N-diisopropiletilamina (DIEA)/DMF al 5% y DMF tres veces, se lava 3 veces con
DMF.

4) Modificacion del péptido precursor de Liraglutida con &cido palmitico

Se disuelven 50 mmol de Fmoc-Glu-OtBu en 125 mL de 1-hidroxibenzo triazol (HOBt)/DMF 0,4 M, luego se agregan
125 mL de N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC)/DCM 0,4 M para activar y reaccionar durante 10 minutos a
temperatura ambiente; dicha solucién se agrega a la resina, se hace reaccionar bajo atmésfera de N2 a temperatura
ambiente y se usa ninhidrina para detectar y controlar los grados de la reaccién. Después de la reaccion, la solucion
de reaccion se retira, la resina se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva.

Se agregan 1 L de PIP/DMF al 20% para eliminar el grupo protector Fmoc durante 5 minutos, luego se retiran, luego

se agrega 1 L de PIP/DMF al 20% para eliminar el grupo protector Fmoc durante 20 minutos, luego se retiran, la
resina se lava con DMF cuatro veces.
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Se disuelven 50 mmol de acido palmitico y 50 mmol de 3-(dietoxifosforiloxi)-1,2,3-fentriazina-4-cetona (DEPBT) en
400 mL de DMF, luego se afiaden 100 mmol de DIEA para reaccionar durante 3 minutos bajo agitacion a
temperatura ambiente. La solucién se agrega a la resina, se hace reaccionar en bafios de agua a 37°C bajo
atmésfera de N2 durante 2 h. Después de la reaccidn, la solucion de reaccion se retira, la resina se lava con DMF,
alcohol isopropilico (IPA) y DMF en forma sucesiva.

4. Procesamiento posterior del péptido de la resina de Liraglutida.

Dicho péptido de la resina de Liraglutida obtenido en la etapa (2) se lava con DMF, IPA y DMF en forma sucesiva, se
lava tres veces con DCM, se lava dos veces con éter absoluto, luego se seca al vacio, se obtiene finalmente el
péptido de la resina de Liraglutida.

5. Preparacion de péptido crudo de Liraglutida

El péptido de la resina seca de Liraglutida se hace reaccionar con lisado fresco de acido trifluoroacético (TFA):
triisopropilsilano (TIS): agua = 95:2,5:2,5 (en volumen y 10 mL totales de lisado por gramo de resina seca) durante 4
h a temperatura ambiente. La soluciéon de reaccion se filtra después de la reaccion, la resina se lava con TFA dos
veces, el filtrado se recoge y se combina, se concentra a 1/3 del volumen original mediante evaporacion rotatoria, se
precipita la Liraglutida con éter absoluto frio, después de la centrifugacion y el secado al vacio, se obtiene HS-20001
como un el crudo blanco.

5) Preparacion de Liraglutida con cromatografia liquida de fase inversa

Se disuelven 10 g de Liraglutida cruda en una cierta cantidad de solucién de NH4HCO3, se filtran con un filtro de
membrana de 0,45 um, luego se purifican con cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC),
donde la fase mévil es A TFA/H20 al 0,1%. B TFA/acetonitrilo al 0,1%, en donde, la columna es la columna Denali C-
18 (diametro de particula 8,3um, 5 x 30 cm), la temperatura de la columna es de 45°C, la longitud de onda de
deteccion es de 220 nm, la velocidad de flujo es de 120 mL/min. Los picos del producto se recogen, se concentran
con descompresién para eliminar la mayor parte del acetonitrilo, luego se obtienen 2,25 g de producto de Liraglutida
por liofilizacion, cuya pureza es del 98%, el rendimiento es del 12,5%.

Ejemplo experimental 1: Prueba de la actividad agonista de los compuestos en el receptor del péptido de glucagon
tipo 1 (GLP1R)

El GLP1R es un receptor acoplado con la proteina Gs, cuya unién a los agonistas dara como resultado el aumento
de la concentracion de AMPc intracelular. En el presente experimento, se cotransfectan GLP1R y el plasmido del
gen informador de luciferasa regulado por elementos de respuesta de AMPc en células HEK293. Cuando el
compuesto se une al receptor y activa los receptores, la expresion de la luciferasa aumentara. El estado de
activacion del compuesto para GLP1R se puede aprender probando la actividad de la luciferasa.

No. de medicamentos analizados | Cantidad (mg) DMSO (uL) | Concentracion final (mM)
Liraglutida 2 53,31556 10
HS-20001 2 43,81871 10
HS-20002 2 43,91502 10
HS-20003 2 44,99387 10
HS-20004 2 44,8526 10
HS-20005 2 43,81871 10
HS-20006 2 43,91502 10
HS-20007 2 44,99387 10
HS-20008 2 44,8526 10

Procedimientos experimentales:

1. Las células HEK293 transfectadas de manera estable con GLP1R y el plasmido pCRE-Luc se implantan en una
placa de 96 pozos con la cantidad de 40.000 células/pozo/100 pL y se incuban a 37°C durante 24 h.

2. Se afiaden los compuestos o farmacos positivos que tienen un cierto gradiente de concentracion (3 pozos por
concentracion) y se incuban a 37°C durante 5 h. El control negativo es el disolvente DMSO.

3. Se toman 50 pL de medio de cultivo de cada pozo y se agregan 50 yL del sustrato de la luciferasa y luego se
someten a agitacion tipo voértice durante 10 minutos.

4. Se toman 80 pL de solucion de reaccion y se transfieren a una placa blanca de 96 pozos, luego se detectan en el
lector de microplacas Invision (instrumento de medicion de marcacion con enzimas).
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Los resultados experimentales: en comparacion con los compuestos positivos para Liraglutida, la actividad del
compuesto HS-20001 de la invencién es aproximadamente igual a la de los compuestos positivos, pero el HS-
20002-20008 muestra una actividad agonista mucho mejor.

Tabla 1. Valores de EC50 de la serie de compuestos:

Compuestos | EC50 (nM) Ci del 95% (nM) Velocidad méxima de
reaccion (%)

Liraglutida 0,014707 9,7266-012 a 2,223e-011 96,84616
HS-20001 0,013552 | 7,6757e-012 a 2,3963e-011 98,1013
HS-20002 | 0,0014145 | 1,2036e-012 a 1,6623e-012 87,99447
HS-20003 | 0,00071876 | 4,9657e-013 a 1,0404e-012 87,86082
HS-20004 | 0,00037259 | 2,1453e-013 a 6,4710e-013 90,81368
HS-20005 | 0,00023552 | 7,3567e-012 a 2,2346e-011 89,13468
HS-20006 | 0,00064358 | 1,3581e-012 a 1,4523e-012 87,4281

HS-20007 | 0,00054921 | 4,1354e-013 a 1,2514e-012 87,0389

HS-20008 | 0,00021002 | 2,2436e-013 a 6,0245e-013 88,4628

Ejemplo experimental 2: Prueba de la actividad in vivo

Los ratones db/db con diabetes tipo 2 se dividen en seis grupos segun la glucosa en sangre aleatoria y el peso
corporal (8 por grupo). Solucién salina fisiolégica, 3 o 10 ug/kg de nuevos compuestos de la serie HS (Liraglutida,
20001, 20002, 20003, 20004, 2005, 2006, 2007, 2008) se administran mediante inyeccion subcutanea Unica. La
glucosa en sangre aleatoria de los ratones se determina en un momento diferente después de la administracion.

Los sujetos animales utilizados en el experimento son ratones db/db, que son productos de una corporacion
estadounidense llamada Jackson y son conservados y reproducidos por el Instituto de Materia Médica de la
Academia de Ciencias China de Shanghai, cuyo Certificado de Conformidad es: SCXK(HU)2008-0017, peso
corporal: 35-50 g; Género: macho 85, hembra 86, criados en una sala de animales de grado SPF; Temperatura: 22-
24°C; Humedad: 45-80%; Luz: 150-300 Lx, 12 h dia se alterna con la noche.

Los farmacos de prueba del experimento son HS-20001, HS-20002, HS-20003, HS-20004, HS-20005, HS-20006,
HS-20007, HS-20008, Liraglutida (desarrollados por Novo Nordisk, como control positivo).

Método de preparacion: 1 botella del compuesto (2 mg/botella) se disuelve con agua doblemente destilada para
preparar una solucién incolora y transparente cuya concentracién es 2 mg/mL, luego la solucién se diluye a 0,6
pg/mL y 2 pg/mL con solucién salina fisiologica (inyeccion de cloruro de sodio, Double-Crane Pharmaceutical Co.,
Ltd. Anhui, nimero de lote: 080728 6C). El medidor de glucosa en sangre "ACCU-CHEK® Advantage" de Roche se
utiliza para determinar la glucosa en sangre.

Ajuste de la dosis y el grupo
Grupo de prueba 1:
Grupo de control: solucion salina fisioldgica

Grupo de Liraglutida de 3 ug/kg

Grupo de HS-20001: 3 ug/kg
Grupo de HS-20002: 3 pg/kg
Grupo de HS-20003: 3 pg/kg
Grupo de HS-20004: 3 pg/kg
Grupo de HS-20005: 3 pg/kg
Grupo de HS-20006: 3 ug/kg
Grupo de HS-20007: 3 ug/kg
Grupo de HS-20008: 3 ug/kg

Grupo de prueba 2:
Grupo de control: soluciéon salina fisiolégica.

Grupo de Liraglutida: 10 pg/kg

Grupo de HS-20001: 10 ug/kg
Grupo de HS-20002: 10 ug/kg
Grupo de HS-20003: 10 ug/kg
Grupo de HS-20004: 10 ug/kg
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Grupo de HS-20005: 10 ug/kg

Grupo de HS-20006: 10 pg/kg
Grupo de HS-20007: 10 pg/kg
Grupo de HS-20008: 10 pg/kg

Ruta y volumen de administracion: dosis de inyeccién subcutanea unica, el volumen de la dosis es de 5 mL/kg.
Método de prueba

Deteccion, agrupacion y administracion de ratones db/db con diabetes tipo 2

Grupo de prueba 1:

Los ratones 171 db/db (macho 85, hembra 86) se criaron en una jaula unica después del destete, alimentados con
una dieta alta en grasas. La glucosa aleatoria y en ayunas se mide después de que los ratones db/db tienen siete
semanas de edad. Se seleccionan 80 ratones db/db que se enfermaron y se dividen en 10 grupos segun la glucosa
aleatoria en sangre, la glucosa en sangre en ayunas y el peso corporal de la siguiente manera: grupo de control
modelo, grupos con Liraglutida - 3 ug/kg, grupo de HS-20001 - 3 ug/kg, grupo de HS-20002 - 3 ug/kg, grupo de HS-
20003 - 3 pg/kg, grupo de HS-20004 - 3 ug/kg, grupo de HS-20005 - 3 ug/kg, grupo de HS-20006 - 3 pg/kg, grupo de
HS-20007 - 3 pg/kg y grupo de HS-20008 - 3 pg/kg.

Grupo de prueba 2:

Se miden las glucosas aleatorias en sangre de ratones db/db. Se seleccionan 80 ratones db/db que se enfermaron y
se dividen en 10 grupos segun la glucosa aleatoria en sangre y el peso corporal de la siguiente manera: grupo de
control modelo, grupo de Liraglutida - 10 pg/kg, grupo de HS-20001 - 10 pg/kg, grupo de HS 20002 - 10 ugrkg,
grupo de HS-20003 - 10 pg/kg, grupo de HS-20004 - 10 pg/kg, grupo de HS-20005 - 10 pg/kg, grupo de HS-20006
- 10 pg/kg, grupo de HS-20007 - 10 ug/kg y grupo de HS-20008 - 10 pg/kg.

Cada grupo tiene 8 ratones, mitad macho y mitad hembra. Los animales de cada grupo se administran con los
compuestos de ensayo o el control de disolvente, respectivamente, a través de una inyeccidon subcutanea unica. La
glucosa en sangre aleatoria se determinaa 1 h, 2 h, 4 h, 8 h y 24 h después de la administracién y se calcula la tasa
de disminucién de la glucosa en sangre:

Disminucién de la glucosa en sangre = (glucosa en sangre del grupo de control - glucosa en sangre del grupo de
tratamiento)/glucosa en sangre del grupo control * 100%.

Los resultados experimentales

Prueba 1: Efecto de los nuevos compuestos de dosis bajas administrados mediante una dosis Unica en glucosa
aleatoria en sangre de ratones db/db

Los resultados se pueden ver en la Tabla 2 y en la Tabla 3. Los ratones db/db se administran con 3 pg/kg de HS-
20002, 20004, 20005, 20006, 20007 o 20008 a través de una inyeccién subcutanea unica, después de una hora, los
valores aleatorios de glucosa en sangre de dichos ratones disminuyen significativamente en comparacién con los del
grupo de control (P < 0,05), las tasas de disminucién son 24,51%, 15,00%, 14,00%, 14,25%, 13,98% y 13,90%
respectivamente; después de 2 h y 4 h desde la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre
mantienen un nivel mas bajo y tienen una diferencia significativa con respecto a los del grupo de control (P < 0,05);
después de 8 horas de la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre no tienen diferencias
significativas con respecto a los del grupo de control. Los ratones se administran con 3 ug/kg de HS-20003 mediante
inyeccion subcutanea, después de una hora, los valores aleatorios de glucosa en sangre disminuyen
significativamente en comparacion con los del grupo de control (P < 0,05), hasta el 17,33%, después de 2 h,4hy 8
h a partir de la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre no muestran diferencias significativas con
respecto a los del grupo de control. Después de administracion con 3 pg/kg de HS-20001 para ratones db/db a
través de una sola inyeccion subcutanea, los valores aleatorios de glucosa en sangre disminuyeron un poco en
comparacioén con los del grupo de control, pero no hubo diferencias significativas. Los valores de glucosa en sangre
al azar del grupo de ratones administrados con Liraglutida no tienen una disminucién significativa.

Tabla 2: Efecto de la administracion de los nuevos compuestos (mmol/L, X + s, n = 8) a través de una dosis Unica en
la glucosa aleatoria en sangre de ratones db/db en el mismo dia

Antes de Tiempo después de la administracion (h)
grupos administracion 1 2 3 4
control 25,14 £ 1,09 23,66 + 0,73 22,63 + 0,97 22,00 + 1,00 25,39 +1,08
Liraglutida - 3 pg/kg 25,11+ 2,33 21,78 £ 2,31 23,15+ 2,62 21,56 £ 1,37 23,93 £2,09
HS-20001 - 3 pg/kg 25,21 +£1,44 20,34 + 2,29 19,84 £1,76 20,74 £ 2,51 24,29 £ 1,60
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HS-20002 - 3 pg/kg 25,25 +1,57 17,86 + 1,90* 19,56 + 0,90* 18,10+ 0,79* 24,19+ 1,79
HS-20003 - 3 pg/kg 25,16 + 1,49 19,56 + 1,19* 19,44 £ 1,48 19,63 +1,12 25,59 £ 1,05
HS-20004 - 3 pg/kg 25,11+£1,63 20,11 +£1,28* 18,81 £ 1,50 17,98 £ 1,38* 23,30 £ 1,47
HS-20005 - 3 pg/kg 25,21+ 1,56 20,11 £1,19* 18,96 £ 1,50* 18,98 £ 1,48 22,36 £ 1,67
HS-20006 - 3 pg/kg 25,11 +1,49 20,36 + 1,25* 19,91 £1,70* 19,58 + 1,54~ 24,30 +£1,50
HS-20007 - 3 pg/kg 25,16 + 1,63 20,43 £1,19* 19,81 +1,610* 20,98 + 2,38* 23,42 £ 1,38
HS-20008 - 3 pg/kg 2511+1,58 20,56 * 1,30* 20,81 £1,70* 19,30 + 2,02* 22,41 +£1,51

* P <0,05, *™* P <0,01, en comparacioén con los del grupo de control

Tabla 3: La tasa de disminucién de la glucosa aleatoria en sangre (%, n = 8) de ratones db/db administrados con los
nuevos compuestos a través de una dosis Unica en el mismo dia

Tiempo después de administracién (h)

grupo 1 2 4 8

Liraglutida - 3 pg/kg 7.98% 2.32% 1,99% 5,76%
HS-20001 - 3 pg/kg 14,05% 12,32% 5,74% 4,33%
HS-20002 - 3 pg/kg 24,51% 13,54% 17,73% 4,73%
HS-20003 - 3 pg/kg 17,33% 14,09% 10,80% 11,03%
HS-20004 - 3 pglkg 15,00% 16,85% 18,30% 8,22%
HS-20005 - 3 pg/kg 14,00% 12,87% 10,53% 8,02%
HS-20006 - 3 pg/kg 14,25% 13,12% 10,86% 8,14%
HS-20007 - 3 pg/kg 13,98% 11,85% 9,30% 6,54%
HS-20008 - 3 pg/kg 13,90% 11,62% 8,90% 6,25%

Prueba 2: Efecto de los nuevos compuestos de dosis altas administrados en una sola dosis sobre la glucosa
aleatoria en sangre de ratones db/db

Los resultados se pueden observar en la Tabla 4 y en la Tabla 5. Se administré a los ratones db/db 10 ug/kg de HS-
20002 a través de una inyeccidon subcutanea Unica, después de una hora, los valores aleatorios de glucosa en
sangre de los ratones disminuyeron significativamente en comparacion con los del grupo control (P < 0,01); después
de 2 h, 4 h y 8 h desde la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre mantienen un nivel mas bajo,
en donde los valores a las 4 h después de la administracién son mas evidentes, de los cuales la tasa de disminucién
es de hasta 40,67% y es significativamente diferente de la del grupo de control (P < 0,001), hasta 24 horas después
de la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre siguen siendo significativamente mas bajos que los
del grupo de control. A los ratones se les administréo 10 ug/kg de HS-20003 a través de una inyeccion subcutanea
Unica, después de una hora, los valores aleatorios de glucosa en sangre disminuyeron significativamente en
comparacion con los del grupo de control (P < 0,01) y disminuyeron hasta un 23,62%, después de 2 h, 4 hy 8 h
desde la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre aun se mantienen en un nivel mas bajo,
después de 24 horas desde la administracion, no hay diferencias significativas en comparaciéon con el grupo de
control. A los ratones db/db se les administré 10 pg/kg de HS-20001 a través de una sola inyeccion subcutanea;
después de 2 h, los valores aleatorios de glucosa en sangre disminuyen significativamente en comparacion con los
del grupo de control, después de 4 h y 8 h desde la administracion, los valores aleatorios de glucosa en sangre aun
se mantienen en un nivel mas bajo, después de 24 horas desde la administracion, los valores aleatorios de glucosa
en sangre no muestran diferencias significativas con respecto a los del grupo de control. HS-20002, HS-20004, HS-
20005, HS-20006, HS-20007 o HS-20008 se administran a los ratones a través de una inyeccion subcutanea unica y
los valores aleatorios de glucosa en sangre disminuyen de forma inmediata y significativa, la tasa de disminucion es
de hasta 36,20%, 10 después de 2 h, después de 4 h y 8 h desde la administracién, los valores de glucosa en
sangre aun se mantienen en un nivel mas bajo, después de 24 h desde la administracién, no hay diferencia
significativa en comparacién con los del grupo control. Los valores de glucosa aleatoria en sangre de ratones del
grupo administrado con Liraglutida no tienen una disminucién significativa.
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Tabla 5: La tasa de disminucién de la glucosa aleatoria en sangre (%, n = 8) de los ratones db/db administrados con
los nuevos compuestos a través de una dosis Unica en el mismo dia
Tiempo después de administracién (h)

grupo 1 2 4 8 24

Liraglutida - 10 uglkg _ -5,29% 1,40% 7.19% 6,26% ~0,09%
HS-20001 - 10 uglkg  11,97% 26,50% 34,34% 20,36% 11,35%
HS-20002 - 10 ugkg __ 27,30% 28.71% 40,67% 24,74% 18,56%
HS-20003 - 10 uglkg __ 23,62% 25.93% 36,49% 26,12% 11,89%
HS-20004 - 10 uglkg _ 36,20% 27.82% 28.30% 23,32% 11,52%
HS-20005 - 10 ug/kg _ 37,58% 28,32% 29,12% 24.10% 12,46%
HS-20006 - 10 uglkg __ 38,12% 27,66% 29,78% 23,72% 13,66%
HS-20007 - 10 uglkg __ 36,72% 25.43% 26,54% 23,03% 12,16%
HS-20008 - 10 uglkg __ 35,49% 25.79% 27.33% 22.57% 14,58%

Conclusién de las pruebas:

La glucosa aleatoria en sangre de ratones db/db administrados con series de los nuevos compuestos de la invencion
a través de una sola inyeccion subcutanea puede disminuir significativamente; la glucosa aleatoria en sangre puede
disminuirse obviamente por HS-20002, HS-20003, HS-20004, HS-20005, HS-20006, HS-20007 y HS-20008 en una
dosis de 3 pg/kg. En donde, HS-20002 y HS-20004 muestran un efecto mucho mejor en la reduccién de la glucosa
aleatoria en sangre, la duracién del efecto hipoglucémico después de la inyeccién subcutanea unica esta
relacionada con la dosis, la duracion del efecto de HS-20002 y HS-20004 en la disminucion la glucosa aleatoria en
sangre en la dosis de 3 ug/kg es mas de 4 h, y la duracién del efecto de HS-20001, HS-20002, HS-20003, HS-
20004, HS-20005, HS-20006, HS-20007 y HS-20008 sobre la disminucién de la glucosa aleatoria en sangre en la
dosis de 10 ug/kg es mas de 8 h.

Listado de secuencias

<110> Jiangsu Hansoh Pharmaceutical Group Co., Ltd.
<120> Derivado de un analogo del GLP-1 o sus sales farmacéuticas y sus usos
<130> 890086CG

<160> 120

<170> PatentIn versién 3.2

<210> 1

<211> 42

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (2)..(2)
<223> Xaa representa D-Ala

<400> 1
His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Asn Leu Glu
1 5 10 15
Glu Glu Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Gln Gly Gly
20 25 30
Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Lys
35 40
<210> 2
<211> 40
<212> PRT

<213> artificial
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<400> 2
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr
1 5
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile
20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210>3
<211> 40
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa D-Ala

<400> 3
His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr
1 5
Glu Ala Ala Lys Glu Phe Ile
20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210>4
<211> 40
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa Aib

<400> 4
His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr
1 5
Glu Ala Ala Lys Glu Phe Ile
20
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210>5
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
10 15

Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
25 30

Lys
40

Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
10 15

Ala Trp Leu Val Arg Gly Gly Pro Ser
25 30

Lys
40

Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
10 15

Ala Trp Leu Val Arg Gly Gly Pro Ser
25 30

Lys
40
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<400> 5
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210>6
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 6
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210>7
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400>7
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 8
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 8

Gly

Glu
20

Pro

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro
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Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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His Ala Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro
35

<210>9
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 9
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 10
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 10
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 11
<211> 39
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Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val

Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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<212> PRT
<213> artificial

<400> 11
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His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Gly

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys

<210> 12
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<400> 12

His Ala Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Gly Pro
35

<210> 13
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 13
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 14
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

35

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Glu
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Glu
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)
<223> Xaa representa Aib

<400> 14
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 15
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 15
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 16
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 16
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 17
<211> 39
<212> PRT
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<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 17
His Ala Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu
20
Gly Xaa Pro Pro
35
<210> 18
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 18
His Ala Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu
20
Gly Gly Pro Pro
35
<210> 19
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 19
His Ala Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu
20
Gly Xaa Pro Pro
35
<210> 20
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial
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Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 20
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 21
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib
<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 21
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 22
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 22
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 23
<211> 39
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<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 23
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 24
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 24
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 25
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 25
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 26
<211> 39
<212> PRT

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro
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Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Xaa

10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

<400> 26

1 5

20
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 27
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

30

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Xaa

10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
30

<400> 27

1 5

20
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 28
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 28

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Gly

1 5

10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
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<210> 29
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 29
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 30
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 30
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 31
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar
<400> 31

His Ala Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro
35

Gly

Glu

20

Pro

Gly

Glu

20

Pro

Gly

Glu
20

Pro
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Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<210> 32
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Xaa

10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

<400> 32

1 5

20 25
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 33
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

30

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Xaa

10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

<400> 33

1 5

20 25
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 34
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<400> 34

33
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His Ala Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Gly Pro
35
<210> 35
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 35
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 36
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 36
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 37
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 37

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro
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Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 38
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

Gly

Glu
20

Pro
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Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

<400> 38
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 39
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 39

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Xaa

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
30

20

25

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys

35

<210> 40
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

35
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<400> 40

<210> 41
<211> 39

<212> PRT

ES 2694 394 T3

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 41

<210> 42
<211> 39

<212> PRT

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<400> 42

<210> 43
<211> 39

<212> PRT

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc

36
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<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 43
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 44
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 44
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 45
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 45

ES 2694 394 T3

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Glu
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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His Ala
1
Gln Ala
Gly Xaa
<210> 46
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 46
His Ala
1
Gln Ala
Gly Gly
<210> 47
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Glu

Ala

Pro
35

Glu

Ala

Pro
35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 47
His Ala
1
Gln Ala
Gly Xaa
<210> 48
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<400> 48

Glu

Ala

Pro
35

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Xaa
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 49
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 49
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 50
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 50
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 51
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu

20

Pro

Gly

Glu

20

Pro

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Xaa
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (34).

.(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 51

<210> 52
<211> 39

<212> PRT

His Ala Glu

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro
35

<213> artificial

<400> 52

<210> 53
<211> 39
<212> PRT

His Ala Glu

Gln Ala Ala

Gly Gly Pro
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 53

<210> 54
<211> 39
<212> PRT

His Ala Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro
35

<213> artificial

<400> 54

ES 2694 394 T3

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Gly
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Gly
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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His Ala Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Gly Pro
35
<210> 55
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 55
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 56
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 56
His Ala Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 57
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Xaa
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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ES 2694 394 T3

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 57
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Leu Glu Xaa
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 58
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 58
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 59
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 59
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 60
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<400> 60
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His Ala Glu Gly

1

Gln Ala Ala Glu

20

Gly Gly Pro Pro

<210> 61
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 61
His Ala
1
Gln Ala
Gly Xaa
<210> 62
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 62
His Ala
1
Gln Ala
Gly Gly
<210> 63
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 63

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Tyr Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<210> 64
<211> 39
<212> PRT

ES 2694 394 T3

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Tyr Met Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<400> 64

<210> 65
<211> 39
<212> PRT

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 65

<210> 66
<211> 39
<212> PRT

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<400> 66
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His Ala
1
Gln Ala
Gly Gly
<210> 67
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 67
His Ala
1
Gln Ala
Gly Xaa
<210> 68
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 68
His Ala
1
Gln Ala
Gly Gly
<210> 69
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 69

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Gln Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Gln Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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ES 2694 394 T3

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys

35
<210>70
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 70
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Tyr Met Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210> 71
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 71
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Tyr Met Glu Gly
1 5 10 15
Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30
Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35
<210>72
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<400> 72
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ES 2694 394 T3

His Lys Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

<210>73
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

20

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 73
His Lys
1
Gln Ala
Gly Xaa
<210> 74
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 74
His Lys
1
Gln Ala
Gly Gly
<210>75
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 75

25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<210> 76
<211> 39

<212> PRT

ES 2694 394 T3

His Leu Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)
<223> Xaa representa Aib

<400> 76

<210> 77
<211> 39

<212> PRT

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

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)
<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 77

<210>78
<211> 39

<212> PRT

His Lys Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial
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<400> 78

His Lys Glu Gly

1

Gln Ala Ala Glu

20

Gly Gly Pro Pro

<210>79
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 79
His Ile
1
Gln Ala
Gly Xaa
<210> 80
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 80
His Ile
1
Gln Ala
Gly Gly
<210> 81
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 81

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

49
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His Ile Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro
35
<210> 82
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 82
His Leu Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 83
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 83

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Xaa
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Ser Tyr Met Glu Gly

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20

25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys

35
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<210> 84
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 84
His Lys Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 85
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 85
His Ile Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 86
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 86

ES 2694 394 T3

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Met Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Gly
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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His
1
Gln
Gly
<210> 87
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 87
His
1
Gln
Gly
<210> 88
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Vval

Ala

Xaa

vVal

Ala

Gly

Glu

Ala

Pro
35

Glu

Ala

Pro

35

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 88

His Val Glu

1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro

<210> 89
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

35

<221> caracteristicas_misc

<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 89

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

Thr

Phe

Pro

Thr

Phe

Pro

ES 2694 394 T3

Phe

Ile

Ser

Phe

Ile

Ser

Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Gly
10 15

Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Lys

Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Glu
10 15

Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Glu

20

5

10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
30

25

Pro Pro Ser Lys
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ES 2694 394 T3

His Leu Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Xaa

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys

35

<210> 90
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 90
His Lys Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 91
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 91
His Lys Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 92
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Leu Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Gly
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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<400> 92
His Val Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 93
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 93
His Val Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Gly Pro
35
<210> 94
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 94
His Gly Glu
1
Gln Ala Ala
Gly Xaa Pro
35
<210> 95
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

Gly

Glu

20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

Gly

Glu
20

Pro

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<400> 95

ES 2694 394 T3

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Xaa

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20

25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys

35

<210> 96
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 96
His Ile Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu
20
Gly Xaa Pro Pro
35
<210> 97
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
<400> 97
His Ile Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu
20
Gly Gly Pro Pro
35
<210> 98
<211> 39
<212> PRT

<213> artificial

<220>

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Gln Met Glu Xaa
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 98
His Lys Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu

20
Gly Xaa Pro Pro
35

<210> 99

<211> 39

<212> PRT

<213> artificial

<400> 99
His Lys Glu Gly
1
Gln Ala Ala Glu

20
Gly Gly Pro Pro
35

<210> 100

<211> 39

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 100

His Ile Glu Gly
1

Gln Ala Ala Glu
20

Gly Xaa Pro Pro
35

<210> 101
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<221> caracteristicas_misc

ES 2694 394 T3

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Glu
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<223> Xaa representa Aib

<400> 101
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His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Xaa

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20

25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys

<210> 102
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

35

<221> caracteristicas_misc

<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 102
His Val
1

Gln Ala

Gly Xaa

<210> 103
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<400> 103
His Val

1

Gln Ala

Gly Gly

<210> 104
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro
35

Glu Gly

Ala Glu
20

Pro Pro

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Leu Glu Xaa
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys

Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Gly
5 10 15

Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
25 30

Pro Ser Lys
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<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 104

His Ile Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 105
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<400> 105

His Lys Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 106
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 106

His Ile Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 107
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial
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<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 107

His Lys Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Xaa
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 108
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 108

His Val Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Tyr Met Glu Xaa
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<210> 109

<211> 39

<212> PRT

<213> artificial

<400> 109
His Lys Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35
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<210> 110
<211> 39
<212> PRT
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<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 110

<210> 111
<211> 39
<212> PRT

His Ile Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<400> 111

<210> 112
<211> 39
<212> PRT

His Lys Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Glu
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)
<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 112

60



10

15

20

25

30

35

His Xaa Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro
35

<210> 113
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<400> 113

His Lys Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Gly Pro
35

<210> 114
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 114
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Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Glu
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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<210> 115
<211> 39

<212> PRT
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His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Leu Glu Xaa
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<400> 115

<210> 116
<211> 39

<212> PRT

His Ile Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)
<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)
<223> Xaa representa Sar

<400> 116

<210> 117
<211> 39

<212> PRT

His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys
35

<213> artificial

<400> 117
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His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Glu

1

5 10 15

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys

20 25 30

Gly Gly Pro Pro Pro Ser Lys

35

<210> 118
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 118

His Xaa Glu

1

Gln Ala Ala

Gly Xaa Pro

35

<210> 119
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib
<400> 119

His Lys Glu
1

Gln Ala Ala

Gly Gly Pro
35
<210> 120
<211> 39
<212> PRT

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Glu
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys

Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Xaa
5 10 15

Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
20 25 30

Pro Pro Ser Lys
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<213> artificial

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa representa Aib

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (34)..(34)

<223> Xaa representa Sar

<400> 120

His Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Lys Gln Met Glu Xaa

1

Gln Ala Ala Glu Phe Ile Val Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Lys Lys
30

20

5

ES 2694 394 T3

Gly Xaa Pro Pro Pro Ser Lys

35
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que la secuencia de
aminoacidos de dicho analogo del GLP-1 se selecciona de:

His-(D)-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Nle-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-GIn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-
Lys;
His-(D)-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Glu-Ala-Ala-
Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys
(SEQ ID No.3);

His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Glu-Ala-Ala-Lys-
Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys
(SEQ ID No.4);

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Glu-
Phe-lle-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Gly-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID
No.5);

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Glu-
Phe-lle-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Sar-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys ~ (SEQ
ID No.6);

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Gin-Ala-Ala-Glu-
Phe-lle-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Gly-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys (SEQ ID
No.7); y

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Glu-Gln-Ala-Ala-Glu-
Phe-lle-Val-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly-Lys-Lys-Gly-Sar-Pro-Pro-Pro-Ser-Lys ~ (SEQ
ID No.8),
en el que el derivado de dicho analogo del GLP-1 contiene un sustituyente lipofilico de formula R1(CH2),-CO-, en el
que R1 se selecciona de CHs y HOOC-, n es un numero entero seleccionado de 8-25, en donde el sustituyente

lipofilico de férmula R1(CH2)n-CO- y el grupo amino a del Lys C-terminal del analogo del GLP-1 estan unidos por un
enlace amida.

2. Los derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacion 1, en
los que R1 es CHs-, y n es un numero entero seleccionado de 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 y 22.

3. Los derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacién 2, en
los que R1 es CHs-y nes 14.

4. Los derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacion 1, en
donde R1 es HOOC-, y n es un nimero entero seleccionado de 14, 16, 18, 20 y 22.

5. Los derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacién 4, en
los que R1 es HOOC-, y n es 14.

6. El derivado del anadlogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacion 1, en el
que la secuencia de aminoacidos del analogo del GLP-1 es la SEQ ID NO: 4.

7. Una composicion farmacéutica que comprende:
(1) una cantidad terapéuticamente eficaz de los derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente

aceptable del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, y
(2) un excipiente o portador del farmaco farmacéuticamente aceptable.
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8. Uso de los derivados del analogo del GLP-1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de cualquiera de
las reivindicaciones 1-6 o la composicién farmacéutica de la reivindicacién 7 en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de la diabetes mellitus no dependiente de insulina, diabetes insulinodependiente u obesidad.
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