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1 2
Prezenta inventie se referd la compusi glucagonului (GLP-1), si pot fi utili pentru
peptidomimetici ai incretinei duali care tratarea diabetului zaharat de tip 2 (T2D).
agonizeaza receptorii atit pentru polipeptida Secvente: 2
insulinotropicd dependentd de glucoza (GIP) Revendicari: 16

umand cat si  peptida-1  asemdnitoare
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(57) Abstract:
1 2
The present invention relates to dual be useful for treating type 2 diabetes mellitus
incretin  peptide mimetic compounds that (T2D).
agonize receptors for both human glucose- Sequences: 2
dependent insulinotropic polypeptide (GIP) Claims: 16

and glucagon-like peptide-1 (GLP-1), and may
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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Prezenta inventie se referd la domeniul medicinei. Mai exact, prezenta inventie se referd
la compusi peptidomimetici ai incretinei duali care agonizeazd receptorii atat pentru polipeptida
insulinotropica dependentd de glucozi (GIP) umana cit si peptida-1 asemdnitoare glucagonului
(GLP-1), si pot fi utili pentru tratarea diabetului zaharat de tip 2 (T2D).

T2D este cea mai intilnitd formd de diabet care reprezintd aproximativ 90% dintre toate
tipurile de diabet. T2D este caracterizat prin niveluri ridicate de glucozd in singe cauzate de
cu medicamentele orale si injectabile disponibile de scidere a glucozei. Cu toate acestea, multi
pacienti cu T2D rdméan Incd necorespunzitor controlati. Mimeticele incretinei comercializate in
prezent sau inhibitorii dipeptidil peptidazei IV (DPP-IV) utilizeazd doar un singur mecanism
stabilit de actiune pentru controlul glicemic. Este necesar un compus pentru T2D care sd utilizeze
un mecanism dual de actiune.

GIP este o peptidd regulatoare gastrointestinald de 42 de aminoacizi care joaca un rol
fiziologic in homeostazia glucozei prin stimularea secretici de insulind din celulele beta
pancreatice in prezenta glucozei si protejand celulele beta pancreatice. GLP-1 este o peptida de 37
de aminoacizi care stimuleazad secretia de insulind, protejeazd celulele beta pancreatice, si inhiba
secretia de glucagon, golirea gastricd si ingerarea de alimente care conduce la pierderea in
greutate. GIP si GLP-1 sunt cunoscute ca incretine; receptorul incretinei care semnalizeazi
exercitd o actiune relevanti fiziologic criticd pentru homeostazia glucozei. In fiziologia normal,
GIP si GLP-1 sunt secretate in intestin dupd o masd, si aceste incretine amplificd raspunsul
fiziologic la alimente incluzand senzatia de satictate, secretia de insulind, si dispuncrea
nutrientilor. Pacientii cu T2D au rispunsurile la incretine alterate.

Dozarea analogilor GLP-1 s-a descoperit a fi limitatd de efecte adverse, cum ar fi greati
si vomd, §i ca o consecintd dozarea cel mai adesea nu poate atinge eficacitatea deplind pentru
controlul glicemic si pierderea in greutate. GIP singurd are o capacitate foarte modesta de a scidea
glucoza la oamenii diabetici de tip 2. Atat GIP cat si GLP-1 native sunt inactivate rapid de cétre
proteaza omniprezentd, DPP IV, si prin urmare, pot fi utilizate numai pentru control metabolic pe
termen scurt.

Glucagonul este o peptidd de 29 de aminoacizi produs de pancreas, si cand este legat la
receptorul de glucagon, semnalizeazd ficatului si elibereze glucozd conducind la o crestere a
glucozei in sange. GLP-2, o peptidi care asemeneca GLP-1 este produsd din procesarea
proglucagonului, este cunoscutd a fi asociatd cu proliferarea celulard din intestin. Astfel,
stimularea receptorilor de glucagon si GLP-2 ar trebui si fie minimizatd in timpul tratamentului
cronic al pacientilor cu T2D pentru a maximiza scdderea glucozei si a reduce potentialele riscuri
cancerigene pe termen lung.

Anumiti analogi ai GIP au fost descrigi ca prezentand atit activitate de GIP cat si de
GLP-1 in WO 2013/164483, WO 2014/192284, si WO 2011/119657.

DPP IV este din clasa exopeptidazei a enzimelor proteolitice. Introducerea de aminoacizi
nenaturali intr-o secventd poate creste stabilitatea proteoliticA a oricdrei peptide date. Desi
utilizarea de aminoacizi nenaturali poate ajuta cu stabilitatea peptidelor impotriva proteolizei DPP
IV si a altor forme de degradare, s-a descoperit de citre Solicitanti ca parte din prezenta inventie
¢ aminoacizii nenaturali pot avea efecte neasteptate asupra echilibrului activititii agoniste intre
GIP si GLP-1. Aminoacizii nenaturali de asemenea cresc probabilitatea ca o peptidd sd poatd fi
vazutd ca striind si sd declangeze reactii imunitare indezirabile, cum ar fi imunogenitatea umana si
reactii la locul injectiei.

Acizii grasi, prin motivele lor de legare a albuminei, pot imbunititi farmacocinetica unei
peptide prin extinderea perioadei de injumatitire, de exemplu. Desi utilizarea acizilor grasi poate
imbundtiti perioada de injumititire a peptidei, s-a descoperit de citre Solicitanti ca parte din
prezenta inventie ci lungimea, compozitia, si plasarea catenei acidului gras si linkerul intre peptida
si catena acidului gras pot avea efecte neasteptate asupra echilibririi activititii agoniste a GIP si
GLP-1.

S-a descoperit ci tolerabilitatea anumitor analogi GLP-1 impiedicd o dozi de analog
GLP-1 si atingd o eficacitate mai bund pentru controlul glicemic si pierderea in greutate. Cele mai
frecvente efecte secundare atribuite analogilor GLP-1 sunt greata si voma dar unii compusi pot
avea de asemenea un impact asupra ritmului cardiac. Axa HPA face parte dintr-un rdspuns
fiziologic la stres si GLP-1 s-a descoperit cd stimuleazi axa HPA la sobolani conducand la niveluri
crescute de corticosteron furnizind o potentiald legiturd cu evenimentele adverse cum ar fi ritmul
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cardiac crescut. Ca parte din prezenta inventie, solicitantii au descoperit in mod neasteptat cd un
compus din prezenta inventie nu a condus la niveluri ridicate de corticosteron asa cum s-a observat
cu semaglutida 1a un model la sobolan si astfel posibil poate fi dozat pana la niveluri mai ridicate
de eficacitate decat agentii GLP-1R-selectivi.

Rédméane o necesitate de a furniza un compus care sd fie un co-agonist echilibrat al
receptorilor de GIP si GLP-1, dar si fie selectiv fatd de receptorii de glucagon si GLP-2 inruditi.
De asemenea, ramine o necesitate de a furniza un compus cu activitate co-agonistd echilibrati a
receptorilor de GIP si GLP-1 care sd poatd furniza pierderea in greutate datd fiind activitatea
descoperitd 1la modelele 1a animale. Suplimentar, rimine o necesitate de a furniza un compus cu
activitate co-agonistd echilibrata a receptorilor de GIP si GLP-1 care si ofere o stabilitate adecvata
fatd de DPP 1V si alte forme de degradare, dar sd mentind in acelasi timp un potential scizut de
imunogenitate. De asemenea, rdmane o necesitate furnizarea unui compus cu activitate co-agonisti
echilibratd a receptorilor de GIP si GLP-1 care sd sustind dozarea potentiald de o datd pe
sdptdmand la oameni.

Corespunzitor, anumiti compusi ai prezentei inventii au potential mai scizut pentru
imunogenitate §i reactii la locul injectiei decat anumiti compusi co-agonisti ai GIP-GLP-1 din
domeniu. Anumiti compusi ai prezentei inventii au potentialul de a produce pierdere in greutate la
pacienti pe baza datelor privind cheltuiclile de energie 1la animale. Mai mult, anumiti compusi ai
prezentei inventii au o activitate co-agonistd echilibratd fatd de receptorii de GIP si GLP-1 si
selectivitate fatd de ambii receptori de glucagon si GLP-2, un potential de imunogenitate scizut, si
caracteristici farmacocinetice (PK) care sustin dozarea de o datd pe siptimina la oameni.

Corespunzitor, o realizare a prezentei inventii furnizeazd un compus cu Formula I:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS;
in care X este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil ):-(yGlu).-CO-
(CH2)p-CO2H in carc a este 1 pand la 2 si b este 10 pand la 20; Xseste Phe sau 1-Nal; si
aminoacidul C-terminal este optional amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID NO: 11),
sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I, in
care X; este Aib; X; este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea
epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)a-CO-(CHz)b-
CO,H in care a este 1 pand 1a 2 si b este 10 pand la 18; X3 este Phe; si aminoacidul C-terminal este
optional amidat ca o amida primara C-terminald, sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I, in
care X, este Aib; X5 este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea
epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)a-CO-(CHz)b-
CO>H in carc a este 1 pand la 2 si b este 10 pand 1a 18; X3 este 1-Nal; si aminoacidul C-terminal
este optional amidat ca o amida primard C-terminald, sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I, in
care X, este Aib; X5 este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea
epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)a-CO-(CHz)b-
CO>H in care a este 1 pand la 2 si b este 14 pand la 18; X3 este Phe sau 1-Nal; si aminoacidul C-
terminal este optional amidat ca 0 amida primard C-terminald, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acesteia. Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazd un compus in care b este 16
pand la 18. Suplimentar, prezenta inventie furnizeaza un compus in care b este 18.

Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazd un compus cu Formula I, in
care X, este Aib; X5 este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea
epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)a-CO-(CHz)b-
CO>H in care a este 1 si b este 10 pand la 18; X; este Phe sau 1-Nal; si aminoacidul C-terminal
este optional amidat ca o amida primard C-terminald, sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I, in
care X, este Aib; X5 este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparca
epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)a-CO-(CHz)b-
CO,H in care a este 2 si b este 10 pand la 18; X; este Phe sau 1-Nal; si aminoacidul C-terminal
este optional amidat ca o amida primard C-terminald, sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un compus cu Formula I, in
care X; este Aib; X; este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea
epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)a-CO-(CHz)b-
CO>H in care a este 1 pand la 2 si b este 10 pand la 18; X3 este Phe sau 1-Nal; si aminoacidul C-
terminal este amidat ca o amida primard C-terminald, sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3242887 T2 2019.11.30

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS;
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)15-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 3), sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS;
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)15-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 4), sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS;
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)16-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 5), sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS;
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)16-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 6), sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YX{EGTFTSDYSIXGLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)15-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 7), sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)16-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 8), sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventic furnizeazi un compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)16-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 9), sau o sare acceptabila farmaceutic a acesteia.

Intr-o  realizare, prezenta inventie furnizeazZdA wun compus cu Formula:
YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)15-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminala (SEQ ID NO: 10), sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazd o compozitie cuprinzind un compus din
prezenta inventie cu un purtitor, diluant, sau excipient acceptabil farmaceutic.

Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazd o metoda de tratare a diabetului zaharat de
tip 2, cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente
dintr-un compus din prezenta inventie. intr-o realizare suplimentari, prezenta inventie furnizeazi o
metoda de tratare a diabetului zaharat de tip 2 cuprinzand in plus administrarea simultan, separat,
sau secvential in combinatie cu o cantitate eficienta dintr-unul sau mai multi agenti selectati dintre
metformin, tiazolidindione, sulfoniluree, inhibitori ai dipeptidil peptidazei 4, si co-transportori de
sodiu glucoza.

Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazd o metodd pentru a imbundtdti controlul
glicemic la adultii cu diabet zaharat de tip 2, cuprinzand administrarea la un pacient care are
nevoie de aceasta, a unei cantitdti eficiente dintr-un compus din prezenta inventie ca un adjuvant la
dieti si exercitiu. Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazi o metodi de gestionare a greutitii
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cronice la adultii cu un indice initial al masei corporale > 27 si diabet zaharat de tip 2, cuprinzand
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta, a unei cantititfi eficiente dintr-un compus
din prezenta inventie ca un adjuvant la o dietd cu calorii reduse si activitate fizica crescutd.

Intr-o realizare, prezenta inventic furnizeazi o metodd pentru a trata sindromul
metabolic, cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta, a unei cantititi
eficiente dintr-un compus din prezenta inventie. Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie
furnizeazd o metodd pentru a trata dislipidemia, obezitatea, si/sau steatoza hepatici asociate cu
rezistentd la insulind si diabet, cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta, a
unei cantitdti eficiente dintr-un compus din prezenta inventie. Suplimentar, prezenta inventic
furnizeazd o metodd pentru a trata fragilitatea sau a creste rezistenta osoasd, cuprinzand
administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta, a unei cantititi eficiente dintr-un compus
din prezenta inventie.

Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazd un compus din prezenta inventie pentru
utilizare in terapie. Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un compus din
prezenta inventie pentru utilizare in tratamentul diabetului zaharat de tip 2. Intr-o realizare
suplimentard, prezenta inventic furnizeazd un compus din prezenta inventie in combinatie
simultand, separatd, sau secventiald cu unul sau mai multi agenti selectati dintre metformin,
tiazolidindione, sulfoniluree, inhibitori ai dipeptidil peptidazei 4, si co-transportori de sodiu
glucoza pentru utilizare in tratamentul diabetului zaharat de tip 2.

Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazd un compus din prezenta inventie pentru
utilizare in controlul glicemic la adultii cu diabet zaharat de tip 2 ca un adjuvant la dietd si
exercitiu. Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeazi un compus din prezenta inventic pentru
utilizare in gestionarea greutdtii cronice la adultii cu un indice initial al masei corporale > 27 si
diabet zaharat de tip 2 ca un adjuvant la o dietd cu calorii reduse si activitate fizica crescuti.

Intr-o realizare, prezenta inventie furnizeaza utilizarea unui compus din prezenta inventic
pentru fabricarea unui medicament pentru tratamentul diabetului zaharat de tip 2. Intr-o realizare
suplimentard, prezenta inventic furnizeazd utilizarea unui compus din prezenta inventic in
combinatic simultand, separatd, sau secventiald cu unul sau mai multi agenti selectati dintre
metformin, tiazolidindione, sulfoniluree, inhibitori ai dipeptidil peptidazei 4, si co-transportori de
sodiu glucoza pentru fabricarea unui medicament pentru tratamentul diabetului zaharat de tip 2.

Prezenta inventie furnizeazi compusi care afiseazi o activitate echilibratd a GIP si GLP-
1. Activitate echilibratd fatd de GIP si GLP-1 asa cum s-a utilizat in acest document se referd 1a un
compus care are afinitate pentru receptorii GIP si receptorii GLP-1 intr-un test iz vitro de legare la
un raport molar care este aproape de 1:1, cum ar fi 1:1 GLP-1/GIP, 2:1 GLP-1/GIP, 3:2 GLP-
1/GIP, 1:2 GLP-1/GIP, sau 2:3 GLP-1/GIP.

Prezenta inventie furnizeazd compusi care afiseaza selectivitate pentru receptorii GIP si
GLP-1 versus receptorii pentru glucagon si GLP-2. Termenul ,,selectivitate” sau ,,selectiv fata de”
cand s-a utilizat in acest document pentru a se referi la activitatea GIP si GLP-1 in comparatie cu
activitatea glucagonului, se referd la un compus care afiseazi o potentd de aproximativ 1000, 500,
sau 100 de ori mai ridicatd pentru GIP si GLP-1 fatd de glucagon atunci cand sunt normalizate
datele 1a testele in vitro de legare respective. Termenul ,,selectivitate” sau ,,selectiv fatd de” cand s-
a utilizat in acest document pentru a se referi la activitatea GIP si GLP-1 in comparatic cu
activitatea GLP-2, se referd la un compus care afiseazd o potentd de 250, 200, 100, sau
aproximativ 50 de ori mai ridicatd pentru GIP si GLP-1 fatd de GLP-2 cand sunt normalizate
datele de la testele functionale in vitro respective.

Prezenta inventic furnizeazd un compus din prezenta inventie, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in tratamentul diabetului de tip 2. Prezenta inventie
furnizeazd de asemenea un compus din prezenta inventie, sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia, pentru utilizare in tratamentul diabetului de tip 2, in care administrarea este subcutanata.
Prezenta inventie furnizeaza de asemenea un compus din prezenta inventie, sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestuia, pentru utilizare in combinatie simultand, separatd sau secventiald cu unul
sau mai multe alte ingrediente active in tratamentul diabetului de tip 2. Intr-o realizare, celilalt
ingredient sau ingrediente active sunt medicamente orale disponibile in prezent de sciddere a
glucozei dintr-o clasd de medicamente care este consideratd inainte de administrare standardul de
ingrijire dupd cum s-a determinat de citre ghidurile din industrie cum ar fi Asociatia americana
pentru diabet.

Compusii prezentei inventii utilizeazd un acid gras conjugat chimic la gruparea epsilon-
amino a unei catene laterale de lizind. Acidul gras este conjugat la gruparea epsilon-amino a unei
catene laterale de lizind printr-un linker. Linkerul cuprinde [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)s-
(yGlu), in care a este 1 pand la 2. Acidul gras si acidul gama-glutamic din linker actioncaza ca
lianti de albumind, si furnizeazd potentialul de a genera compusi care actioncazi indelungat.
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Compusii prezentei inventii cuprind o lizind la pozitia 20 care este modificatd chimic prin
conjugare la gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil)-
(yGlu),-CO-(CH»)p-CO,H in care a este 1 pand la 2 i b este 10 pana la 20. Asa cum se aratd in
structurile chimice din Exemplele 1 si 2, prima unitate de [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil este
legata la gruparea epsilon-amino a catenei laterale a lizinei. A doua unitate de [2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil este apoi atasatd la gruparea amino a primei unitifi de [2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-
acetil. Apoi, prima unitate de yGlu este atasatd la gruparea amino din a doua unitate de [2-(2-
Amino-etoxi)-etoxi]-acetil prin gruparea y-carboxil a catenei laterale. Cand a = 2, a doua unitate de
vGlu este atasata la gruparea a-amino din prima unitate de yGlu prin gruparea y-carboxil a catenei
laterale. In final, acidul gras simetric este atagat la gruparea o-amino din prima (cand a = 1) sau a
doua (cand a =2) unitate de yGlu.

Compusii inventiei sunt preferabil formulati precum compozitii farmaceutice
administrate pe cii parenterale (de exemplu, subcutanat, intravenos, intraperitoneal, intramuscular,
sau transdermal). Astfel de compozitii farmaceutice si procedee pentru prepararea acestora sunt
bine cunoscute in domeniu. (Vezi, de exemplu, Remington: The Science and Practice of Pharmacy
(D.B. Troy, Editor, Editia a 21-a, Lippincott, Williams & Wilkins, 2006). Calea preferatd de
administrare este subcutanata.

Compusii prezentei inventii pot reactiona cu oricare dintr-un numir de acizi anorganici si
organici pentru a forma sdruri de aditie cu acid acceptabile farmaceutic. Sirurile acceptabile
farmaceutic si metodologia comund pentru prepararea lor sunt bine cunoscute in domeniu. Vezi, de
exemplu, P. Stahl, et al. Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use, Editia a
2-a revizuitd (Wiley-VCH, 2011); SM. Berge, et al, ,Siruri farmaceutice”, Journal of
Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, nr. 1, ianuaric 1977. Sarurile acceptabile farmaceutic din
prezenta inventie includ sirurile de trifluoroacetat, clorhidrat, si acetat.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,cantitate eficientd” se referd la
cantitatea sau doza de compus din prezenta inventie, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia
care, dupa administrarea unei singure sau de multiple doze pacientului, furnizeaza efectul dorit la
pacientul sub diagnostic sau tratament. O cantitate eficientd poate fi determinati cu usurintd de
ciatre diagnosticianul curant, ca o persoand calificati in domeniu, prin utilizarea tehnicilor
cunoscute si prin observarea rezultatelor obtinute in circumstante analoage. In determinarea
cantititii eficiente pentru un pacient, sunt considerati un numdr de factori de citre diagnosticianul
curant, incluzind, dar fird limitare la: specia de mamifer, dimensiunea, varsta, si sinitatea sa
generald; boala sau tulburarea specificd implicatd; gradul sau implicarea sau severitatea bolii sau
tulburdrii; rdspunsul pacientului individual, compusul particular administrat; modul de
administrare; caracteristicile de biodisponibilitate ale preparatului administrat; regimul de dozare
selectat; utilizarea de medicatie concomitentd; si alte circumstante relevante.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,tratarea” sau ,a trata” include
impiedicarea, incetinirea, oprirea, sau inversarea progresului sau severititii unui simptom sau
tulburdri existente.

Asa cum s-a utilizat in acest document, ,,semaglutidd” se referd la un analog de GLP-1
sintetizat chimic care are structura principald a peptidei si structura generald a compusului a celei
gasite la Numarul de inregistrare CAS 910463-68-2.

Anumiti compusi ai prezentei inventii sunt in general eficienti peste un interval larg de
dozare. De exemplu, dozajele pentru dozarea de o datd pe saptimand pot cddea in intervalul de
aproximativ 0,05 pand la aproximativ 30 mg per persoand per saptimani. Anumiti compusi ai
prezentei inventii pot fi dozati zilnic. Suplimentar, anumiti compusi ai prezentei inventii pot fi
dozati o data pe saptimana.

Secventele de aminoacizi din prezenta inventie contin codurile standard cu o singurd
litera sau trei litere pentru cei doudzeci de aminoacizi care apar in mod natural. Suplimentar, ,,Aib”
este acid alfa amino izobutiric, si ,,1-Nal” este 1-Naftilalanin.

Prezenta inventie cuprinde de asemenea noi intermediari §i procedee utile pentru sinteza
compusilor din prezenta inventie, sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora. Intermediarii si
compusii prezentei inventii pot fi preparati prin o varietate de proceduri cunoscute in domeniu. in
particular, procedeul utilizind sinteza chimicd este ilustrat in Exemplele de mai jos. Etapele de
sinteza specifice pentru fiecare dintre ciile descrise pot fi combinate in diferite moduri pentru a
prepara compusii prezentei inventii, sau sirurile acestora. Reactivii si materiile prime sunt
disponibile cu usurintd cuiva avand calificare obisnuitd in domeniu. Se intelege cd aceste Exemple
nu sunt intentionate sa limiteze scopul inventiei in nici un fel.
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EXEMPLUL 1

YX,EGTFTSDYSIX6,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)15-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 3) sare trifluoroacetat

)
HU}‘/\/\/\N\/\/\/\/\/H‘NH o
0
Hi

r

QH

)

=, 0,

a
H
HNJK/OV‘QNH

O=(/Ov"\g"\/

B B
Yc-N)g—EGTFTSDYSl-—N%—LOKIAQ-N AFVOWL I AGGPSSEGAPRP PP S—NH;
H & H 5 H g

Structura de mai sus contine codul standard de aminoacizi cu o singurd literd cu exceptia
resturilor Aib2, Aib13 si K20 unde structurile acestor resturi de aminoacizi au fost expandate.

Peptida in conformitate cu SEQ ID NO: 3 din prezenta inventie este generatd prin sinteza
peptidica in fazd solidd utilizAnd o strategic Fmoc/t-Bu efectuatd pe un sintetizator de peptide
automat Symphony (PTI Protein Technologies Inc.) incepind de la rdsina RAPP AM-Rink Amide
si cu cuplaje utilizind 6 echivalenti de aminoacid activati cu diizopropilcarbodiimidd (DIC) si
hidroxibenzotriazol (HOBt) (raport molar de 1:1:1) in dimetilformamidd (DMF) timp de 90 min la
25°C.

Cuplaje extinse (4 ore fiecare) pentru Pro31, Trp25, GIn24, Val23, Phe22, Lys20, Gly4,
Glu3 si Aib2 sunt necesare pentru a Tmbunititi calitatea peptidei brute. Un bloc de constructie
Fmoc-Lys(Alloc)-OH este utilizat pentru cuplarea Lys20 (grupare de protectie ortogonald) pentru
a permite atasarea specificd situsului a radicalului de acid gras mai tarziu in procedeul sintetic.
Urmitoarele conditii sunt utilizate pentru cuplarca Fmoc-Ile-OH la pozitia 12: Fmoc-Ile-OH (6
echiv), PyBOP (6 echiv), si DIEA (12 echiv) in DMF timp de 24 de ore 1a 25°C. Restul N-terminal
este incorporat ca Boc-Tyr(tBu)-OH utilizand protocoale DIC-HOBt cum s-a descris mai sus.

Dupd terminarea alungirii risinii peptidice descrise mai sus, gruparea protectoare Alloc
prezentd in Lys20 este indepartata utilizind cantitdti catalitice de Pd(PPhs), in prezenta PhSiHz ca
un captator. Ciclurile suplimentare de cuplare/deprotejare utilizand o strategie Fmoc/t-Bu pentru a
extinde catena laterald a Lys20 au implicat Fmoc-NH-PEG,-CH,COOH (ChemPep
Catalog#280102), Fmoc-Glu(OH)-OtBu (ChemPep Catalog#100703) si HOOC-(CH,)13-COOtBu.
in toate cuplajele, 3 echivalenti ai blocului de constructic sunt utilizati cu PyBOP (3 echiv) si
DIEA (6 echiv) in DMF timp de 4 ore la 25°C.

Clivarea concomitentd din rasind si indepartarea grupdrii de protectic a catenei laterale
sunt efectuate intr-o solutiec continind acid trifluoroacetic (TFA): triizopropilsilan : 1,2-etanditiol:
apd : tioanisol 90:4:2:2:2 (v/v) timp de 2 ore la 25°C urmate de precipitarea cu eter rece. Peptida
brutd este purificatd pana la > 99% puritate (15-20% randament purificat) prin cromatografie
HPLC in fazi inversi cu gradient de apd / acetonitril (continand 0,05% v/v TFA) pe o coloand
C18, unde sunt extrase fractiunile adecvate si liofilizate.

Intr-o sinteza efectuatd in mod esential cum s-a descris mai sus, puritatea din Exemplul 1
a fost examinati prin HPLC cu fazd inversd analiticd, si identitatea a fost confirmata utilizand
LC/MS (s-a observat: M+3H*/3 =1605,2; S-a calculat M+3H*/3 =1605,5; s-a observat: M+4H*/4
=1204,3; S-a calculat M+4H"/4 =1204,4).

EXEMPLUL 2
YXEGTFTSDYSIXLLDKIAQKAX3VQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
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(CH»)15-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 4)
sare trifluoroacetat

% % 0
: % H
Y-N)('—-—EGTFTSDYSth L D K | A QN A-N\)—VQWLIAGGPSSGAPPPS-«NH;
H o Hoa H o {

&

Structura de mai sus contine codul standard de aminoacizi cu o singurd literd cu exceptia
resturilor Aib2, Aib13, K20 si 1-Nal22 unde structurile acestor resturi de aminoacizi au fost
expandate.

Peptida in conformitate cu SEQ ID NO: 4 din prezenta inventie este sintetizatd in mod
similar cum s-a descris mai sus in Exemplul 1. Urmatoarele conditii sunt utilizate pentru cuplarea
Fmoc-INal-OH la pozitia 22: Fmoc-INal-OH (6 echiv), PyBOP (6 echiv), si DIEA (12 echiv) in
DMF timp de 4 ore la 25°C.

EXEMPLUL 3

YX,EGTFTSDYSIX6,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)16-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 5), sare trifluoroacetat

Compusul in conformitate cu SEQ ID NO: 5 din prezenta inventie este sintetizat in mod
similar cum s-a descris mai sus pentru Exemplul 1.

EXEMPLUL 4

YX,EGTFTSDYSIX6,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)16-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminald (SEQ ID
NO: 6), sare trifluoroacetat

Compusul in conformitate cu SEQ ID NO: 6 din prezenta inventie este sintetizat in mod
similar cum s-a descris mai sus pentru Exemplul 1.

EXEMPLUL §

YX,EGTFTSDYSIX6,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)15-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-terminalad (SEQ ID
NO: 7), sare trifluoroacetat

Compusul in conformitate cu SEQ ID NO: 7 din prezenta inventie este sintetizat in mod
similar cum s-a descris mai sus pentru Exemplul 1.
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EXEMPLUL 6

YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)16-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 8), sare trifluoroacetat

Compusul in conformitate cu SEQ ID NO: 8 din prezenta inventie este sintetizat in mod
similar cum s-a descris mai sus pentru Exemplul 1.

EXEMPLUL 7

YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX;VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)16-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 9) sare trifluoroacetat

Compusul in conformitate cu SEQ ID NO: 9 din prezenta inventie este sintetizat in mod
similar cum s-a descris mai sus pentru Exemplul 1.

EXEMPLUL 8

YXGEGTFTSDYSIXGLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)15-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminald (SEQ ID NO: 10), sare trifluoroacetat

Compusul in conformitate cu SEQ ID NO: 10 din prezenta inventie este sintetizat in mod
similar cum s-a descris mai sus pentru Exemplul 1.

TESTE
Sunt furnizate mai jos conditiile si datele pentru Exemplele din mai multe teste: functia si
selectivitatea in vitro, profilarea imunogenititii, farmacocinetica, si modele de diabet de tip 2 in

Vivo.

Functia si selectivitatea in vitro

Potenta legirii in vitro la receptorii umani de GLP-1 si GIP

Potenta legarii in vitro a compusilor din prezenta inventie la receptorii umani de GIP si
GLP-1 este evaluatd prin misurarea afinititilor de legare, ca K, utilizand membrane celulare brute
obtinute de 1a linii celulare clonale care supraexprimi fie ADNc al GLPIR uman fie ADNc al
GIP-R uman.

Testul de legare la receptorul polipeptidic insulinotropic dependent de glucozd uman
utilizeazd hGIP-R (Usdin, T.B., Gruber,C., Modi,W. si Bonner,T.I., GenBank: AAA84418,1)
clonat in plasmida pcDNA3.1 (Promega)-NeoR. Plasmida hGIP-R-pcDNA3.1/Neo este
transfectatd in Celule ovariene de hamster chinezesc, CHO-S, pentru culturi in suspensie si este
selectatd in prezenta a 500 ng/mL Geneticin (Invitrogen).

Membranele plasmatice brute sunt preparate utilizand celule din cultura in suspensie.
Celulele sunt lizate pe gheatd in tampon hipotonic continind 25 mM Tris HCI, pH 7.5, 1 mM
MgCl,, DNAzal, 20 uw/mL, si Inhibitori Roche Complete™ fard EDTA. Suspensia de celule este
omogenizatd cu un omogenizator Dounce din sticld utilizind un pistil Teflon® timp de 25 de
lovituri. Omogenatul este centrifugat la 4°C la 1800 x g timp de 15 minute. Este colectat
supernatantul si este resuspendat peletul in tampon hipotonic si re-omogenizat. Amestecul este
centrifugat la 1800 x g timp de 15 minute. Al doilea supernatant este combinat cu primul
supernatant. Supernatantii combinati sunt recentrifugati la 1800 x g timp de 15 minute pentru
clarificare. Supernatantul clarificat este transferat in tuburi de mare viteza si centrifugat la 25.000
x g timp de 30 de minute la 4°C. Peletul de membrane este resuspendat in tampon de omogenizare
si depozitat ca alicote congelate la congelator la -80 °C pani la utilizare.
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GIP este radioiodinata prin procedura I-125-lactoperoxidazei (Markalonis, J.J., Biochem.
J. 113:299 (1969)) si purificatd prin HPLC in faza inversd (Perkin-Elmer Life and Analytical
Sciences NEX-402). Activitatea specifica este 2200 Ci/mmol. Determinarea Kp este efectuata prin
competitic omoloagd utilizind hGIP rece in loc de legare prin saturatic. Testul de legare la
receptor este efectuat utilizind un Test de proximitate cu scintilatic (SPA) cu perle de aglutinini
din germeni de grau (WGA) (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences) blocate anterior cu 1%
BSA fara acizi grasi (Gibco, 7,5% BSA). Tamponul de legare contine 25 mM HEPES, pH 7.4, 2.5
mM CaCl,, 1 mM MgCl, 0,1% BSA fird acizi grasi, 0,003% Tween20, si Inhibitori Roche
Complete™ fiard EDTA. hGIP si compusii prezentei inventii se dizolvd in 100% DMSO si se
depoziteaza la -20°C. Compusii sunt diluati serial in tampon de legare. Apoi, 10 uL. de compus
diluat sau 100% DMSO se transferd in plici de testare cu fund clar Corning® 3632 continind 40
uL tampon de legare al testului sau GIP rece (NSB 1a 0,1 uM final). Apoi, 90 pL. de membrane (3
pg/godeu), 50 pL [I'*] GIP (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences la 0,15 nM final in
reactie), si 50 uL de perle WGA (150 pg/godeu) se adaugi, se ctangeazi, si s¢ amestecd pe un
agitator de placd timp de 1 minut. Plicile sunt citite cu un contor de scintilatie MicroBeta® dupa
12 ore timp de sedere la temperatura camerei.

Rezultatele sunt calculate ca procentaj de legare specificd a 1-125-GIP in prezenta
compusului. Concentratia ICso absolutd este derivata prin regresie neliniara a procentului de legare
specificd a I-125-GIP versus concentratia compusului addugat. Concentratia ICso este convertitd la
Ki utilizind ecuatia Cheng-Prusoff.

Testul de legare la receptorul GLP-1 utilizeazi receptorul uman clonat al peptidei 1
aseminatoare glucagonului (hGLP-1R) (Graziano MP, Hey PJ, Borkowski D, Chicchi GG, Strader
CD, Biochem Biophys Res Commun. 196(1): 141-6, 1993) izolat din membrane de 293HEK.
ADNc de hGLP-1R este subclonat in plasmida de expresie phD (Trans-activated expression of
fully gamma-carboxylated recombinant human protein C, an antithrombotic factor. Grinnell, B.W.,
Berg, D.T., Walls, J. si Yan, S.B. Bio/Technology 5: 1189-1192, 1987). Acest ADN plasmidic este
transfectat in celulele 293HEK si selectat cu 200 pg/mL Higromicina.

Membranele plasmatice brute sunt preparate utilizand celule din cultura in suspensie.
Celulele sunt lizate pe gheatd in tampon hipotonic continind 25 mM Tris HCI, pH 7,5, 1 mM
MgCl,, DNAzal, 20 uw/mL, si Inhibitori Roche Complete™ fard EDTA. Suspensia de celule este
omogenizatd cu un omogenizator Dounce din sticld utilizind un pistil Teflon® timp de 25 de
lovituri. Omogenatul este centrifugat la 4°C la 1800 x g timp de 15 minute. Este colectat
supernatantul si este resuspendat peletul in tampon hipotonic si re-omogenizat. Amestecul este
centrifugat la 1800 x g timp de 15 minute. Al doilea supernatant este combinat cu primul
supernatant. Supernatantii combinati sunt recentrifugati la 1800 x g timp de 15 minute pentru
clarificare. Supernatantul clarificat este transferat in tuburi de mare vitez3 si centrifugat la 25000 x
g timp de 30 de minute la 4°C. Peletul de membrane este resuspendat in tampon de omogenizare si
depozitat ca alicote inghetate la congelator 1a -80 °C pana la utilizare.

Peptida 1 asemdndtoare glucagonului (GLP-1) este radioiodinatd prin procedura I-125-
lactoperoxidazei si purificatd prin HPLC in fazd inversd la Perkin-Elmer Life and Analytical
Sciences (NEX308). Activitatea specificd este 2200 Ci/mmol. Determinarea Kp este efectuata prin
competitic omoloaga in loc de legare prin saturatie din cauza continutului ridicat de propanol in
materialul 1-125 GLP-1. Kp este estimatd a fi 0,329 nM si este utilizatd pentru a calcula valorile
Ki pentru toti compusii testati.

Testul de legare la receptor este efectuat utilizind un Test de proximitate cu scintilatie
(SPA) cu perle de aglutinind din germeni de grau (WGA) blocate anterior cu 1% BSA fari acizi
grasi (Gibco). Tamponul de legare contine 25 mM HEPES, pH 7.4, 2,5 mM CaCl,, 1 mM MgCl.,,
0,1% BSA fari acizi grasi, 0,003% Tween20, si Inhibitori Roche Complete™ fiard EDTA. Peptida
1 asemédndtoare glucagonului este dizolvatd in 100% DMSO la 1 mg/mL si depozitatd congelati la
-20 °C in alicote de 30 pL. Alicota de peptidd 1 aseminitoare glucagonului este diluata si utilizatd
in testele de legare intr-o ord. Analogul peptidic este dizolvat in 100% DMSO si diluat serial in
100% DMSO. Apoi, 10 pL de compusi diluati ai prezentei inventii sau 100% DMSO sunt
transferati in plici de testare cu fund clar Corning® 3632 continind 40 pL. de tampon de legare al
testului sau glucagon rece (NSB la 1 uM final). Apoi, 90 puL. de membrane (0,5 pg/godeu), 50 uL
1-125 Peptidd 1 asemdndtoare glucagonului (0,15 nM final in reactie), si 50 uL de perle WGA
(150 pg/godeu) se adaugd, sc etanseaza, si se¢ amesteci pe un agitator de placa timp de 1 minut.
Plicile sunt citite cu un contor de scintilatie PerkinElmer Life and Analytical Sciences Trilux
MicroBeta® dupa 12 ore timp de sedere la temperatura camerei.

Rezultatele sunt calculate ca procentaj de legare specificdi a I-125-Peptida 1
asemindtoare glucagonului in prezenta compusilor. Concentratia 1Cso absolutd a compusului este
derivatd prin regresie neliniard a procentului de legare specificd a I-125-Peptidd 1 asemdndtoare
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glucagonului versus concentratia compusului adiugat. Concentratia 1Cso este convertitd la Ki
utilizind ecuatia Cheng-Prusoff.

In experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, anumiti compusi
ai prezentei inventii afiseazd un raport hGLP-1R/hGIPR de aproximativ 0,5-4,0 (Tabelul 1).

5 Raportul molar de legare este normalizat la raportul molar corespunzitor al unui amestec de GIP si
GLP-1 native. Acest factor de normalizare este 4,53 pe baza datelor de legare pentru GIP
(Ki=0,175 nM) si GLP-1 (Ki=0,793 nM). Valoareca de 1,48 demonstreazi activitatea co-agonisti
echilibrati din Exemplul 1.

10 Tabelul 1: Afinitatea de legare la receptor, Ki, nM (SEM, n)
Raport absolut  al|Raport molar al
Compus — |GIP-R uman GLP-IRuman 1y oy p IRMGIP-R  |hGLP-IR/WGIP-R
Exemplul 1 (34,4 (5,0, n=8) 232 (40, n=8) 6,7 1,48
0,175 >175
GIP, 1-42 (0.022, n=8) (n=14) >1000
GLP-1, 0,793
7-36-NH, >100 (n=15) (0,099, n=8) <0,008
Exemplul 3 (26,7 (2,3, n=17) 427 (33,n=17) 16 3,53
Exemplul 6 442 (3,6, n=14) 365 (28, n=14) 8,3 1,83
Exemplul 7 [46,1 (5,9, n=11) 352 (39, n=11) 7,6 1,68
Exemplul 8  [67,5 (9,9, n=6) 307 (35, n=6) 4,5 0,99
Exemplul 4  [40,7 (5,1, n=7) 714 (76, n=7) 17,5 3,86
Exemplul 2 ?13 i’g& n=8) 344 (60, n=8) 5,4 1,19
Exemplul 5 17,8 (3,0, n=5) 158 (32, n=5) 8,9 1,96
Mediile sunt exprimate ca medii geometrice cu ecroarca standard a mediei (SEM) si
numarul de replicate (n) indicate in parantezi. Un calificativ (>) indicd faptul ci datele nu au atins
50% inhibare si K; este calculata utilizand cea mai mare concentratie testati in test.
15
Testele functionale ale hGIP-R, hGLP-1R, si h\GCGR.
Activitatea functionald in vitro fatd de receptorii umani de GIP, GLP-1, si glucagon
pentru compugsii prezentei inventii este determinatd pe liniile celulare clonale HEK-293 care
20 exprima acesti receptori. Fiecare linie celulard care supraexprimd receptorii este tratatd cu
compusii prezentei inventii in DMEM (Gibco Cat# 31053) suplimentat cu IX GlutaMAX™
(Gibco Cat# 35050), 0,25% FBS, 0,05% fractiune V BSA, 250 uM IBMX si 20 mM HEPES intr-
un volum de testare de 40 pl. Dupi o incubare de 60 de minute la temperatura camerei, cresterca
rezultatd in AMPc intracelular este determinatd cantitativ utilizind Trusa de testare CisBio cAMP
25 Dynamic 2 HTRF (Bedford, MA). Pe scurt, nivelurile de AMPc in celuld sunt detectate prin
adiugarea de conjugat AMPc-d2 in tamponul de lizare celulard (20 pl) urmat de anticorpul anti-
AMPc-Ev**-Cryptate, de asemenea in tamponul de lizare celulard (20 ul). Testul competitiv
rezultat este incubat timp de cel putin 60 de minute la temperatura camerei, apoi s¢ detecteaza
utilizind un instrument PerkinElmer Envision® cu excitatie 1a 320 nm si emisie la 665 nm si 620
30 nm. Unitdtile Envision (emisie 1a 665nm/620nm*10.000) sunt invers proportionale cu cantitatea de
AMPc prezentd si sunt convertite la nM AMPc per godeu utilizand o curba standard a AMPc.
Cantitatea de AMPc generatd (nM) in fiecare godeu este convertitd la un procent din raspunsul
maxim observat cu oricare dintre controalele GIP(1-42)NH, uman, GLP-1(7-36)NH, uman, sau
glucagon uman. O valoare relativd a ECso si procentul de top (Emax) sunt derivate prin analiza
35 regresiei neliniare utilizind procentul de rispuns maxim versus concentratia compusului din
prezenta inventie, incadrate la o ecuatie logisticd cu patru parametri.
in experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, anumiti compusi
ai prezentei inventii demonstreaza activitate impotriva receptorilor umani de GIP si GLP-1, in
timp ce demonstreazi de asemenca selectivitate fati de receptorul glucagonului. in Tabelul 2,
40  potenta functionald impotriva receptorilor este prezentatd pentru controalele native de hGIP(1-

45

42)NH,, hGLP-1(7-36)NH,, si hGlucagon, si anumiti compusi ai prezentei inventii.
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Tabelul 2. Potenta functionalda (ECso) impotriva receptorilor umani de GIP, GLP-1, si

glucagon.
Compus GIP-R uman GLP-1R uman GCGR uman
ECso, nM+SEM (n) |Emax,%  |ECso, Emax, % ECso, nM£SEM, (n) (Eqax, %
nM+SEM (n)
Exemplul 1 11,0£0,9 (17) 97,943,0 |71,247,2 (17) 85,2+4.4 |>1000(13) ND
Exemplul 3 3,15+0,34 (14) 106£3  [33,943,2 (14) 96,246,2 [>1000 (10) ND
Exemplul 6  [4,40+0,71 (13) 106+3  [28,444.2 (13) 104+4 >1000 (9) ND
Exemplul 7 |[8,07£0,70 (17) 106£3  [35,542,6 (17) 97,2434 [>1000 (13) ND
Exemplul 8 [21,1£2)7 (14) 108+4  [57,946,8 (13) 88,4+£2,3 |>1000 (10) ND
Exemplul 4 |3,76+0,83 (6) 102+3  |66,9+14.9 (6) 10045 >1000 (2) ND
Exemplul 2 17,542,0 (13) 94,742,0 |75,74£6,0 (13) 98,245,5 [>1000 (9) ND
Exemplul 5 8,76x0,86 (10) 1052  [70,949,7 (10) 105+4 >1000 (10) ND
hGLP-1(7- 0,176 10242
36)NH, +0,015 (17)
hGIP(1- 0,135 1001
42)NH, +0,010 (17)
hGlucagon 0,0208 +0,0024({115+2
a3)
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Mediile pentru ECso sunt exprimate ca medii geometrice +/- eroarea standard a mediei
(SEM) cu numdrul de replicate (n) indicat in parantezd. Mediile pentru E.x sunt exprimate ca
medie aritmeticd +/- eroare standard. ND semnifica faptul ci nu a fost detectatd activitate agonista.
Un calificativ (>) indic faptul ci o ECso nu a putut fi determinati. Toate valorile prezentate sunt
la trei cifre semnificative

Activarea functionalid a celulelor cu hGIP-R pentru a genera AMPc intracelular la liniile
celulare care secreti incretine

Activitatea functionald a hGIP-R pentru compusii prezentei inventii s-a demonstrat prin
abilitatea compusilor de a genera AMPc intracelular in celulele GLUTag, o linie celulard
enteroendocrind murind relativ diferentiatd imortalizatd stabild care exprimi gena de proglucagon
si secretd peptide aseminitoare glucagonului intr-o manierd regulatd. Celulele sunt mentinute la
37°C, 5% COa, 95% umiditate in mediu DMEM suplimentat cu 5,5 mM glucoza, 10% FBS, si 2
mM glutamind. Inainte de testare, celulele sunt tripsinizate, peletate, si insimantate in plici de
testare pentru culturi de tesut cu 96 de godeuri la o densitate de 20.000 de celule/godeu. Celulele
sunt 13sate s se ataseze si sunt incubate timp de 48 de ore 1la 37°C, 5% CO,. In ziua testului,
mediul este decantat din celule si 50 ul de Tampon EBSS (0,1% BSA, 2 mM glucozi si 0,25 mM
IBMX) continind un interval de concentratii ale compusului (0,001 - 3 uM) se adaugi 1a celule.
Placa este incubatd la 37°C timp de o ord si sunt determinate nivelurile de AMPc utilizind trusa
Cisbio Dynamic 2 cAMP HTRF (Bedford, MA). 25 pl de anti-AMPc-criptat si 25 pl AMPc-d2 se
adauga la fiecare godeu si sunt incubate plicile timp de o ord la temperatura camerei. Plicile sunt
citite la 620nm si 665nm pe un Tecan Genios Pro. Rezultatele sunt calculate din raportul
665nm/620nm multiplicat cu 10000, si convertit la nM AMPc¢ per godeu utilizind o curbd standard
a AMPec. Datele sunt analizate cu GraphPad utilizand un algoritm logistic neliniar cu 4 parametri.

in experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, anumiti compusi
ai prezentei inventii prezintd o acumulare crescutd de AMPc, dependenti de dozi in celulele
GLUTag (Tabelul 3). Controlul de GLP-1 nativad nu reuseste si inducd nici o modificare a AMPc
la toate concentratiile testate si indica faptul ci acest sistem celular exprima exclusiv receptorul de
GIP; prin urmare, se poate demonstra ¢ anumiti compusi ai prezentei inventii exercitd un efect
prin receptorul de GIP.

Tabelul 3: EC50 in celulele GL.UTag.

Compus

Media EC50, nM (n)

Exemplul 3

1610 (1)

Exemplul 7

2746 (1)

Exemplul 4

2186 (1)

Exemplul 2

2918 (1)

Exemplul 1

1494 ()

GIP nativa

11,62 (3)
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Misurarea AMPc intracelular din celulele HEK293 care exprimi tranzitoriu receptorul
uman de GLP-2

Activitatea functionald a hGLP-2R in prezenta compusilor din prezenta inventic este
demonstratd prin masurarea AMPc intracelular din celulele HEK293. Aceste celule sunt pasate in
mediu complet, transfectate in suspensie cu reactiv Promega Fugene6 si ADNc de GLP-2R cu
lungime completd uman in vectorul de expresiec pcDNA3. 1, si 1isate si adere la flacoanele pentru
culturd tisulard intr-un mediu umidificat de 37°C 5% CQO,. Dupd aproximativ 48 de ore de
propagare, celulele sunt desprinse, intinse, §i crioconservate cu o ratd controlatd de congelare si
10% DMSO ca crioprotector. In testele ulterioare, este dezghetatd o singurd fiold gata de testare
din aceeasi congelare celulard pentru a minimiza variatia intre teste. In ziua testului celular, mediul
de congelare este schimbat cu Invitrogen 31053 DMEM continind 0,5% FBS.

Celulele sunt numadrate pentru viabilitate si echilibrate timp de aproximativ una pana la
doud ore la 37°C inainte de tratament. Compusii prezentei inventii sunt solubilizati in DMSO si
diluati imediat in mediu DMEM continand 0,1% fractiune V BSA si inhibitorul ne-specific al
fosfodiesterazei, IBMX. Durata tratamentului este de 30 de minute 1a 37°C. Concentratia finald a
DMSO nu depaseste 1,1%, si concentratia finald a IBMX este de 250 uM. AMP ciclic este
mdisurat utilizand testul dinamic 2 cu tehnologia fluorescentei omogene rezolvate in timp (Cisbio
Bioassays, Bedford, MA). Concentratiile respective de AMPc sunt deduse din metoda raportului
de calculare si standardele externe. Rispunsurile sigmoidale la doza ale compusilor testati sunt
examinate utilizind ecuatia logistica cu patru parametri si comparate cu ligandul Cig-acilat nativ.

In experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, controlul de
GLP-2 uman acilat la Cyg are o valoare a ECso pentru activarea receptorului de 1,71 nM in timp ce
anumiti compusi ai prezentei inventii au valori ale ECso de la aproximativ 100x pani la 1000x mai
ridicate. Valorile ECso pentru anumiti compusi ai prezentei inventii demonstreazd selectivitate
impotriva receptorului de GLP-2.

Tabelul 4: Masurarea activitatii functionale a GLP-2R in celulele HEK293.

Compus Rel EC50 (nM)

GLP2-Cyg-diacid 1,857

Exemplul 3 199,3

Exemplul 7 1,800

Exemplul 4 405

Exemplul 1 238

Exemplul 2 1612

||~ ~]=
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Secretia de insulina insulari la rozatoare

Pentru a evalua actiunea compusilor din prezenta inventie intr-un sistem reprezentand
nivelurile fiziologice ale expresiei de GLP-1R si GIP-R de secretie de insulind, compusii sunt
testati pentru efectele asupra secretiei de insulina din insulele rozétoarelor de tip salbatic.

Dupd canulareca canalului biliar comun la soarecii C57B1/6 masculi (22-26 g) sau
sobolanii Sprague-Dawley masculi (aprox. 250 g), pancreasul este destins cu tampon Hank (3 ml
pentru soareci sau 10 ml pentru sobolani), continand 2% BSA si 0,75 mg/ml colagenazi Clzyme
(VitaCyte). Ulterior, tesuturile sunt digerate in tampon Hank la 37°C timp de 11-13 minute
(soareci) sau 14-16 minute pentru pancreasul de sobolan. Insulele purificate (gradient Histopaque-
1100 [Sigma-Aldrich], 18 min la 750x gravitatie) sunt cultivate peste noapte in mediu RPMI-1640
(Invitrogen) continind 10% FBS, 100 U/ml penicilind si 100 pg/ml streptomicind, si
preconditionate prin infometare in Solutie salind echilibratd Earle (EBSS) suplimentatd cu 0,1%
BSA si 2,8 mM glucoza. Ulterior, insulele sunt incubate in EBSS (Invitrogen) suplimentati cu
0,1% BSA, 2,8-11,2 mM glucoza si niveluri crescitoare de compus (6 loturi de 4 insule/afectiune).
GLP-1(7-36)amida (30 nM) este utilizatd ca control pozitiv. Insulina este misuratd peste 90 de
minute in supernatant utilizand Testul de insulind MSD (Meso Scale, Gaithersburg, MD).

Anumiti compusi ai prezentei inventii cresc dependent de dozd secretia de insulind atat
din insulele de sobolan cat si de soarece asa cum s-a reprezentat in Tabelul 5.
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Tabelul 5. Secretia de insulind insulari la rozitoare

Secretia de insulina insulara la sobolan

Compus Media EDS0 (nM) N
Exemplul 3 34,9 2
Exemplul 1 15,5 3
Secretia de insulina insulari la soarece

Compus Media ED50 (nM) N
Exemplul 3 58,9 2
Exemplul 6 51,4 1
Exemplul 7 11,3 1
Exemplul 4 3,5 1
Exemplul 2 30,0 1
Exemplul 1 47,2 2

Profilarea imunogenitatii
5

Riscul de imunogenitate pentru compusii prezentei inventii este evaluat utilizind
programe de predictie in silico, cum ar fi analiza in silico Epivax. Riscul de imunogenitate pentru
compusii prezentei inventii este evaluat de asemenea printr-o metodd ex-vivo pentru a masura
raspunsurile celulelor T cultivate (absorbtia de *H-timidind si secretia citokinei IL-2) in prezenta

10 compusilor din prezenta inventie.

Cu uneltele imuno-informatice Epivax este efectuatd o evaluare in silico asupra
compugsilor prezentei inventii pentru a prezice un riaspuns imun dupd administrare. Analiza
utilizeaz4 probabilitatea unui cadru de 9-mer de a se lega la o aleld data de antigen leucocitar uman
(HLA) si apoi detectia acestor Epi-Bare. Pentru Exemplul 1, un scor EpiMatrix de aproximativ

15 +1,13 indicd un potential mult mai scizut de a induce un rispuns imun in comparatie cu structura
principald a peptidei GIP native cu un scor EpiMatrix de + 15,4. Un Exemplu de co-agonisti GIP /
GLP-1 din WO 2011/119657 a avut un scor de + 29,5.
O mdsurd a imunogenititii clinice prezise este de asemenea examinatid pentru compusii
prezentei inventii utilizand caracterizarea proliferdrii celulelor T CD4+ si secretia de citokind IL-2
20 intr-o cohortd de 50 de donatori sinitosi reprezentativi ai populatiei globale de alotip HLA.
Anumiti compusi ai prezentei inventii demonstreaza un grad de stimulare a celulelor T si secretie
de IL-2 dupd expunere care nu depiseste pragul asociat cu compusii imunogeni cunoscuti sau
pozitivi, care indica un risc scizut de producere a imunogenititii clinice.
25 Farmacocinetici
Farmacocinetica la maimutele Cynomolgus.
Proprietitile farmacocinetice in vivo pentru compusii prezentei inventii sunt demonstrate
30  utilizind maimute Cynomolgus. Compusii sunt administrati printr-o singurd doz intravenoasi sau
subcutanati (0,2 mg/kg) in 20 mM tampon de citrat (pH 7,0) la un volum de 0,21 ml/kg. Sangele
este colectat de la fiecare animal 1a 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 204, 240, si 312 ore
dupi dozaj. Concentratiile plasmatice ale compusilor din prezenta inventie sunt determinate printr-
o metodd LC/MS. Pe scurt, un compus din prezenta inventic este extras din 100% mostra
35 plasmaticd de maimutd (50 pl) diluati cu IX PBS (150 ul) si amestecatd cu N-butanol (400 ul).
Sunt formate trei straturi distincte de lichid cu compusul situat in stratul superior. Un volum de
200 pl este transferat intr-o placad cu 96 de godeuri cu fund in v, uscat utilizind Azot gazos incilzit
si reconstituit cu 100 pl de 30% acetonitril/ 0,1% acid formic. Sunt injectati 20 ul din mostra
reconstituitd intr-o coloand Supelco Analytical Discovery bio wide C5 3 um. Efluentul coloanei
40 este directionat intr-un spectrometru de masd Thermo Q-Exactive pentru detectie si cuantificare.

In experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris pentru acest test, Exemplul 1
a atins o concentratic plasmatici maximi medie la aproximativ 8 ore dupd doza subcutanati.
Media perioadei de Injumatitire este de 55 de ore si media clearance-ului este de 0,73 mL/ord/kg.
Biodisponibilitatea este de aproximativ 83%. Aceste date sustin potentialul dozirii de o datd pe

45 sdptdmand pentru Exemplul 1. Datele pentru alti compusi ai prezentei inventii sunt rezumate in

Tabelul 6.
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Tabelul 6: Parametrii farmacocinetici medii dupa o singuri doza subcutanata de 0,2 mg/kg

la masculii maimutelor Cynomolgus

Compus Media Tiz2(ore) |(Media Tmax|Media Cmax|(Media AUCy-|Media CL/F
(ore) (ug/mL) inf(ore”ng/mL)  |(mL/ord/kg)

Exemplul 3 34 8 3,0 153 1,3

Exemplul 7 31 6 2,9 136 1,5

Exemplul 6 23 4 2,2 72,3 2,8

Exemplul 8 23 10 1,0 42,8 4,7

Exemplul 2 43 24 2,1 173 1,2

n =2, AUCo.s = aria de sub curbi de 1a 0 la infinit, CL/F = clearance / biodisponibilitate, Tmax = timp pani la

concentratia maxima, Cmax = concentratia plasmatici maximi, T, = perioada de Injumatitire.
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Proiectia potentei dozei

Testul de tolerantd la glucozd intravenoasd (ivGTT) la sobolan este utilizat pentru a
estima potenta relativd a compusilor din prezenta inventie in comparatic cu semaglutida. Doze
subcutanate (SC) singulare de 0,1-10 nmoli/kg din fiecare compus sunt administrate la sobolani si
un ivGTT este administrat la fiecare sobolan la 16 ore dupd dozaj. Estc masuratd expunerea la
momentul ivGTT, si pentru modelarea raspunsului la expunere, este utilizatdi AUC a insulinei ca
raspuns la ivGTT ca obiectiv principal.

Un model de Ema este utilizat pentru a compara profilurile rispunsului la expunere
pentru Exemplul 1 la semaglutidi. In experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris
pentru acest test, expunerea este in mod esential aceeasi pentru Exemplul 1 si semaglutidd pentru
nivelurile de dozd care au avut niveluri de medicament peste limita de cuantificare a testului.
Ambele seturi de date sunt incadrate simultan si valorile Eo si Emax sunt constrinse s fie aceleasi
pentru ambii compugsi. Numai valorile EDsq sunt incadrate separat pentru compusi. Valoarea EDsg
pentru semaglutid este estimata ca 0,6 +/- 0,2 nmoli/kg. Potenta din Exemplul 1 este estimata ca
potenta relativa la semaglutida, si este de 1,7 +/- 0,6 ori potenta semaglutidei. Ajustand diferentele
de CL/F (clearance aparent) intre cele doud molecule 1a maimute si de asemenea diferenta de masa
moleculard, doza echivalentd umani medie proiectatd 1a 1 mg semaglutida este de aproximativ 1,3
mg/saptimand pentru Exemplul 1.

Diabetul de tip 2

Secretia de insulina in vivo la sobolan dupa glucoza intravenoasi IVGTT)

Sobolanii Wistar masculi (Harlan Labs, Indianapolis, IN) sunt randomizati dupd masa
corporala si dozati cu 1,5 ml/kg s.c. cu 16 ore inainte de administrarea glucozei si apoi infometati.
Dozele sunt vehicul, 0,1, 0.3, 1, 3 si 10 nmoli/kg. Animalele sunt cantdrite, si apoi anesteziate cu
pentobarbital de sodiu (solutic de Nembutal Sodium; Ovation Pharmaceuticals) dozat i.p. (65
mg/kg, 30 mg/ml). Este colectatd o mostrd de sange de timp zero in tuburi cu EDTA dupi care este
administratd glucoza (0,5 mg/kg, 5 ml/kg). Sunt colectate probe de singe 1a 2, 4, 6, 10, 20, si 30 de
minute dupd glucoza. Nivelurile glucozei plasmatice sunt determinate utilizind un analizor Hitachi
(Roche) si insulina plasmatici este misuratd prin testul de insulind MSD (Meso Scale,
Gaithersburg, MD).

Asa cum se aratd in Tabelul 7, anumiti compusi ai prezentei inventii amplificd dependent
de dozd secretia de insulind dupa injectia i.v. de glucoza. EDso pentru insulind si cresterile maxime
ale secretiei de insulind (masurate ca arie sub curba de insulini) sunt date in Tabelul 7.

Tabelul 7. Amplificarea secretiei de insulini in testul IVGTT la sobolan

Compus

EDso (nmoli/kg) % max de crestere a AUC de insulind

Exemplul 3

1,00 3144/- 38%

Exemplul 3

1,42

219 +/- 19%

Exemplul 6

2,58

289 +/- 4%

Exemplul 7

4,33

335 +/-35%

Exemplul 7

1,10

278 +/- 26%

Exemplul 8

6,13

324 +/- 30%
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Compus EDso (nmoli/kg) % max de crestere a AUC de insulind
semaglutidi 0,70 231 +/- 13%
Exemplul 2 1,62 233 +/- 19%
Exemplul 1 0,87 298 +/- 17%
Exemplul 5 1,02 349 +/- 39%
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Efectul asupra pierderii in greutate, compozitiei corpului si steatozei hepatice la soarecii cu
obezitate indusa prin dieta (DIO)

Efectele asupra pierderii in greutate, compozitiei corporale si steatozei hepatice la
soarecii cu DIO pentru compusii prezentei inventii sunt evaluate la soarecii cu DIO C57/BL6.
Aceste animale, desi nediabetice, afiseaza rezistentd la insulind, dislipidemie, si steatozi hepatica,
care sunt toate caracteristici ale sindromului metabolic, dupa ce au fost plasate pe o dietd bogatd in
grasime (60% Kcal din grisime) timp de 12 sdptiméani.

In acest studiu, sunt utilizati soareci C57/B16 cu obezitate indusd prin dietd (DIO)
masculi in varstd de 23-24 de sdptimani, fiecare cantdrind 41-49 g si avand o masi initiald de
grisime care variaza de la 10,5-17,5 g. Animalele sunt gizduite individual intr-un addpost cu
temperaturd controlatd (24°C) cu un ciclu de lumind/intuneric de 12 ore (luminile se aprind la
22:00), si acces liber la hrani si apd. Dupi 2 sdptdmani de aclimatizare cu addpostul, soarecii sunt
randomizati in grupuri de tratament (n=5/grup) pe baza masei corporale astfel incat fiecare grup si
aibd o masa corporald medie de inceput similara.

Controlul cu vehicul, compusii prezentei inventii (cu doza variind de la 10 pand la 100
nmoli/kg), sau un analog al GLP1 care actioneaza indelungat semaglutida (30 nmoli/kg), dizolvati
in vehicul (20 mM Tampon de citrat 1a pH 7.0), sunt administrati prin injectic SC la soarecii cu
DIO hraniti ad libitum cu 30-90 de minute inainte de debutul ciclului de intuneric la fiecare trei
zile timp de 15 zile. Injectiile SC sunt ficute in Ziua 1, 4, 7, 10, si 13. Masa corporald zilnici si
aportul alimentar sunt masurate pe parcursul studiului. Modificirile absolute ale masei corporale
sunt calculate scdzind masa corporald a aceluiasi animal inainte de prima injectie cu compusul. In
zilele 0 si 14, masa totald de grisime este misuratid prin rezonanti magneticd nucleard (RMN)
utilizand un instrument Echo Medical System (Houston, TX).

in Ziva 15, glucoza din singe este misurati cu glucometrul Accu-Chek (Roche) din
sangele venei cozii si apoi animalele pot fi sacrificate si ficatul indepartat si congelat.
Trigliceridele hepatice, determinate din omogenatele de ficat colectat la sacrificare, si colesterolul
plasmatic sunt misurate pe un analizor clinic Hitachi Modular P. Comparatiile statistice intre
grupuri sunt ficute utilizind ANOVA unifactoriald urmatd de testul de comparatic multipld
Dunnett. EDsq pentru reducerea pierderii in greutate este determinatd in GraphPad Prism utilizand
unealta de incadrare neliniara.

In experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, anumiti compusi
ai prezentei inventii au redus masa corporald si masa de grisime intr-o manierd dependentd de
doza (Tabelul 8-13), si in comparatic cu semaglutida, pot fi de 3-5x mai eficace in sciderea masei
corporale. EDsp din Exemplul 1 in procent de pierdere a masei corporale este 5,422 nmoli/kg
(niveluri ale Intervalului de incredere de 95% [nmoli/kg] = 2,2 pand la 13,6). Masa corporald
redusi s-a descoperit ca fiind datoratd in primul rind reducerii masei de grisime.

Tabelul 8. Procentul de modificare a masei corporale sau a masei de grasime la soarecii cu
DIO.

Tratament Doza

% Modificare din masa corporali|% Modificare din masa de griasime

(nmoli/kg)

initiali

initiali

Control

0

-3,14 £ 0,88

-4,84 + 1,79

Semaglutida

10

-12,36 + 1,00%***

-18,21 +2,24**

Semaglutida

30

-14,20 £ 1,01 %%**

-21,90 £ 2,07%%*

Semaglutida

100

-19,30 &+ ], 38%*#*

-33,51 + 3,30%**

Exemplul 3

10

-13,38 + 0,88*#*

-20,76 + 2,42%%*

Exemplul 3

30

Z18,13 & 1 447

-30,90 & 2,06%***

Exemplul 3

100

-25,84 + 1,93%wx

-45,92 £ 2,1 5kA**

Exemplul 6

10

-15,31 £ 1,25%#**

-24,75 + 1,89%xH*

Exemplul 6

30

-21,62 + 0,92%*#*

-36,30 £ 2 47%H**

Exemplul 6

100

-33,95 & 1,93%#%

-64,64 & 4,047
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Tratament

Doza
(nmoli/kg)

% Modificare din masa corporald
initiala

% Modificare din masa de grisime
initiala

*##p<0,01, **¥p<0,001, ****p<0,0001 din grupul de control (ANOVA unifactoriald, Dunnett). Rezultatele sunt
exprimate ca Medie + SEM de 5 soareci per grup.

Tabelul 9. Procentul de modificare a masei corporale sau a masei de grasime la soarecii cu

DIO.
Tratament Doza % Modificare din masa corporali|% Modificare din masa de grasime
(nmoli/kg) initiala initiala

Control 0 -0,74 £ 1,49 3,04 £ 3,65
Semaglutida 30 -17,03 £ 0,98%*** -35,94 + 4,09%%**
Exemplul 2 10 -2327 + 1,72%%%% -49,89 + 5,62%*%*
Exemplul 2 30 33,07 £ 1,65%%** -72,80 + 4,04+ %%
Exemplul 2 100 -34,66 + 1,80%*** -76,20 + 3,78%%**
Exemplul 5 10 23,42 + 1 43%%%% -51,28 + 1,89%*%:*
Exemplul 5 30 -26,84 + 3, 14%*%* -62,77 + 5,49%*%*
Exemplul 5 100 -37,86 + 2 25%*%:* -81,08 + 1,68%%**
Exemplul 1 10 -25,18 +,1,82%*** -50,98 + 2, 87%***
Exemplul 1 30 -26,58 + 2 49%**:* -59,98 + 6,60%***
Exemplul 1 100 -38,14 + 1,67%*%* -79,79 + 3,1(%***

*##%%p<0,0001 din grupul de control (ANOVA unifactoriald, Dunnett). Rezultatele sunt exprimate ca Medie +
SEM de 5 soareci per grup.

5

Tabelul 10. Procentul de modificare a masei corporale sau a masei de griasime la soarecii cu
DIO.

Tratament Doza % Modificare din masa corporala|% Modificare din masa de grisime

(nmoli/kg) initiala initiala

Control 0 2,43 +£2,06 -1,49 + 3,69

Exemplul 6 10 -17,54 + 1,1 7%%%* -34,30 + 1,20%*%*

Exemplul 6 30 -19,52 + 1,1 8%*%* -39,52 + 3,18%%**

Exemplul 6 100 -29,36 + 2 (2% *** -56,06 + 4,96%%**

Exemplul 7 10 -15,08 + 1,20%*%:* -26,46 + 2 31***

Exemplul 7 30 -20,70 + 1,95%*%:* -43 49 + 5 47%*%*

Exemplul 7 100 -24.36 + 2 (6% *** -49,92 + 3 40%***

Exemplul 8 10 -17,13 £ (0,81 %*%* -34,20 + 1,62%*%*

Exemplul 8 30 -25,27 £ (), 70%*%* -54,24 + 2 35%*%k

Exemplul 8 100 -29,91 + 2 (3**%:* -05,23 + 6,69%%**

*##%%p<0,001 din grupul de control (ANOVA unifactoriald, Dunnett). Rezultatele sunt exprimate ca Medie +
SEM de 5 soareci per grup.

10 Tabelul 11. Glucoza sanguini, colesterolul plasmatic si trigliceridele plasmatice la soarecii cu

DIO.

Tratament Doza Glucoza sanguina Colesterol plasmatic |Trigliceride plasmatice
(nmoli/kg) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

Control 0 141,6 £5,59 303,2 £ 13,97 542+ 11,14
Semaglutida 10 147,6 £ 6,13 226,8 + 13,86%* 27,36 + 3,56*
Semaglutida 30 146,8 + 8,43 229,8 + 10,96** 27,9 £6,01*
Semaglutida 100 134,3+9722 218,4 + 18,70** 36,46 + 5,34
Exemplul 3 10 109,5 £ 2,35%** 213,2 + 15,54%** 30,38 + 8,23
Exemplul 3 30 107,6 £ 1,32%%* 177,4 £ 16,58%*** 21,32 £ 2 48%*
Exemplul 3 100 102,00 +0,50%*** 194,00 + 14,40%*** 20,55 + 4,60%*
Exemplul 6 10 105,8 £ 2,10%** 198,4 + 6,76%*** 20,78 + 4 40%*
Exemplul 6 30 100,1 £ 3 29**#* 186,4 £ 17,04%*** 26,12 + 6,85*
Exemplul 6 100 103,6 £ 3 2(%*** 151,4 £ 14,32% %% 17,26 £ 1,67%%*

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 din grupul de control (ANOVA unifactoriali, Dunnett).
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Tratament

Doza
(nmoli/kg)

(mg/dl)

Glucoza sanguina

Colesterol plasmatic

(mg/dD)

Trigliceride plasmatice

(mg/dD)

Rezultatele sunt exprimate ca Medie £ SEM de 5 soareci per grup.

Tabelul 12. Glucoza sanguini, colesterolul plasmatic si trigliceridele hepatice la soarecii cu

DIO.
Tratament Doza Glucoza sanguina Colesterol plasmatic  |Trigliceride hepatice
(nmoli/kg) (mg/dl) (mg/dl) (mg/g de tesut)
Control 0 144,30 + 8,16 233,6 £ 12,99 206,65 + 29,47
Semaglutida 30 136,3 + 3,81 161,0 £13,92%%* 67,63 £ 23 4(****
Exemplul 2 10 110,8 + 3,87%* 121,8 £ 13,64%*** 60,77 £ 13,24%***
Exemplul 2 30 110,8 £ 3,20%* 114,00 + 9,70Q%*** 65,78 £ 17,07%***
Exemplul 2 100 113,2 + 4 86** 109,4 + 8,83%*** 56,74 £ 17,76%+**
Exemplul 5 10 111,00 + 6,56** 126,6 £ 9,67%*** 48,30 £ 8,14%***
Exemplul 5 30 104,5 £ 5,30%** 108,2 + 13,84 %*** 39,60 £ 4,71 %%**
Exemplul 5 100 105,3 + 6,16%** 108,6 + 4 §3**+* 67,96 + 13, 53%%%*
Exemplul 1 10 102,3 £ §5,59%*** 120,6 + 8,55%*** 60,74 + 5,33 %%%*
Exemplul 1 30 110,7 £+ 5,85%* 118,2 £ 10,1 1%*** 45,24 £ 5 g7x*x*
Exemplul 1 100 106,7 + 7,33%** 107,6 £ 10,43%*** 66,98 £ 17,209%***
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 din grupul de control (ANOVA unifactoriald, Dunnett).
Rezultatele sunt exprimate ca Medie = SEM de 5 soareci per grup.

5
Tabelul 13. Glucoza sanguina si colesterolul plasmatic la soarecii cu DIO.
Tratament Doza Glucoza sanguina Colesterol plasmatic (mg/dl)
(nmoli/kg) (mg/dl)
Control 0 1524 +3,63 2436 £ 13,12
Exemplul 6 10 121,4 £ 2,74%%* 167,8 £ 15,59%***
Exemplul 6 30 121,9 + 6,65%* 159,8 + 9,99%*%*
Exemplul 6 100 116,1 + 4 G7**** 1442 + 7 12%%%*
Exemplul 7 10 113,6 £ 4, 16%*** 161,8 £ 6, 2%%**
Exemplul 7 30 114,7 £ 4 70%*** 153,6 £ 13 47%***
Exemplul 7 100 114 + 2 36%*** 145,4 + 9 48****
Exemplul 8 10 114,7 + 4 6] %*** 158,8 £ 7,57%***
Exemplul 8 30 117,1 £ 8,26%** 139,4 + 6,83 %%%*
Exemplul 8 100 125,4 + 6,30%* 127,8 + 6,34%***

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 din grupul de control (ANOVA unifactoriald, Dunnett).
Rezultatele sunt exprimate ca Medie = SEM de 5 soareci per grup.

Efectul asupra metabolismului energetic la soarecii cu DIO

10

Efectele asupra metabolismului energetic la soarecii cu DIO pentru compusii prezentei

inventii sunt evaluate la soarecii masculi cu DIO C57/B16 in varstd de 26 de sdptimani, care
cantiresc 43-50 g. Soarecii sunt gdzduiti individual intr-un adipost cu temperaturd controlatd
(24°C) cu un ciclu de lumind/intuneric de 12 ore (luminile se aprind la 22:00), si cu acces liber la
15 hrand TD95217 (Teklad) si apd. Dupd 2 siptimini de aclimatizare cu addpostul, soarecii sunt
randomizati in grupuri de tratament (n=06/grup) pe baza masei corporale astfel incat fiecare grup sa
aibd o masd corporald medic de inceput similard. Animalele sunt plasate intr-un calorimetru
PhenoMaster/LabMaster (TSE Systems, Chesterfield, MO) timp de 3 zile pentru aclimatizare.
Controlul cu vehicul (20 mM tampon de citrat 1la pH 7.0, 10 ml/kg), compusii prezentei inventii,
20 sau un analog al GLP1 care actioneazd indelungat, semaglutida, (30 nmoli/kg) sunt administrati
subcutanat 1a soarecii cu DIO hréniti ad libitum cu 30-90 de minute inainte de debutul ciclului de
intuneric la fiecare trei zile timp de 22 de zile. Cildura si coeficientul respirator (RER) sunt
masurate prin calorimetrie indirectd cum s-a descris utilizand un sistem de calorimetrie cu circuit
deschis. RER este raportul volumului de COs produs (Vcos) la volumul de O, consumat (Vo).
25 Cildura este calculati cu masa corporald totald considerata:

VO2= FluxML*(VI+V2)/N2Ref* Masa animalului*100)

VCO2=FluxML*dCO2 /Masa animalulii *100)
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Céldurda = (CYO2*¥VO2+CVCO2*¥VCO2)/1000;
unde CV02=3,941; CVC02=1,106
in experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, soarecii tratati cu

Exemplul 1 si-au crescut semnificativ rata metabolicd cu 10 pand la 15 % in comparatie cu grupul
5 de control, incepand din siptdmina 2, si au mentinut efectul pe tot parcursul perioadei de

tratament. Semaglutida, in schimb, nu a avut efect asupra ratei metabolice. Cresterea ratei

metabolice pentru Exemplul 1 reprezintd partial pierderea in greutate suplimentard observatd cu

tratamentul din Exemplul 1 in comparatie cu tratamentul cu semaglutida.

10 Efectul asupra golirii gastrice la soarecii cu DIO

Efectele asupra golirii gastrice la soarecii cu DIO pentru compusii prezentei inventii sunt
evaluate la soarecii masculi cu obezitate indusi prin dietd (DIO) in varstd de 23 de siptimani
(Harlan). Soarecii sunt infometati timp de 16-17 ore. In timpul inceperii perioadei de repaus

15 alimentar goarecii sunt dozati subcutanat cu control cu vehicul (20 mM tampon de citrat la pH
7.0); doze crescitoare de compusi ai prezentei inventii (3, 10, 30 si 100 nmoli/kg), sau un analog al
GLP1 care actioneaza indelungat, semaglutida, (30 nmoli/kg). Ziua urmitoare, soarecilor le sunt
administrati 0,5 ml (0,5 grame) de dietd semi-lichidi proaspédt preparata (la 2 minute distantd) prin
gavaj oral. Apa este indepdrtatd in acest moment pentru a preveni dilutia dietei administrate. La

20 doud ore dupd administrarea dietei, soarecii sunt eutanasiati la doud minute distantd cu gaz de COo.
Stomacul este indepartat in timp ce sunt prinse cu cleme ambele deschideri cardiaci si pilorica,
apoi clemele sunt indepartate si este cantdrit intregul stomac intr-o barcad de cintdrire. Stomacul
este apoi incizat si este indepartat continutul. Este spdlat si uscat stomacul si re-cantdrit pentru a
evalua continutul alimentar din stomac. % de golire gastrica este egal cu 100 x (1 - (hrana rimasa

25 in stomac/hrana administrata oral)).

In experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris in acest test, Exemplul 1 a
incetinit rata de golire gastrica a dietei semi-lichide intr-o manierd dependentd de doza. Inhibarea
maxima a golirii gastrice a fost observata la o doza de 10 nmoli/kg +/- doza (Tabelul 14).

30
Tabelul 14. Golirea gastrica a unei diete semi-lichide la soarecii cu DIOQ C57/BL6 slabi.
Tratament Dozd (nmoli/kg) Procent de golire gastricd (Medie + SEM)
Vehicul (n=5) 0 69,50 +/- 6,60
Semaglutidd (n=>5) 30 30,56 +/- 7,53%*
Exemplul 1 (n=4) 3 49,11 +/- 8,52
Exemplul 1 (n=5) 10 9,76 +/- 7,69%***
Exemplul 1 (n=5) 30 26,53 +/- 8,14%*
Exemplul 1 (n=5) 100 18,45 +/- 6,87***

Comparatiile statistice intre grupuri sunt ficute utilizaind ANOVA unifactoriald urmati de Testul de comparatie
multipld Dunnett. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 din grupul de control. Rezultatele sunt
exprimate ca medie +/- SEM de 4-5 soareci per grup.

Maisuratorile corticosteronului plasmatic la sobolanii Sprague Dawley
35
Asa cum s-a sugerat in anumite studii publicate, nivelurile ridicate de corticosteron
plasmatic sunt un indicator al posibilei tolerabilititi reduse pentru analogii de GIP si GLP-1.
Nivelurile de corticosteron plasmatic sunt evaluate utilizind Sobolani Sprague Dawley (Harlan,
Indianapolis), cantirind aproximativ 220 g si aclimatizati timp de cel putin 72 de ore inainte de

40 manipulare. Sobolanii sunt apoi dozati cu vehicul (20 mM tampon de citrat, pH 7), semaglutidi
(10 nmoli/kg), sau compusii prezentei inventii la 3, 10 sau 30 nmoli/kg s.c. cu 8 sobolani per grup
de dozare. Sobolanii sunt decapitati 16 ore mai tarziu. Sangele este colectat in tuburi cu EDTA pe
gheatd, apoi centrifugat 5 minute 1la 8000 RPM intr-o centrifugd Eppendorf 5402 de banc de lucru.
Plasma este depozitatd 1a -80°C pani la analiza.

45 Pentru analiza corticosteronului, sunt preparate standardele de corticosteron (Sigma,
27840) prin dilutii seriale in metanol de calitate HPLC, H>O si addugarea de 5% ser de sobolan
curdtat cu cirbune (Bioreclamation, RATSRM-STRPD-HEV). Mostrele de plasma de sobolan sunt
diluate cu PBS, precipitate cu metanol rece, incubate timp de 20 de minute la -20°C, si apoi
centrifugate la 14.000 RPM cu o Eppendorf 5417R la 4°C. Sunt extrasi supernatantii, evaporati

50 sub un curent de N> gazos, si reconstituiti in solutic de MeOH/H>O (1:1). Mostrele sunt analizate
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pe LC/MS echipat cu o coloanid de HPLC XSelect CSH C18 3,5 pm (2,1 mm x 30 mm) (Waters
#186005254).

in experimentele efectuate in mod esential cum s-a descris pentru acest test, Exemplul 1
nu a demonstrat o crestere a nivelurilor de corticosteron plasmatic la nici una dintre dozele testate

5 in timp ce semaglutida a avut o crestere de aproximativ 4x fata de control.
Tabelul 15: Analiza corticosteronului plasmatic la sobolanii Sprague Dawley
Corticosteron (ng/ml)
Compus Medie SEM
Vehicul 60,78 8,41
10 nmoli/kg Semaglutidi 274,57 42,06
3 nmoli/kg Exemplul 1 52,21 19,39
10 nmoli/kg Exemplul 1 32,46 9,78
30 nmoli/kg Exemplul 1 31,35 5,86

YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ

SEQ ID NO: 2 (GLP-1 umand) HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR

SEQ ID NO: 3 YX;EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS in care X este
Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea epsilon-
amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil )2-(yGlu)1-CO-(CH>)15-CO-H; si
aminoacidul C-terminal este amidat ca 0 amid3 primard C-terminali.

SEQ ID NO: 4 YX,EGTFIFSDYSIX6GLDKIAQKAX; VQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)15-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-

SEQ ID NO: 5 YX,EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)16-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amida primard C-terminald.

SEQ ID NO: 6 YX;EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)16-CO:H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amida primard C-terminald.

SEQ ID NO: 7 YX,;EGTFTSDYSIXGLDKIAQKAFVQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)15-CO,H; si aminoacidul C-terminal este amidat ca 0 amida primard C-terminala.

SEQ ID NO: 8 YX,EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAX;VQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)16-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-

SEQ ID NO: 9 YX,EGTFTSDYSIX,LDKIAQKAX;VQWLIAGGPSSGAPPPS

in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu),-CO-
(CH»)16-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-

SEQ ID NO: 10 YX4EGTFTSDY SIX,LDKIAQKAX:VQWLIAGGPSSGAPPPS
in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la

10
Secventele de aminoacizi
SEQ ID NO: 1 (GIP umani)
15
20
25 terminala.
30
35
40
terminala.
45
terminala.
50

gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-
(CH»)15-CO:H; Xseste 1-Nal; si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amidd primard C-
terminali.

SEQ ID NO: 11 YX;EGTFTSDYSIXoLDKIAQKAX;VQWLIAGGPSSGAPPPS
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in care X; este Aib; X, este Aib; K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil ):-(yGlu).-CO-
(CH2)p-CO2H in carc a este 1 pand la 2 si b este 10 pand la 20; Xseste Phe sau 1-Nal; si
aminoacidul C-terminal este optional amidat ca 0 amida primard C-terminala.

LISTA DE SECVENTE

<110> Eli Lilly si Compania
<120> COMPUSII CO-AGONISTI Al GIP SI GLP-1
<130> X20448

<150> 62/101488

<151> 2015-01-09
<160> 11

<170> Patentin versiune 3.5
<210> 1

<211> 42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Tyr Ala Glu Gly Thr Phe Ile Ser Asp Tyr Ser Ile Ala Met Asp Lys
1 5 10 15

Ile His Gln Gln Asp Phe Val Asn Trp Leu Leu Ala Gln Lys Gly Lys
20 25 30

Lys Asn Asp Trp Lys His Asn Ile Thr Gln

35 40
<210> 2
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2

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

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

20 25 30
<210> 3

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Construct sintetic

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (2)..(2)

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES



MD/EP 3242887 T2 2019.11.30

23

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (13)..(13)

<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificatd chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)1-CO-(CH2) 18-CO2 H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala

<400> 3
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 4

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Construct sintetic

<220>

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

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV
<222> (13)..(13)
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<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificata chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)2-CO-(CH2) 18-CO2 H

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (22)..(22)

<223> Xaa de la pozitia 22 este 1-Nal

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala

<400> 4
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210>5
<211> 39
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Construct sintetic
<220>
<221> CARACTERISTICA_DIV
<222> (2)..(2)
<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric
<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Aib
<220>
<221> CARACTERISTICA_DIV
<222> (13)..(13)
<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificatd chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)1-CO-(CH2)16-CO2 H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala

<400> 5
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser

35
<210> 6
<211> 39
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> Construct sintetic
<220>
<221> CARACTERISTICA_DIV
<222> (2)..(2)
<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric
<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)
<223> Aib
<220>
<221> CARACTERISTICA_DIV
<222> (13)..(13)
<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Aib
<220>
<221> MOD_RES
<222> (20)..(20)
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<223> Lys de la pozifia 20 este modificatd chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)2-CO-(CH2)16-CO2 H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala

<400> 6
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys

1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210>7

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Construct sintetic

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (2)..(2)

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (13)..(13)

<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificatd chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)2-CO-(CH2)18-CO2 H

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)
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<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala

<400> 7
Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Phe Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35
<210> 8

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Construct sintetic

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (2)..(2)

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (13)..(13)

<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozitia 20 este modificata chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)1-CO-(CH2)16-CO2 H

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (22)..(22)

<223> Xaa de la pozitia 22 este 1-Nal

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala
<400> 8
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Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210>9

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Construct sintetic

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (2)..(2)

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (13)..(13)

<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificata chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)2-CO-(CH2)16-CO2 H

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (22)..(22)

<223> Xaa de la pozitia 22 este 1-Nal

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala
<400> 9
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Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 10

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Construct sintetic

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (2)..(2)

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (13)..(13)

<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificatd chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)1-CO-(CH2)18-CO2 H

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (22)..(22)

<223> Xaa de la pozitia 22 este 1-Nal

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este amidata ca o amida primara C-terminala
<400> 10
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Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 11

<211> 39

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Construct sintetic

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (2)..(2)

<223> Xaa de la pozitia 2 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Aib

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (13)..(13)

<223> Xaa de la pozitia 13 este aminoacidul care nu apare natural Acid 2-
aminoizobutiric

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Aib

<220>

<221> MOD_RES

<222> (20)..(20)

<223> Lys de la pozifia 20 este modificatd chimic prin conjugare la
gruparea epsilon-amino a catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-
etoxi]-acetil)2-(gama-Glu)a-CO-(CH2)b-CO2H in care a este 1 pana la 2 si
b este 10 pana la 20

<220>

<221> CARACTERISTICA_DIV

<222> (22)..(22)

<223> Xaa de la pozitia 22 este fie Phe sau 1-Nal

<220>

<221> MOD_RES

<222> (39)..(39)

<223> Ser de la pozitia 39 este optional amidata ca o amida primara C-
terminala

<400> 11
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Tyr Xaa Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Ile Xaa Leu Asp Lys
1 5 10 15

Ile Ala Gln Lys Ala Xaa Val Gln Trp Leu Ile Ala Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

= WO0-A1-2013/164483

= GREEN B D ET AL: "STRUCTURALLY MODIFIED ANALOGUES OF
GLUCAGON-LIKE  PEPTIDE-1 (GLP-1) AND  GLUCOSE-DEPENDENT
INSULINOTROPIC POLYPEPTIDE (GIP) AS FUTURE ANTIDIABETIC AGENTS",
CURRENT PHARMACEUTICAL DESIGN, BENTHAM SCIENCE PUBLISHERS,
NL, vol. 10, no. 29, 1 January 2004 (2004-01-01), pages 3651-3662, XP009068381,
ISSN: 1381-6128, DOI: 10.2174/1381612043382774

= WO0-A2-2012/088379

(57) Revendicari;

1. Un compus cu Formula:

YX,EGTFTSDYSIX60LDKIAQKAX;VQWLIAGGPSSGAPPPS;
in care
X este Aib;

X, este Aib;

K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea epsilon-amino a
catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil }o-(yGlu),-CO-(CH:)p-CO-H in care a este
1 pani la 2 si b este 10 pana la 20;

X5 este Phe sau 1-Nal;

si aminoacidul C-terminal este optional amidat ca o amidi primard C-terminald (SEQ ID
NO: 11),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

2. Compusul conform revendicirii 1, in care Xs este Phe.

3. Compusul conform revendicirii 1, in care Xs este 1-Nal.

4. Compusul conform oricireia dintre revendicarile 1 pand la 3, in care b este 14 pand la
18.

5. Compusul conform revendicirii 4, in care b este 16 pand la 18.

6. Compusul conform revendicirii 5, in care b este 18.

7. Compusul din oricare dintre revendicarile precedente, in care a este 1.

8. Compusul conform oricdreia dintre revendicarile 1 pani la 6, in care a este 2.

9. Compusul conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 8, in care aminoacidul C-terminal
este amidat ca o amida primard C-terminald.

10. Compusul conform revendicarii 1, in care
X este Aib
X, este Aib;
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K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea epsilon-amino a
catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu)-CO-(CH,).3-CO.H;
X5 este Phe;

si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amid3 primard C-terminald (SEQ ID NO: 3),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

11. Compusul conform revendicarii 1, in care

X, este Aib

X, este Aib;

K de la pozitia 20 este modificat chimic prin conjugare la gruparea epsilon-amino a
catenei laterale a K cu ([2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-acetil),-(yGlu):-CO-(CH,).3-CO.H;
X; este 1-Nal;

si aminoacidul C-terminal este amidat ca o amid3 primard C-terminald (SEQ ID NO: 4),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

12. Compusul conform revendicarii 1, in care Formula este:

o]
HO. /\VAV/\V/\V/\V/\V/\V/\V/\VJL~H i
s OH

o :

By
HN T o

‘\

/

0\

N

)

N
o o
R N
HNT e O g \H/

e o

J

7

o) N -
>
H*Y*N\X/LEGTFTSDYSIfN T’fLDKIAQfN ﬁiAFVQWL\AGGPSSGAPP
TN o] o]

13. O compozitie farmaceuticd cuprinzind compusul din oricare dintre revendicarile
precedente cu un purtitor, diluant, sau excipient acceptabil farmaceutic.

14. Compusul conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 12, pentru utilizare in
terapie.

15. Compusul conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 12 pentru utilizare in
tratamentul diabetului zaharat de tip 2.

16. Compusul conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pana la 12 pentru utilizare in
combinatic simultand, separatd, sau secventiald cu unul sau mai multi agenti selectati dintre
metformin, tiazolidindione, sulfoniluree, inhibitori ai dipeptidil peptidazei 4, si co-transportori de
sodiu glucoza in tratamentul diabetului zaharat de tip 2.

P S—NH,

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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