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ES 2767705 T3

DESCRIPCION
Nuevos analogos de glucagon
Campo técnico

La presente invencion se refiere a nuevos analogos de péptidos de glucagon, al uso de dichos péptidos en la terapia,
a los métodos de tratamiento que comprenden la administracion de dichos péptidos a pacientes, y al uso de dichos
péptidos en la fabricacion de medicamentos.

Antecedentes de la invencion

El control preciso de los niveles de glucosa en sangre es de vital importancia para los humanos, asi como también
para otros mamiferos. Esta bien establecido que las dos hormonas insulina y glucagén son importantes para mantener
los niveles correctos de glucosa en sangre. Mientras que la insulina actua en el higado y los tejidos periféricos al
reducir los niveles de glucosa en sangre a través de una mayor captacion periférica de glucosa y una menor produccion
de glucosa del higado, el glucagdn actua principalmente en el pancreas y el higado, al aumentar los niveles de glucosa
en sangre a través de la regulacion por aumento de la gluconeogénesis y la glucogendlisis. También se ha informado
que el glucagdon aumenta la lipdlisis, induce cetosis y reduce los niveles de triglicéridos plasmaticos en plasma [Schade
y Eaton, Acta Diabetologica, 1977, 14, 62].

El glucagén es una parte importante del mecanismo de defensa contra la hipoglucemia y la administracion de una
dosis baja de glucagén puede prevenir la hipoglucemia inducida por insulina o mejorar la capacidad de recuperacion
de la hipoglucemia. También se ha demostrado que el agonismo del glucagon ejerce efectos sobre el metabolismo de
los lipidos, el gasto energético y la ingesta de alimentos [Habegger y otros Nature Reviews Endocrinology 2010, 6,
689-6971].

Una gran cantidad de personas que padecen diabetes, en particular diabetes tipo 2, tienen sobrepeso o son obesas.
La obesidad representa un factor de alto riesgo en enfermedades comunes graves e incluso mortales y para la mayoria
de los diabéticos es altamente conveniente que su tratamiento no cause ganancia de peso.

Se conocen en la técnica varias solicitudes de patente que describen diferentes analogos basados en glucagén y
coagonistas de los receptores de GLP-1/glucagén, tales como, por ejemplo, las patentes WO02008/086086,
W02008/101017, WO2007/056362, W0O2008/152403 y W096/29342. Otros analogos de glucagon descritos son
PEGilados (por ejemplo, W0O2007/056362) o acilados en posiciones especificas del glucagén humano nativo (por
ejemplo, W096/29342). Se han descrito péptidos de glucagon para la prevencion de la hipoglucemia, como por
ejemplo en la solicitud de patente US7314859.

El glucagon tiene un uso potencial limitado en los productos farmacéuticos debido al aclaramiento rapido de la
circulacion con una vida media de aproximadamente 5 minutos. Un alto aclaramiento de un agente terapéutico es
inconveniente en los casos en que se desea mantener un alto nivel sanguineo del mismo durante un periodo
prolongado de tiempo, ya que entonces seran necesarias administraciones repetidas. En algunos casos, es posible
influir en el perfil de liberacién de péptidos mediante la aplicacién de composiciones farmacéuticas adecuadas, pero
este enfoque tiene varias deficiencias y no es generalmente aplicable.

Actualmente, el glucagon esta disponible como una formulacién liofilizada, con una accién de corta duracion,
restringida a menos de una hora a pesar de un nivel de glucagén que alcanza niveles muy superiores a los niveles de
glucagon endogeno. Por lo tanto, existe la necesidad de compuestos de glucagdén modificados quimicamente para
suministrarse a niveles continuos, de manera que se logre una vida media biolégica mas larga, es decir, péptidos de
glucagén modificados con un perfil de accién prolongado.

La estabilidad fisica y quimica del glucagén es pobre cuando se disuelve en una solucion acuosa. Las soluciones de
glucagén forman geles y fibrillas en cuestion de horas o dias, en dependencia de la pureza del péptido, la
concentracion de sales, el pH y la temperatura (Beaven y otros European J. Biochem. 1969, 11, 37-42). El glucagon
contiene varios aminoacidos labiles o secuencias de aminoacidos que pueden dar lugar a la desamidacion, escision,
formacion de aspartimida e isomerizacion. Ademas, la solubilidad del glucagén humano es muy pobre en el rango de
pH de 3,5-9,5.

Breve descripcion de la invencion
La presente invencién se refiere al uso de dichos péptidos en terapia, a métodos de tratamiento que comprenden la
administracion de dichos péptidos a pacientes, y al uso de dichos péptidos en la fabricacion de medicamentos para su

uso en el tratamiento de la diabetes, obesidad y enfermedades y afecciones relacionadas.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que una o mas sustituciones en las posiciones de los
aminoacidos 3, 15 y/o 16 del péptido de glucagdn y la unién en la posicién 24 de dicho péptido de glucagéon de un
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sustituyente que comprende tres o mas restos cargados negativos, en donde uno de dichos restos cargados
negativamente es distal de un resto lipofilico, conducen a agonistas de glucagén con estabilidad mejorada.

La presente invencién proporciona nuevos péptidos de glucagéon modificados con solubilidad mejorada a pH neutro,
estabilidad fisica mejorada hacia la formacion de gel y fibrillas, estabilidad quimica mejorada y vida media aumentada,
mientras que también tiene propiedades farmacocinéticas mejoradas.

En una primera modalidad (Modalidad 1), la presente invencion se refiere a un péptido de glucagdén que comprende:

o SEQID 1, en donde X24 representa Lys, en donde al menos una de las siguientes sustituciones esta presente: X1s
es Glu o X16 es Ala, lle, Phe, Arg, Thr, Val, Leu, Glu, Trp o Tyr y hasta seis sustituciones de aminoacidos adicionales
en dicho péptido de glucagén y

e un sustituyente que comprende un resto lipofilico y tres 0 mas restos cargados negativamente, en donde uno de
dichos restos cargados negativamente es distal de dicho resto lipofilico y donde el sustituyente se une al nitrégeno de
la cadena lateral de Lys en la posicion 24,

o una sal, amida o acido farmacéuticamente aceptable de este.

En otra modalidad, la presente invencion también proporciona formas éster del péptido de glucagén.

La presente invencion se refiere ademas al uso de los compuestos de la presente invencion en la terapia, a
composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de la invencién y al uso de los compuestos de la invencién
en la fabricacion de medicamentos.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra el efecto de los analogos de glucagon sobre el peso corporal en ratas DIO. A las ratas DIO se les
administré una dosis subcutanea diaria (4 nmol/kg) de un analogo de glucagén durante tres semanas y se midi6 el
peso corporal diariamente. Los cuatro analogos del glucagén redujeron el peso corporal con el tiempo.

Descripcion de la invencion

Los péptidos de la presente invencién proporcionan nuevos péptidos de glucagén modificados con un perfil de accion
prolongado ademas de proporcionar dichos péptidos de glucagéon modificados en composiciones farmacéuticas
estables a pH fisioldgico. La presente invencion se refiere a nuevos analogos de glucagén con solubilidad mejorada,
estabilidad fisica mejorada hacia la formacion de gel y fibrillas, estabilidad quimica mejorada y con una vida media
aumentada.

Los inventores descubrieron sorprendentemente que los compuestos de la presente invencion tienen una estabilidad
fisica mejorada hacia la formacion de gel y fibrillas, una estabilidad quimica mejorada y una vida media aumentada,
mientras que también tienen una solubilidad acuosa mejorada a pH neutro o pH ligeramente basico.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un péptido de glucagon, en donde Xis es lle, Phe, Arg, Val, Leu,
Glu, Trp o Tyr.

En otra modalidad, X16 es lle, Val, Leu o Phe.

Entre las modalidades adicionales de la presente invencion estan las siguientes:

Modalidad 1: Un péptido de glucagdén que comprende:

e laSEQID 1, en donde X24 es Lys y en donde al menos una de las siguientes sustituciones esta presentes: X15 es
Glu o X16 es Ala, lle, Phe, Arg, Thr, Val, Leu, Glu, Trp o Tyr, y hasta seis sustituciones de aminoacidos adicionales
estan presentes en dicho péptido de glucagén y

e un sustituyente que comprende tres 0 mas restos cargados negativamente, en donde uno de dichos restos
cargados negativamente es distal de un resto lipofilico y donde el sustituyente se une al nitrégeno de la cadena lateral
de Lys en la posicion 24,

0 una sal, éster, amida o acido farmacéuticamente aceptable de este.

Modalidad 2: El péptido de glucagén de acuerdo con la invencion, en donde X6 es lle, Phe, Arg, Val, Leu, Glu, Trp o
Tyr.

Modalidad 3: El péptido de glucagén de acuerdo con la invencion, en donde X6 es lle, Val, Leu o Phe.
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Modalidad 4: El péptido de glucagén de acuerdo con la invencion, en donde dichas sustituciones de aminoacidos

adicionales se pueden seleccionar de las siguientes posiciones de dicho péptido de glucagoén:

X10 es Val,

X12 es Arg,

X17 es Lys,

X20 €s Lys,

X21 es Glu,

Xo7 es Leu,

Xzg es Ser, lle, Gly o Thr, y
X29 es Val, Leu o lle.

Modalidad 5: El péptido de glucagdn de acuerdo con la invencion, en donde dicho sustituyente tiene la formula II:

Z1-Z2-Z3-Z4 [Il]
en donde,

Z1 representa una estructura de acuerdo con una de las férmulas lla o llb;

Ko A NN NP\
HO n * H
lla b

en donde n en la Férmula lla es 6-20,

el simbolo * en las férmulas lla y lIb representa el punto de unién al nitrégeno en Zz;

si Z2 esta ausente, Z1 se une al nitrégeno en Zz en el simbolo * y si Z2 y Z3 estan ausentes Z1 se une al nitrégeno en

Zs en el simbolo *
Z> esta ausente o representa una estructura de acuerdo con una de las férmulas lid, lle, lIf, |

o

O'D
Iid lle I
0. _OH 0. _OH N i
H .D H D & *
© 0% oH % o%>oH 0% ~oH
lig I
0. _OH 0. _OH oj,oH 0.0
| 0 . 0 " 0 . 0 . 0
e H e H & & N/\n/ H
0 o) H o 0
0% " OH 0% ~OH 0 oH 0% oH 0% ~oH
li I llk

en donde cada resto de aminoacido tiene independientemente la estereoquimica L o D;

0
O\\ //O
N/S\/\/U\*
H

Ig, IIh, i, Ilj o Ilk;

* M W M *
i * MN + N N
HIW H’\/Ef I\)J\ N I\)LH I
o Q" OH OH

H
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en donde Z2 se conecta a través del atomo de carbono indicado * al nitrégeno de Zs indicado *;

si Z3 esta ausente, Z2 se conecta a través del atomo de carbono indicado * al nitrégeno de Zsindicado * y si Zz y Za
estan ausentes Z2, se conecta a través del carbono indicado * al nitrégeno épsilon de Lys en la posicion 24 del péptido
de glucagon;

Z3 esta ausente o representa una estructura de acuerdo con una de las férmulas IIm, IIn, llo o lIp;

O
9] H
L,HwaO\JJJ\‘ .’NWQWO\J\HWDWOJ\.

Iim lin

,vaowO\)J\N,«VOWD\)LN%DWOJ—I\*
H H

o

O O 0
H
*'NwOWG\A\N%DWD\rJ\N %DV%O\ANWOWO\)I\.
H H H

lp

Z3 se conecta a través del carbono de Zs con simbolo * al nitrégeno de Z4 con simbolo *, si Z4 esta ausente Z3 se
conecta a través del carbono con el simbolo * al nitrdgeno épsilon de Lys en la posicion 24 del péptido de glucagon

Z4 esta ausente o representa una estructura de acuerdo con una de las férmulas lid, lle, IIf, lig, llh, lii, llj o lIk; en donde
cada resto de aminoacido es independientemente L o D, en donde Z4 se conecta a través del carbono con el simbolo
* al nitrogeno épsilon de Lys en la posicion 24 del péptido de glucagoén,

con la condicion de que Z2 0 Z4 0 ambos Z2 y Z4 estan presentes en dicho sustituyente.
Modalidad 6: El péptido de glucagdon de acuerdo con la invencion, en donde dicho sustituyente representa una

estructura de acuerdo con una de las formulas llla, llib, llic, llid, Ille, lIIf, g, lh, i, [, Nk, 1, im, 1lin, lllo, Hip, lliq,
r, lls, MIt, My, v, lllw, llix o [lly:

o OO N
W WN\/\ /\/O\)L /\/ ~ >0 /ﬁ( I\)L W
Ila;
o Oy OH
MM /\/\n/N\/\ /\/O\)J\ ~0 ~ o /ﬁ]/ I\/u\
OH IIIb;
\'(\/\/\/\/\/\/\/\/lk /\/\H/N\/\ /\/O\/u\ ~.© ~ o /\n/ \/‘L /g
o~ OH lic;
o OYOH o o
H H
HO\[\/\/\/\/\/\/\/\/\/[LNWN\/\O/\/O\)LQ/\/O\/\O/\(N\;)L*
0 o L
OH1Ild;
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o 0 o o\?o
OJJ"""MN/\/OV\O/\(N\/\O/\/O\/U\N/E\/Y*
(0] N 0] (0]

Ilp

llu
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HN—N,

\\// W /N
N

EL T Nw o R j/Am

v

@)

FOe

Iw

HO O
o) y o ¢
N : *
HO\:&O ] J/OVU\H/\/O\/\O/\H/ I\/U\H/\/\“/
: N o} o
o N/\/\ﬂ/ ~"o 07 “oH
H
(0]
H
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O 0 o N‘N/
H llx o
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Modalidad 7: El péptido de glucagén de acuerdo con la invencion, en donde dicho sustituyente representa una

estructura de acuerdo con una de las formulas llla, Illp o IlIt:

Y

OH

*

llly.
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o

OHO\?O
O OH O OH

lllpo

[t.

Modalidad 8: El péptido glucagén de acuerdo con la invencion, seleccionado del grupo que consiste en:

Sustancia quimica 1:

HOWV\/\/\/\/\/\/‘L:I//\]/\/\/\/\/[L N NH

0

Sustancia quimica 2:

e MRV PIEN P

Sustancia quimica 3:

HN-\
N

\

o]

Ox-OH OH

OH

SQGTFTSDYSKYLESRRAQDFVN

O/ OH

O\ OH

oo

O/ OH

H-HSHGTFTSDYSKYLDSRRAQDFV-N
H

WL LS T—OH

0

A
WLLS-N
OH

H,e” " OH
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JVWVMWI\X

Sustancia quimica 4:

MV\MW j\/\)LN/v \/\OWN\/\ 0 JL /\/Y

Sustancia quimica 5:

W\M I\)LN/\/ \/\oﬁ(“‘\/\o/\/oQL /\/Y

Sustancia quimica 6:
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07 “OH

O/ OH

0/ OH

o O OH
N/\/O\/\OWN\/\O/\/OJLWI\)K
07 0H
0
o
“HSHOTFTSDYSKYLDSRRAKDF \-N WL L SN o
H,e” " oH
0 Oy, OF
0
N
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H OH
0
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0 Oy, OH
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H
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O\OH O\OH 0
\n/\/\/\/\/\/\/\/\/u\/\/\n/N\/\/\/o\/u\N j\/\)‘\NH
OO/OH
H-H SHGTFTSDYSKYLDSKRAQEFV-N
H
(o}

Sustancia quimica 7:

H
HfHSQGTFTSDYSKYLDVRRAQDFV*N\)J—WLLNT70H

OH0\70 HO /0 \
HO ' 0 ] o
Y\/\/\/W\/\/\)L W NN oINS \/\ NN /Y W

(0]
O/ OH

Sustancia quimica 8:

H
H—HSQGTFTSDYSKYLDIRRAQDFV—N\)—WLLNTfoH

Jo L0 ) o . J1O 0 \
w(\/\/\/\/\/\/\/\)L \)k ° N E NH
HO N~ A0
N (0] N (0] N
HWT N ﬁo( HW

° 0% “OH

Sustancia quimica 9:

O

H
H—HSHGTFTSDYSKYLETRRAQDFV—N\)«I—WLLNT—OH

o ) $1oz°
o\/U\ 0 N NH
‘/\O/\/ N/\/ \/\O/T N/\/\n/
o _NH H H o
07 0H
0
o_ . OH
T H
oo o

Sustancia quimica 10:

11

e
WLL S—N\E/U\OH
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0]
H
H—HSQGTFTSDYSRYLDTRRAQDFV—N\/U;WLLNT—OH

Sustancia quimica 11:

H—H 8§ Q G T F T 8§ DY S8 K Y

Sustancia quimica 12:

H—H 8§ Q G T F T S DY S K Y

L

L

D 1

D T

12

(¢}
H
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(0]
H
RRAQDFV—N\/U;WLLST——OH
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Sustancia quimica 13:

H—H 8§ Q G T F T 8§ D Y 8 K Y L

Sustancia quimica 14:

D

L

HO
RRAQDFV——N\/U;WLLST——OH

O
H
H—HSQGTFTSDYSRYLESRRAQDFV—-N\/U—WLLST—OH

H

Sustancia quimica 15:

(@]
H N/\/\[]/N\/\o/\/o\/U\N/\/O\/\O/\n/N
(@]

0]

H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—I\\/U—WLLST——OH
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Sustancia quimica 16:
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Sustancia quimica 17:
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Sustancia quimica 19:
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Sustancia quimica 23:
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Modalidad 9: El péptido de glucagén de acuerdo con la invencion que tiene la estructura: N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-

[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

07 "OH

H
0

0_._0

A

NH

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]-

[Val'0,Leu'®,Glu?',Lys?*,Leu?’,Ser?®]-Glucagon

H
H*HSQGTFTSDVSKYLDLRRAC)EFV*N\)J;WLLS*H

o

Modalidad 10: El péptido de glucagon de acuerdo con la invencion que tiene la estructura: Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-

[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Leu'®,Lys?* Leu?’,Ser?8]-Glucagdn
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Modalidad 11: El péptido de glucagon de acuerdo con la invencion que tiene la estructura: Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-
[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Arg'?,Ala’®,Lys?* Leu?’,Ser?®]-Glucagon

H
H*HSQGTFTSDYSRYLDARRAQDFV*N\)J*WLLST*OH

Oy OH
HO.__O o o O

] H\/\ /\/OJk SO H NH
HNMJ o N O/E( H/\/jf
o) 07 “OoH
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Modalidad 12: El péptido de glucagdn de acuerdo con la invencion que tiene la estructura: N¢4-[(4S)-4-carboxi-4-
[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillJamino]butanoillamino]butanoil]-[Leu®,Lys?* Leu?’,Ser?8]-
Glucagén

O
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDLRRAQDFV—N\/U—WLLST—OH

OH

Modalidad 13: El péptido de glucagéon de acuerdo con la invencion, en donde dicho péptido de glucagén esta en
combinacién con un compuesto GLP-1, un compuesto insulinico o exendina-4.

Modalidad 14: El péptido de glucagdn de acuerdo con la invencion, en donde dicho compuesto de GLP-1 se selecciona
del grupo que consiste en compuestos G1y G3:

N-épsilon26-((S)-4-carboxi-4-hexadecanoilamino-butiril)[Arg34]GLP-1-(7-37):
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(compuesto G1);

y

N-épsilon26-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37):

o]

(o) (0]
H H H
HHN>%LEGTFTSDVSSYLEGCJAAN\)LEFIAWLVRGRN\)}—O-{
o
H
mY\NVV\AN\)LN 0
H
HO. NH
0 MN%ONO\*NNO%O/W
o 0 H o
(compuesto G3).

Modalidad 15: El péptido de glucagén de acuerdo con la invencion, en donde el compuesto insulinico es el compuesto
G5: insulina humana NeB29—-hexadecandioil-y-Glu-(desB30)

| I
"G I VEQLCTS | CSLYQLEN‘\’(‘:N-HH

5
I
5

|
WEVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTP-N O

(compuesto G5).
Modalidad 16: Una composicién farmacéutica que comprende un péptido de glucagén de acuerdo con la invencion.

1. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende ademas uno o mas compuestos
0 sustancias activas terapéuticamente adicionales.

Modalidad 17: La composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién, que es adecuada para la administracion
parenteral.

Modalidad 18: Un péptido de glucagén de acuerdo con la invencion, para usar en la terapia.
2.

Los inventores encontraron sorprendentemente que los compuestos de la presente invencion tienen una solubilidad
acuosa mejorada a pH neutro o pH ligeramente basico. Ademas, los analogos de glucagon en la presente descripcion
tienen una estabilidad mejorada hacia la formacion de geles vy fibrillas en soluciones acuosas. Los analogos de
glucagén también tienen una estabilidad quimica sorprendentemente mejorada, es decir, se reduce la degradacion
quimica de los analogos. Los inventores han encontrado que los compuestos de la presente invencién tienen
propiedades farmacocinéticas mejoradas, es decir, tienen una vida media prolongada in vivo. Ademas, los compuestos
tienen una reduccion significativa en el peso corporal con la administracion s.c.

La solubilidad de diferentes valores de pH puede medirse como se describe en el Ensayo IX.
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La estabilidad fisica de los compuestos de la presente invencién puede medirse mediante un método como se describe
en el Ensayo Il.

La estabilidad quimica de los analogos puede medirse como se describe en el Ensayo X.

La vida media puede determinarse en un estudio farmacocinético en especies tal como ratas (Ensayo VIII) o en cerdos
(Ensayo Xl). La reduccién en el peso corporal puede medirse en ratones DIO como se describe en el Ensayo XII.

El efecto prolongado de los compuestos de la presente invencion significa que se prolonga el periodo de tiempo en
donde ejercen una actividad biolégica.

Puede lograrse un mejor control de los niveles de glucosa en sangre en la diabetes tipo 1 y 2 mediante la
coadministracién de glucagén con agentes antidiabéticos conocidos tales como insulina, agonistas de GLP-1 y
agonistas de GIP.

En una modalidad, los analogos de glucagén de esta invencion pueden coformularse con analogos de GLP-1 o
analogos de insulina, lo que forma composiciones farmacéuticas estables.

La combinacién de la terapia con insulina y glucagén puede ser ventajosa en comparacion con la terapia con solo
insulina. Normalmente, en una situacion posprandial cuando los niveles de glucosa en sangre bajan, la primera
respuesta hormonal es la reduccién en la producciéon de insulina. Cuando la glucosa en sangre baja aun mas, la
respuesta de segunda linea es la produccién de glucagén, lo que resulta en un aumento de la produccién de glucosa
del higado. Cuando los diabéticos reciben una dosis exégena de insulina que es demasiado alta, la respuesta natural
del glucagén elevado se evita por la presencia de la insulina exdgena, ya que la insulina tiene un efecto inhibidor sobre
la produccién de glucagon. En consecuencia, una ligera sobredosis de insulina puede causar hipoglucemia. En la
actualidad, muchos pacientes diabéticos tienden a preferir usar un poco menos de insulina que la 6ptima por temor a
episodios de hipoglucemia que pueden poner en peligro la vida.

Los compuestos de la presente invencidn son solubles a pH neutro, por lo tanto pueden permitir una coformulacion
con insulina y permitir niveles mas estables de glucosa en sangre y una cantidad reducida de episodios
hipoglucémicos, asi como también un menor riesgo de complicaciones relacionadas con la diabetes.

3.

GLP-1 es una hormona incretina producida por las células endocrinas del intestino después de la ingestion de
alimentos. GLP-1 es un regulador del metabolismo de la glucosa y la secrecion de insulina de las células beta de los
islotes de Langerhans en el pancreas. GLP-1 también causa la secrecion de insulina en el estado diabético. Sin
embargo, la vida media in vivo de GLP-1 es muy corta, por lo tanto, las formas de prolongar la vida media de GLP-1
in vivo han atraido mucha atencion.

El documento WO 98/08871 describe analogos y derivados de GLP-1 basados en GLP-1(7-37) humano que tiene una
vida media prolongada, que incluyen liraglutida, un derivado de GLP-1 para su administracion una vez al dia
desarrollada por Novo Nordisk A/S. comercializado para el tratamiento de la diabetes de tipo 2.

Exenatida es un mimético comercial de incretina para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, fabricado y
comercializado por Amylin Pharmaceuticals y Eli Lilly. & Co. La exenatida se basa en exendina-4, una hormona que
se encuentra en la saliva del monstruo de Gila. Muestra propiedades bioldgicas similares al GLP-1 humano. El
documento US 5424286 se refiere, entre otras cosas, a un método para estimular la liberaciéon de insulina en un
mamifero mediante la administracion de exendina-4 (SEQ ID NO 3).

El término "compuesto de GLP-1", como se usa en la presente descripcion, se refiere a GLP-1(7-37) humano,
exendina-4, asi como también a analogos, péptidos de fusién y derivados de los mismos, que mantienen la actividad
de GLP-1.

Con respecto a la numeracion de las posiciones en los compuestos de GLP-1: para los propdsitos presentes cualquier
sustitucion, delecion y/o adicion de aminoacidos se indica con relacion a las secuencias de GLP-1(7-37) (SEQ ID NO
2) y/o exendina-4. Sin embargo, la numeracion de los residuos de aminoacidos en el listado de secuencias siempre
comienza con el nim. 1, mientras que para el presente proposito queremos, después de la practica establecida en la
técnica, comenzar con el residuo de aminoacido num. 7 y asignarle el nUmero 7 a este en el caso de GLP-1(7-37). Por
lo tanto, generalmente, cualquier referencia en la presente descripcion al nimero de posicion de la secuencia de GLP-
1(7-37) es a la secuencia que comienza con His en la posicién 7 y termina con Gly en la posicion 37.

Los compuestos de GLP-1 pueden prepararse como se conoce en la técnica.
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La actividad de GLP-1 puede determinarse mediante el uso de cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo,
el ensayo (ll) en la presente descripcion (estimulacion de la formacion de AMPc en una linea celular que expresa el
receptor de GLP-1 humano).

Ademas, el compuesto de GLP-1 es un compuesto que puede:
i) comprender al menos uno de los siguientes: DesaminoHis7, Aib8, Aib22, Arg26, Aib35, y/o Lys37;

i) ser un derivado de GLP-1 que comprende un resto de unién a albumina que comprende al menos uno,
preferentemente al menos dos, con mayor preferencia dos, grupos de acido carboxilico libres; o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

ii) ser un derivado de GLP-1 que comprende un resto de unién a albumina que comprende un radical acilo de un
acido dicarboxilico, que comprende preferentemente un total de 12 a 24 atomos de carbono, tal como C12, C14, C16,
C18, C20, C22 o0 C24, con la maxima preferencia C16, C18 o C20; en donde preferentemente a) el radical acilo se
une al grupo amino épsilon de un residuo de lisina del péptido GLP-1 a través de un enlazador; b) el enlazador
comprende al menos un radical OEG, y/o al menos un radical acido 4-aminometil-ciclohexanocarboxilico, v,
opcionalmente, adicionalmente al menos un Glu; y/o

iv) seleccionarse del grupo que consiste en los compuestos N-epsilon26-((S)-4-Carboxi-4-hexadecanoilamino-butiril)
[Arg34]GLP-1-(7-37):

(0]
H
N
\/\/\/\/\/\/\/\H/ NH
(0]
(@] OH
OH
H—HAEGTFTSDVSSYLEGQAA‘H EFIAWLVRG R—HAH/
(0] 0

(compuesto G1);

N-épsilon37-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-({trans-4-[(19-
carboxinonadecanoilamino)metil]ciclohexanocarbonil}amino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][Des
aminoHis7,Glu22,Arg26,Arg34,Lys37]GLP-1-(7-37):

o o
o H o H
H
o N\\\»())\N N/\/O\/\O/ﬁr‘u/\/ \/\O/ﬁiN
o) H o o
HN\ 07 OH
N
Sy
AE G TF TS DV sSsS Y LEESQAARETFI AWLVRG RN OH
) o

(compuesto G2);

N-épsilon26-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37):

H
N OH

o
H H
NfoN%—EGTFTSDVSSYLEGQAA*NJ‘EFIAWLVRGR

(compuesto G3);
N-épsilon37-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(15-carboxi-pentadecanoilamino)-butirilamino]-etoxi}-etoxi)-
acetilamino]-etoxi}-etoxi)-acetil][Aib8,22,35,Lys37]GLP-1-(7-37):
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HOMHT WN\/\ O JkN/\/ \/\o“(

o)

A
HN\N
o
H,N >%*EGTFTSDVSSYLEN)%’Q/-\AKEFIAWLVKN
@)

(compuesto G4);
y sus sales, amidas, alquilos o ésteres aceptables farmacéuticamente de estos.

En la presente descripcion una "insulina" de acuerdo con la invencion debe entenderse como insulina humana, un
analogo de insulina o un derivado de insulina.

El compuesto insulinico es un compuesto que, por ejemplo, puede representarse por:

insulina humana NeB29—-hexadecandioil-y-Glu-(desB30)

| |
1G | VEQCCTS | CSLYQLENY(IZN-OH

/
s

1F‘\H\JQHLCGSHL\)’EF\LYL‘v’CGERGFFYTF’ N 0

(compuesto G5);

Los compuestos de la presente invencion y agentes contra la obesidad o contra la diabetes como se define en la
presente descripcién, pueden administrarse simultdnea o secuencialmente. Los factores pueden suministrarse en
forma de dosificacion unica en donde la forma de dosificacién uUnica contiene ambos compuestos, o en forma de un
kit de partes que comprende una preparacion del compuesto de la presente invencién como una primera forma de
dosificacion unitaria y una preparacion de los agentes contra la obesidad o contra la diabetes como una segunda forma
de dosificacion unitaria. Cuando se menciona una primera o segunda o tercera, etcétera, dosis unitaria a lo largo de
esta descripcion esto no indica el orden de administracion preferido, sino que se hace simplemente por propdsitos de
conveniencia.

Por administracion de la dosis “simultanea” de una preparacion de un compuesto de la presente invencién y de una
preparacién de agentes contra la obesidad o contra la diabetes se entiende la administracién de los compuestos en
forma de dosificaciéon Unica, o la administracion de un primer agente seguido de la administracién de un segundo
agente con una separacion temporal de no mas de 15 minutos, preferentemente, 10, con mayor preferencia, 5, con
mayor preferencia, 2 minutos. Cualquiera de los factores puede administrarse primero.

Por administracion de la dosis “secuencial” se entiende la administracion de un primer agente seguido de la
administracion de un segundo agente con una separacion temporal de mas de 15 minutos. Cualquiera de las dos
formas de dosificacion unitaria puede administrarse primero. Preferentemente, ambos productos se inyectan por medio
del mismo acceso intravenoso.

Como ya se indico, en todos los métodos o indicaciones terapéuticas descritas anteriormente, un compuesto de la
presente invencion puede administrarse solo. Sin embargo, también puede administrarse en combinacién con uno o
mas agentes, sustancias o compuestos activos terapéuticamente adicionales, ya sea secuencialmente o de manera
concomitante.
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Una dosificacion tipica de un compuesto de la invencién, cuando se emplea en un método de acuerdo con presente
la invencion, esta en el intervalo de aproximadamente 0,0001 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por
dia, preferentemente, de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por dia, con mayor
preferencia, de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal por dia, por ejemplo, de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por dia o de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal por dia administrado en una o mas dosis, tal como de 1 a 3 dosis. La
dosis exacta dependera de la frecuencia y el modo de administracion, el sexo, la edad, el peso y el estado general del
sujeto que se trata, la naturaleza y la gravedad de la afeccidn que se trata, cualesquiera enfermedades concomitantes
a tratar y otros factores evidentes para los expertos en la técnica.

Los compuestos de la invencion comprenden compuestos que se cree que son bien adecuados para la administracion
con intervalos mas largos que, por ejemplo, una vez al dia, por lo tanto, los compuestos formulados adecuadamente
de la invencion pueden ser adecuados para, por ejemplo, la administracién dos veces por semana o una vez por
semana mediante una via de administracion adecuada, tal como una de las vias descritas en la presente descripcion.

Como se describié anteriormente, los compuestos de la presente invencién pueden administrarse o aplicarse en
combinacién con uno o mas compuestos o sustancias activas terapéuticamente adicionales, y pueden seleccionarse
compuestos o sustancias adicionales adecuados, por ejemplo, de agentes contra la diabetes, agentes
antihiperlipidémicos, agentes antiobesidad, agentes antihipertensivos y agentes para el tratamiento de complicaciones
que resultan de, o asociadas con, la diabetes.

Los agentes antidiabéticos adecuados incluyen insulina, derivados o analogos de insulina, derivados o analogos de
GLP-1 (péptido similar a glucagon-1) u otros analogos de GLP-1 tales como liraglutida (Victoza, Novo Nordisk A/S),
exenatida (Byetta, Eli Lilly/Amilina), taspoglutido (Roche), albiglutido (Syncria, GlaxoSmithKline), amilina, analogos de
amilina (por ejemplo, Symlin/Pramlintida) asi como también agentes hipoglucémicos activos por via oral.

Los compuestos de la presente invencion tienen una mayor selectividad del receptor de glucagén en relacién con los
péptidos descritos anteriormente en la técnica. Ademas, los péptidos de la presente invencion tienen una vida media
in vivo prolongada. Los compuestos de la presente invencion puede ser un agonista soluble del receptor de glucagén,
por ejemplo, con solubilidad de al menos 0,1 mmol/l, 0,2 mmol/l, al menos 0,5 mmol/l, al menos 2 mmol/l, al menos 4
mmol/l, al menos 8 mmol/l, al menos 10 mmol/l, o al menos 15 mmol/l.

» o«

En el presente contexto, si no se indica de cualquier otra manera, los términos “soluble”, “solubilidad”, “soluble en
solucién acuosa”, “solubilidad acuosa”, "soluble en agua", "soluble en-agua", "solubilidad en agua" y "solubilidad en-
agua", se refieren a la solubilidad de un compuesto en agua o en una sal acuosa o solucién tampon acuosa, por
ejemplo, una solucién de fosfato 10 mM, o en una solucién acuosa que contiene otros compuestos, pero no solventes

organicos.

Los términos “polipéptido” y “péptido”, como se usan en la presente descripcion, significan un compuesto formado por al
menos cinco aminoacidos constituyentes conectados por enlaces peptidicos. Los aminoacidos constituyentes pueden ser
del grupo de los aminoacidos codificados por el cédigo genético y pueden ser aminoacidos naturales que no se codifican
por el cédigo genético, asi como también aminoacidos sintéticos. Los aminoacidos naturales que no se codifican por el
codigo genético son, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, ornitina, fosfoserina, D-alanina y D-glutamina. Los
aminoacidos sintéticos comprenden los aminoacidos fabricados mediante sintesis quimica, es decir, los D-isémeros de los
aminoacidos codificados por el codigo genético tales como D-alanina y D-leucina, Aib (4cido a-aminoisobutirico), Abu
(acido a-aminobutirico), Tle (terc-butilglicina), $-alanina, acido 3-aminometil benzoico, y &cido antranilico.

El término “andlogo”, como se usa en la presente descripcion con referencia a un polipéptido, significa un péptido
modificado en donde uno o mas residuos de aminoacidos del péptido se han sustituido por otros residuos de aminoacidos
y/o en donde se han eliminado uno o mas residuos de aminoacidos del péptido y/o en donde se han eliminado uno o mas
residuos de aminoacidos del péptido o se han afadido uno o mas residuos de aminoacidos al péptido. Dicha adiciéon o
delecion de residuos de aminoacidos puede tener lugar en el N-terminal del péptido y/o en el C-terminal del péptido. Se
usa un sistema simple para describir los analogos. Las formulas de analogos de péptidos y derivados de estos se dibujan
mediante el uso de abreviaturas estandar de una sola letra o tres letras para aminoacidos usadas de acuerdo con la
nomenclatura IUPAC-IUB.

El término “derivado”, como se usa en la presente descripcion en relacion con un péptido, significa un péptido modificado
quimicamente o un analogo de este, en donde al menos un sustituyente no esta presente en el péptido sin modificar o en
un analogo de este, es decir, un péptido que se ha modificado covalentemente. Las modificaciones tipicas son amidas,
carbohidratos, grupos alquilo, grupos acilo, ésteres y similares.

Debe entenderse que todos los aminoacidos para los que no se indica el isémero 6ptico son el isémero L.
El término “péptido de glucagoén”, como se usa en la presente descripcion, significa péptido de glucagén, compuesto de

glucagon, compuesto de acuerdo con la presente invencion, compuesto de la invencidon, compuesto de la férmula |, un
analogo de glucagén, un derivado de glucagén o un derivado de analogo de glucagén de glucagén humano, glucagén
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humano(1-29), glucagon(1-30), glucagon(1-31), glucagén(1-32) asi como también andlogos, péptidos de fusion, y
derivados de estos, que mantienen la actividad del glucagon.

Con respecto a la numeracion de las posiciones en los compuestos de glucagén: para los propdsitos presentes
cualquier sustitucion, delecion y/o adicién de aminoéacidos se indica con relacidén a las secuencias del glucagon
humano natural (1-29) (SEQ ID 1). Las posiciones de aminoacidos 1-29 del glucagén humano son en la presente
descripcién las mismas que las posiciones de aminoacidos X1 a Xze. La secuencia (1-29) del glucagén humano es His-
Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-
Thr (SEQ ID 1).

Glucagoén(1-30) significa glucagén humano con una extension de un aminoacido en el C-terminal, glucagén(1-31) significa
glucagén humano con una extensién de dos aminoacidos en el C-terminal y glucagdn(1-32) significa glucagén humano
con una extension de tres aminoécidos en el C-terminal.

El término “distal”, como se usa en la presente descripcion, significa el mas remoto (terminal) a partir del punto de unién.

El término “porcion cargada negativo”, como se usa en la presente descripcion, significa una porcidén quimica que puede
cargarse negativamente tal como, pero sin limitarse a, un acido carboxilico, acido sulfénico o una porcién de tetrazol.

El término “porcidn lipdfila”, como se usa en la presente descripcion, significa una porcion de hidrocarburos alifaticos o
ciclicos con mas de 6 y menos de 30 atomos de carbono, en donde dicha porcion de hidrocarburos puede contener
sustituyentes adicionales.

El término “sustituyente”, como se usa en la presente descripcion, significa una porcidon quimica o grupo que reemplaza un
hidrégeno.

El término "1H-tetrazol-5-ilo", como se usa en la presente descripcion como una parte de los nombres quimicos, pretende
indicar ambos 1H-tetrazol-5-ilo y 2H-tetrazol-5-ilo.

4.

El término “protegido frente a la DPP-IV”, como se usa en la presente descripcion, por referencia a un polipéptido, significa
un polipéptido que se ha modificado quimicamente para hacer que dicho compuesto sea resistente a la peptidasa
plasmatica dipeptidil peptidasa-4 (DPP-1V). Se conoce que la enzima DPP-IV en plasma se implica en la degradacion de
varias hormonas peptidicas, por ejemplo, glucagon, GLP-1, GLP-2, oxintomodulina, etcétera. Por lo tanto, se hace un
esfuerzo considerable para desarrollar analogos y derivados de los polipéptidos susceptibles a la hidrolisis mediada por
DPP-IV para reducir la tasa de degradacion por DPP-IV.

Ademas, los compuestos de la presente invencion pueden estabilizarse contra la escision de DPP-IV en un ensayo
libre de albumina como se describe en el Ensayo VII.

En el presente contexto, el término “agonista” pretende indicar una sustancia (ligando) que activa el tipo de receptor
en cuestion.

En el presente contexto, el término "antagonista" pretende indicar una sustancia (ligando) que bloquea, neutraliza o
contrarresta el efecto de un agonista.

El término “agonista de glucagén”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier péptido de glucagon
que activa total o parcialmente el receptor de glucagén humano. En una modalidad preferida, el "agonista de glucagén”
es cualquier péptido de glucagdn que activa el receptor de glucagon, preferentemente con afinidad una potencia (ECso)
por debajo de 1 uM, por ejemplo, por debajo de 100 nM o por debajo de 1 nM, medido por el Ensayo I.

En el presente contexto, el término “sal aceptable farmacéuticamente” pretende indicar una sal que no es dafiina para
el paciente. Dichas sales incluyen sales por adicion de acidos aceptables farmacéuticamente, sales metalicas
aceptables farmacéuticamente, sales de amonio y de amonio alquiladas. Las sales por adicidon de acidos incluyen
sales de acidos inorganicos asi como también de acidos organicos. Los ejemplos representativos de acidos
inorganicos adecuados incluyen acidos clorhidrico, bromhidrico, yodidrico, fosférico, sulfurico y nitrico, y similares. Los
ejemplos representativos de acidos organicos adecuados incluyen acidos férmico, acético, ftricloroacético,
trifluoroacético, propiénico, benzoico, cinamico, citrico, fumarico, glicdlico, lactico, maleico, malico, maldnico,
mandélico, oxalico, picrico, piravico, salicilico, succinico, metanosulfénico, etanosulfénico, tartarico, ascorbico,
pamoico, bismetileno salicilico, etanodisulfénico, glucénico, citracénico, aspartico, estearico, palmitico, EDTA,
glicélico, p-aminobenzoico, glutamico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico y similares. Otros ejemplos de sales por
adicion de acidos inorganicos u organicos farmacéuticamente aceptables incluyen las sales farmacéuticamente
aceptables mencionadas en J. Pharm. Sci. (1977) 66, 2, que se incorpora en la presente descripcion mediante
referencia. Los ejemplos de sales metalicas relevantes incluyen sales de litio, sodio, potasio, y magnesio, y similares.
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Los ejemplos de sales de amonio alquiladas incluyen sales de metilamonio, dimetilamonio, trimetilamonio, etilamonio,
hidroxietilamonio, dietilamonio, butilamonio, y tetrametilamonio, y similares.

Como se usa en la presente, el término "cantidad eficaz terapéuticamente" de un compuesto se refiere a una cantidad
suficiente para curar, aliviar, o detener parcialmente las manifestaciones clinicas de una enfermedad dada y/o sus
complicaciones. Una cantidad adecuada para lograr esto se define como "cantidad eficaz terapéuticamente". Las
cantidades eficaces para cada propésito dependeran de la gravedad de la enfermedad o lesion, asi como también del
peso y estado general del sujeto. Debe entenderse que la determinacion de una dosificacidn apropiada puede lograrse
mediante el uso de la experimentacion rutinaria, mediante la construccion de una matriz de valores y la evaluacion de
diferentes puntos en la matriz, todo lo cual esta dentro del nivel de experticia de un médico o veterinario entrenado.
Los términos “tratamiento”, “tratar” y otras variantes de estos, como se usan en la presente descripcion, se refieren al
manejo y cuidado de un paciente con el propésito de combatir una afeccion, tal como una enfermedad o un trastorno.
Los términos pretenden incluir el espectro completo de tratamientos para una afecciéon determinada de la que padece
el paciente, tal como la administracion del(de los) compuesto(s) activo(s) en cuestion para aliviar los sintomas o
complicaciones de esta, para retardar la progresion de la enfermedad, trastorno o afeccién, para curar o eliminar la
enfermedad, trastorno o afeccidn, y/o para prevenir la afeccion, en donde prevencion debe entenderse como el manejo
y cuidado de un paciente con el propdsito de combatir la enfermedad, afeccién o trastorno e incluye la administracion
del(de los) compuesto(s) activo(s) en cuestion para prevenir el inicio de los sintomas o complicaciones. El paciente a
tratar es, preferentemente, un mamifero, en particular un ser humano, pero el tratamiento de otros animales, tales
como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cabras o cerdos, esta dentro del alcance de la invencién.

El término “residuo de union a albumina”, como se usa en la presente descripcion, significa un residuo que se une no
covalentemente a la albumina sérica humana. El residuo de unién a albumina unido al polipéptido terapéutico tiene
tipicamente una afinidad inferior a 10 uM para la albumina sérica humana y, preferentemente, inferior a 1 uM. Se conoce
una gama de residuos de union a albumina entre las porciones lipdfilas lineales y ramificadas que contienen de 4-40 atomos
de carbono.

La selectividad entre el GLP-1 y el receptor de glucagdn puede medirse como la relacién entre los valores de ECso0 0
los valores de ICso en los dos receptores. Los Ensayos (1) y (Ill) pueden usarse para medir la actividad en los receptores
de glucagon y GLP-1, respectivamente.

En el caso de la administracion de un péptido de glucagoén de la invencion, opcionalmente en combinacién con uno o
mas compuestos o sustancias activas terapéuticamente adicionales como se describen anteriormente, para un
propésito relacionado con el tratamiento o prevencién de la obesidad o sobrepeso, es decir, relacionado con la
reduccioén o la prevencion del exceso de adiposidad, puede ser relevante emplear dicha administracion en combinacion
con la intervencion quirirgica para el propésito de lograr la pérdida de peso o prevenir la ganancia de peso, por
ejemplo, en combinacién con la intervencion quirurgica bariatrica. Los ejemplos de técnicas quirdrgicas bariatricas
usadas frecuentemente incluyen, pero no se limitan a, lo siguiente: gastroplastia vertical con bandas (también conocida
como “grapado de estdmago”), en donde una parte del estémago se grapa para crear una bolsa preestomacal mas
pequefa que sirve como un nuevo estdémago; bandas gastricas, por ejemplo, mediante el uso de un sistema de banda
gastrica ajustable (tal como la Banda Géstrica Ajustable Sueca (SAGB), el LAP-BAND™ o el MIDBanda™), en donde
se crea una pequefa bolsa preestomacal que sirve como un nuevo estdmago mediante el uso de una banda
elastomérica (por ejemplo, silicona) que puede ajustarse en tamafio por el paciente; y la cirugia de derivacion gastrica,
por ejemplo, derivaciéon “en Y de Roux”, en donde se crea una pequefia bolsa de estbmago mediante el uso de un
dispositivo grapador y se conecta al intestino delgado distal, donde la parte superior del intestino delgado se une
nuevamente en una configuracion en forma de Y.

La administracion de un péptido de glucagon de la invencién (opcionalmente en combinacion con uno o mas
compuestos o sustancias activas terapéuticamente adicionales como se describié anteriormente) puede tener lugar
durante un periodo antes de llevar a cabo la intervencidn quirargica bariatrica en cuestion y/o durante un periodo de
tiempo posterior a esta. En muchos casos, puede preferirse comenzar la administracion de un compuesto de la
invencién después que ha tenido lugar la intervencion quirdrgica bariatrica.

El término “obesidad” implica un exceso de tejido adiposo. Cuando el consumo de energia supera el gasto de energia,
el exceso de calorias se almacena en el tejido adiposo, y si este equilibrio positivo neto se prolonga, produce obesidad,
es decir, existen dos componentes en el balance de peso, y una anormalidad en uno de los lados (consumo o gasto)
puede conducir a la obesidad. En este contexto, la obesidad se ve mejor como cualquier grado de exceso de tejido
adiposo que imparte un riesgo de salud. La distincion entre individuos normales y obesos solo puede aproximarse,
pero el riesgo de salud impartido por la obesidad es probablemente una continuidad del aumento del tejido adiposo.
Sin embargo, en el contexto de la presente invencion, los individuos con un indice de masa corporal (BMI = peso
corporal en kilogramos dividido entre el cuadrado de la altura en metros) por encima de 25 deben considerarse obesos.

Las abreviaturas de aminoacidos usadas en el presente contexto tienen lo significados siguientes:
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Ado O
Aib Acido 2-aminoisobutirico
Ala Alanina
Asn Asparagina
Asp Acido aspartico
Arg Arginina
Cit Citrulina
Cys Cisteina
Gln Glutamina
Glu Acido glutamico
v-Glu Os_-OH

OH

f /o
grupo o-nitrégeno y y-carboxi forman los enlaces amidas con los dos residuos vecinos
Gly Glicina
His Histidina
Hyp 4-hidroxiprolina
lle Isoleucina
Leu Leucina
Lys Lisina
Met Metionina
Met(O
(0) O:S/
OH
H,N
@)
Orn Ornitina
Phe Fenilalanina
Pro Prolina
Ser Serina
Thr Treonina
Tyr Tirosina
p(Tyr)
o OH
I|:|>— OH
O
OH
H,N
@)

Trp Triptéfano
Val Valina

Las abreviaturas de aminoacidos que comienzan con D- seguido de un cddigo de tres letras, tal como D-Ser, D-
His, etcétera, se refieren al enantiomero D del aminoacido correspondiente, por ejemplo, D-serina, D-histidina,
etcétera.
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Composiciones farmacéuticas

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

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse a un paciente que necesite dicho tratamiento en varios sitios,
por ejemplo, en sitios tdpicos, por ejemplo, sitios de la piel y las mucosas, en sitios que eluden la absorcion, por
ejemplo, administracion en una arteria, en una vena, en el corazén y en sitios que implican absorcién, por ejemplo,
administracion en la piel, debajo de la piel, en un musculo o en el abdomen.

La formulacién farmacéutica puede comprender un péptido de glucagén en una concentracion de [0,01] mg/ml a [50]
mg/ml. La formulacién puede comprender, ademas, un sistema tampdén, conservante(s), agente(s) de tonicidad,
agente(s) quelante(s), estabilizantes y tensioactivos. En una modalidad de la invencion la formulacion farmacéutica es
una formulacién acuosa, es decir, una formulacién que comprende agua. Tal formulacion es tipicamente una solucion
0 una suspension. En una modalidad adicional de la invencion la formulacién farmacéutica es una solucion acuosa. El
término “formulacion acuosa” se define como una formulacién que comprende al menos 50 % peso/peso de agua.
Igualmente, el término “solucién acuosa” se define como una solucién que comprende al menos 50 % p/p de agua y
el término “suspensién acuosa” se define como una suspensién que comprende al menos 50 % p/p de agua.

En otra modalidad la formulacién farmacéutica es una formulacion seca (por ejemplo, liofilizada o secada por
atomizacion) lista para usar sin ninguna disolucion previa.

El tampén puede seleccionarse del grupo que consiste en acetato, carbonato, citrato, glicilglicina, histidina, glicina,
fosfato, fosfato de hidrégeno y tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS), bicina, tricina, succinato, acido aspartico,
asparagina o sus mezclas.

En una modalidad adicional de la invencidn, la formulacion comprende, ademas, un conservante aceptable
farmacéuticamente. En una modalidad adicional de la invencion, el conservante se selecciona del grupo que consiste
en fenol, m-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, alcohol bencilico,
clorobutanol, clorocresol, cloruro de bencetonio o sus mezclas. El uso de un conservante en composiciones
farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 19™ edicién, 1995.

En una modalidad adicional de la invencién la formulacién comprende, ademas, un agente isotonico. El agente
isotonico puede seleccionarse del grupo que consiste en una sal (por ejemplo, cloruro de sodio), un azucar tal como
mono, di o polisacaridos, o glucanos solubles en agua, que incluyen, por ejemplo, fructosa, glucosa, manosa, lactosa,
sacarosa, trehalosa, dextrano o alcohol de azucar tal como, por ejemplo, un aminoacido (por ejemplo, L-glicina, L-
histidina, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), un alditol (por ejemplo, glicerol (glicerina),
1,2 -propanodiol (propilenglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol) polietilenglicol (por ejemplo, PEG400), o sus
mezclas. El azucar de alcohol incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol.

El uso de un agente isoténico en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia
se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19™2 edicion, 1995.

En una modalidad adicional de la invencion la formulacion comprende, ademas, un agente quelante. En una modalidad
adicional de la invencion, el agente quelante se selecciona de sales de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido
citrico y acido aspartico, EGTA y sus mezclas.

En una modalidad de la invencion adicional la formulacién comprende, ademas, un estabilizante. El uso de un
estabilizante en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia
a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19™2 edicion, 1995.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender, ademas, una cantidad de una base de
aminoacido suficiente para disminuir la formacion de agregados por el polipéptido o proteina durante el
almacenamiento de la composicion. Por "base de aminoacido" se entiende un aminoacido o una combinacién de
aminoacidos, donde cualquier aminoacido dado esta presente en su forma de base libre o en su forma de sal. Los
aminoacidos pueden ser arginina, lisina, acido aspartico y acido glutdmico, aminoguanidina, ornitina y N-monoetil L-
arginina, etionina y buthionina y S-metil-L cisteina.

En una modalidad adicional de la invencién puede afiadirse metionina (u otros aminoacidos o analogos de aminoacidos
sulfdricos) para inhibir la oxidacion de los residuos de metionina a metionina sulféxido cuando el polipéptido que actua
como agente terapéutico es un polipéptido que comprende al menos un residuo de metionina susceptible a tal
oxidacion. Por "inhibir" se entiende la acumulacién minima de especies oxidadas de metionina en el tiempo. La
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inhibicion de la oxidacidon de metionina resulta en una mayor retencion del polipéptido en su forma molecular apropiada.
Puede usarse cualquier estereoisomero de metionina (L o D) o sus combinaciones. La cantidad que debe afadirse
debe ser una cantidad suficiente para inhibir la oxidacién de los residuos de metionina de manera que la cantidad de
metionina sulféxido sea aceptable para las agencias reguladoras. Tipicamente, esto significa que la composicion
contiene no mas de aproximadamente 10 % a aproximadamente 30 % de metionina sulféxido. Generalmente, esto
puede alcanzarse mediante la adicion de metionina de manera que la relacién entre la metionina afiadida y los residuos
de metionina varie de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1000:1, tal como 10:1 a aproximadamente 100:1.
En una modalidad adicional de la invencion la formulacién comprende, ademas, un estabilizante seleccionado del
grupo de los polimeros de alto peso molecular o compuestos de bajo peso molecular. En una modalidad adicional de
la invencion el estabilizante se selecciona de polietilenglicol (por ejemplo, PEG 3350), alcohol polivinilico (PVA),
polivinilpirrolidona, carboxi-/hidroxicelulosa o sus derivados (por ejemplo, HPC, HPC-SL, HPC-L y HPMC),
ciclodextrinas, sustancias que contienen azufre como monotioglicerol, &cido tioglicélico y 2-metiltioetanol, y diferentes
sales (por ejemplo, cloruro de sodio).

En una modalidad adicional de la invencion la formulacion comprende, ademas, un tensioactivo. Los tensioactivos
tipicos (con ejemplos de nombres comerciales entre corchetes[]) son ésteres de acido graso de sorbitan de
polioxietileno tales como monolaurato de sorbitan de polioxietileno (20) [Tween 20], monopalmitato de sorbitan de
polioxietileno (20) [Tween 40] o monooleato de sorbitan de polioxietileno (20) [Tween 80], poloxameros tales como
copolimero de bloques de polioxipropileno-polioxietileno [Pluronic F68/poloxamero 188], polietilenglicol octilfenil éter
[Tritdn X-100] o polioxietilenglicol dodecil éter [Brij 35]. El uso de un tensoactivo en composiciones farmacéuticas es
bien conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 19™M2 edicién, 1995.

En una modalidad adicional de la invencion la formulacion comprende, ademas, inhibidores de proteasa tales como
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y benzamidina HCI, pero pueden usarse, ademas, otros inhibidores de
proteasa disponibles comercialmente. El uso de un inhibidor de proteasa es util particularmente en composiciones
farmacéuticas que comprenden zimégenos de proteasas o una enzima activada tal como FVlla para inhibir la
autocatalisis.

Es posible que puedan presentarse otros ingredientes en la formulaciéon farmacéutica del péptido de la presente
invencion. Estos ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes, agentes
de masa, modificadores de la tonicidad, agentes quelantes, iones metdlicos, vehiculos oleaginosos, proteinas (por
ejemplo, albumina sérica humana, gelatina o proteinas) y un zwitterion (por ejemplo, un aminoacido tal como betaina,
taurina, arginina, glicina, lisina e histidina).

Las composiciones de la invencion pueden adicionalmente, combinarse, o unirse, por ejemplo, mediante interacciones
covalentes, hidrofébicas y electrostaticas, con un portador farmacéutico, sistema de administracion de farmacos y
sistema avanzado de administraciéon de farmacos para mejorar adicionalmente la estabilidad del compuesto, aumentar
la biodisponibilidad, aumentar la solubilidad, disminuir los efectos adversos, lograr la cronoterapia bien conocida por
los expertos en la técnica, y aumentar la conformidad del paciente o cualquiera de sus combinaciones. Los ejemplos
de portadores, sistemas de administracion de farmacos y sistemas de administracion de farmacos avanzados incluyen,
pero no se limitan a polimeros, por ejemplo, celulosa y derivados, polisacaridos, por ejemplo, dextrano y derivados,
almidén y derivados, poli(vinil alcohol), polimeros de acrilato y metacrilato, acido polilactico y poliglicélico y copolimeros
en bloque de estos, polietilenglicoles, proteinas portadoras por ejemplo, albumina, geles, por ejemplo, sistemas de
termogelificacion, por ejemplo sistemas copoliméricos en bloque bien conocidos por los expertos en la técnica,
micelas, liposomas, microparticulas, nanoparticulas, cristales liquidos y dispersiones de estos, fase L2 y dispersiones
de esta, bien conocidas por los expertos en la técnica de comportamiento de fase en sistemas de lipidos y agua,
micelas poliméricas, emulsiones multiples, autoemulsionantes, automicroemulsionantes, ciclodextrinas y derivados de
estos, y dendrimeros.

La administracion parenteral puede realizarse por inyeccion subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa
por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa similar a una lapicera. Alternativamente, la administracion
parenteral puede realizarse por medio de una bomba de infusién. Otra opcién es una composicion que puede ser una
solucidn o suspension para la administracion del péptido de glucagén en la forma de un atomizador nasal o pulmonar.
Como aun otra opcion, las composiciones farmacéuticas que contienen el péptido de glucagén de la invencién también
pueden adaptarse a la administracion transdérmica, por ejemplo, mediante inyeccién sin aguja o desde un parche,
opcionalmente un parche iontoforético, o administracion transmucosal, por ejemplo, bucal.

Las formulaciones farmacéuticas para la aplicacion oral de proteinas y polipéptidos terapéuticos pueden incluir la
encapsulacién del compuesto activo en nanoparticulas, microparticulas u otros tipos de formas de dosificacion
multiparticuladas. Una opcion adicional es el uso de potenciadores de la permeacion tales como compuestos
tensioactivos, péptidos penetrantes de células, sistemas de suministro de farmacos mucoadhesivos, agentes
quelantes y otros. Otra opcion adicional puede ser la adicién de inhibidores de proteasas. Otra opcién es el uso de
sistemas de suministro de farmacos basados en lipidos como SEDDS, SMEDDS SNEDDS (sistemas de suministro
de farmacos Autoemulsionantes, Automicroemulsionantes o Autonanoemulsionantes). Los sistemas de suministro de
farmacos mencionados anteriormente pueden formularse en un comprimido o rellenarse en una capsula dura o blanda
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adecuada que puede recubrirse para liberar el compuesto activo de manera controlada o en un segmento intestinal
preferido.

Ejemplos

Lista de abreviaturas

BOC: terc-butiloxicarbonilo

DCM: Diclorometano

DIC: Diisopropilcarbodiimida

Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

HOALt: 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento
LCMS: Cromatografia liquida Espectrometria de masas
MeCN: Acetonitrilo

Mtt: 4-Metiltritilo

NMP: N-metil pirrolidona

Oxima Pura: Ester etilico del acido ciano-hidroxiimino-acético
RP: Fase inversa

RP-HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa
RT: Temperatura ambiente

Rt: Tiempo de retencion

SPPS: Sintesis de péptidos en fase solida

TFA: Acido trifluoroacético

TIPS: Triisopropilsilano

UPLC: Cromatografia liquida de ultraeficacia

Métodos generales

Esta seccion se refiere a métodos para la sintesis de péptidos unidos a resinas (métodos SPPS, lo que incluye métodos
para la desproteccion de aminoacidos, métodos para escindir el péptido de la resina y para su purificacién), asi como
también métodos para detectar y caracterizar el péptido resultante (Métodos de LCMS y UPLC).

Métodos generales de SPPS

Los derivados de aminoacidos protegidos con Fmoc usados fueron el estandar recomendado: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(BOC)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Trp(BOC)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH y
Fmoc-Lys(Mtt)-OH suministrados por, por ejemplo, Anaspec, Bachem, Iris Biotech, o NovabioChem.

Las SPPS se realizaron mediante el uso de quimica basada en Fmoc en un sintetizador de péptidos en fase sdlida
Prelude de Protein Technologies (Tucson, AZ 85714 EE.UU.). Una resina adecuada para la preparacion de acidos
carboxilicos C-terminales es una resina Wang precargada y de baja carga disponible de NovabioChem (por ejemplo,
resina fmoc-Thr(tBu)-Wang de baja carga, LL, 0,27 mmol/g). El grupo alfa amino N-terminal se protegié con Boc.

La desproteccion de Fmoc se logré con piperidina al 20 % en NMP durante 2 x 3 min. La quimica de acoplamiento era
DIC/HOAt/colidina o DIC/Oxima Pura/colidina. Las soluciones de aminoacido/HOAt o aminoacido/Oxima Pura (0,3
M/0,3 M en NMP a un exceso molar de 3-10 veces) se afiadieron a la resina seguido por el mismo equivalente molar
de DIC (3 M en NMP) seguido por colidina (3 M en NMP). Por ejemplo, se usaron las cantidades siguientes de solucién
de aminoéacido/HOAt 0,3 M por acoplamiento para las siguientes reacciones en escala: Escala/ml, 0,05 mmol/1,5 ml,
0,10 mmol/3,0 ml, 0,25 mmol/7,5 ml. El tiempo de acoplamiento fue 2 x 30 min o 1 x 240 min.

El grupo Mtt se elimind mediante el lavado de la resina con HFIP/DCM (75:25) (2 x 2 min), se lavd con DCM y se
suspendio la resina en HFIP/DCM (75:25) (2 x 20 min) y se lavé posteriormente en secuencia con Piperidina/NMP
(20:80), DCM(1x), NMP(1x), DCM(1x), NMP(1x).

La introduccién de un sustituyente en el e-nitrdgeno de una Lisina se logré mediante el uso de una Lisina protegida
con Mtt (Fmoc-Lys(Mtt)-OH). Del mismo modo, cuando la cadena lateral se presentd en una cadena lateral de ornitina,
el grupo amino delta de la ornitina a acilar se protegié con Mtt (por ejemplo, Fmoc-Orn(Mtt)-OH. Alternativamente, el
€-nitrdgeno de una lisina podria protegerse con un grupo ivDde (Fmoc-Lys(ivDde)-OH). El grupo amino delta de una
ornitina igualmente podria protegerse con un grupo ivDde (Fmoc-Orn(ivDde)-OH). La incorporacion de porciones
gamma-Glu en la cadena lateral se logré mediante el acoplamiento con el aminoacido Fmoc-Glu-OtBu.

La introduccién de cada porcion en la cadena lateral se logr6 mediante el uso de un tiempo de acoplamiento
prolongado (1 x 6 horas) seguido de taponado con anhidrido acético o alternativamente acido
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acético/DIC/HOAV/colidina. La acetilacion del nitrogeno terminal en el sustituyente se logré mediante el uso de
anhidrido acético (10 eq.) y colidina (20 eq.) en NMP.

Unién del sustituyente

El resto de unién a albumina puede introducirse en un procedimiento por etapas mediante el sintetizador de péptidos
Prelude como se describio anteriormente mediante el uso de bloques de construccion adecuadamente protegidos, con
la modificacion de que los aminoacidos y derivados de acidos grasos que incluyen Fmoc-Ado-OH, Fmoc-Glu-OtBu y
el éster mono-terc-butilico del acido octadecanodioico (o los ésteres de mono-terc-butilo diacidos analogos C8, C10,
C12-, C14- C16-, C20-) se acoplaron durante 6 horas en cada etapa. Después de cada etapa de acoplamiento, el
intermediario peptidico sin reaccionar se taponé mediante el uso de anhidrido acético y exceso de colidina (> 10 eq.).
Los compuestos que contienen un resto 4-[16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil]butanocilo se preparan de
manera similar mediante el uso del bloque de construccién acido 4-(N-(16-(tetrazol-5-il)hexadecanoil)sulfamoil)butirico
(disponible mediante el procedimiento sintético descrito en el documento nim. WO 2007/009894).

Escision de la resina

Después de la sintesis, la resina se lavd con DCM y el péptido se escindié de la resina mediante un tratamiento de 2-
3 horas con TFA/TIS/agua (95/2,5/2,5) seguido por precipitacion con éter dietilico. El precipitado se lavd con éter
dietilico.

Purificacién y cuantificacion

El péptido crudo se disuelve en una mezcla adecuada de agua y MeCN tal como agua/MeCN (4:1) y se purifica
mediante HPLC preparativa de fase inversa (Waters Deltaprep 4000 o Gilson) en una columna que contiene gel de
silice C18. La elucion se realiza con un gradiente creciente de MeCN en agua que contiene TFA al 0,1 %. Las
fracciones relevantes se revisan mediante HPLC analitica o UPLC. Las fracciones que contienen el péptido objetivo
puro se mezclan y se concentran a presion reducida. La solucién resultante se analiza (HPLC, LCMS) y el producto
se cuantificé mediante el uso de un detector de quimioluminiscencia especifico para nitrégeno de HPLC (Antek 8060
HPLC-CLND) o mediante la medicién de la absorcion UV a 280 nm. El producto se dispensa en viales de vidrio. Los
viales se taponan con prefiltros de fibra de vidrio Millipore. La liofilizacion proporciona el trifluoroacetato peptidico como
un solido blanco.

Métodos para la deteccion y caracterizacion

Métodos de LCMS

Método: LCMS_2

Se us6 un espectrometro de masas API 3000 de Perkin Elmer Sciex para identificar la masa de la muestra después
de la elucién de un sistema de HPLC de Perkin Eimer Series 200. Eluyentes: A: Acido trifluoro acético al 0,05 % en
agua; B: Acido trifluoroacético al 0,05 % en acetonitrilo. Columna: Waters Xterra MS C-18 X 3 mm id 5 ym. Gradiente:
5% - 90 % de B durante 7,5 min a 1,5ml/min.

Método: LCMS_4

LCMS_4 se realizdé en una configuracion que consistio en un sistema UPLC Acquity de Waters y espectréometro de
masas LCT Premier XE de Micromass. Eluyentes: A: Acido férmico al 0,1 % en agua B: Acido férmico al 0,1 % en
acetonitrilo. El analisis se realiz6 a RT mediante la inyeccién de un volumen apropiado de la muestra (preferentemente,
2-10 pl) en la columna que se eluy6 con un gradiente de A y B. Las condiciones de UPLC, los ajustes del detector y
los ajustes del espectréometro de masas fueron: Columna: UPLC Waters Acquity BEH, C-18, 1,7 um, 2,1 mm x 50 mm.
Gradiente: 5 % - 95 % de acetonitrilo lineal durante 4,0 min (alternativamente, 8,0 min) a 0,4 ml/min. Deteccion: 214
nm (salida analégica de TUV (detector de UV ajustable)) modo de ionizacion MS: API-ES Barrido: 100-2000 amu
(alternativamente, 500-2000 amu), etapa 0,1 amu.

Método: LCMS_13

El método LCMS_13 se realizd en un sistema Waters Acquity UPLC SQD 2000 que consiste en un sistema UPLC con
detector PDA UV y detector de masa cuadripolo Unico con ionizacién por electropulverizacién. Eluyentes: A: Acido
trifluoroacético al 0,1 % en agua; B: Acido trifluoroacético al 0,1 % en acetonitrilo. Columna: Waters Acquity UPLC
BEH C18, 100 A, 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm. Gradiente: Lineal 10 % - 90 % B durante 3 min, flujo 0,3 ml/min, tiempo
total de ejecucion 4 min. Intervalo de escaneo MS: 500-2000 amu.

Método: LCMS_AP
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Se us6 un espectrometro de masas Micromass Quatro micro API para identificar la masa de la muestra después de la
elucion de un sistema de HPLC compuesto por un modulo de gradiente binario Waters2525, un gestor de muestras
Waters2767, un detector de matriz de fotodiodos Waters 2996 y un detector ELS Waters 2420. Eluyentes: A: Acido
trifluoroacético al 0,1 % en agua; B: Acido trifluoroacético al 0,1 % en acetonitrilo. Columna: Phenomenex Synergi
MAXRP, 4 um, 75x4,6 mm. Gradiente: 5 % - 95 % B durante 7 min a 1,0 ml/min.

Métodos de UPLC

Método 04_A3_1

UPLC (Método 04_A3_1): El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un
detector de doble banda. Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna
ACQUITY UPLC BEH130, C18, 130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C.

El sistema UPLC se conect6 a dos recipientes de eluyente que contenian:

A: 90 % H20, 10 % CH3CN, 0,25 M bicarbonato de amonio

B: 70 % CH3CN, 30 % H20

Se uso el siguiente gradiente lineal: 75 % A, 25 % B a 45 % A, 55 % B durante 16 minutos a una velocidad de flujo de
0,35 ml/min.

Método 04 A4 1

UPLC (Método 04_A4_1): El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un
detector de doble banda. Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna
ACQUITY UPLC BEH130, C18, 130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C.

El sistema UPLC se conect6 a dos recipientes de eluyente que contenian:
A: 90 % H20, 10 % CH3CN, 0,25 M bicarbonato de amonio
B: 70 % CH3CN, 30 % H20

Se uso6 el siguiente gradiente lineal: 65 % A, 35 % B a 25 % A, 65 % B durante 16 minutos a una velocidad de flujo de
0,35 ml/min.

Método: 04_A2_1

El anadlisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
90 % H20, 10 % CH3CN, 0,25 M bicarbonato de amonio; B: 70 % CH3CN, 30 % H20. Se us¢ el siguiente gradiente
lineal: 90 % A, 10 % B a 60 % A, 40 % B durante 16 minutos a una velocidad de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 04_A6_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
10 mM TRIS, 15 mM sulfato de amonio, 80 % H20, 20 %, pH 7,3; B: 80 % CH3CN, 20 % H20. Se uso el siguiente
gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a 10 % A, 90 % B durante 16 minutos a una velocidad de flujo de 0,35 ml/min.

Método: 04_A7_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conectd a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
10 mM TRIS, 15 mM sulfato de amonio, 80 % H20, 20 %, pH 7,3; B: 80 % CH3CN, 20 % H20. Se uso el siguiente
gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a 40 % A, 60 % B durante 16 minutos a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 04_A9 1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18,
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C18, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 60 °C. El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
Na2S04 200 mM + Na2HPO4 20 mM + NaH2P0O4 20mM en 90 % H20/10 % CH3CN, pH 7,2; B: 70 % CH3CN, 30 %
H20. Se uso el siguiente gradiente por etapas: 90 % A, 10 % B a 80 % A, 20 % B durante 3 minutos, 80 % A, 20 % B
a 50 % A, 50 % B durante 17 minutos a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método 05_B5_1

El anadlisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18, 130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C.

El sistema UPLC se conect6 a dos recipientes de eluyente que contenian:
A: 0,2 M Na2S04, 0,04 M H3PO4, 10 % CH3CN (pH 3,5)
B: 70 % CH3CN, 30 % H20

Se uso el siguiente gradiente lineal: 60 % A, 40 % B a 30 % A, 70 % B durante 8 minutos a una velocidad de flujo de
0,35 ml/min.

Método: 05_B7_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
0,2 M Na2S04, 0,04 M H3PO4, 10 % CH3CN (pH 3,5); B: 70 % CH3CN, 30 % H20. Se uso el siguiente gradiente
lineal: 80 % A, 20 % B a 40 % A, 60 % B durante 8 minutos a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 05_B8_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conectd a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
0,2 M Na2S04, 0,04 M H3PO4, 10 % CH3CN (pH 3,5); B: 70 % CH3CN, 30 % H20. Se uso el siguiente gradiente
lineal: 50 % A, 50 % B a 20 % A, 80 % B durante 8 minutos a una velocidad de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 05_B9_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conectd a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
0,2 M Na2S04, 0,04 M H3PO4, 10 % CH3CN (pH 3,5); B: 70 % CH3CN, 30 % H20. Se uso el siguiente gradiente
lineal: 70 % A, 30 % B a 20 % A, 80 % B durante 8 minutos a una velocidad de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 05_B10_1

El andlisis RP se llevo a cabo mediante el uso un sistema Waters UPLC ajustado con un detector de doble banda. Las
detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18, 130A,
1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conecto a dos recipientes de eluyente que contienen: A: 0,2 M
Na2S04, 0,04 M H3PO4, 10 % CH3CN (pH 3,5); B: 70 % CH3CN, 30 % H20. Se usd el siguiente gradiente lineal: 40
% A, 60 % B a 20 % A, 80 % B durante 8 minutos a una velocidad de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 07_B4 1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18,130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C.

El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contenian: A: 99,95 % H20, 0,05 % TFA; B: 99,95 %
CH3CN, 0,05 % TFA. Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a5 % A, 95 % B durante 16 minutos a una
tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 09_B2_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
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130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conectd a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
99,95 % H20, 0,05 % TFA,; B: 99,95 % CH3CN, 0,05 % TFA. Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a 40
% A, 60 % B durante 16 minutos a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método: 09 B4 1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH130, C18,
130A, 1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C. El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contienen: A:
99,95 % H20, 0,05 % TFA,; B: 99,95 % CH3CN, 0,05 % TFA. Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5% B a 5
% A, 95 % B durante 16 minutos a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método 08_B2_1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18, 130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C.

El sistema UPLC se conecto a dos recipientes de eluyente que contenian:

A: 99,95 % H20, 0,05 % TFA

B: 99,95 % CH3CN, 0,05 % TFA

Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a 40 % A, 60 % B durante 16 minutos a una tasa de flujo de 0,40
mi/min.

Método 08 B4 _1

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18,130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 40 °C.

El sistema UPLC se conectd a dos recipientes de eluyente que contenian:

A: 99,95 % H20, 0,05 % TFA

B: 99,95 % CH3CN, 0,05 % TFA

Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a 5 % A, 95 % B durante 16 minutos a una tasa de flujo de 0,40
ml/min.

Método 10_B4 2

El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18,130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 50 °C.

El sistema UPLC se conect6 a dos recipientes de eluyente que contenian:

A: 99,95 % H20, 0,05 % TFA

B: 99,95 % CH3CN, 0,05 % TFA

Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a 5 % A, 95 % B durante 12 minutos a una tasa de flujo de 0,40
ml/min.

Método 10_B5 2

El analisis RP se realizé mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.
Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18, 130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 50 °C.

El sistema UPLC se conect6 a dos recipientes de eluyente que contenian:

A: 70% MeCN, 30% Agua
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B: 0,2 M Na2S04, 0,04 M H3PO4, 10 % MeCN, pH 2,25
Se uso el siguiente gradiente lineal: 40 % A en 1 min, 40 --> 70 % de A en 7 min a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.
Método: 10_B14_1

El analisis RP se llevo a cabo mediante el uso un sistema Waters UPLC ajustado con un detector de doble banda. Las
detecciones UV a 214nm y 254nm se recogieron mediante el uso una columna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18,
1,7um, 2,1 mm x 150 mm, 50 °C. El sistema UPLC se conecto a dos recipientes de eluyente que contienen: A: 99,95
% H20, 0,05 % TFA; B: 99,95 % CH3CN, 0,05 % TFA. Se uso el siguiente gradiente lineal: 70 % A, 30 % B a 40 % A,
60 % B durante 12 minutos a una tasa de flujo de 0,40 ml/min.

Método: AP_B4_1
El analisis RP se realizé6 mediante el uso de un sistema UPLC de Waters ajustado con un detector de doble banda.

Las detecciones UV a 214 nm y 254 nm se recogieron mediante el uso de una columna ACQUITY UPLC BEH130,
C18,130 A, 1,7 um, 2,1 mm x 150 mm, 30 °C.

El sistema UPLC se conecté a dos recipientes de eluyente que contenian: A: 99,95 % H20, 0,05 % TFA; B: 99,95 %
CH3CN, 0,05 % TFA. Se uso el siguiente gradiente lineal: 95 % A, 5 % B a5 % A, 95 % B durante 16 minutos a una
tasa de flujo de 0,30 ml/min.

Ejemplo 1

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-[Glu'®,Lys?* Leu?’,Ser?8]-

Glucagén

sustancia quimica 1:

(0] OH (0]
OO OH o
[P Y S
N u,“/\H/N\/\O/\/ N u,,u/\ﬂ/N NH
o) H o
(0] OH
H—HSQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV—H WL L S T—on
(0]

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt =12,84 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,61 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 3,7 min, m/3 = 1427; m/4 = 1071; m/5 = 857

Ejemplo 2

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[His3,Lys?*,Leu?’,Ser®8]-Glucagon

Sustancia quimica 2:
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0
OH
o) Oy OH
0 0 Y o)
HN o § o M~ N
N/\/\/\Oﬁ(\/\o/\/ NW NH
; o 4 o
0~ ~oH 0~ “OH
L0
“HSHGTFTSDYSKYLDSRRAQDEF VN WLLstQLOH
0
HC” “OH

3

Método de UPLC: 05_B9_1: Rt=8,4
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,8 min, m/4 = 1106
Ejemplo 3

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[His3,Lys?0,Lys?* Leu®’,Ser?8]-Glucagén

Sustancia quimica 3:

0
OH
o
o o Oy -OH o
HN 0 N o L N
: o) H )
0~ “oH 07 ~OoH
L, 0
“HSHGTFTSDYSKYLDSRRAKDEF VN WLLS*N\)LOH
0
H.C~ "OH

3

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt =13,1 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt =8,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: RT = 2,8 min, m/3 = 1474; m/4 = 1106; m/5 = 885
Ejemplo 4

N24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[His®,Glu'®,Lys?0,Lys?*,Leu?’,Ser?8]-Glucagon

Sustancia quimica 4:
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OH

#*=~H S H G TF T SDY S KYLDERRAKDF V*H

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt =12,0 min

Método de UPLC: 09 B4 1: Rt=8,0 min

Método de LCMS: LSMS_4: RT = 2,8 min, m/3 = 1488; m/4 = 1117; m/5 = 893

Ejemplo 5

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[His®,Lys?*,Leu?’]-Glucagon

Sustancia quimica 5:

(0]
(0]

07 TOH

HN (0] 0} (0] OH
:IjA\v/ﬂ\H,A\v/ \V/A\O/A\T7 o
HN\V/A\O/A\V,O\V/M\N
H

OH

~
H
O
o}

OH

t=H S H G T F T SDYSKYLDSRRAQDF V*H

Método de UPLC: 09_B4 Rt=8,29 min

Método de UPLC: Rt= 7,66 min

LCMS: Método: LCMS_4 Rt= 2,85; m/Z=4452; M/3: 1483, M/4: 1113

Ejemplo 6

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxiletoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[His3,Lys'7,Glu?' Lys?*,Leu?’,Ser?®]-Glucagon

Sustancia quimica 6:
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HO.__O OH
ZNe
o . . O, -OH o o

H | N
HN\/\O/\/O\/I\N/\/\H/NI\/U\NH
H O
=

) OH

(0]
H
H—HSHGTFTSDYSKYLDSKRAQEFV—H WLLS—N\/lkOH
0
/‘.

H,C~ “OH

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt=12,2 min

Método de UPLC: 09_B4_1; Rt = 8,2 min

Método de LCMS: LCMS_4; RT=2,1 min; m/3 = 1421; m/4 = 1066; m/5 = 853

Ejemplo 7

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Val'8,Lys?*,Leu?’]-Glucagdn

sustancia quimica 7:

(0]
H
H*HSQGTFTSDYSKYLDVRRAQDFV*N\)J*WLLNT*OH

HO\,&O o o OVOH

H H
HNWN\/\O/\/O%H/\/O\/\O/I(NNHWNH
0~ “oH

(0]
(6]

OH

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 13,1 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt=12,9 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1485; m/4 = 1114; m/5 = 891

Ejemplo 8

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[lle'8,Lys?* Leu?’]-Glucagon

Sustancia quimica 8:
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0}
H
H*HSQGTFTSDYSKYLDIRRAQDFV*N\)'J*WLLNT*OH

HO- 0 0 0 1O~0
: H H :
f N o\)L 0 N : NH
HNW ~ o TN H/\/ \/\o/ﬁ( NHW
(0] o (0]
0~ “oH

OH

0]

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 13,2 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,7 min

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt 13,6 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1489; m/4 = 1117; m/5 = 894
Ejemplo 9

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[His®,GIu'®, Thr'6,Lys?* Leu?’]-Glucagon

Sustancia quimica 9:

0]
H
H—HSHGTFTSDYSKYLETRRAQDFV—N\)J*WLLNT—OH

Método de UPLC: 09 B2 1: Rt=12,4 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,2 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt= 12,7 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1493; m/4 = 1120; m/5 = 896
Ejemplo 10

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg'2,Thr'6 Lys?4 Leu?’]-Glucagén

Sustancia quimica 10:
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O
H
H—HSQGTFTSDYSRYLDTRRAQDFV—N\)J*WLLNT—OH

Método de UPLC: 09 B2 1: Rt =12,6 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,3 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 13,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1495, m/4 = 1121; m/5 = 897

Ejemplo 11

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[lle'®,Lys?* Leu?”,Ser?8]-Glucagon

sustancia quimica 11:

0}
H
H—HSC)GTFTSDYSKYLDIRRAQDFV—N\/U*WLLST—OH

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 13,1 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt=15,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1480; m/4 = 1110; m/5 = 889
Ejemplo 12
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Thr'8,Lys?* Leu?’,Ser?8]-Glucagon
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sustancia quimica 12:

o}
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDTRRAQDFV—N\/U~WLLST—OH

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 12,7 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,4 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 12,9 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107; m/5 = 886

Ejemplo 13

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Leu'®,Lys?* Leu?’,Ser?8]-Glucagdn

sustancia quimica 13:

O
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDLRRAQDFV—NQJ~WLLST—OH

o OYOH

: NH
N/\/\”/
H

o]

OH o)
Método de UPLC: 09_B2_1: Rt= 13,1 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt=15,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1480; m/4 = 1110; m/5 = 889

Ejemplo 14

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg'2,Glu’s,Lys?* Leu?’,Ser?8]-Glucagén
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Sustancia quimica 14:

0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J*WLLST*OH

OH

HO 0]

& X

(e)
H\/\ /\/O\)(‘)\ O~ H I NH
HN/\/E( o H O/jf H/Wg
0~ “OH

0]

OH

Método de UPLC: 09 B4 1: Rt=8,4 min

Método de UPLC: 04_A6_1: Rt = 5,9 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 13,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1486; m/4 = 1115; m/5 = 892

Ejemplo 15

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg'?,Leu’® Lys?* Leu?’,Ser?]-Glucagon

Sustancia quimica 15:

o
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDARRAQDFV*N\)J~WLLST*OH

HO.__O o Ox,-OH
: P i v
N\/\o/\/o N \/\O N
HN N
o] : ; o
0 0~ “OH

OH

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,7 min

Método de UPLC: 04_A6_1: Rt = 7,2 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 16,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1490; m/4 = 1117; m/5 = 894

Ejemplo 16

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg'?,Ala’®,Lys?*,Leu?’,Ser?®]-Glucagon

sustancia quimica 16:
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(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDARRAQDFV*N\/U*WLLST*OH

Ox__OH
HO._O o 0 X
s o\)‘\ o] s 5 NH
HNW \/\O/\/ H/\/ \/\ow ”/\/\‘(
o] o) o)
o) 0~ “oH
OH
o)

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 12,7 min

Método de UPLC: 09 B4 1: Rt=8,4 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 14,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107; m/5 = 886

Ejemplo 17

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg'2,Phe’® Lys? Leu?’,Ser?®]-Glucagdn

Sustancia quimica 17:

o
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDARRAQDFV*N\)J~WLLST*OH

O%/OH\H

NH
HW
(e}

HOVO o

H\/\ /\/O\)k SO~ H O‘
(0] OH

)

OH

Método de UPLC: 09 B2 1: Rt =13,1 min

Método de UPLC: 09 _B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 15,9 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1501; m/4 = 1126; m/5 = 901

Ejemplo 18

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]butanoilJamino]butanoil]-
[Arg'?,Leu'® Lys?* Leu?,lle?8]-Glucagon

sustancia quimica 18:
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(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J*WLLIT*OH

Ho._O o O :/OH \H

< o)
H\/\ /\/o\)L SO N N NH
o 0~ “OH

OH

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 13,0 min

Método de UPLC: 09 B4 1: Rt=8,6 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 15,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1499; m/4 = 1124; m/5 = 899

Ejemplo 19

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg™?,Leu’® Lys?*,Leu?’, Thr?8]-Glucagon

sustancia quimica 19:

(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J~WLLTT*OH

HO\//O o O%:/OH \H

H\/\ /\/O\)k SO H O‘ NH
HN/\/E( o H O/E( H/\/E(
0 0~ “OH

OH

Método de UPLC: 09 B2 1: Rt =13,1 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 15,6 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1494; m/4 = 1121; m/5 = 897

Ejemplo 20

NE¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg',Arg'® Lys?* Leu?’,Ser?8]-Glucagon

Sustancia quimica 20:
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O
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDRRRACIDFV*N\)}~WLLST*OH

OO" O" \H

o} o
i A H
HNWN\/\O/\/O N/\/O\/\o/ﬁ.rN NWNH
o H O H o}
0 0~ “OH

OH

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 10,6 min

Método de UPLC: 04_A6_1: Rt = 5,9 min;

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min; m/3 = 1504; m/4 = 1128; m/5 = 903

Ejemplo 21

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg'?,Val'® Lys?* Leu?’,Ser?®]-Glucagon

Sustancia quimica 21:

O
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDVRRAQDFV*N\)J~WLLST*OH

O -OH o o O

H H
s N\/\ /\/O\)‘L /\/O\/\ N s NH
HNW 0 N o/w‘r NW
o] . 0 : 0
0 0~ “OH
OH

OH

Método de UPLC: 10_B4_1: Rt = 8,5 min;

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 14,5 min;

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min; m/3 = 1485; m/4 = 1114; m/5 = 891

Ejemplo 22

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg'?,Thr'6,Lys?* Leu®”,Ser?8]-Glucagdn

sustancia quimica 22:
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o
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDTRRAQDFV*N\)}~WLLST*OH

OH

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt= 13,1 min

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,4 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,2; m/3 =1485; m/4 = 1114; m/5 = 892
Ejemplo 23

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg'?,lle®,Lys?* Leu?’,Ser®®]-Glucagon

sustancia quimica 23:

(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDIRRAQDFV*N\)J~WLLST*OH

'~ OH 0 0 On

A A “
HNWN\/\O/\/O N/\/O\/\O/\[TN NWNH
(0] H (0] H (0]
0 07~ “OH
OH

OH

Método de UPLC: 10_B4_1: Rt = 8,6 min;

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 15,2 min;

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min; m/3 = 1490; m/4 = 1118; m/5 = 894

Ejemplo 24

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(13-
carboxytridecanoylamino)butanoillJamino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg'?,Leu’® Lys?* Leu?’,Ser?®]-Glucagon

Sustancia quimica 24:
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o]
H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—NVU~WLLST—OH

Método de UPLC: 09 B2 1: Rt=11,7 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt =7,7 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 13,2 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1471; m/4 = 1103; m/5 = 883

Ejemplo 25

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Arg'?,Leu’® Lys?* Leu?’,Ser?®]-Glucagon

Sustancia quimica 25:

o
H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—N\/U~WLLST—OH

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt= 12,4 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,2 min

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt =14,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1481; m/4 = 1110; m/5 = 889
Ejemplo 26
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(19-

carboxynonadecanoylamino)butanoillamino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Arg'?,Leu’® Lys?* L eu?’,Ser?8]-Glucagén
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sustancia quimica 26:

H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—N\/U~WLLST—OH

Ow

A NH
N/\/\”/
H
O

Método de UPLC: 09 B2 1: Rt =14,0 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt =9,2 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 16,6 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1499; m/4 = 1124; m/5 = 900

Ejemplo 27

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-

[Arg'?,Leu’® Lys?* Leu?’,Ser?®]-Glucagon

Sustancia quimica 27:

H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—N\)J*WLLST—OH

%/OH

HOJ NNN\/\W\/\/\/\/MW

o

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 13,0 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9 1: Rt =14,7 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1489; m/4 = 1117; m/5 = 894
Ejemplo 28
Ne24-[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]Jamino]butanoillamino]etoxiletoxi]acetillJamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[Arg'?,Leu’® Lys?* | eu?’,Ser?8]-Glucagén
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Sustancia quimica 28:

O
H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—NQJ*WLLST—OH

O\\/OH

OjH(\/ﬁ\ H\/\ /\/O\/loj\ SO NH
NH ”A/j)‘/ ° H O/E(

O

7

H{
(@]
T

OH o
Método de UPLC: 09 B2 1: Rt =13,0 min
Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,5 min
Método de UPLC: 04_A9_1: Rt = 14,7 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1489; m/4 = 1117; m/5 = 894
Ejemplo 29

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillJamino]butanoil]-[Arg'?,Leu®,Lys?* Leu?’,Ser?8]-Glucagdn

Sustancia quimica 29:

o
H
H—HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV—N\)J*WLLST—OH

o O%:/OH o O\\/OH

B ~ NH
N/\/\ﬂ/ NW
H H
(e} (e}
(@] OH
(0]

OH

ZT

Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 13,2 min

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt=8,7 min

Método de UPLC: 04_A9_1: Rt=15,2

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1392; m/4 = 1045; m/5 = 836
Ejemplo 30

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Val16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 30:

70



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2767705 T3

HHSQGTFTSDYSKYLDVRRAQDFVNJ—WLLST—OH

o O\\/OH
- \)J\ O~ H :
HN_ o 0 07 >oH ©
H (0]
HO o N\H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH
DI
O

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,6 min

Método de UPLC: 04_A6_1; Rt=7,3 min

Método de LC-MS: LCMS_4; Rt = 2,3, m/3 = 1475; m/4 = 1107; m/5 = 886

Ejemplo 31

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Thr16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 31:

O
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDTRRAQEFV—NVU—WLLST—OH

O\)J\ /\/O\/\ H : NH
N~
HN 0
O (6] OH

H (0]

N
HO\”\ \\\\ \H/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH

o o

Método de UPLC: 10_B4 1; Rt=8,4 min

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt= 13,3 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT = 2,2, m/3 = 1481; m/4 = 1111; m/5 = 889

Ejemplo 32

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,lle29]-Glucagon

Sustancia quimica 32:
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H—HSQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV—N\/U—WLLNV—OH

ES 2767705 T3

O

o OH

0O X
H :
(6] N (6] 2
AN > \/\o/\n/ ~ o T~ \/U\”/\/\,cl)/NH
(0]

O
OH

N
(0]

HN_ o

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,8 min

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt= 13,5 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,4, m/3 =1446; m/4 = 1085; m/5= 868

Ejemplo 33

N=24-[(4S)-4-Carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,Val29]-Glucagon

Sustancia quimica 33:

H
H—HSC)GTFTSDYSKYLESRRAQDFV—N\/U—WLLNV—OH

H
HN/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O
(0]

O
OH

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A9 1; Rt=12,9 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,4, m/3 = 1442; m/4 = 1081; m/5 = 865

Ejemplo 34

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-{[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,Leu29]-Glucagon

72
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Sustancia quimica 34:

H
H*HSQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV*NJJ—WLLNL

H
(e}
w

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,9 min

Método de UPLC: 04_A9 1; Rt=13,8 min

OH

o o]
H
NH H @)

0 Ox-OH

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,5, m/3 = 1446; m/4 = 1085; m/5 = 868

Ejemplo 35

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-

[Thr16,Lys24,Leu27,lle29]-Glucagdn

Sustancia quimica 35:

o
H
H*HSQGTFTSDYSKYLDTRRAQDFV*N\)J—WLLNI

H
o
/J \/\O/YN\/\O/\/O
o

0. NH

OH

N
¢}

HN
OH

(0]

Método de UPLC: 09 B4 1; Rt= 8,8 min

0 Os,OH

o

Método de LC-MS: LCMS_4; Rt=2,4 min, m/3 = 1446; m/4 = 1085; m/5 = 868

Ejemplo 36

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-

[Thr16,Glu21,Lys24,Leu27,Val29]-Glucagon

Sustancia quimica 36:
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OH

O
H
+=—H S Q G T F TS DY S KYLDTRRAQE FV—N\)J;WLLNV

0 O§/OH
0 N o M A
o} o}
0 OH
S
° O
HN
OH
O

Método de UPLC: 09_B4_1; Rt= 8,6 min

Método de LC-MS: LCMS_4; Rt=2,3 min; m/4 = 1085; m/5 = 868

Ejemplo 37

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-

[Thr16,Glu21,Lys24,Leu27,Leu29]-Glucagén

Sustancia quimica 37:

0]
H
+=—H 8§ Q G T F T S DY S KYLD T RRAAQE FV*N\)J—WLLNL

0 O§/OH
0 N o M =
0 O
(0]
OH

NS
0 o)

HN
OH

(6]
Método de UPLC: 09_B4_1; Rt= 8,9 min
Método de LC-MS:LCMS_2: Rt=6,2 min; m/3 = 1451, m/4 =1088
Ejemplo 38
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Val10,Thr16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 38:
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o
H
»*H S QGTFTSDVSKYLDTRRAQEFUVN_J]T—wrL LS T

o 0 Ox,-OH
o 0 N : NH
O/\/ N/\/ \/\O/\r N/\/\[(
H o H o]
HN 0~ TOH
(e}
?H
o o]
HN
OH
(0]

Método de UPLC: 06_B4_1: Rt= 8,4 min

Método de LC-MS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3=1494,1; m/4= 1120,5; m/5=896,8

Ejemplo 39

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Thr16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén amida

Sustancia quimica 39:

o}
H
H*HSQGTFTSDYSKYLDTRRAQDFV*N\)J—WLLST*NH2

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,6 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,3 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 15,3 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107; m/5 = 886

Ejemplo 40

Ne24-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]butanoil]Jamino]butanoilJamino]etoxiletoxilacetil]-

[Thr16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 40:
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o
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDTRRAQDFV—N\/U—WLLST—OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,6 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,3 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 12,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107; m/5 = 886

Ejemplo 41

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Glu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 41:

(0]
H
HfHSQGTFTSDYSKYLDERRAQDFV*N\)J;WLLST*OH

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =12,6 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,3 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 11,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min, m/3 = 1485; m/4 = 1114; m/5 = 892

Ejemplo 42

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg12,Glu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 42:
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(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDERRAQDFV*N\)J;WLLST*OH

HO.__O

o} 0 &
H :
(0] O N - NH
K\O/\/ \)ku/\/ \/\O/ﬁ}/ NHW
O+ _NH O A on o)
(0]
O™ k/\/\/\/\/\/\/\/YOH
3 N
jDH H (0]

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,6 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,3 min

Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=11,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1495; m/4 = 1121; m/5 = 897

Ejemplo 43

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 43:

0}
H
H*HSQGTFTSDYSKYLDARRAQDFV*N\)J;WLLST*OH

oHO~0

H/\/TNH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,6 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,4 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 13,2 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1466; m/4 = 1100; m/5 = 880

Ejemplo 44

NE¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg12,Thr16,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 44:
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[0}

H
H*HSQGTFTSDYSRYLDTRRAQDFV*NJ‘WLEST*OH

HO O

0 0 ¥
H H
O« _NH o] o]
0~ “OH
0
O™ OH
3N
OH o]

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 11,9 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=7,9 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt =9,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,0 min, m/3 = 1491; m/4 = 1118; m/5 = 895

Ejemplo 45

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetil]amino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]a

mino]butanoil]-[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 45:

(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J*WLLST*OH

o

OH
Método de UPLC: 09_B2_1: Rt = 14,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1532; m/4 = 1149; m/5 = 920
Ejemplo 46

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén
Sustancia quimica 46:

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,9 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 9,4 min

Método de UPLC: 04_A3 1: Rt =15,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1494; m/4 = 1121; m/5 = 897
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Ejemplo 47

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]butanoilJamino]butanoil]-
[Arg12,Leu16,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 47:

(o}
H
HfHSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*NJ‘WLEST*OH

] OHO\;//O
N ; NH
0~ “OoH

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =12,9 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,8 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt=10,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min, m/3 = 1495; m/4 = 1121; m/5 = 897

Ejemplo 48

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-
[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,GIn28]-Glucagon

Sustancia quimica 48:

o
H
HfHSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J;WLLQT*OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,6 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt =9,2 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 14,9 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1503; m/4 = 1127; m/5 = 902

Ejemplo 49
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NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Glu15,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 49:

OH
(0]
OHO\E&O ] OHO\E//O ; o
: N : N
H/\/T I\)'LH/\/E( I\)‘LNH
(0] OH O OH
H—HSQGTFTSDYSKYLESRRAQEFV—H WL L S T—OH
(0]
Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,1 min
Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,9 min
Método de UPLC: 04_A3_1: Rt= 11,5 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min, m/3 = 1427; m/4 = 1070; m/5 = 857
Ejemplo 50
N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillJamino]butanoillamino]butanoil]-
[Val10,Glu15,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén
Sustancia quimica 50:
OH
(0]
HO (0] HO O
0 & " o & 9y o}
N - N
H/\/\n/ H/\/\([)]/ NNH
0~ “OH 0~ “OH
H—HSQGTFTSDVSKYLESRRAQEFV—N W L L S T—OH
o}

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =13,2 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 9,0 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt=12,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1406; m/4 = 1054; m/5 = 844

Ejemplo 51
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NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Arg12,Glu15,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 51:

O
H
II—HSQGTFTSDYSR‘(LESRF‘.AQEFV—N\)‘I—WLLST—CJH

f__}HCJ VO DH D,\!:’,‘_O W\
H : - :
M : M MNH
M M
H/\/\n/ H/\/\n/
0 r)\ 0 I\)L Q
0 OH 0 OH

O
OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,2 min
Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=9,0 min
Método de UPLC: 04_A3_1: Rt=12,0 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1436; m/4 = 1077; m/5 = 862
Ejemplo 52
NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Glu15,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 52:

OH
(0]
H OH
—H 8§ Q G T F T SDY SRYLD I RRAQEF V—-N WLES*H
o)
o H 0 Ox-OH
O/\/O\)'LN/\/O\/\O/\(NI\/LNWNH
K\ H Oo”bon M °

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt= 12,2 min
Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,3 min
Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,2, m/3 = 1490; m/4 = 1118; m/5 = 894

Ejemplo 53
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NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Arg12,lle16,Glu21,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 53:

OH
(0]
H OH
"—H S Q G T F T SDYSRYLD I RRAQEF V—N WLES*H
o)
0o H OOE/OH "
/\/O\)'LN/\/O\/\O/\WNI\/LN/\/\(
H 0 0% “0OH H (0]
(0]
)WOH

Método de UPLC: 04_A9 1; Rt=11,0 min
Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,0 min
Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,2, m/3 = 1499, m/4 = 1125, m/5 = 900
Ejemplo 54
NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-
[Val10,Arg12,Glu15,Glu21,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagon
Sustancia quimica 54:

OH

o}
H OH
H*HSQGTFTSDVSRYLESRRAQEFV*NJ—WLESfH

(e}

o y 0O OH 1
H 0 0" 0H H O

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt=9,0 min
Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,1 min
Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,2, m/3 = 1474; m/4 = 1106; m/5 = 885

Ejemplo 55
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NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Arg12,Glu15,Glu21,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 55:
OH

(0]
H OH
H*HSQGTFTSDYSRYLESRRAQEFV*N\)‘;WLES*H

o

H 0 Ox-OH

Oo7on M °©

@)
(\O/\/O\)ku/\/o\/\o/ﬁfNr\/kN’\/YNH

Método de UPLC: 04_A9 1; Rt= 8,8 min

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 8,1 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,2; m/3 =1495; m/4 = 1121; m/5 = 898

Ejemplo 56

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Ala16,Lys24,Leu27,GIn28]-Glucagon

Sustancia quimica 56:

[0}

H
HfHSQGTFTSDYSKYLDARRAQDFV*N\)J;WLLQT*OH

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =13,3 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 9,0 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 13,5 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1480; m/4 = 1110; m/5 = 888

Ejemplo 57

83



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2767705 T3

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Ala16,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 57:
o)

H*HSQGTFTSDYSKYLDARRAQDFV*N\)J;WLESTfOH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,5 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,6 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt =9,5 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1471; m/4 = 1104; m/5 = 883

Ejemplo 58

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-
[Glu15,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén amida

Sustancia quimica 58:

o}
H
HfHSQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV*N\)J—WLLST*NH2

OHO \?O

' NH
NW
H

(0]

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =13,2 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 9,0 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 14,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107; m/5 = 886

Ejemplo 59
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NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Glu15,Lys24,Glu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 59:

(o}

H*HSQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV*N\)J;WLEST*OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,5 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,5 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 8,6 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,1 min, m/3 = 1481; m/4 = 1111; m/5 = 889

Ejemplo 60

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,GIn28]-Glucagon

Sustancia quimica 60:
o]

H*HSQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV*N\)J;WLLC)T*OH

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =13,1 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,9 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt=12,2 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1489; m/4 = 1117; m/5 = 894

Ejemplo 61
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NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxilacetillamino]etoxiletoxi]acetillamino]butanoil]-
[Val10,Thr16,Glu21,Lys24,l eu27,Ser28]-Glucagén amida

Sustancia quimica 61:

OH

Q

H NH,
H—HSQGTFTSDVSKYLDTRRAQEFV—NJ—WLLS—H

o) O, -OH ] Ov]\

HOWNwEﬁﬁwowownwONOVL”WNH

Método de UPLC: 04_A9_1; Rt= 16,1 min

Método de UPLC: 10_B4_1; Rt= 9,6 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,5; m/3 =1459; m/4 = 1094; m/5 = 875

Ejemplo 62

Ne24-[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetil]-

[Val10,Thr16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 62:

OH

H OH
»—H 8§ Q G T F T 8 DV 8 K Y L DT R R A Q E F V*N\)LW L L S*H

OyOH H 0 O OH H o

: : NH
M i\ANWN\/\O/\/OO\AN/\/O\/\O/Y
0 (¢]

O 07 "OH
OH

(0]

HN

Método de UPLC: 05_B4_1: Rt=9,6 min

Método de LC-MS: LCMS_4; Rt=2,5 min; m/3= 1459; m/4= 1095; m/5= 876

Ejemplo 63

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]Jamino]etoxi]etoxilacetillamino]etoxiletoxi]acetillamino]butanoil]-

[Val10,Leu16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 63:
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OH
(0]
H
HfHSQGTFTSDVSKYLDLRRAQEFV*N\)J—WLLS*H

(0] oi/OH H (0] H 0 OYOH
N/:\/YNI\)LH/\/O\/\O/YN\/\O/\/O\)'LH/\/YNH
H O 0~ ~OH o ]

OH

Método de UPLC: 05_B4_1: Rt=8,6 min

Método de LC-MS: LCMS_4; Rt=2,6 m/3=1463; m/4= 1098; m/5= 878

Ejemplo 64
N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoil]-
[Val10,Arg12,Thr16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 64:

OH

(0]
H
+=—H 8§ Q G T F T SDV SR Y LDT RRAQEFV*N\)J;WLLS*H
: (6]

OH o y O Ox, OH

H :
N 0] N o} ' NH
I\)LH/\/ \/\O/T \/\O/\/ \)LH/\/Y

0 0% “oH o

Método de UPLC: 05_B4_1: Rt=9,7 min

Método de LC-MS: LCMS_4; RT=2,5 min; m/3= 1468; m/4= 1101; m/5= 881

Ejemplo 65

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[4-[16-(1H-tetrazol-5-
yhhexadecanoylsulfamoyl]butanoylamino]butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillJamino]butanoil]-amino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 65:
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o 0 HN—N,
8. W N
N N
B _OH
j/ | 0 Oj/OH ! o
(0] H """/ﬁrN\/\o/\/o\)kN ""':WNI\)LNH
H
(0]
N © 0 >oH
=
H,N SQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV*H W L L S T—OH
(0] (0]

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 12,1 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1481; m/4 = 1111

Ejemplo 66

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[4-[16-(1H-tetrazol-5-
yl)hexadecanoylsulfamoyl]butanoylamino]etoxi]etoxi]acetillJamino]butanoillamino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 66:

00 O HN=N
4 MW/k N
S . 7
H
., 0 Oj/OH y o
O N\/\O/\/O\)kN lll"'WNj:QLNH
H
N © 0% oH
=~
H,N SQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV*H W L L S T—on
(o} (¢}

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt=12,2 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1437

Ejemplo 67

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[4-[16-(1H-tetrazol-5-
yhhexadecanoylsulfamoyl]butanoylamino]butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoil]lami

no]butanoil]-[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 67:
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o}
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J~WLLST*OH

HO
o y o)
HO.__O OQK NN N NH
A N o/\‘/ N/\/Y
: H H (‘3 H
07 “OoH

: N (o)
o H/\/Y ~"o
o}
H
N N,
oS3 Y\/\/\/\/\/\/\/\( N
00 o N—N’

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 12,5 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1542; m/4 = 1157

Ejemplo 68

N¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[4-[16-(1H-tetrazol-5-
yhhexadecanoylsulfamoyl]butanoylamino]etoxi]etoxilacetillamino]etoxiletoxi]acetillamino]butanoillamino]butanail]-

[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 68:

o
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDLRRAQDFV*N\)J~WLLST*OH

o OHO\%O
O N~ p N/\/O\/\OWN NW
H H
o) (6]
0~ “OH
N
s~ Y\/\/\/\/\/\/\/\V/N\
2\ N
00 o N—N’
H

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 12,6 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1499; m/4 = 1124
Ejemplo 69

N24-[(4S)-4-Carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-

carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Glu15,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 69:
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@)
H
H—H SQGTFTSDYSKYLESRRAQDFV—NVU~WLLST—OH

o o O\\E/OH
o N\/\o/\/o N/\/O\/\O/\H/N N/\/\ﬂ/
H H
0] 0]
OH

O
OH
\ o}
HN 0
OH

o}
Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 11,8 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1467; m/4 = 1100
Ejemplo 70
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Glu15,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 70:

(@]
M\/\/\/\/\/\”/OH
0
HN
/
...... { o
OH
OOVOH e}
o H \/U\ H
/\/O\/\ N\/\/\/O N
H (@] (e} H NH
(e}
07 “OH
H—HSQGTFTSDYSRYLESRRAQDFV—” WL L S T—on
(0]

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 11,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107

Ejemplo 71

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoil]amino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Glu15,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 71:
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o
O
HN
...... { 0
OH
O%_/OH
0 o H O\/U\? § 0
H H NH
(0] 0 A
HO™ ~O
H—HSQGTFTSDYSRYLESF{RAQEFV—H W L L S T—on
O

Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=11,7 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,2 min, m/3 = 1481
Ejemplo 72

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[Arg12,Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 72:

(0]
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDARRAQDFV*N\);WLLST*OH

OVOH OHO\—&O
H E:
: NH
HNWNI\)LHW
(0] O
o 0~ “OH
OH

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 7,9 min

Método de LCMS: LCMS_13: Rt = 2,2 min, m/3 = 1369; m/4 = 1027

Ejemplo 73
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]butanoilJamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg12,Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 73:
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o}
H
»—H S Q G T F T SDY SRYLDARRAAOQDF V—N\v/ﬁ—w L L 8§ T—o

o OQ&/OH OHO\§§O

H : H :
: 2 NH
O 0}
07~ ~OH 07~ ~OH

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 7,9 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1412; m/4 = 1060; m/5 = 848
Ejemplo 74
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]butanoilJamino]butanoilJamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 74:

0}
H
»—H S Q G T F T S DY S RYLDULRRAQDF V‘*N\\/JL*M/ L L S T—on

o O, OH SO~ 0
H H H H
: : NH
0 0
0% “OoH 0~ “oH

Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,1 min

Método de LCMS: LCMS_13: Rt = 2,2 min, m/3 = 1426; m/4 = 1070

Ejemplo 75

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[lle16,Lys24,Leu27,Ser28]-

Glucagén amida

Sustancia quimica 75:
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H
H—HSQGTFTSDYSKYLDIRRAQDFV—N\)J;WLLST—NH2

' NH
NW
H
o o7 o

OH
Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,0 min
Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,6 min
Método de UPLC: 04_A3 1: Rt =15,2 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1426; m/4 = 1070; m/5 = 856
Ejemplo 76
NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[Val16,Lys24,Leu27,Ser28]-

Glucagén amida

Sustancia quimica 76:

H
H—HSQGTFTSDYSKYLDVRRAQDFV—N\)‘;WLLST—NHQ

I\/IEO:/\O/\”/I\/U\/\/\”/

OH

O

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,9 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,5 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 14,6 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1421; m/4 = 1066; m/5 = 853

Ejemplo 77

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-

Glucagén amida

Sustancia quimica 77:
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O
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDLRRAQDFV—N\)‘;WLLST—NHZ

oHO\_éO oHO\?O
N ? N ? NH
(@) OH (@) OH

0
OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,0 min
Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,6 min
Método de UPLC: 04_A3 1: Rt =15,2 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1426; m/4 = 1070; m/5 = 856
Ejemplo 78
NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[Val16,Lys24,Leu27,Ser28]-

Glucagén

Sustancia quimica 78:

0}
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDVRRAQDFV—N\)J—WLLST—OH

J10. 0 J10. 0
H H NH
0” “OH 0” “OH
0
OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,9 min

Método de UPLC: 08 B4 1: Rt=8,5 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt=12,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1422; m/4 = 1066; m/5 = 853

Ejemplo 79

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[lle16,Lys24,Leu27,Ser28]-

Glucagén

Sustancia quimica 79:
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(0]
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDIRRAQDFV—N\)‘;WLLST—OH

Jio. o Jlo. 0
07~ “OH 0~ "OH

0
OH

Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,0 min
Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,6 min
Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=13,1 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1426; m/4 = 1070; m/5 = 856
Ejemplo 80
NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-

Glucagén

Sustancia quimica 80:

O
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDLRRAQDFV—N\)‘;WLLST—OH

g10~0 g1o~0
§ : § : NH
(0] OH (6] OH
0
OH

Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =13,1 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 13,0 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,3 min, m/3 = 1426; m/4 = 1070; m/5 = 856

Ejemplo 81

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoillJamino]butanoil]-

[Thr16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagoén

Sustancia quimica 81:
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Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=11,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1466

Ejemplo 82

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Thr16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagdn

Sustancia quimica 82:
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Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=11,8 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1476

Ejemplo 83

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoil]amino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 83:
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Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=11,8 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1457; m/4 = 1093
Ejemplo 84

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-

carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 84:
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Método de UPLC: 04_A3_1: Rt= 11,8 min
Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1466; m/4 = 1100
Ejemplo 85

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-

carboxypentadecanoylamino)butanoil]amino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 85:
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Método de UPLC: 04_A3 1: Rt=12,2 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,4 min, m/3 = 1471; m/4 = 1103

Ejemplo 86
NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillJamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 86:

H O
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Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,0 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A3 1: Rt =15,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,6 min, m/3 = 1436; m/4 = 1077; m/5 = 862

Ejemplo 87

NE24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ala28]-Glucagon

Sustancia quimica 87:
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Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 12,9 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,5 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 15,5 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,6 min, m/3 = 1484; m/4 = 1113; m/5 = 891

Ejemplo 88

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Gly28]-Glucagon

Sustancia quimica 88:
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Método de UPLC: 08_B2_1: Rt = 13,0 min
Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,6 min

Método de UPLC: 04_A3 1: Rt =16,0 min
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Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,6 min, m/3 = 1479; m/4 = 1110; m/5 = 888

Ejemplo 89

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Lys24,L eu27,Ala28]-Glucagon

Sustancia quimica 89:
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Método de UPLC: 08 B2 1: Rt =12,2 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt = 8,0 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 14,4 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1475; m/4 = 1106; m/5 = 885

Ejemplo 90

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Gly28]-Glucagon

Sustancia quimica 90:
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Método de UPLC: 08_B2_1: Rt= 12,3 min

Método de UPLC: 08_B4_1: Rt =8,1 min

Método de UPLC: 04_A3_1: Rt = 14,9 min

Método de LCMS: LCMS_4: Rt = 2,5 min, m/3 = 1470; m/4 = 1103; m/5 = 882
Ejemplo 91

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-

carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-[Arg12,Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 91:

o)
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Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,2 min
Método de LCMS: LCMS_13: Rt = 2,2 min, m/3 = 1383; m/4 = 1038
Ejemplo 92

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillamino]butanoil]-[Arg12,Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

Sustancia quimica 92:
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Método de UPLC: 09_B4_1: Rt = 8,5 min

Método de LCMS: LCMS_13: Rt = 2,3 min, m/3 = 1379; m/4 = 1034

Ejemplo 93

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoil]amino]etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]butanoil]-

[Glu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 93:
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Método de UPLC: AP_B4_1: Rt = 7,8 min

Método de LCMS: LCMS_AP: Rt = 5,1 min, m/3 = 1476; m/4 = 1107

Ejemplo 94

Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Arg12,Glu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 94:
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Método de UPLC: AP_B4_1: Rt =7,8 min

Método de LCMS: LCMS_AP: Rt = 5,3 min, m/3 = 1485; m/4 = 1116

Ejemplo 95

Ne¢24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetiljamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Val16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 95:
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Método de UPLC: AP_B4_1: Rt = 8,0 min

Método de LCMS: LCMS_AP: Rt = 5,2 min, m/3 = 1466; m/4 = 1100

Ejemplo 96
Ne#24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]butanoillJamino]butanoillamino]butanail]-

[Arg12,Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 96:
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Método de UPLC: 09 B4 _1: Rt = 8,4 min

Método de LCMS: LCMS_13: Rt = 2,3 min, m/3 = 1422; m/4 = 1067

Ejemplo 97

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxypentadecanoylamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxiletoxilacetillamino]butanoil]Jamino]butanoil]-

[Arg12,Val16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

Sustancia quimica 97:
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Método de UPLC: AP_B4_1: Rt = 8,2 min

Método de LCMS: LCMS_AP: Rt = 5,2 min, m/3 = 1475; m/4 = 1106

METODOS

Ensayo (I)

Actividad de glucagon

El receptor de glucagén se cloné en células HEK-293 que tienen un biosensor de AMPc unido a la membrana
(ACTOne™). Las células (14 000 por pocillo) se incubaron (37 °C, CO2 al 5 %) durante toda la noche en placas de

384 pocillos. Al dia siguiente, las células se cargaron con un colorante sensible al calcio que solo se distribuy6 en el
citoplasma. Se afiadié probenecid, un inhibidor del transportador de aniones organicos, para evitar que el colorante
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salga de la célula. Se afiadié un inhibidor de PDE para evitar que se degradara el AMPc formado. Las placas se
colocaron en un FLIPRTETRA y se afiadieron los analogos de glucagén. Los datos del punto final se recogieron
después de 6 minutos. Un aumento en el AMPc intracelular fue proporcional a un aumento en las concentraciones de
calcio en el citoplasma. Cuando el calcio se uni6 al colorante, se gener6 una sefial de fluorescencia. Los valores de
EC50 se calcularon en Prism5.

Ensayo (Il)
Ensayos de fibrilacion con ThT para la evaluacion de la estabilidad fisica de las formulaciones de péptidos

La estabilidad fisica baja de un péptido puede conducir a la formacién de fibrillas de amiloide, que se observa como
estructuras macromoleculares similares a hilo en la muestra, bien ordenadas, que eventualmente resultan en la
formacion de gel. Esto se ha medido tradicionalmente mediante inspeccion visual de la muestra. Sin embargo, ese
tipo de medicién es muy subjetiva y depende del observador. Por lo tanto, la aplicacién de una sonda indicadora de
molécula pequefa es mucho mas ventajosa. La tioflavina T (ThT) es una sonda de este tipo y tiene una firma de
fluorescencia distinta cuando se une a las fibrillas [Naiki y otros (1989) Anal. BioChem. 177, 244-249; LeVine (1999)
Methods. Enzymol. 309, 274-284].

El curso temporal para la formacion de fibrillas puede describirse mediante una curva sigmoidea con la siguiente
expresion [Nielsen y otros (2001) BioChemistry 40, 6036-6046]:

fo+m,t
F = fi +mit+w
l+e Ec.(1)

Aqui, F es la fluorescencia de ThT en el tiempo t. La constante t0 es el tiempo necesario para alcanzar el 50 % de
fluorescencia méxima. Los dos parametros importantes que describen la formacion de fibrillas son el tiempo de retraso
calculado mediante t0 — 2t y la constante de la tasa aparente kapp 1/z.

fi + mt

Fluorescenciade ThT

ty Tiempo

Tiempode =t;-21

La formacion de un intermediario parcialmente plegado del péptido se sugiere como un mecanismo de iniciacion
general para la fibrilacién. Algunos de esos intermediarios se nuclean para formar una plantilla sobre la cual los
intermediarios posteriores pueden ensamblarse y se procede a la fibrilacion. El tiempo de retraso corresponde al
intervalo en el cual se construye la masa critica de nucleos y la constante de tasa aparente es la tasa con la que se
forma la propia fibrilla.

Las muestras se prepararon poco antes de cada ensayo. Cada composicion de muestra se describe en las leyendas.
El pH de la muestra se ajusté al valor deseado mediante el uso de las cantidades apropiadas de NaOH y HCI
concentrados. La tioflavina T se afiadié a las muestras a partir de una solucién madre en H20 a una concentracién
final de 1 M.
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Las alicuotas de muestra de 200 pl se colocaron en una placa de microtitulacién de 96 pocillos (Packard OptiPlate™-
96, poliestireno blanco). Usualmente, se colocaron cuatro u ocho réplicas de cada muestra (que corresponden a una
condicion de prueba) en una columna de pocillos. La placa se sell6 con Scotch Pad (Qiagen).

La incubacion a una temperatura dada, la agitacion y la medicién de la emision de fluorescencia de ThT se realizé en
un lector de placas de fluorescencia Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems). La temperatura se ajust6 al valor
deseado, tipicamente 30 °C o 37 °C. La placa se incubd sin agitacion (sin estrés fisico externo) o con agitacién orbital
ajustada a 960 rpm con una amplitud de 1 mm. La medicion de la fluorescencia se realizé mediante el uso de excitacion
a través de un filtro de 444 nm y la medicion de la emisidn a través de un filtro de 485 nm.

Cada ejecucion se inicié mediante la incubacion de la placa a la temperatura del ensayo durante 10 min. La placa se
midié cada 20 minutos por un periodo de tiempo deseado. Entre cada medicion, la placa se agité y se calenté como
se describio.

Después de completar el ensayo con ThT, las cuatro u ocho réplicas de cada muestra se agruparon y se centrifugaron
a 20 000 rpm durante 30 minutos a 18 °C. El sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0,22 ym y se transfirié una
alicuota a un vial de HPLC.

La concentracion del péptido en la muestra inicial y en el sobrenadante filtrado se determiné por HPLC de fase inversa
mediante el uso de un estandar apropiado como referencia. La fraccién porcentual de la concentracion de la muestra
filtrada constituida de la concentracién de la muestra inicial se informé como la recuperacion.

Los puntos de medicion se guardaron en formato de Microsoft Excel para el procesamiento posterior y el dibujo y el
ajuste de curvas se realiz6 mediante el uso de GraphPad Prism. La emision de fondo a partir de ThT en ausencia de
fibrillas fue insignificante. Los puntos de datos son tipicamente una media de cuatro u ocho muestras y se muestran
con barras de error de la desviacion estandar. Solo los datos obtenidos en el mismo experimento (es decir las muestras
en la misma placa) se presentan en el mismo grafico asegurando una medida de formacion de fibrillas relativa entre
los experimentos.

El conjunto de datos puede ajustarse a la Ec. (1). Sin embargo, el tiempo de retraso antes de la fibrilacion puede
evaluarse mediante inspeccion visual de la curva que identifica el punto temporal en el cual la fluorescencia de ThT
aumenta significativamente por encima del nivel de fondo.

Tabla 1. Datos in vitro sobre la unién al receptor, el tiempo de retraso del ensayo con ThT y la recuperacion a pH 7,5
y la estabilidad quimica a pH 8,15

Compuesto Ensayo(l) Ensayo ThT [Tiempo Ensayo ThT Estabilidad quimica
Glucagon de retraso] (h) [Recuperacion] (%) [Pérdida de pureza/14 dias
[EC50] (nM) 37C] (%)

Ejemplo 1 0,28 45 100 7,6
Ejemplo 2 0,129 45 100 n.d.
Ejemplo 3 0,249 45 100 n.d.
Ejemplo 4 0,237 45 96 7,5
Ejemplo 5 0,105 45 100 n.d.
Ejemplo 6 0,077 45 100 n.d.
Ejemplo 7 0,081 29 100 n.d.
Ejemplo 8 0,081 40 100 n.d.
Ejemplo 9 0,036 45 98 10
Ejemplo 10 0,031 45 96 10,3
Ejemplo 11 0,084 4,3 21 6,2
Ejemplo 12 0,075 45 100 7,0
Ejemplo 13 0,136 45 100 5,1
Ejemplo 14 0,748 45 100 8,6
Ejemplo 15 0,255 23 96 53
Ejemplo 16 0,158 45 100 n.d.
Ejemplo 17 1,642 12 58 3,1
Ejemplo 18 1,666 0 87 n.d.
Ejemplo 19 0,754 8 88 4,3
Ejemplo 20 0,355 45 100 10,4
Ejemplo 21 1,324 6,3 9 29
Ejemplo 22 0,297 45 97 8,8
Ejemplo 23 1,038 10 11 3,1
Ejemplo 24 0,006 26,9 81 n.d.
Ejemplo 25 0,067 45 100 n.d.
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Ejemplo 26 1,070 8 57 n.d.
Ejemplo 27 0,910 3 13 n.d.
Ejemplo 28 0,100 2 12 n.d.
Ejemplo 29 1,323 37 96 2,8
Ejemplo 30 0,307 53 17 n.d.
Ejemplo 31 0,072 45 100 n.d.
Ejemplo 32 1,121 45 100 n.d.
Ejemplo 33 0,920 45 100 n.d.
Ejemplo 34 1,895 45 100 n.d.
Ejemplo 35 0,413 45 100 n.d.
Ejemplo 36 0,120 39 100 n.d.
Ejemplo 37 0,183 44 100 n.d.
Ejemplo 38 0,139 45 100 4,2
Ejemplo 39 0,039 45 100 7,8
Ejemplo 40 0,078 45 100 7,5
Ejemplo 41 0,130 45 100 7,3
Ejemplo 42 0,153 6 100 7,2
Ejemplo 43 0,049 19 100 7,6
Ejemplo 44 0,176 45 100 10,5
Ejemplo 45 0,243 14 100 3,3
Ejemplo 46 0,095 7 8 n.d.
Ejemplo 47 0,136 12 69 n.d.
Ejemplo 48 0,204 8,3 27 n.d.
Ejemplo 49 0,169 45 100 6,8
Ejemplo 50 0,118 45 100 4,8
Ejemplo 51 0,148 45 100 57
Ejemplo 52 0,289 45 100 6,3
Ejemplo 53 0,099 3,7 83 25
Ejemplo 54 1,629 n.d. n.d. n.d.
Ejemplo 55 1,090 n.d. n.d. n.d.
Ejemplo 56 0,192 45 100 8,1
Ejemplo 57 0,070 3,3 65 7,9
Ejemplo 58 0,134 8 100 7,3
Ejemplo 59 0,682 n.d. n.d. n.d.
Ejemplo 60 0,517 n.d. n.d. n.d.
Ejemplo 61 0,156 45 100 6,2
Ejemplo 62 0,080 45 89 5,6
Ejemplo 63 0,088 45 100 41
Ejemplo 64 0,176 45 100 51
Ejemplo 65 0,362 n.d. n.d. 7,8
Ejemplo 66 0,395 10,3 74 8,3
Ejemplo 67 0,231 n.d. n.d. 7,4
Ejemplo 68 0,357 13,7 26 5,6
Ejemplo 69 0,071 45 96 8,2
Ejemplo 70 0,140 21 88 7,6
Ejemplo 71 0,072 45 95 n.d.
Ejemplo 72 0,016 7 81 6,1
Ejemplo 73 0,106 0 29 n.d.
Ejemplo 74 0,109 0 5 n.d.
Ejemplo 75 0,402 45 100 3,6
Ejemplo 76 0,268 45 93 55
Ejemplo 77 0,812 45 96 4.1
Ejemplo 78 0,134 36,6 93 4,3
Ejemplo 79 0,189 45 92 3,8
Ejemplo 80 0,126 45 94 4,5
Ejemplo 81 0,017 45 96 n.d.
Ejemplo 82 0,025 n.d. n.d. n.d.
Ejemplo 83 0,016 45 96 10,3
Ejemplo 84 0,022 45 96 10,7
Ejemplo 85 0,039 45 100 7,4
Ejemplo 86 0,343 45 94 3,7
Ejemplo 87 0,253 45 90 5,8
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Ejemplo 89 0,064 45 93 6,8
Ejemplo 90 0,090 45 93 54
Ejemplo 91 0,027 6,3 5 n.d.
Ejemplo 92 0,066 13 53 6,5
Ejemplo 93 0,017 45 100 14
Ejemplo 94 0,029 45 100 8,8
Ejemplo 95 0,009 45 34 5,1
Ejemplo 96 0,062 45 100 4,5
Ejemplo 97 0,026 1 3 n.d.
n.d.: no determinado

Tabla 2. Vida media de analogos de glucagon en minicerdos

Ejemplo iv PK en minicerdo [T1/2] (h)

Ejemplo 13 76,4
Ejemplo 15 77,4
Ejemplo 16 86,6
Ejemplo 24 4,1

Ejemplo 25 59,6
Ejemplo 38 83,0
Ejemplo 63 63,7
Ejemplo 80 60,9

Ensayo (ll1)
Actividad de GLP-1

El receptor de GLP-1 se clona en células HEK-293 que tienen un biosensor de AMPc unido a LA membrana
(ACTOne™). Las células (14 000 por pocillo) se incuban (37 °C, CO2 al 5 %) durante toda la noche en placas de 384
pocillos. Al dia siguiente, las células se cargan con un colorante sensible al calcio que solo se distribuyd en el
citoplasma. Se afiade probenecid, un inhibidor del transportador de aniones organicos, para evitar que el colorante
salga de la célula. Se afiade un inhibidor de PDE para evitar que se degradara el AMPc formado. Las placas se colocan
enun FLIPRTETRAy se afiaden los analogos de glucagdn. Los datos del punto final se recogen después de 6 minutos.
Un aumento en el AMPc intracelular es proporcional a un aumento en las concentraciones de calcio en el citoplasma.
Cuando el calcio se une al colorante, se genera una sefial de fluorescencia. Los valores de EC50 se calculan en
Prism5.

Ensayo (V)
Ensayo de LOCI

Las muestras se analizan para determinar el péptido mediante el uso de un Inmunoensayo de Luminiscencia de
Canalizacion de Oxigeno (LOCI). Las perlas donantes se recubren con estreptavidina, mientras que las perlas
aceptoras se conjugan con un anticuerpo monoclonal (1F120) especifico para el glucagén. El otro anticuerpo
monoclonal de unién a glucagén (2F7) se biotinila. Los tres reactivos se combinan con el analito y forman un
inmunocomplejo de dos sitios. La iluminacion del complejo liberé atomos de oxigeno singlete de las perlas donantes.
Se canalizan en las esferas aceptoras y desencadenaron la quimioluminiscencia que se mide en un lector de placas
Envision. La cantidad de luz emitida es proporcional a la concentracion del péptido.

Se aplica un pl de muestra/calibrador/control a los pocillos de placas LOCI de 384 pocillos seguido de una mezcla de
15 pl de las perlas aceptoras recubiertas de anticuerpo (0,5 ug/pocillo) y el anticuerpo biotinilado. Las placas se
incuban durante 1 hora a 21-22 °C. Después se afade 30 pl de las perlas donantes recubiertas con estreptavidina (2
pg/pocillo) a cada pocillo y se incubd durante 30 minutos a 21-22 °C. Las placas se leen en un lector de placas Envision
a 21-22 °C con un filtro que tiene un ancho de banda de 520-645 nm después de la excitacion mediante un laser de
680 nm. El tiempo de medicién total por pocillo es de 210 ms, lo que incluye un tiempo de excitacion de 70 ms.

Ensayo (V)
Pérdida de peso corporal en ratas obesas inducidas por la dieta
Sesenta y cuatro ratas Sprague Dawley alimentadas con alto contenido de grasa (Research Diet D12492) y ocho

alimentadas con bajo contenido de grasa (Research Diet D12450B) se usan para este estudio. Las ratas deberian
pesar aproximadamente 970 g y 730 g, respectivamente antes de la dosificacion. Las ratas deben tener acceso ad
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libitum al agua y ser alojadas individualmente para permitir el monitoreo diario de la ingesta de alimentos. Las luces
se apagan de 10 a.m. a 10 p.m.

Las ratas se dividen en grupos de ocho y se dosifican por via subcutanea (sc) una vez al dia con dos sustancias de
prueba durante 15 dias, el volumen de dosis es de 0,5 ml/kg. Antes de iniciar la dosificacion, las ratas se manejan
diariamente y se entrenan para la dosificacion sc. durante 5 dias.

Al 5% dia de dosificacion, las dosis del analogo de glucagén se ajustan de 30 nmol/kg a 3 nmol/kg y de 300 nmol/kg a
30 nmol/kg debido a la dramatica curva de pérdida de peso experimentada en las ratas.

En el dia 11, las ratas se someten a un perfil de glucosa en sangre. Las ratas terminan el dia 15 o el dia 16, y se toma
una muestra de sangre para medir la insulina y el colesterol.

Ensayo (VI)

Protocolo experimental para probar la eficacia sobre el apetito con un derivado de glucagén, mediante el uso de un
modelo de rata alimentada ad libitum

Se usan ratas Sprague Dawley (SD) de Taconic Europe, Dinamarca para los experimentos. Las ratas tienen un peso
corporal de 200-250 g al comienzo del experimento. Las ratas llegan 14 dias antes del inicio del experimento para
permitir la aclimatacion a los entornos experimentales. Durante este periodo, los animales son manipulados dos veces.
Después de la llegada, las ratas se alojan individualmente durante una semana en una fase de luz/oscuridad invertida
(lo que significa que las luces estan apagadas durante el dia y encendidas durante la noche) durante dos semanas.
Dado que las ratas normalmente son activas y comen la mayor parte de su ingesta diaria de alimentos durante el
periodo oscuro, las ratas se dosifican por la mafiana justo antes de que se apaguen las luces. Esta configuracion
resulta en la variacion de datos mas baja y la sensibilidad de prueba mas alta. El experimento se lleva a cabo en las
jaulas caseras de las ratas y las ratas tienen acceso libre a alimentos y agua durante todo el periodo de aclimatacién
y el periodo del experimento. Cada dosis de derivado se prueba en un grupo de 5 ratas. Se incluye un grupo de
vehiculo de 6-7 ratas en cada conjunto de pruebas. Las ratas se dosifican una vez de acuerdo con el peso corporal
con una solucion de 0,01-3 mg/kg administrada por via subcutanea (sc.). Después de la dosificacion, las ratas son
devueltas a sus jaulas caseras, donde tienen acceso a comida y agua. El consumo de alimentos se registra
individualmente de manera continua mediante el registro en linea 0 manualmente cada hora durante 7 horas, y luego
después de 24 h y nuevamente después de 48 h. Al final de la sesion experimental, los animales se sacrifican.

Los datos individuales se registran en hojas de Excel de Microsoft. Los valores atipicos se excluyen después de aplicar
la prueba de evaluacion estadistica de Grubbs para valores atipicos. Los datos se informan como ingesta acumulada
de alimentos en funcion del tiempo. Se hacen comparaciones entre el grupo de vehiculo y los grupos de prueba
mediante el uso la prueba t de Student o ANOVA de una via.

Ensayo (VII)

Ensayo de estabilidad frente a la DPP-IV

Se incuban 10 pM del péptido con DPP-IV (2 pg/ml) por duplicado a 37 °C en un tampon HEPES al cual se afiade
Tween20 al 0,005 %. En el experimento, el GLP-1 humano se usa como un control positivo. Las alicuotas de muestra
se toman a los 3, 15, 30, 60, 120 y 240 min y se afiaden tres volumenes de etanol para detener la reaccion. Las

muestras se analizan por LC-MS para determinar el péptido parental. Los datos se representan de acuerdo con una
cinética de 1° orden y la estabilidad se informa como vidas medias.

Ensayo (VIII)

Perfil PK

Quince ratas macho (Sprague Dawley, 400 g, Taconic Europe) se dividen en tres grupos de cinco ratas. Las ratas se
dosifican a t = 0 con 15 nmol/kg 1V, 30 nmol/kg SC o 100 nmol/kg, respectivamente. La dosificacion IV se realiza a
través de la vena de la cola mientras que las ratas se sometieron a anestesia con isoflurano. Las muestras de sangre
se obtienen a través de la vena sublingual a los tiempos t = -15 min, 5 min (solo ratas con dosis IV), 15 min, 30 min, 1
h,1%h,2h,4h,6h,12 h, 24 h, 48 hy 72 h. Las muestras de plasma se almacenan en congelacion hasta que se
analizan mediante el Ensayo IV.

Ensayo (IX)

Solubilidad dependiente del pH
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La solubilidad de péptidos y proteinas depende del pH de la solucidén. A menudo, una proteina o péptido precipita en
o cerca de su punto isoeléctrico (pl), en el cual su carga neta es cero. A un pH bajo (es decir, menor del pl) los péptidos
y proteinas tipicamente se cargan positivamente, a un pH mayor que el pl, se cargan negativamente.

Es ventajoso para un péptido terapéutico si es soluble en una concentracion suficiente a un pH determinado, que es
adecuado tanto para formular un producto farmacéutico estable como para administrar el producto farmacéutico al
paciente, por ejemplo, mediante inyeccion subcutanea.

Las curvas de solubilidad frente a pH se miden como se describe: se prepara una formulacion o solucién de péptido
en agua y las alicuotas se ajustan a valores de pH en el intervalo deseado mediante la adicion de HCl y NaOH. Estas
muestras se dejan equilibrar a temperatura ambiente durante 2 — 4 dias. Después, las muestras se centrifugan. Se
extrae una pequefia alicuota de cada muestra para el analisis de HPLC inversa para determinar la concentraciéon de
las proteinas en solucion. El pH de cada muestra se mide después de la centrifugacion, y se representa la
concentracion de cada proteina frente al pH medido.

Ensayo (X)
Evaluacion de la estabilidad quimica

La estabilidad quimica de los analogos de glucagén se investigé mediante la separacion por RP-UPLC y la deteccion
UV. Las muestras liofilizadas se disolvieron en tampdn (ver a continuacién las composiciones detalladas) a una
concentracion final de 333 uM y un pH de 8,15, y se incubaron durante 14 dias a 5 °C y 37 °C seguido de un analisis
RP-UPLC. La pureza se definié como el porcentaje de area del pico principal en relacién con el area total de todos los
picos integrados en cada cromatograma. La pérdida de pureza después de 14 dias a 37 °C se determiné como la
diferencia en pureza entre las muestras incubadas a 5 °C y 37 °C, dividido por la pureza de la muestra después de la
incubacién durante 14 dias a 5 °C.

El analisis por RP-UPLC se realiz6 mediante el uso de una columna Waters BEH130 2,1 mm x 150 mm, 1,7 ym
operada a 50 °C y una tasa de flujo de 0,4 ml/min mediante el uso de un sistema de fase movil que consiste tipicamente
en A: 50mM Fosfato, Acetonitrilo al 10 % peso/peso, pH 3 y B: Acetonitrilo al 80 % v/v. La deteccion UV se realiz6 a
215 nm. El perfil de gradiente tipico usado para la mayoria de las muestras se muestra mas abajo.

Tiempo/min B
Inyeccion 20
30 50

31 99

32 99

34 20

35 20

40 20

Para algunos analogos individuales que eluyen en tiempos de retencion diferentes sustancialmente en comparacion
con la mayoria de los analogos, se realizaron algunos ajustes al perfil de gradiente para permitir una mejor
comparacioén de la evaluacion de pureza en las muestras. Ademas, la composicion del componente de la fase movil
del canal B se cambio en algunos de los analisis por una solucion de solvente de acetonitrilo al 90 % v/v en un intento
de manejar mejor la transferencia del material de una inyeccién a la siguiente en la secuencia. Sin embargo, esto se
compenso al recalcular el perfil del gradiente de manera adecuada.

Tampon:

50 mM de dinatriumfosfatodihidrato

184 mM de propilenglicol

58 mM de fenol

el pH se ajusté a 8,15 con HsPOa. En los casos en que el pH se ajustd a 8,15 después de la resuspensién de los
analogos, se us6 NaOH 0,2 M.

Ensayo (XI)

Estudio farmacocinético en minicerdos

El propdsito de este estudio es determinar las propiedades farmacocinéticas in vivo de los derivados de glucagon
después de la administracion i.v. a minicerdos. Esto se hizo en un estudio farmacocinético (PK), donde se determina,
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entre otros parametros, la vida media terminal y la eliminacién del derivado en cuestion. El aumento de la vida media
terminal y la disminucién de la eliminacion significa que el compuesto de estudio se elimina de manera mas lenta del
cuerpo. Para los analogos de glucagoén esto implica una duracion extendida del efecto farmacologico.

En los estudios se usaron minicerdos hembras o machos de Géttingen obtenidos de Ellegaard Géttingen Minipigs
(Dalmose, Dinamarca) de aproximadamente 7-14 meses de edad y con peso de aproximadamente 16-35 kg. Los
minicerdos se alojaron individualmente (minicerdos con catéteres permanentes) o en un grupo y se alimentaron de
forma restringida una o dos veces al dia con dieta SDS para minicerdos (Special Diets Services, Essex, Reino Unido).
En algunos estudios, después de al menos 2 semanas de aclimatacion, se implantaron dos catéteres venosos
centrales permanentes en la vena cava caudalis o cranialis en cada animal. A los animales se les permitié recuperarse
durante 1 semana después de la cirugia, y después se usaron para estudios farmacocinéticos repetidos con un periodo
de reposo farmacolégico adecuado entre las dosificaciones sucesivas del derivado de glucagén. En otros estudios los
animales se aclimatan durante 1 semana, después de lo cual se usaron para estudios farmacocinéticos repetidos con
un periodo de reposo farmacolégico adecuado entre las administraciones de dosis sucesivas de los derivados de
glucagén. En cada momento de administracion de la dosis, a estos cerdos se les colocod un catéter intravenoso
periférico en una vena de la oreja a través del cual se dosifican los derivados. El muestreo de sangre se realizé por
venopuncion en la v. jugularis o en la v. cava cranialis

Los animales se mantuvieron en ayuno durante aproximadamente 18 h o sin ayuno antes de la administracién de la
dosis y de 0 a 4 h después de la administracion de la dosis, pero tuvieron acceso a voluntad al agua durante todo el
periodo.

Los derivados de glucagon se disolvieron usualmente en fosfato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 145 mM, Tween 80
al 0,05 %, pH 7,4 a una concentracion de usualmente de 20-60 nmol/ml. Se administraron inyecciones intravenosas
(el volumen que corresponde a usualmente 2-3 nmol/kg, por ejemplo, 0,1 ml/kg) de los compuestos a través de un
catéter o a través del catéter intravenoso periférico, y se tomaron muestras de sangre en puntos temporales
predefinidos hasta 13 dias después de la administracion de la dosis (preferentemente, a través del otro catéter o por
venopuncion). Las muestras de sangre (por ejemplo, 0,8 ml) se recolectaron en tubos con tampén EDTA (8 mM) (a
veces se afiadio aprotinina 500 KIU/ml de sangre) y después se centrifugan a 4 °C y 1942 G durante 10 minutos. El
plasma se pipeted en tubos Micronic sobre hielo seco, y se mantuvo a -20 °C hasta que se analiz6 la concentracion
plasmatica del derivado de glucagén respectivo utilizando un ensayo cuantitativo apropiado como ELISA o LC-MS.
Sobre la base de estas mediciones, se trazan los perfiles de concentracion de plasma en el tiempo para el compuesto
de estudio y se realiza un denominado analisis farmacocinético no compartimental de los datos en WinNonlin v. 5.0 o
Phoenix v. 6.2 (Pharsight Inc., Mountain View, CA, EE.UU.) u otro software relevante para el analisis PK. Para la
mayoria de los compuestos, la parte terminal de los perfiles de concentracion plasmatica sera lineal cuando se dibuje
en una grafica semilogaritmica, lo que refleja que después de la absorcion inicial y la distribucion, el farmaco se elimina
del cuerpo a una tasa fraccional constante. La tasa (lambda Z o 1) es igual a menos la pendiente de la parte terminal
del grafico. A partir de esta tasa, puede calcularse, ademas, la vida media plasmatica, como t%.= In(2)/z (ver, por
ejemplo, Johan Gabrielsson y Daniel Weiner: Pharmacokinetics and Pharmacodynamic Data Analysis. Concepts &
Applications, 3ra Ed., Swedish Pharmaceutical Press, Estocolmo (2000)). La eliminacion se define como la
dosis (D) dividida por el area bajo la curva (AUC) sobre el perfil de concentracion plasmatica frente al tiempo (Rowland,
My Tozer TN: Clinical Pharmacokinetics: Concepts and Applications, 3ra edicion, 1995 Williams Wilkins)

Ensayo (XII)
Efecto de los analogos de glucagén sobre el peso corporal en ratas con obesidad inducida por la dieta (DIO)

El propdsito de este ensayo es evaluar el efecto de los analogos de glucagén sobre el peso corporal en ratas con
obesidad inducida por la dieta (DIO).

En resumen, las ratas se alimentaron con una dieta alta en grasas durante 10 semanas y obtuvieron pesos corporales
de aproximadamente 600 g. A las ratas DIO se les administré después una dosis subcutanea diaria de un analogo de
glucagén durante tres semanas. El peso corporal se midié cada dia en relacién con la dosificacion.

Las ratas macho Sprague Dawley, Taconic (Dinamarca), con un peso de aproximadamente 325 g a la llegada, se
alojaron tres por jaula y se les proporcioné acceso ad libitum a una dieta alta en grasas (Research Diets, R12492, 60
% de calorias de grasa) y agua. Después de 4 semanas con la dieta alta en grasas, los animales se asignaron al azar
para alojar dos por jaula y después de otra semana, se inicié un estudio de una semana con la dosificacion subcutanea
diaria de analogos de glucagén. Posteriormente, los animales recibieron cuatro semanas de lavado antes de que se
iniciara el presente estudio. Después del periodo de lavado, los animales se dividieron aleatoriamente en 16 grupos
de 6 ratas y un grupo de 10 ratas que constituian el grupo de vehiculo. Los animales se mantuvieron en un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas durante todo el periodo.

El analogo de glucagén se disolvié en 50 mM de Na:HPOs4, 145 mM de NaCl o Tween al 0,05 % vy las ratas DIO

recibieron una dosis subcutanea diaria de un analogo de glucagén durante tres semanas (4 en punto de la tarde) como
0,5 ml/kg. El peso corporal se midi6 diariamente en relacion con la dosificacion.
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REIVINDICACIONES

Un péptido de glucagén que comprende:

e 1aSEQID 1, en donde X24 es Lys y en donde al menos una de las siguientes sustituciones esta presentes:
Xi15 es Glu o X16 es Ala, lle, Phe, Arg, Thr, Val, Leu, Glu, Trp o Tyr, y hasta seis sustituciones de aminoacidos
adicionales estan presentes en dicho péptido de glucagon y

e un sustituyente que comprende tres 0 mas restos cargados negativamente, en donde uno de dichos restos
cargados negativamente es distal de un resto lipofilico y donde el sustituyente se une al nitrégeno de la cadena
lateral de Lys en la posicion 24,

o una sal, éster, amida o acido farmacéuticamente aceptable de este.

El péptido de glucagén de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde X6 es lle, Phe, Arg, Val, Leu, Glu, Trp o
Tyr.

El péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde X6 es lle, Val, Leu o
Phe.

El péptido de glucagdn de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en donde dichas sustituciones de aminoacidos
adicionales se pueden seleccionar de las siguientes posiciones de dicho péptido de glucagén:

X0 es Val,

X12 es Arg,

X17 es Lys,

X2o0 €s Lys,

X21 es Glu,

Xa7 es Leu,

X2g es Ser, lle, Gly o Thr, y

X29 es Val, Leu o lle.

El péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde dicho sustituyente
tiene la formula Il

Z4-Z2-23-Z4 [Il]
en donde,

Z1 representa una estructura de acuerdo con una de las férmulas Ila o llb;

O O

n

)il NN Q0 o Q

JJ\ N, J\/\/\/\/\/\/\/\)J\ \SM

(v) * N N/ %
H H

lla b
en donde n en la Formula lla es 6-20,
el simbolo * en las formulas lla y IIb representa el punto de unién al nitrégeno en Zz;

si Z2 esta ausente, Z1 se une al nitrégeno en Z3 en el simbolo * y si Z2 y Z3 estan ausentes Z1 se une al nitrdgeno
en Z4 en el simbolo *

Z2 esta ausente o representa una estructura de acuerdo con una de las formulas lld, lle, IIf, lig, Ilh, Ili, Ilj o lIk;
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Q OH 8] OH Q OH 0" OH

en donde cada resto de aminoacido tiene independientemente la estereoquimica L o D;

en donde Z2 se conecta a través del atomo de carbono indicado * al nitrégeno de Z3 indicado *;

si Z3 esta ausente, Z2 se conecta a través del atomo de carbono indicado * al nitrégeno de Zsindicado * y si Z3
y Z4 estan ausentes Z2, se conecta a través del carbono indicado * al nitrégeno épsilon de Lys en la posicion

24 del péptido de glucagon;

Z3 esta ausente o representa una estructura de acuerdo con una de las férmulas Iim, Iin, llo o lIp;

@] 0]
e) H
H _N 0] O 0]
*/N\/\O/\/O\)k* * \/\o/\/ \/ILH/\/ ~ \/lk*
IIm IIn

@) 0] 0]
*/H\/\O/\/O\/lkN/\/O\/\/O\/lLN/\/O\/\/O\/lk*

H H

llo

H O o o) o}
*/N\/\O/\/oﬂN/\/o\/\/oQLN/\/o\/\/oQkN/\/o\/\/oﬂ*

H H H
lip

Z3 se conecta a través del carbono de Zz con simbolo * al nitrdgeno de Z4 con simbolo *, si Z4 esta ausente Z3
se conecta a través del carbono con el simbolo * al nitrégeno épsilon de Lys en la posicion 24 del péptido de
glucagon

Z4 esta ausente o representa una estructura de acuerdo con una de las formulas lId, lle, IIf, lig, llh, lii, Ilj o llk;

en donde cada resto de aminoacido es independientemente L o D, en donde Z4 se conecta a través del carbono
con el simbolo * al nitrégeno épsilon de Lys en la posicidon 24 del péptido de glucagon,

113



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2767705 T3

con la condicion de que Z2 0 Z4 0 ambos Z2 y Z4 estan presentes en dicho sustituyente.

El péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicho sustituyente
representa una estructura de acuerdo con una de las formulas llla, b, llic, llid, llle, llIf, llig, IlIh, IHi, Ij, 1k,

I, 1im, Hin,lllo, Hp, I, Hir, s, Hit, Hlu, v, Hw, X o llly:

° OVOH O OH
HO N\/\ /\/O\)k /\/O\/\ N *
N
T(\/\/W\/\/\/\)kuw o N O/\[( HM(\:
° ® o on llla;
(o} OH

|||b
o OYOH
HO ; N\/\ /\/0\/U\ /\/O\/\ \/lL
W/v\w”/\/\[r o H O/\n/ N
o o o
o" oH llic
o OYOH
HO . N~ \)J\ I NG N N\/u\
o] [e]
o OMjig;
o (0] ; OH ! \/lcj)\OYOH o
HO ; N\/\ N : N
o oH lle;
(0] OH
o °x 0 O OH
Hoj(\/\/\/\/\/\/\/\/lk : H \/U\ H
N/\/\n/ ~N S
(e} 0} X
IIf;
(0] OH
o OO
H
Hom/\/\/\/\/\/\/\/\/U\N/‘\/\n/N\/\ /\/O\/U\ *
H H
° ° °  g;
O OH
o OYOH ) o
HO\’(\/\/\/\/\/\/\/\/[kN g N~ \/U\N N\)]\*
H H H
(0] 0 o B
o OHyn
O OH
(0]
H j/ H 0
N " N
HO N /\ﬂ/ *
0 o >oH 0% “OH

o}
o Y

HOJ\QON\/\WO/\/\(\/\/\/\/U\/\/\/\/YI\)LW
IHj;

(e} OH (0] OH

o

Y o
HOMHWH\/\O/\/O\/U\H/\/O\/\O/\H/H H/'\/\g/*
O

o]
0" oM Ik;

4
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SN Oy -OH
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HO A N (0] (0] N A *
Mu/\/\g NN H/\/ V\O/\IOEOIO\)LH/WO(
m/\/\/\/\/\/\/l WNV\ONO\)L AN /\[r \/\(\/lL /\/\n/
Im;
NA/\/W\/V\)L /\/er\/\o/\/o\)LN/\/OV\o/jr

0 0% oH

VH

llin
o O o o OO

N/E\/\H/N\/\O/\/O\/U\N/\/O\/\O/\H/NI\AN/E\/\H/*
0 0o °

(e}
o

lllo

o) 0 o P
J’M O~ N _~ /VO\)J\ : *
(0] N N (6]

llip

llls
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O Nl
HO (0]
0 N
O Nv\o/\/ N \/\OWN NW
H H
0] (@]
(0] OH
§
~ N
//S\\ \H/\/\/\/\/\/\/\/Y /N
OO0 O N\N/
H lilv
oo O HN—N,

O OH

Ilw
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7.

8.

(0]

(0]

X0

ES 2767705 T3

o
0
0 N\/\ /\/Ovm W I\)J\

El péptido de glucagdén de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho sustituyente representa una

estructura de acuerdo con una de las formulas llla, llip o Illt:

OVOH

o O OH

llly.

WKVWWV\/\)LWN\/\/\/\)L/\/\/\WI\)LW

(o]

O

N/\/ S /\(N\/\o/\/ovu\ /\/\(

El péptido de glucagon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, seleccionado del grupo
que consiste en:
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Sustancia quimica 1:
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(0]

Ho\n/\/\/\/\/\/\/\/\/”\
N
H

0

Sustancia quimica 2:

0 H 0 H 0
N 0 N 0
HOJ\/\/\/\/\/\/\W NN \/\O/W NN \)k
0 " 0

Sustancia quimica 3:

0 H 0 H 0"
: H
HOMV\MWN N/\/O\/\O/WN\/\O/\/O%NWN NH
0 H 0 ¥

Sustancia quimica 4:

HN-\
N

=

N o]

NS P |

SQGTFTSDYSKYLESRRAQDF V=N
H

07 “OH

0~ "OH

O§/0H y

07 "0H

H-HSHGTFTSDYSKYLDSRRAQDFV-N
H

0y OH

00/ OH

H-HSHGTFTSDYSKYLDSRRAKDEFV-N
H
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0
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Sustancia quimica 5:
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0/ OH O/ OH
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H
0
Sustancia quimica 6:
o O OH Oy OH o
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© o7 oH
hw O
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HyC” "OH

Sustancia quimica 7:
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H
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Sustancia quimica 8:

H 0 H
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Sustancia quimica 9:
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H0\70
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O
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Sustancia quimica 10:

o]

H
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Sustancia quimica 11:

120



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2767705 T3
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H
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Sustancia quimica 12:

0
H
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H
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Sustancia quimica 14:

H
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H
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Sustancia quimica 16:
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H
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OH

éustancia quimica 18:
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OH

Sustancia quimica 19:

H
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OH
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Sustancia quimica 20:

H
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HOM H 0
N NN N SN TN
I HA/T)( N

Sustancia quimica 21:

H
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OQ/OH

O§/0H

0
Il

H
o\/\OWN
0

07 "0H

0

0

Oi/OH

I\A”EA/}O(NH

0
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0y H o H 0%
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Sustancia quimica 22:

H
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Sustancia quimica 23:

o Oy OH
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0\ OH

O\ OH
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07 ~0H

Sustancia quimica 24

Sustancia quimica 25:

0]
H
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(0]

H
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Sustancia quimica 26:
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H
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10 ‘/\o/\/ NN V\o/\g N/\/\g(
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20
Sustancia quimica 27:
25 ho©
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35
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Sustancia quimica 28:
y O
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45 Sustancia quimica 29:
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H
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HO

Sustancia quimica 30:

H
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0\ OH
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Sustancia quimica 31:

0\ OH

0
H
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O

O\ OH

07 "OH
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Sustancia quimica 32:

H
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0 07 oH

O\ OH\R

WAAW I\AN/\/O\/\()W \/\o/\/oﬂ /\/\f H

0/ OH
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Sustancia quimica 33:

0 H 0 H 0
N
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Sustancia quimica 34:
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N N
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Sustancia quimica 37:
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Sustancia quimica 44:
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El péptido de glucagdn de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene la estructura:

Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillamino]etoxi]etoxilacetillamino]etoxiletoxi]acetillamino]buta
noil]-[Val10,Leu16,Glu21,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

OH

0
H OH
»~H $ Q G TFTSDVSKYLDLRRAQEF VN woL oL s—N

El péptido de glucagdn de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que tiene la estructura:
Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxiletoxilacetillamino]etoxi]etoxilacetillamino]butanoillamino]buta
noil]-[Leu16,Lys24,l eu27,Ser28]-Glucagon

0]
H
H*HSQGTFTSDYSKYLDLRRAQDFV*N\)LWLLST*OH

El péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que tiene la estructura:
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Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]butanoillamino]buta
noil]-[Arg12,Ala16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagén

o}
H
H*HSQGTFTSDYSRYLDARRAQDFV*N\)J*WLLST*OH

OH
O
12. El péptido de glucagdn de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que tiene la estructura:
Ne24-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoillamino]butanoillamino]butanoil]-
[Leu16,Lys24,Leu27,Ser28]-Glucagon

O
H
H—HSQGTFTSDYSKYLDLRRAQDFV—N\/U—WLLST—OH

Jio. o Jio. 0 \
N § NH
0~ ~OH 0~ “OH

0O

OH

13. El péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho péptido
de glucagdn esta en combinacion con un compuesto de GLP-1, un compuesto insulinico o exendina-4.

14. El péptido de glucagén en la combinacion de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho compuesto de
GLP-1 se selecciona del grupo que consiste en los compuestos G1 y G3:

N-épsilon26-((S)-4-carboxi-4-hexadecanoilamino-butiril)[Arg34]GLP-1-(7-37):

O
8
\/\/\/\N\/\/\n/ NH
0
O oH
OH
~HAEGTFTSDVSSYLEGQAAN EFIAWLVR G R—H’n\[/
o 0

(compuesto G1); y

N-épsilon26-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[(S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butirilamino]etoxi}etoxi)acetilamino]etoxi}etoxi)acetil][Aib8,Arg34]GLP-1-(7-37):
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5 o H )

(compuesto G3).

15. El péptido de glucagén en la combinacion de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el compuesto insulinico
es el compuesto G5: insulina humana NeB29—-hexadecandioil-y-Glu-(desB30)

| |
G VEOC(l:TS | CSLYQLENY(IDN-N

1 3
1 i
+tFYNQHLCGSHLYEALYLYCGERGFFYTP-N @]

O
(compuesto G5).

16. Una composicién farmacéutica que comprende un péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-12.

17. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende ademas uno o mas
compuestos o sustancias activas terapéuticamente adicionales.

18. La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16-17, que es adecuada para
la administracién parenteral.

19. Un péptido de glucagén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 o el péptido de glucagén en la
combinacion de acuerdo con las reivindicaciones 13-15 para su uso en la terapia.
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Efecto de los analogos de glucagén sobre el peso corporal
en ratas DIO

700+
600+
500+
-e— Vehiculo
—»— Ejemplo 13 4 nmollkg
—+— Ejemplo 16 4 nmol'kg
-~ Ejemplo 63 4 nmolfkg
—+— Ejemplo 80 4 nmol/kg
4“& L] r T T
-10 0 10 20
Tiempo (dias)
Fig. 1/1
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