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DESCRIPCION

Composicion que comprende un agonista del receptor de GLP-1 y un agonista del receptor de glucagén y aplicacion
de la misma

Campo

La presente divulgacion se refiere al campo de la medicina, en particular, se refiere a una composicion que comprende
un agonista del receptor de GLP-1 y un agonista del receptor de glucagén y a su uso para la pérdida de peso y/o la
reduccion de lipidos.

Antecedentes

En los Gltimos afos, a medida que el desarrollo econémico ha provocado cambios en la dieta y en el estilo de vida, la
proporcion de personas obesas ha aumentado afio tras afio. De acuerdo con las Ultimas estadisticas de la
Organizacion Mundial de la Salud, el nimero de personas obesas y con sobrepeso en el mundo ha aumentado de 857
millones en 1980 a 2.100 millones en 2013, lo que representa casi un tercio de la poblacion mundial. En 2014, mas de
1.900 millones de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso, de los cuales 600 millones eran obesos. En 2014,
el 39 % de los adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso y el 13 % eran obesos. El sobrepeso y la obesidad, una
vez considerado un problema para los paises de altos ingresos, ahora estan en aumento en los paises de bajos y
medianos ingresos. Tener sobrepeso y obesidad aumenta la presion arterial y los niveles de colesterol en la sangre,
que son los principales factores de riesgo de varias enfermedades a largo plazo, como la diabetes, enfermedad
cardiovascular y cancer.

Las intervenciones en el estilo de vida (ejercicio apropiado y dieta saludable) a menudo no controlan por completo el
desarrollo de la obesidad. En este caso, la intervencion farmacoldgica se considera adecuada y necesaria. Orlistat es
actualmente la Unica pildora de dieta de venta libre (OTC por sus siglas en inglés) en el mundo. Mas de 40 millones
de personas en todo el mundo usaron Orlistat y perdieron peso con éxito. Actualmente es el producto para perder
peso mas vendido. Orlistat es un potente inhibidor de la lipasa gastrointestinal especifico y de accion prolongada que
bloquea directamente la absorcién corporal de grasas en los alimentos, por lo que la grasa corporal disminuir4 cuando
la ingesta de energia y grasa sea menor que el consumo, para lograr el propoésito de la pérdida de peso. Sin embargo,
Orlistat tiene varias desventajas, por ejemplo, su efecto de pérdida de peso no es significativo para algunas personas,
y debe tomarse con las comidas todos los dias o después de las comidas, por lo que el cumplimiento del paciente es
pobre. Por otro lado, Orlistat también tiene riesgos de seguridad. En mayo de 2010, la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EE. UU. advirtio sobre el riesgo de que Orlistat pueda causar dafio hepético grave. Por lo tanto,
existe la necesidad de desarrollar nuevos farmacos para la pérdida de peso que actlen a través de otros mecanismos.

El péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) es una hormona polipeptidica secretada por las células L intestinales
después de comer, lo que puede estimular la secrecion de insulina de las células B de los islotes pancreaticos,
estabilizando asi el nivel de aztcar en sangre posprandial. La administracion exégena de GLP-1 normaliza los niveles
de azlcar en sangre en pacientes con diabetes tipo Il. El efecto de GLP-1 en la reduccion del nivel de azlcar en la
sangre depende de la concentracion de glucosa, lo que reduce en gran medida el riesgo de hipoglucemia mientras
regula el nivel de azlcar en la sangre. Los farmacos basados en GLP-1, como Byetta, Victoza, Albiglutida y
Dulaglutida, se han comercializado con éxito en los Ultimos afios y poco a poco van ocupando posiciones importantes
entre los farmacos para la diabetes.

La aplicacion clinica encontrd que los farmacos de GLP-1 tienen el efecto de reducir el peso mientras que reducen el
nivel de azlcar en la sangre. El mecanismo puede ser que el GLP-1 puede actuar sobre el tracto gastrointestinal para
retrasar el vaciamiento gastrico y la peristalsis intestinal, y el GLP-1 puede actuar sobre el sistema nervioso central
para suprimir el apetito, aumentar la saciedad y asi sucesivamente, para lograr el propdsito de reducir la ingesta de
alimentos. En 2014, Victoza de Novo Nordisk incluso fue aprobado para la pérdida de peso como una indicacion
adicional. Sin embargo, debido a la corta semivida de Victoza, los pacientes tratados con Victoza necesitan tomar una
inyeccion todos los dias, aumentando el dolor de los pacientes en el uso a largo plazo.

El glucagén es un péptido de 29 aminoéacidos que corresponden a los aminoacidos 53 a 81 del preproglucagén y tiene
la siguiente secuencia: His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Ph
e-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (SEQ ID NO: 2). Oxintomodulina (OXM) es un péptido con 37 aminoécidos, que
comprende la secuencia completa de 29 aminoacidos del glucagon y la extensién carboxi-terminal de un octapéptido
(aminoacidos 82 a 89 del preproglucagon). Tanto Merck como Zeland estdn desarrollando derivados de
oxintomodulina para su uso en la pérdida de peso y la disminuciéon del nivel de glucosa. Un proyecto de péptido
agonista dual para la pérdida de peso desarrollado por Merck ha entrado en fase | de ensayo clinico, mientras que
zp2929 desarrollado por Zeland todavia se encuentra en fase preclinica.

Aungue el uso de oxintomodulina para bajar de peso tiene una perspectiva atractiva, todavia tiene sus defectos. Por
ejemplo, la vida media de la oxintomodulina en el plasma humano es muy corta (8 a 12 minutos); como agonista dual,
su actividad es escasa y la capacidad de activar cualquiera de los receptores es mucho menor que la del péptido
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original, haciendo que la dosis a administrar a un cuerpo humano necesite alcanzar el nivel de mg/kg. Por otro lado,
la oxintomodulina presenta una proporcion fija de actividad agonista para ambos receptores, que no se puede regular
y puede no ser la mejor proporcién para ejercer su efecto de pérdida de peso. Por lo tanto, co6mo optimizar el disefio
de farmacos para resolver estos problemas se ha convertido en un tema principal para muchos trabajadores médicos
de I+D.

La exendina-4 es un polipéptido de 39 aminoacidos aislado de la saliva del lagarto mexicano, que muestra un 53 %
de homologia con GLP-1. Los estudios han demostrado que la exendina-4 también se une al receptor de GLP-1y
presenta una actividad agonista farmacolégicamente similar a la del GLP-1.

La enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA) se refiere al sindrome fisiopatologico que se caracteriza por
un depdsito excesivo de grasa en las células hepaticas causado por factores de dafio hepatico definitivo, excepto el
alcohol. Es una lesion hepatica adquirida por estrés metabolico y esta estrechamente relacionada con la resistencia a
la insulina y la susceptibilidad genética. EHGNA incluye higado graso simple (HGS), esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA) y cirrosis relacionada. Con la prevalencia de la obesidad y su sindrome metabdlico asociado en todo el mundo,
la enfermedad del higado graso no alcohdlico se ha convertido en una causa importante de enfermedad hepatica a
largo plazo en Europa, Estados Unidos y otros paises desarrollados y regiones ricas de China. En un adulto normal,
la tasa de prevalencia de EHGNA es del 10 % al 30 %, de los cuales del 10 % al 20 % es EHNA, y esta Ultima tiene
una incidencia de cirrosis de hasta el 25 % en 10 afios. La enfermedad del higado graso no alcohdlico no solo puede
conducir directamente a la cirrosis hepatica compensatoria, carcinoma hepatocelular y recurrencia del injerto hepético,
sino que también puede afectar a la progresion de otras enfermedades hepaticas a largo plazo y participar en la
patogenia de la diabetes tipo Il y la ateroesclerosis. Las neoplasias malignas relacionadas con el sindrome metabdlico,
las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares arterioescleréticas y la cirrosis son factores importantes que
afectan a la calidad de vida y a la esperanza de vida de los pacientes con enfermedad del higado graso no alcohdlico.
Por las razones anteriores, la enfermedad del higado graso no alcohdlico es un nuevo desafio en el campo de la
medicina moderna y, en un futuro proximo, el impacto de la enfermedad del higado graso no alcohdlico en la salud
humana seguird aumentando.

SUMARIO

Los inventores descubrieron sorprendentemente en el estudio que la administracion simultanea de un agonista del
receptor de GLP-1 modificado con polimero hidréfilo y un agonista del receptor de glucagén modificado con polimero
hidrofilo, ya sea que estén vinculados entre si 0 que se presenten por separado, logré un efecto mucho mejor (por
ejemplo, pérdida de peso) que el uso del agonista del receptor de GLP-1 solo. Por otro lado, a la vez que logra una
mayor actividad, también prolonga en gran medida la vida media en el cuerpo y reduce la frecuencia de administracion.
En particular, la solucion técnica de la presente divulgacién también puede mejorar los sintomas de los trastornos del
metabolismo de las grasas en animales obesos ademas de reducir el peso corporal, y reducir significativamente la
cantidad de triglicéridos en el suero y el higado, asi como la cantidad de colesterol total en el suero de los animales
después de la administracion a largo plazo, lo que brinda una nueva posibilidad para el tratamiento del higado graso
no alcohdlico.

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. En un caso, la presente divulgacion proporciona una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agonista del receptor de GLP-
1y un agonista del receptor de glucagon, en donde el agonista del receptor de GLP-1 y el agonista del receptor de
glucagon forman independientemente un conjugado con un polimero hidréfilo, respectivamente, o el agonista del
receptor de GLP-1 y el agonista del receptor de glucagén forman un conjugado a través de un polimero hidréfilo. De
manera opcional, la composicion farmacéutica de la presente divulgacion comprende ademéas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede usarse para prevenir o tratar
la enfermedad del higado graso no alcohdlico, perder peso y/o bajar el nivel de lipidos. En otras realizaciones, la
composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede usarse para suprimir el apetito en un sujeto, reducir el
contenido de colesterol total en el suero y/o reducir el contenido de triglicéridos en el higado.

En algunas realizaciones, el agonista del receptor de GLP-1y el agonista del receptor de glucagén en la composicion
farmacéutica de la presente divulgacion se unen covalentemente a través de un polimero hidréfilo para formar un
conjugado.

En algunas realizaciones, el polimero hidréfilo en la composicion farmacéutica de la presente divulgacion tiene un
peso molecular de 2 kDa a 60 kDa, de 5 kDa a 50 kDa, preferentemente de 10 kDa a 40 kDa, mas preferentemente
de 20 kDa a 40 kDa, particularmente de 15 kDa a 30 kDa, més particularmente de 21 kDa a 29 kDa. En particular, el
polimero (por ejemplo, PEG) tiene un peso molecular de aproximadamente 2 kDa a aproximadamente 50 kDa,
preferentemente de aproximadamente 3 kDa a aproximadamente 40 kDa, mas preferentemente de aproximadamente
4 kDa a aproximadamente 35 kDa, incluso mas preferentemente de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente
30 kDa, por ejemplo, aproximadamente 5 kDa, aproximadamente 10 kDa, aproximadamente 15 kDa,
aproximadamente 20 kDa, 21 kDa, 22 kDa, 23 kDa, 24 kDa, aproximadamente 25 kDa, 26 kDa, 27 kDa, 28 kDa,
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29 kDa, aproximadamente 30 kDa, aproximadamente 35 kDa, aproximadamente 40 kDa y aproximadamente 45 kDa,
o cualquier valor entre los valores de peso molecular anteriores.

En la invencion, el agonista del receptor de GLP-1 es PB-105 (tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO:
1).

En algunas realizaciones, el agonista del receptor de glucagon es el glucagén. En particular, el glucagon es PB-702
(por ejemplo, tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 3, en donde el grupo amino en la cadena lateral de
la lisina en la 12" posicion de la secuencia esta conectado con un grupo cisteina a través de un enlace amida), PB-
703 (por ejemplo, tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 4, en donde la glutamina en la 24° posicion de
la secuencia se sustituye con cisteina), PB-740 (por ejemplo, tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 5,
en donde se aflade un resto de cisteina después del 29° aminoéacido) o PB-741 (por ejemplo, tiene la secuencia como
se muestra en la SEQ ID NO: 6, en donde la cadena lateral "-CO-NH2" de la glutamina en la 24° posicién se modifica
a "-CO-NH-CH2CH2-SH").

En algunas realizaciones, la secuencia de glucagon se modifica en una o méas posiciones con referencia a la secuencia
de glucagon de tipo silvestre. En particular, la modificacion es la introduccién del grupo funcional para el acoplamiento
a la cadena lateral de lisina, &cido glutdmico, glutamina, acido aspartico o asparagina (por ejemplo, sulfhidrilo, azida,
maleimida, grupo amino, alquinilo, vinil sulfona, halégeno o grupo aldehido). Por ejemplo, las modificaciones incluyen
la adicion de cisteina a la cadena lateral de lisina en la 12° posicién de la SEQ ID NO: 2, la adicién de acido tioglicolico
a la cadena lateral de lisina en la 12° posicion de la SEQ ID NO: 2, la adicién de acido mercaptopropiénico a la cadena
lateral de lisina en la 12" posicién de la SEQ ID NO: 2, la adicién de mercaptoetilo a la cadena lateral de glutamina en
la 24° posicién de la SEQ ID NO: 2, la adicion de mercaptopropilo a la cadena lateral de glutamina en la 24° posicion
de la SEQ ID NO: 2 y la adicion de acido mercaptopropiénico a la cadena lateral de glutamina en la 24° posicion de la
SEQ ID NO: 2.

Adicionalmente, o como alternativa, la modificacion es la adicion o sustitucién de cisteina, por ejemplo, la glutamina
en la 24° posicion de la SEQ ID NO: 2 se sustituye con cisteina, la lisina en la 12° posicion de la SEQ ID NO: 2 se
sustituye con cisteina, y/o se afiade una cisteina después de la 29" posicion de la SEQ ID NO: 2.

En la invencion, el polimero hidréfilo es polietilenglicol (PEG).

En la invencion, la relacion molar del agonista del receptor de GLP-1 al agonista del receptor de glucagon es de 1:1 a
1:15.

En otro caso, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un agonista del
receptor de GLP-1 pegilado y un agonista del receptor de glucagén pegilado. En particular, el agonista del receptor de
GLP-1 pegilado se selecciona del grupo que consiste en PB-119, PB-120 y PB-107; el agonista del receptor de
glucagon pegilado se selecciona del grupo que consiste en: PB-707, PB-708, PB-709, PB-713, PB-721 y PB-722.

En otro caso, la presente divulgacién proporciona un conjugado que comprende un agonista del receptor de GLP-1y
un agonista del receptor de glucagén, en donde el agonista del receptor de GLP-1 y el agonista del receptor de
glucagén forman un conjugado a través de un polimero hidrdfilo.

En el conjugado de la presente divulgacién, el agonista del receptor de GLP-1 y/o el agonista del receptor de glucagon
se conjugan con polimeros hidréfilos directamente o a través de un enlazador, preferentemente a través del sulfhidrilo
de una cisteina u otro aminoacido.

En otro caso, la presente divulgacion proporciona un conjugado que tiene la formula general X1-Z1-Y-Z2-X2, en donde
X1 representa un agonista del receptor de GLP-1, X2 representa un agonista del receptor de glucagén, Y representa
un polimero hidrofilo, Z1 representa un primer enlazador y Z> representa un segundo enlazador. En particular, la
presente divulgacion proporciona un conjugado que tiene la férmula Exendina-4-Z1-PEG-Z2-glucagon, por ejemplo, un
conjugado que tiene la formula PB105-PEG-PB703 (por ejemplo, PB-716, PB-717, PB-718, PB-719, PB-720).

En la presente divulgacion, el enlazador, el primer enlazador y/o el segundo enlazador tienen cada uno
independientemente un grupo formado por la activacion de un grupo reactivo (por ejemplo, maleimida, halégeno, vinil
sulfona, un enlace disulfuro, sulfhidrilo, aldehido, carbonilo, hidroxilamina O-sustituida, éster activo, alquenilo, alquinilo,
azida u otros grupos con alta reactividad quimica). Mas preferentemente, el grupo reactivo se selecciona del grupo
gue consiste en maleimida, halégeno, enlace vinil sulfona y disulfuro.

En la presente divulgacion, el enlazador, el primer enlazador y/o el segundo enlazador comprenden cada uno
independientemente un grupo reactivo activado (por ejemplo, maleimida, halégeno, vinil sulfona, un enlace disulfuro,
tiol, aldehido, carbonilo, hidroxilamina O-sustituida, éster activo, alquenilo, alquinilo, azida u otros grupos con alta
reactividad quimica). Mas preferentemente, el grupo reactivo se selecciona del grupo que consiste en maleimida,
halégeno, enlace vinil sulfona y disulfuro.
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En algunas realizaciones, el polimero hidréfilo se activa para conjugarse con el agonista del receptor de GLP-1y el
agonista del receptor de glucagon. Preferentemente, el polimero es un polimero modificado que tiene un grupo
reactivo, para que el polimero se conjugue con el agonista del receptor de GLP-1y el agonista del receptor de glucagén
a través de la activacion del grupo reactivo. Mas preferentemente, el grupo reactivo se selecciona del grupo que
consiste en maleimida, halégeno, vinil sulfona, un enlace disulfuro, tiol, aldehido, carbonilo, hidroxilamina O-sustituida,
éster activo, alquenilo, alquinilo, azida y otros grupos con alta reactividad quimica.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona una composicion farmacéutica que comprende lo siguiente: una
combinacién de PB-721 y PB-119, una combinacion de PB-722 y PB-119, y una combinacién de PB-708 y PB-120.
De manera especifica, las estructuras de PB-119, PB-120, PB-707, PB-708, PB-709, PB-713, PB-716, PB-717, PB-
718, PB-719, PB-720, PB-721 y PB-722 se muestran en la Tabla 1.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un kit que comprende la composicién farmacéutica de acuerdo
con la presente divulgacion y, opcionalmente, las instrucciones de uso.

En otro caso, la presente divulgacién proporciona el uso de la composicidon o conjugado de la presente divulgacion
para la fabricacion de un medicamento para prevenir o tratar la enfermedad del higado graso no alcohdlico, perder
peso y/o bajar el nivel de lipidos.

En otro caso, la presente divulgacion proporciona el uso de la composicion o conjugado de la presente divulgacién
para la fabricacion de un medicamento para inhibir el apetito en un sujeto, reducir el colesterol total en el suero y/o
reducir el contenido de triglicéridos en el higado.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona la composicion descrita anteriormente para su uso para prevenir
o tratar la enfermedad del higado graso no alcohdlico, perder peso y/o reducir los lipidos.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona la composicion como se describe anteriormente para su uso para
inhibir el apetito en un sujeto, reducir el colesterol total en el suero y/o reducir el contenido de triglicéridos en el higado.

En otro caso, la presente divulgacién proporciona un método para prevenir o tratar la enfermedad del higado graso no
alcohdlico, perder peso y/o reducir el nivel de lipidos, que comprende administrar la composicién o el conjugado de
acuerdo con la presente divulgacién a un sujeto que lo necesite.

En otro caso, la presente divulgacion proporciona un método para inhibir el apetito en un sujeto, reducir el nivel de
colesterol total en el suero y/o reducir el contenido de triglicéridos en el higado, que comprende administrar la
composicion o el conjugado de acuerdo con la presente divulgacién a un sujeto que lo necesite.

Los inventores también han descubierto inesperadamente que la composiciéon y el conjugado de la presente
divulgacion reducen en gran medida la frecuencia de dosificacion requerida para mantener el efecto deseado. En
algunas realizaciones, el conjugado de la presente divulgacion se administra al sujeto con una frecuencia de una vez
al menos cada 30 dias, una vez al menos cada 25 dias, una vez al menos cada 20 dias, una vez al menos cada 15
dias, una vez al menos cada 10 dias, una vez al menos cada 9 dias, una vez al menos cada 8 dias, una vez al menos
cada 7 dias, una vez al menos cada 6 dias, una vez al menos cada 5 dias, una vez al menos cada 4 dias, una vez al
menos cada 3 dias, una vez al menos cada 2 dias y una vez al menos todos los dias. En algunas realizaciones, el
conjugado de la presente divulgacion se administra al sujeto con una frecuencia de una vez como méaximo cada 30
dias, una vez como maximo cada 25 dias, una vez como maximo cada 20 dias, una vez como maximo cada 15 dias,
una vez como maximo cada 10 dias, una vez como maximo cada 9 dias, una vez como maximo cada 8 dias, una vez
como maximo cada 7 dias, una vez como maximo cada 6 dias, una vez como maximo cada 5 dias, una vez como
maximo cada 4 dias, una vez como maximo cada 3 dias, una vez como maximo cada 2 dias y una vez como maximo
todos los dias.

La composicién y el conjugado de la presente divulgacion reducen en gran medida la frecuencia de dosificacion y
aumentan el cumplimiento del sujeto.

La composicién y el conjugado de la presente divulgacion se pueden usar para prevenir el aumento de peso o para
promover la pérdida de peso. "Prevenir" se refiere a suprimir o reducir el aumento de peso en comparacién con ningn
tratamiento, y no significa necesariamente detener por completo el aumento de peso. La composicién y el conjugado
de la presente divulgacion pueden causar una disminucion en la ingesta de alimentos y/o un aumento en el gasto de
energia, dando como resultado un efecto visible en el peso corporal. Independientemente de su efecto sobre el peso
corporal, la composicion y el conjugado de la presente divulgacion pueden tener un efecto beneficioso sobre la
tolerancia a la glucosa y los niveles de colesterol circulante (por ejemplo, reducir los niveles de LDL circulante y
aumentar la relacion HDL/LDL). Por tanto, el compuesto de la presente divulgacion se puede usar para tratar directa
o indirectamente cualquier condicidon causada o caracterizada por sobrepeso, tal como el tratamiento y/o la prevencion
de la obesidad, la obesidad morbida, la inflamacion relacionada con la obesidad, la enfermedad de la vesicula biliar
relacionada con la obesidad o la apnea del suefio inducida por la obesidad. La composicién y el conjugado de la
presente divulgacion también se pueden usar para tratar el sindrome metabdlico, la resistencia a la insulina, la
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intolerancia a la glucosa, la diabetes tipo I, la hipertensién, la dislipidemia aterégena, la ateroesclerosis, la
arterioesclerosis, la cardiopatia coronaria o el accidente cerebrovascular. Su papel en estos trastornos puede ser
causado o estar relacionado con sus efectos sobre el peso corporal, o puede ser independiente de su efecto sobre el
peso corporal.

Breve descripcion de los dibujos
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La figura 1 muestra el perfil de purificacién de PB-716.
La figura 2 muestra el perfil de purificacién de PB-717.
La figura 3 muestra el perfil de purificacion de PB-718.
La figura 4 muestra el perfil de purificacion de PB-719.
La figura 5 muestra el perfil de purificacion de PB-720.

La figura 6 muestra el efecto de una dosis Unica de compuestos de la serie PB-716 sobre el peso corporal de
ratones con DIO.

La figura 7 muestra el efecto de la administracion continua de compuestos de la serie PB-716 sobre la ingesta
acumulada de alimentos de ratones con DIO.

La figura 8 muestra la tasa de descenso de la ingesta acumulada de alimentos entre los grupos de tratamiento y
el grupo modelo de control después de la administracion durante 14 dias consecutivos.

La figura 9 muestra el efecto de la administracion continua de compuestos de la serie PB-716 sobre el peso corporal
de ratones con DIO.

La figura 10 muestra la tasa de descenso del peso corporal de ratones con DIO después de la administracion
continua de compuestos de la serie PB-716.

La figura 11 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de compuestos de la serie PB-716 sobre el nivel
de azucar en sangre aleatorio de ratones con DIO.

La figura 12 muestra el efecto de la administracion continua de los compuestos PB-718, PB-119 y la combinacion
(PB-708 + PB-120) sobre el peso corporal de ratones con DIO.

La figura 13 muestra la tasa de descenso del peso corporal de ratones con DIO después de la administracion
continua de los compuestos PB-718, PB-119 y la combinacién (PB-708 + PB-120).

La figura 14 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de los compuestos PB-718, PB-119 y la
combinacion (PB-708 + PB-120) sobre la ingesta acumulada de alimentos de ratones con DIO.

La figura 15 muestra la tasa de descenso de la ingesta acumulada de alimentos después de la administracion
durante 14 dias consecutivos.

La figura 16 muestra el efecto de la administracion continua de los compuestos PB-718, PB-119 y la combinacion
(PB-708 + PB-120) en el nivel de azucar en sangre aleatorio de ratones con DIO.

La figura 17 muestra el efecto de la administracion a largo plazo sobre el peso corporal aleatorio de ratones con
DIO.

La figura 18 muestra la tasa de descenso del peso corporal aleatorio de ratones con DIO después de la
administracion a largo plazo.

La figura 19 muestra el efecto de la administracion a largo plazo sobre la ingesta de alimentos de ratones con DIO.

La figura 20 muestra la tasa de descenso de la ingesta acumulada de alimentos después de la administracion a
largo plazo.

La figura 21 muestra el efecto de la administracion a largo plazo sobre el nivel de triglicéridos en el suero de ratones
con DIO.

La figura 22 muestra el efecto de la administraciéon a largo plazo sobre el nivel de triglicéridos en el higado de
ratones con DIO.
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La figura 23 muestra el efecto de la administracion a largo plazo sobre el nivel de colesterol total en el suero de
ratones con DIO.

La figura 24 muestra el efecto de la administracién a largo plazo de la composicion de la presente divulgacion sobre
el peso corporal de monos cynomolgus obesos.

La figura 25 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de la composicion de la presente divulgacién sobre
la ingesta acumulada de alimentos de monos cynomolgus obesos.

La figura 26 muestra un histograma del cambio porcentual en el consumo promedio de alimentos después de la
administracion a largo plazo de la composicién de la presente divulgacion: el nimero de administraciones en monos
cynomolgus.

La figura 27 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de la composicién de la presente divulgacién sobre
el nivel de triglicéridos en el suero de los monos cynomolgus.

La figura 28 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de la composicion de la presente divulgacion sobre
el nivel de glucosa en el suero de los monos cynomolgus.

La figura 29 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de la composicion de la presente divulgacién sobre
el nivel de alanina aminotransferasa en el suero de los monos cynomolgus.

La figura 30 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de la composicion de la presente divulgacion en
la cintura de los monos cynomolgus.

La figura 31 muestra el efecto de la administracion a largo plazo de la composicion de la presente divulgacion sobre
la distribucion de grasa de los monos cynomolgus.

La figura 32 muestra el efecto de la administracién continua de la combinacién (PB-119 + PB-722) durante 21 dias
sobre la ingesta acumulada de alimentos de ratones con DIO.

La figura 33 muestra la tasa de descenso de la ingesta acumulada de alimentos después de la administracion
continua de la combinacion (PB-119 + PB-722) durante 21 dias en comparacion con el grupo de control modelo.

La figura 34 muestra el efecto de la administracion continua de la combinacion (PB-119 + PB-722) durante 21 dias
sobre el peso corporal de ratones con DIO.

La figura 35 muestra la tasa de descenso del peso corporal de ratones con DIO después de la administracion
continua de la combinacion (PB-119 + PB-722) durante 21 dias.

La figura 36 muestra el efecto de la administracion continua de la combinacién (PB-119 + PB-722) durante 21 dias
sobre el nivel de azucar en sangre en ayunas de ratones con DIO.

La figura 37 muestra el efecto de la administracién continua de la combinacion (PB-119 + PB-722) durante 21 dias
sobre la tolerancia oral al azicar de ratones con DIO.

La figura 38 muestra la concentracién de azlcar en sangre en los ratones después de la administracién continua
de la combinacién (PB-119 + PB-722) durante 21 dias.

La figura 39 muestra el nivel de insulina en el suero de los ratones después de la administracion continua de la
combinacion (PB-119 + PB-722) durante 21 dias.

La figura 40 muestra la evaluacion de EHNA en ratones después de la administracion continua de la combinacién
(PB-119 + PB-722) durante 21 dias.

Descripcion detallada
Definicion

Tal como se usan en el presente documento, los términos "enlazador", "primer enlazador", "segundo enlazador", y
similares, se refieren al grupo, segmento, enlace quimico o cualquier entidad que sirva para conectar un polimero a
una molécula biolégicamente activa en la presente divulgacién. En la presente divulgacion, el enlazador puede
contener un grupo activador (por ejemplo, maleimida, halégeno, vinil sulfona, un enlace disulfuro, sulfhidrilo, aldehido,
carbonilo, hidroxilamina O-sustituida, éster activo, alquenilo, alquinilo, azida u otros grupos con alta reactividad
guimica), por ejemplo, MAL, ppMAL y similares.
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El "polietilenglicol" descrito en el presente documento tiene el significado cominmente entendido por un experto en la
materia e incluye tanto polietilenglicol (incluidas diferentes estructuras, por ejemplo, estructura lineal, ramificada o
bifurcada, como la forma de estrella) y sus derivados modificados terminalmente, a menos que se especifique lo
contrario. Por ejemplo, el PEG es metoxipolietilenglicol (mPEG). En el presente documento, si no se indica
especificamente, el polietilenglicol (PEG) incluye ambos tipos en los que el grupo terminal es un grupo hidroxilo u otros
grupos. Los otros grupos incluyen, pero sin limitacion, alcoxi, cicloalcoxi, cicloalquiloxi, alquenilo, ariloxi o aralquiloxi.
Todos estos tipos de PEG son conocidos en la técnica y se usan cominmente en la modificacidon de polipéptidos. La
cadena secundaria de PEG puede ser lineal, ramificada, bifurcada o consistir en multiples brazos, y diferentes
polietilenglicoles pueden tener diferentes longitudes de cadena de polimeros y estructura de agregados.

Tal como se usa en el presente documento, "conjugado” se refiere a un producto formado mediante la unién covalente
de una molécula que tiene actividad biolégica (p. €j., agonista del receptor de GLP-1 y agonista del receptor de
glucagén) con una molécula de polietilenglicol directamente o mediante un enlazador.

Asimismo, hay muchas formas de determinar el peso molecular de un polimero como el polietilenglicol. Dado que el
polimero estd compuesto por moléculas de diferente grado de polimerizacién en un determinado intervalo de
distribucion, el peso molecular promedio se usa generalmente para indicar el peso molecular del polimero. De manera
especifica, puede ser un peso molecular promedio en nimero o un peso molecular promedio en peso. Aunque puede
haber algunas desviaciones en el peso molecular promedio en nimero y el peso molecular promedio en peso cuando
el grado de polimerizacién del polimero difiere mucho, estos dos tienden a ser iguales para el polimero con un estrecho
intervalo de distribucion. Con respecto a los polimeros mencionados en el presente documento, tales como
polietilenglicol, cuando se hace referencia a su peso molecular, este puede ser tanto un peso molecular promedio en
peso como un peso molecular promedio en nimero, preferentemente un peso molecular promedio en nimero.

El "agonista del receptor de GLP-1" descrito en el presente documento se refiere a una sustancia que puede activar
el receptor de GLP-1, por ejemplo, GLP-1 de tipo silvestre y sus variantes (como GLP-1-(7-37) amida y GLP-1-(7-36)
amida), exendina-4 de tipo silvestre y sus variantes, y exendina-3 de tipo silvestre y sus variantes. En algunas
realizaciones de la presente divulgacion, el conjugado formado por un agonista del receptor de GLP-1 y un polimero
hidréfilo es de accion prolongada. En otras realizaciones de la presente divulgacién, el conjugado formado por un
agonista del receptor de GLP-1 y un agonista del receptor de glucagén junto con un polimero hidréfilo es de accion
prolongada.

Tal como se usa en el presente documento, "agonista del receptor de glucagén” se refiere a una sustancia que puede
activar el receptor de glucagon, tal como glucagon de tipo silvestre y variantes del mismo. Por ejemplo, el glucagon es
PB-702 (por ejemplo, tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 3, en donde el grupo amino en la cadena
lateral de la lisina en la 12° posicién de la secuencia esta conectado con un grupo cisteina a través de un enlace
amida), PB-703 (por ejemplo, tiene la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 4, en donde la glutamina en la 24°
posicion de la secuencia se sustituye con una cisteina), PB-740 (por ejemplo, tiene la secuencia que se muestra en la
SEQ ID NO: 5, en donde se afiade un resto de cisteina después del 29° aminoacido) o PB-741 (por ejemplo, tiene la
secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 6, en donde la cadena lateral "-CO-NHz" de la glutamina en la 24°
posicién se modifica a "-CO-NH-CH2CH2-SH"). En algunas realizaciones, el conjugado de la presente divulgacion
formado por un agonista del receptor de glucagdn y un polimero hidréfilo es de accién prolongada.

"Exendina-4", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que se encuentra en la saliva de
las iguanas toxicas (J. Biol. Chem, 265, 20259-20262, 1990; J. Biol. Chem, 267, 7402-7405, 1992) y sus variantes que
mantienen sustancialmente la funciéon de activar el receptor de GLP-1. La exendina-4 de tipo silvestre es altamente
homéloga (53 %) a GLP-1 (7-36), que tiene una secuencia de His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-
Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser  (SEQ
ID NO: 7).

Tal como se usa en el presente documento, "glucagon” se refiere a un polipéptido correspondiente a los aminoacidos
53 a 81 del preproglucagén (que tiene una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 2, His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr) y sus variantes
que mantienen sustancialmente la funcion de activar el receptor de glucagén.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "accién prolongada” cuando se usa para agonista del receptor
significa que la frecuencia de administracion del mismo no es mas de una vez al dia, preferentemente hasta varios
dias, por ejemplo, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias, 25 dias,
30 dias, 40 dias, 50 dias 0 mas.

Los términos tales como "comprender”, "componer”, "contener” e "incluir" no pretenden ser limitantes. Asimismo, a
menos que se especifique lo contrario, una palabra sin modificacién numérica incluye la forma plural, y "0" significa
"y/o". A menos que se defina lo contrario en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos utilizados
en el presente documento tienen el mismo significado que entiende normalmente un experto habitual en la materia.
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Tal como se usa en el presente documento, "variante" y "variante funcional" se usan indistintamente y se refieren a
una molécula biolégica modificada o alterada, preferentemente la variante todavia conserva su actividad bioldgica. Por
ejemplo, una "variante" de un polipéptido se refiere a polipéptidos que difieren en la secuencia de aminoéacidos por
una o mas sustituciones, deleciones, inserciones, fusiones, truncamientos o cualquier combinacién de los mismos.
Los polipéptidos variantes pueden ser completamente funcionales o pueden carecer de una o mas actividades. Una
variante completamente funcional puede contener, por ejemplo, solamente cambios conservadores o cambios en
restos no criticos o en regiones no criticas. La variante funcional puede contener también una sustitucion de
aminoacidos similares, dando como resultado una funcion sin cambios o un cambio funcional insignificante.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende normalmente un experto habitual en la materia. Para la definicion y terminologia en
la técnica, un experto en la materia puede consultar Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel). Las abreviaturas
de los restos de amino&cidos son los codigos estandar de 3 letras y/o 1 letra utilizados en la técnica para representar
a uno de los 20 L-aminoacidos cominmente utilizados.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "composicion farmacéutica” significa una combinacion de al
menos un farmaco y, opcionalmente, un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable que se combinan para
lograr un proposito particular. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica incluye combinaciones que se
encuentran separadas en el tiempo y/o espacio siempre y cuando puedan actuar juntas para lograr el objetivo de la
presente divulgacion. Por ejemplo, los ingredientes contenidos en la composicién farmacéutica (p. €j., el conjugado de
la presente divulgacion) pueden administrarse al sujeto como un todo o aplicarse por separado al sujeto. Cuando los
ingredientes contenidos en la composicion farmacéutica se administran por separado a un sujeto, los ingredientes
pueden administrarse al sujeto simultanea o secuencialmente. Preferentemente, el vehiculo farmacéuticamente
aceptable es agua, tampon, solucion salina isotdnica tal como PBS (tampdn fosfato), glucosa, manitol, dextrosa,
lactosa, almiddn, estearato de magnesio, celulosa, carbonato de magnesio, glicerol al 0,3 %, &cido hialurénico, etanol
o polialquilenglicol tal como polipropilenglicol, triglicéridos y similares. El tipo de vehiculo farmacéuticamente aceptable
depende de sila composicion de la invencion esta formulada para administracion oral, nasal, intradérmica, subcutanea,
intramuscular o intravenosa. La composicion de acuerdo con la invencion puede comprender un agente humectante,
emulsionante o sustancia tampén como aditivo.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion puede administrarse por cualquier via adecuada,
por ejemplo, por via oral, nasal, intracutanea, subcutanea, intramuscular o intravenosa.

Tal como se usa en el presente documento, "cantidad farmacéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" se refieren a una
dosis suficiente para mostrar el beneficio para el sujeto al que se administra. La cantidad real administrada, asi como
la tasa y el tiempo de administracién, dependera de la propia condicion y gravedad del propio sujeto. La prescripcion
del tratamiento (como la determinacién de la dosis, etc.) es en Ultima instancia responsabilidad del médico general y
otros médicos, con quién se cuenta para tomar una decision, generalmente considerando la enfermedad a tratar, el
estado del paciente individual, el sitio de administracion, el método de administracién y otros factores conocidos por
el médico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a un mamifero, tal como un ser humano,
pero también pueden ser otros animales, tales como animales salvajes (por ejemplo, garza, cigliefia, grullas, etc.),
ganado (por ejemplo, pato, gansos, etc.) o animales experimentales (p. ej., orangutan, mono, rata, raton, conejo,
cobaya, marmota, ardilla terrestre, etc.).

Aungue los intervalos numéricos y los pardmetros establecidos en el amplio alcance de la presente divulgacion
abarcan aproximaciones, los valores numéricos establecidos en los ejemplos especificos se presentan de la forma
mas precisa posible. Sin embargo, cualquier valor numérico inherentemente contiene necesariamente un cierto error,
lo cual es causado por la desviacién estandar existente en sus respectivas mediciones. Ademas, se ha de entender
que todos los intervalos divulgados en el presente documento abarcan todos y cada uno de los subintervalos incluidos
en los mismos. Por ejemplo, se debe considerar que el intervalo mencionado de "1 a 10" incluye todos y cada uno de
los subintervalos entre el minimo 1 y el maximo 10, inclusive, es decir, todos los subintervalos que comienzan con un
minimo de 1 o méas, tal como de 1 a 6,1, y subintervalos que terminan en un maximo de 10 o menos, tal como de 5,5
a 10.

Cabe sefialar ademas que, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, la forma singular incluye la forma
plural de la misma, a menos que esté claramente limitado a un objeto sefialado. El término "0" se puede usar
indistintamente con el término "y/0" a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Se proporcionan los siguientes ejemplos para demostrar y explicar adicionalmente determinadas realizaciones y
aspectos representativos de la presente divulgacién, y no deben considerarse como limitantes de su alcance.



10

15

20

ES 2912251713

Tabla 1. Moléculas bioactivas involucradas en la presente divulgacion

Nombre | Estructura SEQ | Descripcién
ID
No.
PB-105 HGEGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPC 1 | Variante de exendina-
- 4
PB-701 | HSQGTFTSDY SKYLDSRRAQ DFVQWLMNT 2 | Glucagon de tipo
silvestre
PB-702 3 | Variante de glucagon
HSQGT FTSDY SK(-Cys)YLDSRRAQ DFVQWLMNT (12" posicion)
PB-703 4 | Variante de glucagon
HSQGTFTSDY SKYLDSRRAQ DFVCWLMNT (24" posicion)
PB-740 5 | Variante de glucagon
HSQGTFTSDY SKYLDSRRAQ DFVQWLMNTC (30" posicion)
PB-741 6 | Variante de glucagén
HSQGTFTSDY SKYLDSRRAQ (24° posicion)
DFVQ(-CHCH,SHYWLMNT

PB-119 | mPEG-23KD -ppMAL-PB-105
PB-120 | mPEG-25KD -ppMAL-PB-105
PB-107 | mPEG-30KD -ppMAL-PB-105
PB-707 | mPEG-23KD-ppMAL-PB-703
PB-708 | mPEG-25KD-ppMAL-PB-703
PB-709 | mPEG-30KD-ppMAL-PB-703
PB-713 | mPEG-40KD-ppMAL-PB-703
PB-716 | PB-105-PEG-40KD -(ppMAL)2--PB-703
PB-717 | PB-105-PEG-30KD -(ppMAL)2--PB-703
PB-718 | PB-105-PEG-25KD - )
)

pPMAL)2--PB-703
PB-719 | PB-105-PEG-20KD -(ppMAL)2--PB-703
PB-720 | PB-105-PEG-10KD -(ppMAL)2--PB-703
PB-721 | mPEG-23KD -ppMAL--PB-740

PB-722 mPEG-23KD -ppMAL--PB-741

-(
(
(
-(

Nota: el subrayado indica modificacion

Ejemplos
Ejemplo 1. Preparacion de PB-119 (Conjugado de PB-105 y mPEG-ppMAL-23KD)

10 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 65 mg de mPEG23KD-ppMAL (producido
por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacion molar de PB-
105 a PEG es 1:1,2). La mezcla se disolvié en 5 ml de tamp6n PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacién. El pH de la solucién de reaccion se ajusté a 4,0 usando &cido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccién se ajusté a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se uso
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 10 volimenes de columna de tampén de elucién
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucién se recogieron
en volimenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 2. Preparacion de PB-120 (Conjugado de PB-105 y mPEG-ppMAL-25KD)

10
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10 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 72 mg de mPEG25KD-ppMAL (producido
por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relaciéon molar de PB-
105 a PEG es 1:1,2). La mezcla se disolvié en 5 ml de tamp6n PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando acido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucién de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluyé 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético cargado en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que se habia equilibrado con
3-4 volumenes de columna de tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usé tampén A (HAc-NaAc
20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 10 volimenes de columna de tamp6n de eluciéon B (HAc-NaAc 20 mM,
pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucion en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucion se recogieron en volimenes
iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al 95 % se
combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 3. Preparacion de PB-107 (Conjugado de PB-105 y mPEG-ppMAL-30KD)

10 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 86 mg de mPEG30KD-ppMAL (producido
por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacion molar de PB-
105 a PEG es 1:1,2). La mezcla se disolvié en 5 ml de tampén PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacién. El pH de la solucién de reaccion se ajust6 a 4,0 usando acido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusté a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 voliumenes de columna de tampén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se us6
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 10 volimenes de columna de tampén de elucion
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucidn se recogieron
en volimenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 4. Preparacion de PB-707 (Conjugado de PB-703 y mPEG-ppMAL-23KD)

10 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 100 mg de mPEG-ppMAL-23KD (producido
por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacion molar de PB-
703 a PEG es 1:1,5). La mezcla se disolvié en 5 ml de tampdn PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacién. El pH de la solucidn de reaccion se ajusto6 a 4,0 usando acido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucidn de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccién se cargé en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se uso
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 15 volimenes de columna de tampén de elucion
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucidn se recogieron
en volimenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 5. Preparacion de PB-708 (Conjugado de PB-703 y mPEG-ppMAL-25KD)

10 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 110 mg de mPEG-ppMAL-25KD (producido
por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacion molar de PB-
703 a PEG es 1:1,5). La mezcla se disolvio en 5 ml de tampdn PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacién. El pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando acido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluyé 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 voliumenes de columna de tampén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se uso
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 15 volimenes de columna de tampén de elucién
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucidn se recogieron
en volimenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 6. Preparacion de PB-709 (Conjugado de PB-703 y mPEG-ppMAL-30KD)

10 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 130 mg de mPEG-ppMAL-30KD (producido
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por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacién molar de PB-
703 a PEG es 1:1,5). La mezcla se disolvié en 5 ml de tampdn PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucién de reaccion se ajusté a 4,0 usando acido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucién de reaccion se almacen6 a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajust6 a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampoén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usé
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 15 volumenes de columna de tampdn de elucion
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucion se recogieron
en volumenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 7. Preparacion de PB-713 (Conjugado de PB-703 y mPEG-ppMAL-40KD)

10 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 175 mg de mPEG-ppMAL-40KD (producido
por PEGBIO Co., Ltd., China) se pesaron y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacion molar de PB-
703 a PEG es 1:1,5). La mezcla se disolvio en 5 ml de tampdn PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando &cido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluyé 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se uso
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 15 volimenes de columna de tampén de elucion
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucidn se recogieron
en volumenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 8. Preparacion de PB-721 (Conjugado de PB-740 y mPEG-ppMAL-23KD)

Se pesaron 10 mg de PB-740 (adquirido de Chinese Peptide Co., Ltd., China) y 96 mg de mPEG-ppMAL-23KD
(producido por PEGBIO Co., Ltd., China) y se colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (la relacién molar de PB-
740 a PEG es 1:1,5). La mezcla se disolvio en 5 ml de tampén PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucion de reaccion se ajust6 a 4,0 usando acido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccién se ajusté a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampén A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se uso
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 15 volimenes de columna de tampén de elucion
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 30 %. Los picos de elucidn se recogieron
en volumenes iguales y cada fraccion recogida se analiz6 mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al
95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 9. Preparacion de PB-722 (Conjugado de PB-741 y mPEG-ppMAL-23KD)

Se pesaron 10 mg de PB-741 (adquirido de Chinese Peptide Co., Ltd., China) y 97 mg de mPEG-ppMAL-23KD
(producido por PEGBIO Co., Ltd., China) y se colocaron en un recipiente de vidrio de 100 ml (la relacién molar de PB-
741 a PEG es 1:1,5). La mezcla se disolvio en 5 ml de tampdn PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente (25 °C) durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando &cido clorhidrico
para terminar la reaccion. La solucion de reaccion se almacené a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluyé 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 10 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usé
tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para lavar el exceso de PEG y 15 volimenes de columna de tampén de elucion
B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucion en gradiente hasta el 300 %. Los picos de elucion se
recogieron en volumenes iguales y cada fraccion recogida se analizé6 mediante HPLC. Las fracciones con una pureza
superior al 95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores.

Ejemplo 10. Preparacién de PB-716 (Conjugado de PB-703, PB-105 y PEG-(ppMAL)2-40KD)
20 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China), 21 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie

Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 158,6 mg de PEG-(ppMAL)2-40KD (producido por PEGBIO Co., Ltd., China) se
pesaron y colocaron en un recipiente de vidrio de 50 ml (La relacion molar de PEG, PB-105y PB-703 es 1:1,2:1,5). La
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mezcla se disolvié en 10 ml de tampdén PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucion de reaccion se ajust6 a 4,0 usando acido clorhidrico para terminar
la reaccion. La solucién de reaccién se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccién se cargé en una columna de intercambio cationico Macrocap SP de 20 ml que
se habia equilibrado con 3-4 voliimenes de columna de tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usaron
3-4 volumenes de columna de tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para equilibrar y se usaron 30 volimenes de
columna de tampén de eluciéon B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0+NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 40 %.
Los picos de elucion se recogieron en voliumenes iguales y cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las
fracciones con una pureza superior al 95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para
experimentos de eficacia posteriores. La figura 1 muestra el perfil de purificacién de PB-716.

Ejemplo 11. Preparacion de PB-717 (Conjugado de PB-703, PB-105 y PEG-(ppMAL)2-30KD)

20 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China), 21 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie
Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 119mg de PEG-(ppMAL)2-30KD (producido por PEGBIO Co., Ltd., China) se
pesaron y colocaron en un recipiente de vidrio de 100 ml (La relacion molar de PEG, PB-105 y PB-703 es 1:1,2:1,5).
La mezcla se disolvié en 10 ml de tamp6n PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucion de reaccion se ajusté a 4,0 usando &cido clorhidrico para terminar
la reaccion. La solucion de reaccién se almacend a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluyé 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 20 ml que
se habia equilibrado con 3-4 voliumenes de columna de tampdn A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usaron
3-4 volumenes de columna de tampdn A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para equilibrar y se usaron 30 volimenes de
columna de tampoén de elucion B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0+NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 40 %.
Los picos de elucién se recogieron al mismo volumen. Los picos de elucidn se recogieron en voliumenes iguales y
cada fraccion recogida se analizé mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al 95 % se combinaron y
cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores. La figura 2 muestra el perfil de
purificaciéon de PB-717.

Ejemplo 12. Preparacion de PB-718 (Conjugado de PB-703, PB-105 y PEG-(ppMAL)2-25KD)

20 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China), 21 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie
Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 99mg de PEG-(ppMAL)2-25KD (producido por PEGBIO Co., Ltd., China) se
pesaron y colocaron en un recipiente de vidrio de 100 ml (La relacion molar de PEG, PB-105y PB-703 es 1:1,2:1,5).
La mezcla se disolvié en 10 ml de tampén PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucion de reaccion se ajust6 a 4,0 usando &cido clorhidrico para terminar
la reaccion. La solucién de reaccion se almacené a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 20 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volumenes de columna de tampdn A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usaron
3-4 volimenes de columna de tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para equilibrar y 30 volimenes de columna de
tampon de elucién B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 40 %. Los picos de
elucion se recogieron al mismo volumen. Los picos de elucidn se recogieron en volimenes iguales y cada fraccion
recogida se analizé6 mediante HPLC. Las fracciones con una pureza superior al 95 % se combinaron y cuantificaron
para proporcionar muestras para experimentos de eficacia posteriores. La figura 3 muestra el perfil de purificacion de
PB-718.

Ejemplo 13. Preparacion de PB-719 (Conjugado de PB-703, PB-105 y PEG-(ppMAL)2-20KD)

20 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China), 21 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie
Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 79,3 mg de PEG-(ppMAL)2-20KD (producido por PEGBIO Co., Ltd., China) se
pesaron y colocaron en un recipiente de vidrio de 100 ml (La relacién molar de PEG, PB-105, PB-703 es 1:1,2:1,5).
La mezcla se disolvié en 10 ml de tamp6n PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucion de reaccion se ajusté a 4,0 usando acido clorhidrico para terminar
la reaccion. La solucién de reaccion se almacené a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccion se ajusto a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccion se carg6 en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 20 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volumenes de columna de tampdn A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Tras la carga, se usaron
3-4 volimenes de columna de tampon A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0) para equilibrar y 30 volimenes de columna de
tampon de elucion B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucién en gradiente hasta el 40 %. Los picos de
elucién se recogieron en volimenes iguales y cada fraccion recogida se analizé6 mediante HPLC. Las fracciones con
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una pureza superior al 95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para experimentos de eficacia
posteriores. La figura 4 muestra el perfil de purificacion de PB-719.

Ejemplo 14. Preparacion de PB-720 (Conjugado de PB-703, PB-105 y PEG-(ppMAL)2-10KD)

20 mg de PB-105 (adquirido de Kaijie Peptide Co., Ltd., Chengdu, China), 21 mg de PB-703 (adquirido de Kaijie
Peptide Co., Ltd., Chengdu, China) y 39,7mg de PEG-(ppMAL)2-10KD (producido por PEGBIO Co., Ltd., China) se
pesaron y colocaron en un recipiente de vidrio de 100 ml (La relacion molar de PEG, PB-105y PB-703 es 1:1,2:1,5).
La mezcla se disolvié en 10 ml de tampén PBS 0,2 M (pH 6,5) y se hizo reaccionar a temperatura ambiente (25 °C)
durante 1 hora con agitacion. El pH de la solucion de reaccion se ajusté a 4,0 usando acido clorhidrico para terminar
la reaccion. La solucién de reaccion se almacené a 4 °C para su purificacion y uso futuro.

La solucion de reaccion se diluy6 5 veces con agua ultrapura y el pH de la solucién de reaccién se ajusté a 4,0 usando
acido acético. La solucion de reaccién se cargé en una columna de intercambio catiénico Macrocap SP de 20 ml que
se habia equilibrado con 3-4 volimenes de columna de tampo6n A (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0). Se usaron 30 volimenes
de columna de tampén de elucion B (HAc-NaAc 20 mM, pH 4,0 + NaCl 1 M) para la elucion en gradiente hasta el 40 %.
Los picos de elucidn se recogieron en volimenes iguales y cada fraccion recogida se analiz6 mediante HPLC. Las
fracciones con una pureza superior al 95 % se combinaron y cuantificaron para proporcionar muestras para
experimentos de eficacia posteriores. La figura 5 muestra el perfil de purificacién de PB-720.

Ejemplo 15. CE50 in vitro de glucagén pegilado

Células HEK293 que expresan de manera estable el receptor de glucagén (HD Biosciences Co., Ltd., Shanghai, China)
se cultivaron en medio DMEM (Hyclone) suplementado con 10 % de FBS (Hyclone) en una incubadora a 37 °C con
10 % de CO:z. Las células se digirieron con tripsina (Hyclone), se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad
de 5x10* células/100 ul y se incubaron durante 16-24 horas. Después, el medio de cultivo original se descart6 y se
sustituyd por medio DMEM sin suero y la incubacion se continué durante 4 horas. Se afiadieron glucagon de tipo
silvestre, variantes de glucagén y glucagon pegilado (las concentraciones finales fueron 100 nmol/l, 30 nmolll,
10 nmol/l, 3 nmol/l, 1 nmol/l, 0,3 nmol/, 0,1 nmol/l, 0,01 nmol/l, respectivamente) y se incubaron con células durante
20 min. Se descart6 el medio con glucagones en diferentes formas y se afiadié tampdn de lisis celular (incluido en el
kit de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas AMPc, R&D Systems). La placa se coloc6 en un congelador a -
80 °C y se congeld y descongel6 dos veces para lisar las células. Los sobrenadantes se recogieron mediante
centrifugacién criogénica. Siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas AMPc (R&D Systems), las concentraciones de AMPc en el sobrenadante de los pocillos de muestra se
determinaron trazando una curva estandar. Se uso el software Graphpad Prism para trazar las curvas de respuesta a
la dosis de glucagdn y sus variantes y se calculé la CE50 de cada curva de muestra.

Glucagén de tipo silvestre, las variantes de glucagén y el glucagén pegilado han mostrado que aumentan el contenido
de AMPc en las células HEK293 y/o las células R de glucagén de una manera dependiente de la dosis a nivel celular,
y los valores CE50 de las mismas para estimular las células para liberar AMPc se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 CE50 in vitro de glucagén pegilado

Compuesto CE50 (nM)
Glucagon 0,84
PB-702 2,23
PB-703 1,7
PB-707 14,9
PB-716 6,2
PB-740 1,45
PB-741 2,25
PB-721 6,94
PB-722 12,3

Ejemplo 16. Experimento para el efecto farmacoldgico de la administracion a largo plazo del conjugado de la
presente divulgacion sobre la pérdida de peso en ratones con DIO

Ratones macho C57BL/6 (Cavens Lab Animal Co., Ltd., Changzhou, China) fueron alimentados con una dieta rica en

grasas (MD12032, 45 % de kcal, Medicience Co., Ltd., Jiangsu, China) durante 9 semanas, de los cuales el peso
corporal era un 20 % mayor que el de los ratones alimentados con una dieta comun (Suzhou Shuangshi Animal Feed

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2912251713

Technology Co., Ltd., China), lo que indica que el modelo de obesidad inducida por la obesidad (DIO) se establecid
con éxito. 35 ratones con DIO se dividieron en 7 grupos en funcién de su peso corporal y nivel de azlcar en sangre
aleatorio, con 5 ratones por grupo, que fueron el grupo de PB-716 (383 pg/kg), el grupo de PB-717 (383 ug/kg), el
grupo de PB-718 (383 pg/kg), el grupo de PB-719 (383 pg/kg), el grupo de PB-720 (383 ug/kg), el grupo de Victoza
(200 pg/kg) y el grupo de control modelo (solucion salina fisioldgica) (dosis en términos de contenido en péptidos).
Después de la primera administracion, cada grupo se observé durante 96 horas y a continuacién se dosificé por
segunda vez. En los experimentos posteriores, el grupo de Victoza se dosificd una vez al dia y los grupos restantes
se dosificaron una vez cada 3 dias. Los experimentos de administracion continua se realizaron durante un total de 14
dias. Durante el periodo experimental, el peso corporal y la ingesta de alimentos de los ratones se midieron todos los
dias. Se midi6 el nivel de azucar en sangre al azar antes del inicio del experimento y después del complemento del
experimento.

Después de la primera administracién, el peso corporal de cada grupo de tratamiento de animales fue
significativamente menor que el del grupo de control. Los resultados se muestran en la figura 6. 48-96 horas después
de la administracion, el peso corporal de los ratones del grupo de Victoza se recuperd gradualmente; a las 96 horas,
no hubo diferencia significativa en el peso corporal entre los ratones del grupo de Victoza y el grupo de control. El peso
de los ratones del grupo de PB-720 se mantuvo basicamente constante durante las 48-96 horas después de la
administracion, con ligero rebote. El peso de los ratones en los grupos de PB-716, PB-717, PB-718 y PB-719 siguieron
disminuyendo hasta 48 horas después de la administracion y se recuperaron ligeramente durante las 72-96 horas
después de la administracién. En comparacién con el grupo de control, el efecto de reduccion de peso corporal de la
administracion Unica de PB-716, PB-717, PB-718 y PB-719 se puede mantener hasta 96 horas después de la
administracion, lo que indica que la pegilacién prolonga en gran medida el tiempo de actuacion del compuesto en
animales.

El efecto de la administracién continua sobre la ingesta de alimentos de ratones con DIO se muestra en la Figura 7.
Después de una uUnica administracion, los ratones se observaron durante 96 horas y a continuacién se inicio la
administracion continua, en donde el grupo de Victoza se dosific una vez al dia, y los grupos restantes se dosificaron
una vez cada 3 dias. Dentro de los 14 dias posteriores al inicio de la administracion continua, la ingesta acumulada
de alimentos del grupo de control modelo mostré6 una tendencia ascendente lineal, mientras que los grupos de
tratamiento tienen diferentes grados de disminucion en la ingesta de alimentos en comparacion con el grupo de control.
Al final de la administracion continua de 14 dias, la ingesta acumulada de alimentos de los grupos de PB-716 y Victoza
fue la que mas se redujo, hasta el 58,67 % y el 50,82 %, respectivamente. La ingesta acumulada de alimentos de los
grupos de PB-720, PB-719, PB-718 y PB-717 también disminuyeron un 31,83 %, un 34,88 %, un 48,79 % y un
39,63 %, respectivamente. La Figura 8 mostro la tasa de descenso de la ingesta acumulada de alimentos de los grupos
de tratamiento en relacion con el grupo de modelo de control después de la administracién durante 14 dias
consecutivos.

El efecto de la administracion continua sobre el peso corporal de los ratones con DIO se muestra en la Figura 9y la
Figura 10. Al final del experimento, el peso corporal del grupo de control modelo aumenté en un 10,24 % en
comparacion con el de antes de la administracion, y el peso corporal de cada grupo de tratamiento disminuy6 en
diferentes grados. Entre ellos, el grupo de PB-716 tiene la disminucidon mas significativa, con una pérdida de peso del
38,03 % en comparacion con antes de la administracién, lo que mostré una diferencia estadisticamente significativa
del grupo de control modelo (p <0,001). La pérdida de peso en los otros grupos fue: el grupo de Victoza disminuy6 un
15,83 % (p<0,05) en comparacion con el anterior a la administracién; el grupo de PB-720 disminuy6 un 10,21 %
(p<0,05); el grupo de PB-719 disminuy6 un 24,73 % (p< 0,001); el grupo de PB-718 disminuyé un 30,25 % (p<0,001);
el grupo de PB-717 disminuy6é un 28,11 % (p<0,001), lo que indica que la administracion a largo plazo de los
compuestos de la serie PB-716 tiene una inhibicién significativa en el peso corporal de los ratones con DIO.

El efecto de la administracion continua sobre el nivel de azlcar en sangre aleatorio de ratones con DIO se muestra en
la Figura 11. Después de 9 semanas de alimentacion rica en grasas, el nivel de azlcar en la sangre al azar de los
ratones C57BL/6 aumentd hasta cierto punto. El nivel de azlcar en sangre aleatorio promedio en el grupo de
alimentacion normal fue de 8,7 mmol/l, mientras que el nivel de azlcar en sangre aleatorio promedio en el grupo de
alimentacion rica en grasas aumentd en un 33,3 %, a 11,6 mmol/l. El nivel de azucar en sangre aleatorio de cada
grupo de tratamiento disminuyé significativamente después de la administracién, y el grupo de PB-716 tuvo la mayor
disminucion (51,06 % en promedio) (P<0,05). PB-720, PB-719 y PB-718 también disminuyeron un 29,31 %, un
33,40 % y un 38,89 %, respectivamente, lo que mostré una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) del grupo
de control modelo, lo que indica que la administracion a largo plazo de compuestos de la serie PB-716 tiene un efecto
hipoglucemiante en ratones con DIO.

Estos resultados muestran que la serie PB-716 de conjugados de agonista dual de exendina-4 y glucagén prolongan
en gran medida la duracién de la accion del compuesto en animales debido a la unién de moléculas de PEG. La
administracion a largo plazo de los compuestos de la serie PB-716 tiene un efecto inhibitorio evidente sobre la ingesta
de alimentos de los ratones con DIO y reduce significativamente el peso corporal de los ratones con DIO, entre los
cuales PB-716 tiene el mejor efecto de pérdida de peso.

Ejemplo 17. Experimento sobre el efecto farmacolégico de la administracion a largo plazo de la combinacion

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2912251713

de PB-708 y PB-120 sobre la pérdida de peso en ratones con DIO

Ratones macho C57BL/6 (Cavens Lab Animal Co., Ltd., Changzhou, China) fueron alimentados con una dieta rica en
grasas (MD12032, 45 % de kcal, Medicience Co., Ltd., Jiangsu, China) durante 12 semanas, de los cuales el peso
corporal era un 20 % mayor que el de los ratones alimentados con una dieta comun (Suzhou Shuangshi Animal Feed
Technology Co., Ltd., China), lo que indica que el modelo de obesidad inducida por la obesidad (DIO) se establecid
con éxito. 35 ratones con DIO se dividieron en 7 grupos en funcién de su peso corporal y nivel de azlcar en sangre
aleatorio, con 5 ratones por grupo, que fueron el grupo de Victoza (200 pg/kg), el grupo de dosis alta de PB-718
(383 pg/kg), el grupo de dosis baja de PB-718 (153,2 ug/kg), el grupo de PB-119 (210 ug/kg), el grupo de PEG-OXM
(conjugado de agonista dual natural para el receptor de GLP-1 y el receptor de glucagéon Oxintomodulina y PEG de
23KD) (222,5 pg/kg), el grupo de administracion combinada (172,9 ug/kg de PB-708 + 210 pg/kg de PB-120) y el grupo
de control modelo (solucién salina fisiol6gica) (dosis en términos de contenido de péptido). El grupo de Victoza recibiod
una dosis una vez al dia y los grupos restantes una vez cada 2 dias. El experimento de administracién continua se
llevé a cabo durante un total de 14 dias. Durante el periodo experimental, el peso corporal y la ingesta de alimentos
de los ratones se midieron todos los dias. Se midi6 el nivel de azucar en sangre al azar antes del inicio del experimento
y después del complemento del experimento.

El efecto de la administracion a largo plazo sobre el peso corporal de los ratones con DIO se muestra en la Figura 12
y la Figura 13. Al final del experimento, el peso corporal del grupo de control modelo aument6 en un 6,30 % en
comparacion con el de antes de la administracion, y el peso corporal de cada grupo de tratamiento disminuy6 en
diferentes grados. Entre ellos, el grupo de Victoza perdié un 15,92 % (p<0,05) de peso en comparacion con antes de
la administracion; el grupo de PB-119 perdi6 un 13,33 % (p<0,05), similar al grupo de Victoza. El grupo de PEG-OXM
solamente disminuyé un 1,34 % (p>0,05), probablemente debido al hecho de que el agonista dual natural
Oxintomodulina tiene una actividad débil frente al glucagon y el receptor de GLP-1. El peso corporal del grupo de
administracion combinada disminuyé un 24,72 % en comparacion con el de antes de la administracién, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) en comparacion con el grupo de control modelo. PB-718 mostré un
efecto dependiente de la dosis sobre la pérdida de peso en ratones con DIO. El grupo de dosis baja de PB-718 perdi6
el 18,78 % del peso corporal (p<0,001), mientras que el grupo de dosis alta de PB-718 perdi6 el 27,38 % del peso
corporal (p<0,001). Los resultados del experimento muestran que el agonista dual PB-718 para el receptor de glucagén
y GLP-1, asi como la administraciébn combinada a largo plazo de agonista del receptor de glucagén + GLP-1, tiene un
efecto inhibitorio obvio sobre el peso corporal de los ratones con DIO, cuyo efecto de pérdida de peso fue
significativamente mejor que el del agonista del receptor de GLP-1 PB-119 solo.

El efecto de la administracion a largo plazo sobre la ingesta de alimentos de ratones con DIO se muestra en la Figura
14 y la Figura 15. Durante el experimento, la ingesta acumulada de alimentos del grupo de control modelo mostro una
tendencia ascendente lineal, mientras que los grupos de tratamiento tuvieron un grado diferente de disminucion en la
ingesta de alimentos en comparacion con el grupo de control. Al final de la administracion continua de 14 dias, la
ingesta acumulada de alimentos del grupo de administracién combinada y el grupo de dosis alta de PB-718 fue el que
mas disminuyd, hasta un 43,69 % y un 45,34 %, respectivamente. La ingesta acumulada de alimentos del grupo de
dosis baja de PB-718 y el grupo de PB-119 también disminuy6 un 34,37 % y un 39,95 %, respectivamente.

El efecto de la administracion a largo plazo sobre el nivel de aziicar en sangre aleatorio de ratones con DIO se mostro
en la Figura 16. Después de 12 semanas de alimentacion rica en grasas, el nivel de azucar en la sangre al azar de los
ratones C57BL/6 aumentd hasta cierto punto. El nivel de azlcar en sangre aleatorio promedio en el grupo de
alimentaciéon normal fue de 8,7 mmol/l, mientras que el nivel de azlcar en sangre aleatorio promedio en el grupo de
alimentacion rica en grasas aumentd en un 17,3 %, hasta 10,2 mmol/l. El nivel de azlcar en sangre aleatorio de cada
grupo de tratamiento disminuy6 significativamente después de la administracion, y el nivel de azlicar en sangre del
grupo de dosis alta de PB-718, grupo de administracién combinada, grupos de dosis baja de PB-119 y PB-718
disminuyeron un 31,61 %, un 31,61 %, un 27,27 % y un 28,30 %, respectivamente, lo que mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) del grupo de control modelo, lo que indica que la administracién a largo plazo
del compuesto PB-718 tiene cierto efecto hipoglucemiante en ratones con DIO.

Ejemplo 18. Experimento sobre el efecto farmacoldgico de la administracion a largo plazo de la combinacién
de PB-119 y PB-721 o la combinacién de PB-119 y PB-722 sobre la pérdida de peso en ratones con DIO

Ratones macho C57BL/6 (Cavens Lab Animal Co., Ltd., Changzhou, China) fueron alimentados con una dieta rica en
grasas (MD12032, 45 % de kcal, Medicience Co., Ltd., Jiangsu, China) durante 16 semanas, de los cuales el peso
corporal era un 20 % mayor que el de los ratones alimentados con una dieta comin (Suzhou Shuangshi Animal Feed
Technology Co., Ltd., China), lo que indica que el modelo de obesidad inducida por la obesidad (DIO) se establecio
con éxito. 80 ratones con DIO se dividieron en 10 grupos en funcién de su peso corporal y nivel de azlicar en sangre
aleatorio, con 8 ratones por grupo, que fueron el grupo de control modelo, el grupo de PB-119 (10 nmol/kg), el grupo
de PB-721 (60 nmol/kg), el grupo de PB-722 (60 nmol/kg), el grupo de PB-722 (10 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg), el
grupo de PB-722 (30 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg), el grupo de PB-722 (60 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg), el
grupo de PB-722 (100 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg), el grupo de PB-722 (150 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg), el
grupo de PB-721 (60 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg) y el grupo de control modelo (solucién salina fisiolégica). Cada
grupo se administré por via subcutanea, una vez cada dos dias, y el experimento dur6 21 dias con 11 administraciones.
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Durante el periodo experimental, el peso corporal y la ingesta de alimentos de los ratones se midieron todos los dias.
El nivel de azlcar en la sangre se midi6 el Dia 1 y el Dia 21, y el suero de triglicéridos en el suero, colesterol total, los
triglicéridos en el higado y otros indices se midieron el dia 21.

El efecto de la administracion a largo plazo sobre el peso corporal de los ratones con DIO se muestra en la Figura 17
y la Figura 18. Durante el experimento, el peso corporal del grupo de control modelo se mantuvo estable y el peso
corporal de cada grupo de tratamiento disminuy6 en diferentes grados. Después de la administracion, el peso corporal
del grupo de control modelo aumenté en un 0,85 % en comparacion con antes de la administraciéon. El peso corporal
del grupo de PB-119 solo (10 nmol/kg) disminuyé un 14,37 %, y el peso corporal de los grupos de PB-721 (60 nmol/l)
y PB-722 (60 nmol/l) solo disminuyé un 21,65 % y un 21,95 %, respectivamente. Sin embargo, en el caso de dosis
iguales, los ratones en los grupos de administracion combinada (10 nmol/kg de PB-119 + 60 nmol/kg de PB-721) y
(10 nmol/kg de PB-119 + 60 nmol/kg de PB-722) tienen una disminucién del peso corporal del 47,18 % y del 40,02 %,
respectivamente, y la tasa de pérdida de peso corporal excedi6 la suma de la tasa causada por la administracion de
los dos componentes en la combinaciéon sola, demostrando que el uso simultaneo de los dos componentes de la
combinacion tiene un efecto sinérgico en la pérdida de peso de los ratones con DIO.

Ademas, los inventores han encontrado sorprendentemente que cuando la relacion molar del agonista del receptor de
GLP-1 (es decir, PB-119) y el agonista del receptor de glucagon (es decir, PB-722) esta dentro de un cierto intervalo,
el efecto de pérdida de peso es sorprendentemente bueno. Véanse los datos del grupo de PB-722 (60 nmol/kg) + PB-
119 (10 nmol/kg), el grupo de PB-722 (100 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg), el grupo de PB-722 (150 nmol/kg) + PB-
119 (10 nmol/kg).

El efecto de la administracién a largo plazo sobre la ingesta de alimentos de ratones con DIO se muestra en la Figura
19 y la Figura 20. PB-119, PB-721 y PB-722 solos tienen cierto efecto inhibitorio sobre el apetito de los ratones con
DIO, mientras que la combinacion de PB-119 y PB-721 o la combinacion de PB-119 y PB-722 tiene un fuerte efecto
inhibitorio sobre el apetito de los ratones con DIO, que fue mas prominente que la suma del efecto inhibitorio logrado
por la administracion de los dos componentes solos. En comparacion con el grupo de control modelo, la ingesta
acumulada de alimentos de los grupos de PB-119 (10 nmol/kg) solo, PB-721 (60 nmol/kg) solo y PB-722 (60 nmol/kg)
solo disminuyeron un 25,14 %, un 2,36 % y un 9,11 %, respectivamente. La ingesta acumulada de alimentos del grupo
de administracion combinada (10 nmol/kg de PB-119 + 60 nmol/kg de PB-721) disminuy6 en un 61,44 % y la ingesta
acumulada de alimentos del grupo de administracion combinada (10 nmol/kg de PB-119 + 60 nmol/kg de PB-722)
disminuyé un 50,56 %.

Los resultados de los triglicéridos en el suero, el colesterol total en el suero y los triglicéridos en el higado se muestran
en la figura 21, en la figura 22 y en la figura 23. Los niveles de colesterol total y triglicéridos hepaticos en el grupo de
ratones con DIO de control modelo fueron significativamente més altos que los del grupo de control normal, indicando
un claro trastorno del metabolismo de los lipidos. La administracion a largo plazo de PB-119 (10 nmol/kg), PB-721
(60 nmol/kg) o PB-722 (60 nmol/kg) solos no mejoraron significativamente el nivel de triglicéridos en el suero en
ratones con DIO. El nivel de triglicéridos en el suero en los grupos de administraciéon combinada de PB-119 y PB-721
o PB-119 y PB-722 a la misma dosis disminuyé significativamente (p<0,05) en un 32,58 % y un 22,83 %,
respectivamente, en comparacion con la del grupo control modelo.

El contenido de triglicéridos en el higado de los ratones con DIO fue significativamente mayor que el de los ratones de
control normales (p<0,01). En comparacion con el grupo de control modelo, el contenido de triglicéridos hepéticos del
grupo de PB-119 (10 nmol/kg) solo disminuy6 en un 12,67 % (p>0,05); el contenido de triglicéridos hepéaticos del grupo
de PB-721 (60 nmol/kg) solo, el grupo de PB-722 (60 nmol/kg) solo y los dos grupos de administracién combinada
disminuyeron significativamente (p<0,01) en un 73,29 %, un 76,84 %, un 64,47 % y un 74,48 %, respectivamente, que
estaba cerca del nivel de triglicéridos en el higado en ratones de control normales.

El contenido de colesterol total en el suero de los ratones con DIO fue significativamente mayor que el de los ratones
de control normales (P < 0,001). El contenido de colesterol total en el suero en el grupo de administracion a largo plazo
de PB-119 (10 nmol/kg) solo, el grupo de PB-721 (60 nmol/kg) solo y el grupo de PB-722 (60 nmol/kg) solo de ratones
con DIO disminuyd (p<0,05) en un 39,35 %, un 60,86 % y un 60,56 %, respectivamente. El contenido de colesterol
total en el suero en la administracién combinada del grupo de PB-119 y PB-721 o el grupo de PB-119 y PB-722
disminuyé significativamente (p<0,001) en un 90,85 % y un 91,88 %, respectivamente.

Ejemplo 19. Experimento sobre el efecto farmacoldgico en la pérdida de peso en monos Cynomolgus con
obesidad inducida por la dieta

14 monos cynomolgus con obesidad inducida por la dieta (adquiridos de Jingang Biotechnology Co. Ltd., Hainan,
China; modelo de obesidad inducida por la dieta establecido por WuXi Apptec Co. Ltd., Shanghai, China; indice de
Masa Corporal IMC>35) se dividieron aleatoriamente en 4 grupos, con 1 mono por género en el grupo de control en
blanco y 2 monos por género en el grupo de tratamiento: grupo de control en blanco (solucion salina fisiolégica al
0,9 %), grupo de dosis baja (la composicion de la presente divulgacién), grupo de dosis media (la composicion de la
presente divulgacion) y grupo de dosis alta (la composicion de la presente divulgacion). A los animales de cada grupo
se les administré por via subcutdnea una vez cada 4 dias durante 8 veces consecutivas. Durante el experimento, los
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animales fueron observados dos veces al dia para el estado general, comportamiento, actividad, excrecion, respiracion
y otros sintomas anormales. La cantidad de comida ingerida se midié todos los dias, el peso corporal se midi6 cada 4
dias y se tomaron muestras de sangre para medir los indicadores bioguimicos sanguineos el dia 1 (antes de la
administracion) y el dia 32 (después de la administracion).

En el experimento, a excepcion de la pérdida de peso y la reduccién de la ingesta de alimentos, todos los animales
experimentales fueron bien tolerados y no mostraron otras anomalias.

El efecto de la administracién a largo plazo de la composicién de la presente divulgacién sobre el peso corporal de
monos cynomolgus obesos se muestra en la Figura 24. Durante el experimento, el peso corporal del grupo de control
en blanco se mantuvo estable y el peso corporal de cada grupo de tratamiento disminuyd en diferentes grados.
Después de la administracion, el peso corporal del grupo de control en blanco aumenté en un 0,065 % en comparacion
con el anterior a la administracion, y los porcentajes de pérdida de peso del grupo de dosis baja, el grupo de dosis
media y el grupo de dosis alta fueron un 15,0 %, un 12,4 % y un 11,5 %, respectivamente.

El efecto de la administracion a largo plazo sobre la ingesta de alimentos de la obesidad inducida por la dieta en monos
cynomolgus se muestra en la Figura 25 y la Figura 26. Después de la administracion una vez cada 4 dias durante 8
veces consecutivas, la ingesta de alimentos de cada grupo de tratamiento se redujo notablemente. Antes y después
de la administracion, la ingesta de alimentos del grupo de control en blanco disminuy6 solo un 2,33 %, mientras que
la ingesta de alimentos del grupo de dosis baja, el grupo de dosis media y el grupo de dosis alta disminuyeron un
75,6 %, un 62,5 % y un 53,7 %, respectivamente.

Los resultados anteriores muestran que la composicion de la presente divulgacion puede reducir significativamente el
peso corporal del sujeto y suprimir significativamente el apetito del sujeto.

Los resultados bioquimicos de la sangre de los animales de experimentacion se muestran en la Tabla 3. Los valores
promedio de triglicéridos, la glucosa y la alanina aminotransferasa se muestran en las Figuras 27, 28 'y 29. A los monos
Cynomolgus con obesidad inducida por la dieta se les inyectd por via subcutdnea la composicién de la presente
divulgacion una vez cada 4 dias durante 8 semanas consecutivas. Antes y después de la administracion, los
triglicéridos en el suero, la glucosa en el suero y la alanina aminotransferasa en el suero disminuyeron, mientras que
en el grupo de control en blanco, hubo pocos cambios en los triglicéridos, los niveles de glucosa y alanina
aminotransferasa fueron ligeramente elevados. No hubo anomalias en los experimentos bioquimicos sanguineos del
grupo de dosis baja, el grupo de dosis media y el grupo de dosis alta.
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Los efectos de la administracién a largo plazo en la cintura y la distribuciéon de grasa de los monos cynomolgus con
obesidad inducida por la dieta se muestran en la Figura 30 y la Figura 31. Después de la administracién una vez cada
4 dias durante 8 veces consecutivas, la cintura y la distribucién de grasa en todos los grupos de tratamiento
disminuyeron significativamente, mientras que la cintura y la distribucién de la grasa de los monos cynomolgus en el
grupo de control en blanco no cambiaron significativamente antes y después de la administracion.

Ejemplo 20. Experimento para el efecto farmacoldgico de la combinacion de PB-119y PB-722 en la pérdida de
peso en ratones con DIO

Se aliment6 a ratones C57BL/6 macho (de la misma fuente descrita anteriormente) con una dieta rica en grasas (45 %
de kcal) durante 22 semanas. Su peso corporal promedio y su nivel de azucar en la sangre fueron un 20 % mas altos
en comparacion con los ratones alimentados con dietas comunes de la misma edad, lo que indica que el modelo de
obesidad e hiperglucemia se establecié con éxito. 36 ratones con DIO se dividieron en 6 grupos en funcién de su peso
corporal y nivel de azUcar en sangre aleatorio, con 6 ratones por grupo. El grupo 1 fue el grupo de control modelo, el
grupo 2 fue de 10 nmol/kg (42,03 pg/kg, basado en péptido, lo mismo a continuacion) de grupo PB-119, el grupo 3 fue
60 nmol/kg (212,58 pg/kg) de grupo PB-722, el grupo 4 fue 10 nmol/kg (42,03 pg/kg) de PB-119 y 20 nmol/kg
(70,86 pg/kg) de grupo PB-722, el grupo 5 fue 10 nmol/kg (42,03 pg/kg) de PB-119 y 60 nmol/kg (212,58 pg/kg) de
grupo PB-722, el grupo 6 fue el grupo de inyeccion de liraglutida de 25 nmol/kg (75,02 pg/kg). A excepcion de que la
administracion se llevé a cabo dos veces al dia en el grupo 6, la administracion se llevo a cabo una vez cada dos dias
en otros grupos. El experimento se llevd a cabo durante un total de 21 dias para una administracion continua. El peso
corporal y la ingesta de alimentos de los ratones se midieron el dia de la administracion, y el nivel de azlGcar en sangre
aleatorio y el nivel de azUcar en sangre en ayunas se midieron el segundo dia después de la Ultima administracion.

Los resultados mostraron que la administracion continua de la combinacion (PB-119 + PB-722) tiene un efecto
inhibitorio significativo sobre la ingesta de alimentos y el peso corporal de los ratones con DIO.

Dentro de los 21 dias posteriores al inicio de la administracion continua, la ingesta acumulada de alimentos del grupo
de control modelo mostré una tendencia ascendente lineal, y la ingesta de alimentos de los grupos combinados
disminuyé en varios grados en comparacién con el grupo de control. Los resultados se muestran en la Figura 32 y en
la Figura 33. Al final del experimento de administracion continua de 21 dias, el grupo 5: PB-722 (60 nmol/kg) + PB-
119 (10 nmol/kg) mostro la mayor disminucion en la ingesta acumulada de alimentos, alcanzando el 61,1 %, mientras
que el grupo de PB-119 tuvo la menor disminucion en la ingesta acumulada de alimentos, que fue del 14,4 %.

El peso corporal del grupo de control modelo aumentd en un 2,3 % en comparacion con antes de la administracion,
mientras que el peso corporal de los grupos de tratamiento mostré disminucién en varios grados. Los resultados se
muestran en la Figura 34 y en la Figura 35. La disminucién del grupo de combinacion PB-722 (60 nmol/kg) + PB-119
(10 nmol/kg) fue la mas significativa, que fue una disminucién del 46,1 % en comparacion con antes de la
administracion, mostrando relevancia estadistica en comparacién con el grupo de control modelo (p<0,01). El grupo
PB-119 tiene la menor pérdida de peso, lo que supuso una disminucién del 16,6 % en comparacién con antes de la
administracion.

La administracion continua de la combinacion redujo significativamente el nivel de azicar en la sangre en ayunas en
los ratones. Excepto que la concentracion del nivel de azlcar en la sangre en ayunas en el grupo de control aumento,
la concentracion del nivel de azdcar en la sangre en ayunas en otros grupos de tratamiento disminuy6 en varios grados.
Los resultados se muestran en la figura 36. El grupo de combinacion PB-722 (60 nmol/kg) + PB-119 (10 nmol/kg) tuvo
la disminucion més significativa, que fue del 39,6 % en comparacién con antes de la administracion. El nivel de azdcar
en la sangre en ayunas en el grupo de liraglutida (administrada dos veces al dia) se redujo en un 37,0 %. El grupo de
PB-119 tuvo la menor disminucion del nivel de azlcar en la sangre, que fue un 17,9 % mas bajo que antes de la
administracion.

La administracion continua de la combinaciéon también mejord significativamente la tolerancia oral a la glucosa en
ratones. Después de 21 dias de administracion, se realizé un experimento de tolerancia oral a la glucosa. A los ratones
se les administrd por via oral una solucion de glucosa de 2,5 g/kg y se midi6 el nivel de glucosa al azar a los 0 min,
15 min, 30 min, 60 min y 120 min después de la alimentacion con azucar. Como se muestra en los resultados, el drea
bajo la curva de concentracion-tiempo del nivel de azucar en la sangre de los grupos de combinacién de dosis alta 'y
dosis baja fue significativamente menor que la del grupo de control y significativamente mejor que el grupo de
liraglutida, lo que demostré que la combinacion de la presente divulgacion mejor6 de forma eficaz la tolerancia oral a
la glucosa en ratones, y los resultados se muestran en la Figura 37.

Ejemplo 21. Experimento para el efecto farmacologico de la combinacion de PB-119 y PB-722 en modelo de
raton con esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)

30 ratones C57/BL6J (adquiridos de Lingchang Biotechnology Co. Ltd., Shanghai, China) se utilizaron en este
experimento. A veinticuatro de ellos se les inyect6 estreptozotocina (STZ) por via intraperitoneal una semana después
de nacer y se les aliment6 con una dieta rica en grasas (adquirida de Research Diets, Inc) durante cinco semanas
para crear con éxito un modelo de esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Los otros 6 se usaron como control normal
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y se alimentaron con dieta normal. La administraciéon comenzé a la sexta semana. 24 ratones modelo con EHNA se
dividieron aleatoriamente en 4 grupos segln su peso corporal, 6 ratones por grupo, que fueron el grupo de control en
blanco (solucién salina fisiologica al 0,9 %), el grupo de control positivo (10 mg/kg de telmisartan), el grupo de dosis
baja (10 nmol/kg de PB-119 + 30 nmol/kg de PB-722), el grupo de dosis alta (10 nmol/kg de PB-119 + 60 nmol/kg de
PB-722). El grupo de control positivo se administré por via oral una vez al dia y los otros grupos se administraron por
via subcutanea una vez cada dos dias durante 21 dias consecutivos. Durante el periodo de administracién, el peso
corporal se midié todos los dias y la ingesta de alimentos se midié cada dos dias. Después del ultimo dia de
administracion, los animales se mantuvieron en ayunas durante la noche y a continuacion se pesaron y sacrificaron.
Se tomaron suero y tejidos hepaticos y se midieron los pesos del higado. Se detectaron niveles séricos de glucosa e
insulina. El tejido hepatico se fijo con una solucion de formaldehido y se hicieron secciones de tejido y se tifieron con
HE, rojo aceite y rojo Sirio. Las secciones fueron examinadas y puntuadas para determinar el indice de EHNA.

El efecto de la administracion a largo plazo sobre el nivel de azdcar en sangre y los niveles de insulina en ratones se
muestra en la Figura 38 y la Figura 39. La concentracién del nivel de azlcar en sangre del grupo de control modelo
fue significativamente mayor que la del grupo de control normal. El control positivo de telmisartan no tuvo efecto sobre
el nivel de azdcar en sangre en animales. Después de la administracion a largo plazo del grupo de dosis baja
combinado (10 nmol/kg de PB-119 + 30 nmol/kg de PB-722) y el grupo de dosis alta (10 nmol/kg de PB-119 +
60 nmol/kg de PB-722), la concentracion del nivel de azucar en la sangre disminuy0 significativamente, mostrando un
efecto obvio en la reduccion del nivel de azlcar en la sangre. Después de la administracion a largo plazo, no hubo
cambios significativos en el nivel de insulina en cada grupo. Combinando este resultado con los cambios en la
concentracién del nivel de azlcar en la sangre, se demostré que la administracion a largo plazo de la combinacion
mejoro la sensibilidad a la insulina en animales.

Después de 21 dias de administracion continua, las puntuaciones de EHNA de las secciones del higado se muestran
en la Figura 40. Las puntuaciones de EHNA del grupo de control modelo fueron significativamente més altas que las
del grupo de control normal, indicando que el modelo fue establecido exitosamente. La administracion a largo plazo
de la combinacion PB-119 + PB-722 mejoro la puntuacion de EHNA en animales de forma dependiente de la dosis, lo
que indica que la administracion combinada mejor6 significativamente la EHNA en ratones. Las puntuaciones de EHNA
de los grupos de dosis alta y dosis baja fueron mas bajas que las del farmaco de control positivo, telmisartan.

La descripcién anterior es solo una realizacion preferida, que es solo a modo de ejemplo y no limita la combinacion de
caracteristicas necesarias para llevar a cabo la presente divulgacion. Los encabezados proporcionados no pretenden
limitar las diversas realizaciones de la presente divulgacion. No se pretende que términos tales como "comprende”,
"que comprende/n” e "incluye” sean limitados. Asimismo, a menos que se especifique lo contrario, un sustantivo sin
modificacién numérica incluye la forma plural y "0" significa "y/0". A menos que se defina lo contrario en el presente
documento, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el mismo significado
que entiende normalmente un experto habitual en la materia.

Listado de secuencias

<110> PEGBIO CO.,LTD.

<120> COMPOSICION QUE COMPRENDE UN AGONISTA DEL RECEPTOR DE GLP-1 Y UN AGONISTA DEL
RECEPTOR DE GLUCAGON Y APLICACION DE LA MISMA

<130> JCL/P200863EP00

<140> EP16881214.7
<141> 28/12/2016

<150> CN201511017796
<151> 29/12/2015

<160> 6

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PB-105

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

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Cys
35

<210>2

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210>3

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> PB-702

<400> 3

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210>4

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PB-703

<400> 4

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Cys Trp Leu Met Asn Thr
20 25
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<210>5

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PB-740

<400> 5

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr Cys
20 25 30

<210> 6

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PB-741

<400> 6

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

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agonista del receptor
de GLP-1y un agonista del receptor de glucagén, cada uno conjugado independientemente con un polimero hidréfilo,
en donde

el agonista del receptor de GLP-1 es PB-105, y el agonista del receptor de glucagén se selecciona del grupo que
consiste en PB-702, PB-703, PB-740 y PB-741, en donde

PB-105 tiene una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 1,
PB-702 tiene una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 3,
PB-703 tiene una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 4,
PB-740 tiene una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 5, y
PB-741 tiene una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6;

el polimero hidréfilo es polietilenglicol ("PEG"); y
la relacion molar del agonista del receptor de GLP-1 al agonista del receptor de glucagon es de 1:1 a 1:15.

2. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

3. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
polietilenglicol tiene un peso molecular de 2 kDa a 60 kDa, de 5 kDa a 50 kDa, preferentemente de 10 kDa a 40 kDa,
mas preferentemente de 20 kDa a 40 kDa, particularmente de 15 kDa a 30 kDa, mas particularmente de 21 kDa a
29 kDa.

4. La composicién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, que comprende un elemento seleccionado
del grupo que consiste en: combinacion de PB-721 y PB-119, combinacién de PB-722 y PB-119, y la combinacién de
PB-708 y PB-120, en donde:

PB-721 es mMPEG-23KD-ppMAL-PB-740, en donde PB-740 tiene una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:
EI§>’B-722 es mMPEG-23KD-ppMAL-PB-741, en donde PB-741 tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
g’B-llg es mMPEG-23KD-ppMAL-PB-105, en donde PB-105 tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
é’B-lzo es MPEG-25KD-ppMAL-PB-105, en donde PB-105 tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
éé-?OS es mMPEG-25KD-ppMAL-PB-703, en donde PB-703 tiene una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:
4.

5. Un kit, que comprende la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y opcionalmente
instrucciones de uso.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en:
1) prevenir o tratar la enfermedad del higado graso no alcohdlico, perder peso, reducir el nivel de lipidos y/o reducir
el nivel de azucar en la sangre; o

2) inhibir el apetito en un sujeto, reducir el nivel de colesterol total en el suero y/o reducir el contenido de triglicéridos
en el higado.
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Ingesta acumulada de alimentos (g)
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