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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen péptidos y compuestos que se unen a, y activan el

receptor de la trombopoysetina (c-mpl o TPO-R) o actGan de otra manera como

un antagonista de la TPO.
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PEPTIDOS Y COMPUESTOS QUE SE UNEN A UN RECEPTOR

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama la prioridad de la Solicitud de E.U.A. No.
de Serie 60/498,740, presentada en Agosto 28, del 2003.

CAMPO -DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona compuestos peptidicos que
se unen a, y activan el receptor de la trombopoyetina (¢c-mpl 0 TPO-R), o
actidan de otra manera como un agonista de Ja TPO. La invencion tiene
aplicacion en los campos de la biogquimica y la quimica medicinal y
particularmente proporciona agonistas de la TPO para utilizarse en el

tratamiento de la enfermedad humana.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los megacariocitos son células derivadas de la médula ésea,
que son responsables de producir las plaquetas que circulan en la sangre.
Aunque comprenden <0.25% de las células de médula ésea en la mayoria de
las especies, tienen >10 veces el volumen de las células de médula tipicas.

Véase, Kuter, et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11104-11108 (1994). Los
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megacariocitos experimentan un proceso conocido como endomitosis,
mediante el cual replican sus nicleos, pero fallan en experimentar la division
celular y por lo tanto dan lugar a células poliploides. En respuesta a un conteo
disminuido de plaquetas, la velocidad endomitética se incrementa, se forman
megacariocitos con mayor ploidia, y el nimero de megacariocitos puede
incrementarse hasta 3 veces. Véase, Harker, J. Clin. Invest.,, 47:458-465
(1968). En contraste, en respuesta a un elevado conteo de plaquetas, la
velocidad endomitética disminuye, se forman megacariocitos con menos
ploidia, y el nUmero de megacariocitos puede disminuir en un 50%.

El mecanismo exacto de la retroalimentacién fisiolégica mediante
el cual la masa de plaquetas circulantes regula la velocidad endomitética y el
numero de megacariocitos de médula ésea, no se conoce. Se piensa ahora
que el factor trombopoyético circulante involucrado en mediar este ciclo de
retroalimentacién, es la trombopoyetina (TPQ). Méas especificaments, la TPO
ha mostrado ser el regulador humoral principal en situaciones que involucran
trombocitopenia. Véase, por ejemplo, Metcalf, Nature, 369:519-520 (1994).
La TPO se ha conocido en varios estudios por incrementar [os conteos de
paquetas, incrementar el tamafio de las plaquetas e incrementar la
incorporacién del is6topo en plaquetas de animales receptores.
Especificamente, se piensa que la TPO afecta la megacariocitopoyesis de
varias maneras: (1) produce incrementos en el tamafio y nimero del
megacariocito; (2) produce un incremento en el contenido de ADN, en la forma

de poliploidia en los megacariocitos; (3) incrementa la endocitosis del

<
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megacariocito; (4) produce una maduracién incrementada de megacariocitos;
y (5) produce un incremento en el porcentaje de células precursoras, en la
forma de células pequefias positivas a acetilcolinesterasa, en la médula ésea.

Las plaquetas (trombocitos), son necesarias para la coagulacion
sanguinea. Cuando su ndmero es muy bajo, un paciente esta en serio riesgo
de muerte por una hemorragia catastrofica. Por lo tanto, la TPO tiene una
aplicacion dtil potencial tanto en el diagnéstico como en el tratamiento de
varios' trastomos hematolégicos, por ejemplo, enfermedades debidas
principaimente a defectos en las plaquetas. Los ensayos clinicos en curso
con TPO, han indicado que la TPO puede administrarse de manera segura a
los pacientes. Ademas, los estudios mas recientes han proporcionado una
base para la proyecci6n de la eficacia de la terapia con TPO en el tratamiento
de trombocitopenia, y particularmente trombocitopenia que resuita de
quimioterapia, terapia con radiacién o transplante de médula 6ésea como un
tratamiento para el cancer o linfoma. Véase, por ejemplo, McDonald, Am. J.
Ped. Hematology/Oncology, 14:8-21 (1992).

El gen que codifica la TPO se ha clonado y caracterizado.
Véase, Kuter, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:11104-11108 (1994);
Barley, et al., Cell 77:1117-1124 (1994); Kaushansky et al., Nature 3608:568-
571 (1894), Wendling, et al., Nature, 369:571-574 (1994); y Sauvage et al.,
Nature 360: 533-538 (1994). La trombopoyetina es una glucoproteina con al
menos dos formas, con masas moleculares aparentes de 25 kDa y 31 kDa,

con una secuencia de aminodcidos N terminal comtGn. Véase, Bartley, et al.,

® &
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Cell, 77:1117-1124 (1994). La trombopoyetina parece tener dos regiones
distintas separadas por un sitio de escisiobn Arg-Arg potencial. La regién
amino terminal estd altamente conservada en el hombre y el ratén, y tiene
alguna homologla con la eritropoyetina y el interferén a y el interferén b. La
region carboxi terminal muestra amplia divergencia entre las especies.

Se han descrito las secuencias de ADN y las secuencias
peptidicas codificadas para el TPO-R humano (también conocido como ¢-
mpl). Véase, Vigon, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5640-5644 (1992).
El TPO-R es un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento de
la hematopoyetina, una familia caracterizada por un disefio estructural comun
del dominio extracelular, que incluye cuatro residuos C conservados N
terminal y un motivo WSXWS (SEQ ID NO: 1), cercano a la region
transmembranal. Véase, Bazan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6934-8838
(1990). La evidencia de que este receptor juega un papel funcional en la
hematopoyesis, incluye observaciones de que su expresion esta restringida al
bazo, médula ésea o al higado fetal en ratones (véase, Souyri, et al., Cell
63:1137-1147 (1990)) y a los megacariocitos, plaquetas y células CD34+ en
humanos (véase, Methia, et al., Blood 82:1395-1401 (1993)). Ademads, la
exposicion de las células CD34+ a los oligonucleédtidos sintéticos antisentido al
ARN mpl inhibe de manera significativa la aparicibn de colonias de
megacariocitos sin afectar la formacién de colonias eritroides o mieloides.
Algunos trabajadores postulan que el receptor funciona como un homodimero,

similar a la situacién con los receptores para G-CSF y eritropoyetina.

© 3
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La disponibilidad de los genes clonados para el TPO-R, facilita la
basqueda de agonistas de este importante receptor. La disponibilidad de la
proteina receptora recombinante, permite el estudio de la interaccién receptor-
ligando, en una variedad de sistemas de generacién de diversidad peptidica
aleatorios y semialeatorios. Estos sistemas se describen en las Patentes de
E.UA. Nos. 6251864, 6,083,913, 6,121,238, 5,932,546, 5,869,451,
6,508,362 y 6,465,430, y en Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87.6378-
68382 (1990), cada una de las anteriores se incorpora en la presente como
referencia.

La recuperacion lenta de los niveles de plaquetas en pacientes
que sufren de trombocitopenia es un problema serio, y ha dado urgencia a la
investigacion de un agonista del factor de crecimiento sanguineo, capaz de
acelerar la regeneracién de las plaquetas. La presente invencién proporciona

tal agonista.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién esta dirigida a compuestos peptidicos
definidos de bajo peso molecular que tienen fuertes propiedades de union al
TPO-R, pueden activar el TPO-R, y permiten potenciaimente efectos laterales
reducidos en comparacién con los agonistas conocidos de la TPO. En
consecuencia, los compuestos peptidicos pueden ser (tiles para propésitos

terapéuticos para tratar condiciones mediadas por la TPO (por ejemplo,

{O
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trombocitopenia que resulta de la quimioterapia, terapia con radiacién o
transfusiones de médula 6sea), asl como para propdsitos de diagndstico en
estudiar el mecanismo de la hematopoyesis y para la expansién in vitro de los
megacariocitos y las células progenitoras comprometidas.

Los compuestos peptidicos adecuados para propésitos
terapéuticos y/o de diagnéstico, tienen una Clso de aproximadamente 2 mM o
menos, como se determina, por ejemplo, mediante el ensayo de afinidad de la
unién expuesto en el Ejemplo 3 de la Patente de E.U.A. No. 5,880,451, en
donde una Cls se correlaciona con una afinidad de unién més fuerte al TPO-
R. El ensayo en la Patente de E.U.A. No. 5,869,451 es como sigue: Las
afinidades de unién de los compuestos peptidicos se miden en un ensayo de
unién de competencia. Los pozos de una placa microtituladora se recubren
con 1 mg de estreptavidina, se bloquean con PBS/BSA al 1%, seguido por 50
ng del anticuerpo biotinilado que inmoviliza el antimeceptor (Ab179). Los
pozos se tratan a continuacién con una dilucién 1:10 de recoleccién de TPO-R
soluble. Varias concentraciones del compuesto peptidico se mezclan con una
cantidad constante de una forma trunca de TPO que consiste de los residuos
1-156 fusionados al término C de la protelna de unién a la maltosa (MBP-
TPOyss). Las mezclas del péptido MBP-TPQOyss, S@ agregan a las células
recubiertas con TPO-R, se incuban durante 2 horas a 4°C y a continuacién se
lavan con PBS. La cantidad de MBP-TPO4ss que se une al equilibrio, se mide
agregando un antisuero de conejo dirigido contra MBP, seguido por la IgG

anticonejo de cabra conjugada con fosfatasa alcalina. La cantidad de
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fosfatasa alcalina en cada pozo se determina a continuacidn utilizando
métodos estdndar. El ensayo se realiza con un intervalo de concentraciones
del compuesto peptidico y los resultados se grafican, de manera que el eje y
representa la cantidad de MBP-TPO4s¢ unida, y el eje x representia la
concentracién del compuesto peptidico. Uno puede determinar entonces la
concentracion a la cual el compuesto peptidico reducirda en un 50% (Clsp) la
cantidad de MBP-TPO4se unida al TPO-R inmovilizado. La constante de
disociacién (Kd) para el péptido debe ser similar a la Clso medida utilizando
estas condiciones de ensayo. Para propésitos farmacéuticos, los compuestos
peptidicos tienen, de manera preferida, una Clsy de no més que
aproximadamente 100 uM, de manera mas preferida, no mas que 500 nM. En
una modalidad preferida, el peso molecular del compuesto peptidico es de
aproximadamente 250 a aproximadamente 8,000 daltons. Si los compuestos
peptidicos de esta invenciéon son oligomerizados, dimerizados y/o derivados
con un polimero hidrofllico como se describe en la presente, los pesos
moleculares de tales compuestos peptidicos serdn sustanciaimente mayores y
pueden variar en cualquier Ilugar de aproximadamente 500 a
aproximadamente 120,000 daltons, de manera més preferida de
aproximadamente 8,000 a aproximadamente 80,000 daltons.

Cuando se \utilizan para propdsitos de diagndstico, los
compuestos peptidicos de la presente invencién, de manera preferida, estin

marcados con una marca detectable, y en consecuencia, los compuestos
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peptidicos sin tal marca, sirven como intermediarios en la preparacién de
compuestos peptidicos marcados.

Un compuesto peptidico que cumple con el criterio definido del
peso molecular y la afinidad de unién para el TPO-R, comprende 8 o mas
aminodcidos, en donde los aminoacidos son aminodcidos naturales o
sintéticos (no naturales).

En consecuencia, los compuestos peptidicos preferidos
comprenden un compuesto que tiene:

(1) un peso molecular de menos que aproximadamente 5000
daltons, y

(2) una afinidad de unién al TPO-R como se expresa por una
Clso de no méas que aproximadamente 100 pM,

en donde de cero a todos los enlaces -C(O)NH- del compuesto
peptidico se han reemplazado por un enlace seleccionado del grupo que
consiste de un grupo que consiste de un enlace -CH2OC(O)NR-; un enlace
fosfonato; un enlace -CH2S(0).NR-; un enlace -CH2NR-; un enlace -C(O)NR®;
y un enlace -NHC(O)NH-, en donde R es hidrégeno o alquilo inferior y R® es
alquilo inferior,

ademas, en donde el término N del compuesto peptidico se
selecciona del grupo que consiste de un grupo -NRR'; un grupo -NRC(O)R;
un grupo -NRC(O)OR,; un grupo -NRS(O)zR; un grupo -NHC(O)NHR; un grupo
succinimida; un grupo benciloxicarbonil-NH-; y un grupo benciloxicarbonil-NH-

que tiene de 1 a 3 sustituyentes en el anillo de fenilo, seleccionados del grupo

3
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que consiste de alquilo inferior, alcoxi inferior, cloro y bromo, en donde Ry R'
se seleccionan de manera independiente del grupo que consiste de hidrégeno
y alquilo inferior,

y aiin ademas, en donde el témino C del compuesto peptidico
tiene la férmula -C(O)R?, en donde R? se selecciona ciel grupo que consiste de
hidroxi, alcoxi inferior, y -NR®R*, en donde R® y R* se seleccionan de manera
independiente del grupo que consiste de hidrégeno y alquilo inferior, y en
donde el 4tomo de nitrégeno del grupo -NR°R* puede opcionalmente ser el
grupo amina del término N dei péptido, para formar un péptido clclico,

y sales fisiolégicamente aceptables del mismo.

En una modalidad relacionada, la invencién est& dirigida a un
compuesto peptidico marcado, que comprende un compuesto peptidico
descrito como en lo anterior, que tiene unido al mismo de manera covalente,
una marca capaz de deteccion.

En una modalidad, el compuesto peptidico del nlicleo comprende

una secuencia de aminoécidos (SEQ ID NO: 2)

Xs Xs G X1 X2 X3 X4 X5 Xg X7

endonde Xges A, C,E,G,|,LLM,P,R,Q,S, ToV;yXaes A,
C.D.E,K L, QR, S, ToV;y Xs es un residuo de p-(2-nattilyalanina (referido
en la presente como “2-Nal”). De manera mas preferida, Xges Ao |; y X es

D.Eo K. Ademas, X;esC,L,M,P,Q,V;X;e8F, K,LLN,Q,R, S, ToV; Xs

1%
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esC, F,LLL MR, S, VoW, X, es cualquiera de los 20 aminoécidos L
codificados genéticamente; Xses A, D,.E, G, K, M,Q,R, S, T,Vo Y;y X;es
C.G,LKLMNRoV.
Un compuesto peptidico particularmente preferido incluye la
5 secuencia de aminoacidos | EGPTL RQ (2-Nal) L A A R (Sar) (SEQ ID
NO:7), en donde (2-Nal) es B-(2-naftil)alanina y (Sar) es sarcosina.
En otra modalidad, los compuestos peptidicos de la presente
invencién se dimerizan u oligomerizan de manera preferida para incrementar
la afinidad y/o actividad de los compuestos. Un ejemplo de un compuesto

10 peptidico dimerizado incluye, de manera no exclusiva, lo siguiente:

IEGPTLRQ(2-Nal)LAAR-Xqg
K(NH,)
IEGP TLRQ(2NaljL AAR=Xg

15 en donde Xso @8 un residuo de sarcosina o B-alanina (SEQ ID
NO: 7). La estructura anterior también puede representarse por la siguiente
estructura: (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARXg)2K-NH;. Cuando X0 ©8 una

sarcosina, el compuesto tiene la siguiente estructura:

IEGPTLRQ({2-Nal)L A A R-(Sar)
K(NH2}
IEGPTLRQ(2-Nal)L A AR-(Sar)

20
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en donde (2-Nal) es p-(2-naftil)alanina y (Sar) es sarcosina (SEQ
ID NO:7). Este compuesto peptidico, el cual también puede representarse por
la siguiente estructura (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAAR(Sar)2K-NHz), se refiere en
la presente como el “Compuesto No. 1 de TPO".

En ain otra modalidad adicional, los compuestos peptidicos
preferidos para utilizarse en esta invencién incluyen compuestos peptidicos
que estdn unidos de manera covalente a uno 0 mas de una variedad de
polimeros hidrofllicos. Los polimeros hidrofllicos adecuados incluyen, de
manera no exclusiva, éteres de polialquilo como se ejemplifica por el
polietilenglicol y el polipropilenglicol, acido polilactico, acido poliglicélico,
polioxialquenos, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, celulosa y derivados
de celulosa, dextrano y derivados de dextrano, etc., como se describe en la
Patente de E.U.A. No. 5,868,451, el contenido total de la cual se incorpora en
la presente como referencia.

Los compuestos peptidicos descritos en la presente son (tiles
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades mediadas por la TPO, y
particularmente para tratar trastomos hematolégicos, incluyendo, de manera
no exclusiva, trombocitopenia que resulta de quimioterapia, terapia con
radiacién o transfusiones de médula 6sea. Asl, la presente invencion también
proporciona un método de tratamiento, en donde un paciente que tiene un
trastorno que es susceptible de tratamiento con un agonista de la TPO, recibe
0 se le administra una dosis terapéuticamente efectiva de un compuesto

peptidico de la presente invencién.
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La invencién también proporciona composiciones famacéuticas
que comprenden uno o mas de los compuestos peptidicos descritos en la
presente y un portador fisiolégicamente aceptable. Estas composiciones
farmacéuticas pueden estar en una variedad de formas, incluyendo formas de
dosificacion oral, asl como polvos inhalables y soluciones y soluciones

inyectables e infundibles.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra y compara la actividad del Compuesto No. 1
de TPO con un compuesto peptidico de la técnica anterior (referido en la
presente como “compuesto peptidico de la técnica anterior”). La diferencia
entre el Compuesto No. 1 de TPO y el compuesto peptidico de la técnica
anterior es que el compuesto peptidico de la técnica anterior tiene una p-(1-
naftiljalanina (1-Nal), en donde (2-Nal) esta en el Compuesto No. 1 de TPO.

La Figura 2 muestra y compara la actividad del Compuesto No. 1
de TPO PEGilado con el compuesto peptidico PEGilado de la tdcnica anterior.

La Figura 3 muestra y compara el cambio in vivo en los conteos
de plaquetas en ratas, demostrando la potencia relativa del Compuesto No. 1
de TPO PEGilado con el compuesto peptidico PEGilado de la técnica anterior.

Las Figuras 4 y 5 muestran y comparan el nimero y volumen de

plaquetas circulantes de una manera dependiente de la dosis,

E}
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respectivamente, tras el uso del compuesto peptidico PEGilado de la técnica

anterior y el uso del Compuesto No. 1 de TPO PEGilado.

DESCRIPCION DE LAS MODALIDADES ESPECIFICAS

|, Definiciones y pardmetros generales

Las siguientes definiciones se exponen para ilustrar y definir el
significado y el alcance de los varios términos utilizados para describir la
invencién de la presente.

"Agonista”, se refiere a un ligando biolégicamente activo que se
une a su receptor complementario biolégicamente activo y activa el Gitimo
para causar una respuesta biolégica en el receptor 0 para mejorar la actividad
biologica preexistente del receptor.

“Compuesto peptidico®, se refiere a una molécula que se
hidroliza en aminoacidos y/o derivados de aminodcidos y/o sustitutos de
aminoacidos.

"Sales farmacéuticamente aceptables”, se refiere a sales no
toxicas, de metales alcalinos, metales alcalinotérreos y de amonio, utilizadas
comunmente en i{a industria farmacéutica, incluyendo las sales de sodio,
potasio, litio, calcio, magnesio, bario, amonio y protamina de zinc, que se
preparan mediante métodos bien conocidos en la técnica. El término también
incluye sales de adicion de &cido no t6xicas, las cuales se preparan

generalmente haciendo reaccionar los compuestos de la invencién con un

@
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acido organico o inorganico adecuado. Las sales representativas incluyen el
clorhidrato, bromhidrato, sulfato, bisulfato, acetato, oxalato, valeriato, oleato,
laurato, borato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato,
succinato, tartrato, napsilato y lo similar.

"Sal de adicibn de éacido famacéuticamente aceptable”, se
refiere a aquellas sales que retienen la efectividad y las propiedades
biolégicas de las bases libres y que no son biolégicamente o de otra manera
indeseables, formadas con dcidos inorganicos tales como acido clorhidrico,
&cido bromhldrico, 4cido sulfirico, dcido nitrico, acido fosférico y lo similar, y
acidos organicos tales como el acido acético, acido propibdnico, acido glicdlico,
acido pirdvico, acido oxdlico, dcido malico, dcido malénico, acido succinico,
dcido maleico, écido fumaérico, édcido tartdrico, 4cido cltrico, dcido benzoico,
acido cinamico, dcido mandélico, acido metansulfénico, dcido etansutfénico,
acido p-toluensulfénico, dcido salicllico y lo similar. Para una descripcién de
las sales de adicibn de dcido farmacéuticamente aceptables como
profarmacos, véase Bundgaard, H., supra.

“Ester farmacéuticamente aceptable”, se refiere a aquellos
ésteres que retienen, tras la hidrolisis del enlace éster, la efectividad y las
propiedades biol6gicas del acido carboxllico o el alcohol y que no son
biolégicamente o de otra manera indeseables. Para una descripcién de los
ésteres farmacéuticamente aceptables como proférmacos, véase Bundgaard,
H., ed., Design of Prodrugs, Elsevier Science Publishers, Amsterdam (1985).

Estos ésteres se forman tipicamente a partir del 4cido carboxilico
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comespondiente y un alcohol. Generalmente, la formacion del éster puede
lograrse via técnicas sintéticas convencionales. (Véase, por ejemplo, March,
Advanced Organic Chemistry, 4a Ed., John Wiley & Sons, New York (1992),
303-396 y las referencias citadas en la misma, y Mark, et al., Encyclopedia of
Chemical Technology, John Wiley & Sons, New York (1880)). El componente
de alcohol del éster comprendera generaimente (i) un alcohol alifatico de C2-
Ci12 que puede o no contener uno o mas enlaces dobles y que puede o no
contener carbonos ramificados o (ii) alcoholes aroméaticos o heteroaromaticos
de CyCs2. Esta invencidon también contempla el uso de aquellas
composiciones que son tanto los ésteres como se describen en la presente
como las sales de adicion de &cido farmacéuticamente aceptables de los
mismos, al mismo tiempo.

"Amida farmacéuticamente aceptable”, se refiere a aquellas
amidas que retienen, tras la hidrélisis del enlace amida, la efectividad y
propiedades biolégicas del &cido carboxilico o la amina y que no son
biolégicamente o de otra manera indeseables. Para una descripcion de las
amidas farmacéuticamente aceptables como profarmacos, véase Bundgaard,
H., ed., Design of Prodrugs, Eisevier Science Publishers, Amsterdam (1985).
Estas amidas se forman tipicamente a partir del &cido carboxilico
correspondiente y una amina. Generalmente, la formacién de la amida puede
lograrse via técnicas sintéticas convencionales. (Véase, por ejemplo, March,
Advanced Organic Chemistry, 4a Ed., John Wiley & Sons, New York (1982), p.
363 y Mark, et al. Encyclopedia of Chemical Technology, John Wiley & Sons,
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New York (1880)). Esta invencidn también contempla el uso de aquellas
composiciones que son tanto amidas como se describen en la presente como
las sales de adicién de dcido farmacéuticamente aceptables de las mismas, al
mismo tiempo.

“Portador farmacéutica o terapéuticamente aceptable”, se refiere
a un medio portador que no interfiere con la efectividad de la actividad
biolégica de los ingredientes activos y que no es téxico al hospedero o al
paciente.

“Esterecisdmero”, se refiere a un compuesto quimico que tiene el
mismo peso molecular, composicién quimica y constitucién que otro, pero con
étomos agrupados de manera diferente. Esto es, ciertas porciones quimicas
idénticas estan en orientaciones diferentes en el espacio y, por lo tanto,
cuando estéan puras, tienen la capacidad de girar el plano de la luz polarizada.
Sin embargo, algunos esterecisdmeros puros pueden tener una rotacion
Optica que es tan ligera que es indetectable con la instrumentacion presente.
Los compuestos de la presente invencién pueden tener uno mas atomos de
carbono asimétricos, y por lo tanto, incluir varios esterecisémeros. Todos los
estereoisdmeros se incluyen dentro del alcance de la invencion.

“Cantidad terapéutica o farmacéuticamente efectiva®, como se
aplica a las composiciones de la presente invencién, se refiere a la cantidad
de composicién suficiente para inducir un resultado biolégico deseado. Ese
resultado puede ser el alivio de los signos, sintomas o causas de una

enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada de un sistema biolégico. En
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la presente invencion, el resultado involucrara tipicamente una disminucién en
las respuestas inmunolégicas y/o inflamatorias a la infeccién o lesién del
tejido.-

Los residuos de aminoécido en los péptidos se abrevian como
sigue: Fenilalanina es Phe o F; Leucina es Leu o L; Isoleucina es lie o |;
Metionina es Met o M; Valina es Val o V,; Serina es Ser o S; Prolina es Pro o
P; Treonina es Thr o T; Alanina es Ala o A; Tirosina es Tyr o Y; Histidina es
His o H; Glutamina es Gin o Q; Asparagina es Asn o N; Lisina es Lys o K;
Acido Aspartico es Asp o D; Acido Glutamico es Glu o E; Cistelna es Cys o C;
Triptofano es Trp o W, Arginina e8 Arg o R; y Glicina es Gly o G.
Adicionaimente, t-Buo es ter-buliloxi, Bzl es bencilo, CHA es ciclohexilamina,
Ac es acetiio, Me es metilo, Pen es penicilamina, Alb es 4&cido
aminoisobutirico, Nva es norvalina, Abu es acido aminobutirico, Thi es
tienilalanina, OBn es O-bencilo y hyp es hidroxiprolina.

Los andlogos peptidicos se utilizan cominmente en la industria
famacéutica como féarmacos no peptidicos con propiedades anélogas a
aquéllas del péptido patron. Estos tipos de compuestos no peptidicos se
denominan “peptidomiméticos” o "miméticos peptidicos” o "peptidomiméticos”
(Luthman, et al., A Textbook of Drug Design and Development, 14:386-408, 2a
Ed., Harwood Academic Publishers (1996); Joachim Granta, Angew. Chem.
Iint. Ed. Engl., 33:1608-1720 (1994); Fauchere, J., Adv. Drug Res., 15:29
(19886); Veber y Freidinger TINS, p. 392 (1985); y Evans, et al., J. Med. Chem.

30:1229 (1987), las cuales se incorporan en la presente como referencia).
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Los miméticos peptidicos que son estructuraimente similares a los péptidos
terapéuticamente (tiles, pueden utilizarse para producir un efecto terapéutico
o profilactico equivalente o mejorado. Generaimente, los peptidomiméticos
son estructuralmente similares a un polipéptido paradigma (es decir, un
polipéptido que tiene actividad biolégica o farmacol6gica), tales como el
polipéptido que se une al receptor natural, pero tienen uno o mas enlaces
peptidicos reemplazados opcionalmente por un enlace alterno, tal como -
CHaNH-, -CH2S-, etc., mediante métodos conocidos en la técnica y descritos
ademaAs en las siguientes referencias: Spatola, A. F. in Chemistry and
Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, B. Weinstein, eds.,
Marcel Dekker, New York, p. 267 (1983); Spatola, A. F., Vega Data (Mazo
1983), Vol. 1, Tomo 3, Peptide Backbone Modifications (revisibn general);
Moriey, Trends Pharm. Sci. pp. 463-468 (1980), (revisién general); Hudson, et
al, Int. J. Pept. Prot. Res., 14:177-185 (1979); Spatola, et al., Life Sci.,
38:1243-1249 (1986); Hann, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 307-314 (1982);
Almquist, et al., J. Med. Chem., 23:1392-1388, (1880); Jennings-White, et al.,
Tetrahedron Lett. 23:2533 (1982); Szelke, et al., Solicitud Europea EP 45665
(1882); Holladay, et al., Tetrahedron Lett., 24:4401-4404 (1883); y Hruby, Life
Sci., 31:189-199 (1982); cada una de las cuales se incorpora en la presente
como referencia. Un enlace no peptidico particularmente preferido es -
CHzNH-. Tales miméticos peptidicos pueden tener ventajas significativas con
respecto a las modalidades polipeptidicas incluyendo, por ejemplo: produccién

mas econdmica, mayor estabilidad quimica, propiedades farmacoldgicas
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mejoradas (vida media, absorcion, potencia, eficacia, efc.), especificidad
alterada (por ejemplo, un amplio espectro de actividades biolégicas),
antigenicidad reducida y otras. El marcado de dos peptidomiméticos
usualmente involucra la unién covalente de una o mas marcas, directamente o
a fravés de un separador (por ejemplo, un grupoc amida), en posiciones no
interfirientes del peptidomimético que se predicen mediante datos
cuantitativos de actividad de la estructura y/o modelado molecular. Tales
posiciones no interfirientes generalmente son posiciones que no forman
contactos directos con las macromoléculas (por ejemplo, moléculas de la
superfamilia de la inmunoglobulina) a las cuales el peptidomimético se une
para producir el efecto terapéutico. La derivacién (por ejemplo, marcado) de
los peptidomiméticos no debe interferir sustancialmente con la actividad
biolégica o farmacolégica deseada del peptidomimético. Generalmente, los
peptidomiméticos de los péptidos que se unen al receptor se unen al receptor
con afta afinidad y poseen actividad bioldgica detectable (es decir, son
agonistas o antagonistas a uno 0 mas cambios fenotipicos mediados por el
receptor).

Las sustituciones sisteméticas de uno o mds aminodcidos de una
secuencia de consenso con un aminoécido D del mismo tipo (por ejemplo, D-
lisina en lugar de L-lisina), puede utilizarse para generar péptidos mas
estables. Ademas, los péptidos restringidos que comprenden una secuencia
de consenso o una variacion de la secuencia del consenso sustancialmente

idéntica, pueden generarse mediante métodos conocidos en la técnica (Rizo,
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et al., Ann. Rev. Biochem., 61:387 (18982), incorporada en la presente como
referencia); por ejemplo, agregando residuos internos de cistefna capaces de
formar puentes de disulfuro intramoleculares que ciclan el péptido.

“Marca detectable” se refiere a materiales, los cuales cuando se
unen de manera covalente a los compuestos peptidicos de esta invencién,
permiten la deteccidon de los compuestos peptidicos in vivo en el paciente, a
quien se le ha administrado el compuesto peptidico. Las marcas detectables
adecuadas son bien conocidas en la téchica e incluyen, a manera de ejemplo,
radioisétopos, marcas fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina) y lo similar. La
marca detectable particular empleada no es critica, y se selecciona con
relacién a la cantidad de marca a emplearse, asl como la toxicidad de la
marca a la cantidad de marca empleada. La seleccidn de la marca con
relacién a tales factores, esta dentro de la experiencia en la técnica.

La unién covalente de la marca detectable al compuesto
peptidico, se logra mediante métodos convencionales bien conocidos en la
técnica. Por ejemplo, cuando se emplea el radioisétopo 2%l como la marca
detectable, la unién covalente de! '%| al compuesto peptidico puede lograrse
incorporando el aminoacido tirosina en el compuesto peptidico y a
continuacién yodando el compuesto peptidico (véase, por ejemplo, Weaner, et
al., Synthesis and Applications of Isotopically Labelled Compounds, pp. 137-
140 (1984)). La incorporacibn de la tirosina en el término N o C del
compuesto peptidico, puede lograrse mediante una quimica bien conocida.

De igual manera, el *-P puede incorporarse en el compuesto peptidico como

26
»
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una porcidn fosfato a través de, por ejemplo, un grupo hidroxilo en el

compuesto peptidico, utilizando la quimica convencional.

IL. Generalidades

La presente invencién proporciona compuestos que se unen a y
activan el TPO-R o se comportan de otra manera como un agonista de la
TPO. Estos compuestos peptidicos incluyen compuestos peptidicos “lideres”
y compuestos peptidicos “derivados®, construidos para tener la misma o
similar estructura o forma molecular que los compuestos peptidicos lider, pero
que difieren de los compuestos peptidicos lider con respecto a la
susceptibilidad a la hidrédlisis o protedlisis y/o con respecto a otras
propiedades biolégicas, tales como una afinidad incrementada por el receptor.
La presente invencidn también proporciona composiciones que comprenden
una cantidad efectiva de un compuesto peptidico, y mas particulammente, un
compuesto peptidico que es utii para tratar trastornos hematoldgicos, y
particularmente, trombocitopenia asociada con quimioterapia, terapia con
radiacion o transfusiones de médula ésea.

Se encontré6 que el compuesto peptidico del nicleo puede
comprender una secuencia de aminoacidos: (SEQ ID NO:2) Xg Xs G X3 X2 X3
X4 Xs Xg X7, en donde Xg puede ser p-(2-naftil)alanina y en donde Xp es A, C,
EEGLLMPRQSToV,yXgesA, C.D,EKLQRSToV. De
manera mas preferida, Xges Aol; y Xses D, E 0 K. Ademés X;esC,L, M, P,
QV, XzesF,K,LLN,QR,S,ToV;X;esC,F,,LLM\R, S, VoW X, es

LN
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cualquiera los 20 aminoécidos L codificados genéticamente; Xs es A, D, E, G,
KMQRSTVoY;yX;esC,G LKL M,N RoV.

Sin embargo, como se describe ademas en la presente, s ha
encontrado que reemplazando Xg con PB-(2-naftil)alanina, el compuesto
proporciona diferentes propiedades del compuesto que contiene pB-(1-
naftillalanina. En consecuencia, un péptido particularmente preferido incluye
la secuencia de aminoécidos (SEQ ID NO4): IEGPTLRQ(2-Na) LAAR
{Sar).

En otra modalidad, los compuestos peptidicos de la presente
invencién se dimerizan u oligomerizan de manera preferida para incrementar
la afinidad y/o actividad de los compuestos. Un ejemplo de un compuesto

peptldico dimerizado preferido incluye, de manera no exclusiva, lo siguiente:

K(NH,)
IEGP TLRQ(2-Nal)L AAR -X,{

en donde X,p 8 un residuo de sarcosina o p-alanina (SEQ ID
NO: 7). Deberé notarse que un residuo Xio puede ser sarcosina y el otro
residuo puede ser p-amlanina. La estructura anterior también puede
representarse mediante lo siguiente: (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX10)2K-NHa.

Un compuesto peptidico preferido es como sigue:
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IEGPTLRQ(2Nal)L A AR—(Sar)

K(NH2)
IEGPTLRQ(2-Nal)L A AR~-(Sar)

en donde (2-Nal) es B-(2-naftil)alanina y (Sar) es sarcosina (SEQ
ID NO:7). Este compuesto peptidico se refiere en la presente como el
“Compuesto No. 1 de TPO".

Los compuestos peptidicos que tienen una Clsp mayor que
aproximadamente 100 mM, carecen de suficiente unién para permitir el uso en
aspectos de diagnéstico o terapéuticos de esta invencién. De manera
preferida, para propdsitos de diagndstico, los compuestos peptidicos tienen
una Cly de aproximadamente 2 mM © menos, y para propdsitos
farmacéuticos, los compuestos peptidicos tienen una Cls de
aproximadamente 100 yM o menos.

La Figura 1 compara la actividad de tres diferentes lotes del
Compuesto No. 1 de TPO con un lote del compuesto peptidico de la técnica
anterior, utilizando técnicas de ensayo con unidades luminiscentes relativas
estandar. El ensayo emplea células murinas modificadas genéticamente para
expresar de manera estable el receptor de la TPO humana y un constructo
reportero de luciferasa dirigido por el promotor fos. La diferencia entre el
Compuesto No. 1 de TPO y el compuesto peptidico de la técnica anterior es
que el compuesto peptidico de la técnica anterior tiene una p-(1-naftil)alanina

(1-Nal), en donde la (2-Nal) estd en el Compuesto No. 1 de TPO. EI
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Compuesto No. 1 de TPO se refiere como 2-Nal, y el compuesto peptidico de
la técnica anterior se refiere como 1-Nal (técnica anterior en la Figura 1).
Como se muestra en la Figura 1, la actividad es similar para cada compuesto.

La Figura 2 compara la actividad de varios lotes diferentes del
Compuesto No. 1 de TPO PEGilado (la pegilacién de los compuestos de la
presente invencion se describe con mayor detalle a continuacién), con varios
lotes del compuesto peptidico PEGilado de la técnica anterior. Ambos lotes
de los compuestos peptidicos PEGilados de la técnica anterior muestra alta
actividad con esenciaimente el mismo nivel de actividad que el compuesto
peptidico no PEGilado de la técnica anterior. Las lineas restantes ilustran la
actividad de diferentes lotes del Compuesto No. 1 de TPO PEGilado. Como
se muestra en la Figura 2, en este modelo, el (iltimo tiene menos actividad con
relacion a los compuestos peptidicos PEGilados de la técnica anterior. El
Compuesto No. 1 de TPO PEGilado se refiere como PEG-2-Nal y el
compuesto peptidico PEGilado de la técnica anterior se refiere como PEG-1-
Nal (Técnica Anterior) en la Figura 2.

La Figura 3 demuestra la potencia relativa de un péptido
PEGilado de la técnica anterior y el Compuesto No. 1 de TPO PEGilado.
Mediante un modelo de rata, la Figura 3 muestra el cambio in vivo en los
conteos de plaquetas después de la administracién del compuesto peptidico
PEGilado de la técnica anterior y el Compuesto No. 1 de TPO PEGilado.
Como se muestra por la Figura 3, la dosis mas alta del Compuesto No. 1 de

TPO PEGilado, tiene la misma actividad que la dosis més baja del compuesto
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peptidico PEGilado de la técnica anterior. Un compuesto menos potente
puede proporcionar un estimulo menos dramatico a la célula objetivo, lo cual
podria reducir el riesgo de efectos laterales causados por la sobreestimulacion
de la célula objetivo, tal como trombocitopenia exacerbada, después del ciclo
subsiguiente de quimioterapia. El Compuesto No. 1 de TPO PEGilado se
refiere como PEG-2-Nal y el compuesto peptidico PEGilado de la técnica
anterior se refiere como PEG-1-Nal (Técnica Anterior) en la Figura 3.

Las Figuras 4 y 5 muestran los resultados de un estudio de
respuesta a |la dosis cabeza a cabeza de un compuesto peptidico PEGilado de
la técnica anterior y el Compuesto No. 1 de TPO PEGilado en ratones
normales. El Compuesto No. 1 de TPO PEGilado se refiere como PEG-2-Nal
y el compuesto peptl;iico PEGilado de la técnica anterior se refiere como
PEG-1-Nal (Técnica Anterior) en las Figuras 4 y 5. La Figura 4 muestra los
incrementos en los niveles de plaquetas y la Figura 5 muestra el Volumen
Medio de las Plaquetas, seis (8) dlas después del tratamiento. El intervalo de
la dosis fue de 10 a 3000 ug/kg. Ambos compuestos peptidicos incrementan
el nimero de plaquetas circulantes de una manera dependiente de la dosis
con incrementos relativos para el grupo de control observados a dosis tan
bajas como 30 ug/kg para ambos compuestos. A la respuesta méxima, estos
compuestos peptidicos elevaron los contecs de paquetas a niveles que fueron
hasta 4 veces mayores que los valores de control. Las curvas de dosis-

respuesta para estos compuestos peptidicos fueron muy similares, indicando

W ®
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que en este modelo esenciaimente no hubo diferencia entre los dos articulos

de prueba basandose en estos puntos finales.

L. Preparacion de los compuestos peptidicos

A Sintesis en fase sdlida

Los compuestos peptidicos de la invencién pueden prepararse
mediante métodos clasicos conocidos en la técnica, por ejemplo, utilizando
técnicas estandar en fase sdlida. Los métodos estandar incluyen métodos de
sintesis exclusiva en fase sdlida, sintesis parcial en fase sélida, condensacion
fragmentada, sintesis en solucién clasica, e incluso mediante tecnologia de
ADN recombinante. Véase, por ejemplo, Memifield, J. Am. Chem. Soc.,
85:2149 (1963), incorporada en la presente como referencia. En la fase
sdlida, la sintesis comienza tipicamente desde el extremo C terminal del
péptido, utilizando una resina protegida con un alfa-amino. Una materia prima
adecuada puede prepararse, por ejemplo, uniendo el alfa-aminoécido
requerido a una resina clorometilada, o una resina de hidroximetilo o una
resina de benzhidrilamina. Tal resina clorometilada se vende bajo la marca
BIO-BEADS SX-1 por Bio Rad Laboratories, Richmond, CA, y la preparacién
de la resina de hidroximetilo se describe por Bodonszky, et al., Chem. Ind.
(Londres), 38:1597 (1966). La resina de benzhidrilamina (BHA) se ha descrito
por Pietta y Marshall, Chem. Commn., 650 {(1870), y estd comercialmente
disponible de Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, Calif., en la forma de

clorhidrato.
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Asl, los compuestos peptidicos de la invencién pueden
prepararse acoplando un aminoécido protegido con un alfa-amino a la resina
clorometilada con la ayuda de, por ejemplo, catalizador de bicarbonato de
cesio, de acuerdo con el método descrito por Gisin, Helv. Chim. Acta.,
56:1467 (1973). Después del acoplamiento inicial, el grupo protector alfa-
amino se elimina mediante una eleccién de reactivos, incluyendo soluciones
de 4cido trifluoroacético (TFA) o 4cido clorhidrico (HCI) en solventes organicos
a temperatura ambiente.

Los grupos protectores alfa-amino son aquélios conocidos por
ser (tiles en la técnica de la sintesis paso a paso de los péptidos. Se incluyen
los grupos protectores del tipo acilo (por ejemplo, formilo, trifluoroacetilo,
acefilo), los grupos protectores del tipo uretano aromaético (por ejemplo,
benciloxicarbonilo (Cbz) y Cbz sustituido), grupos protectores de uretano
alifatico (por ejemplo, t-butiloxicarbonilo (Boc), isopropiloxicarbonilo,
ciclohexiloxicarbonilo) y grupos protectores del tipo alquilo (por ejemplo,
bencilo, trifenilimetilo). Boc y Fmoc son los grupos protectores preferidos. El
grupo protector de la cadena lateral permanece intacto durante el
acoplamiento y no se separa durante la desproteccion del grupo protector del
término amino o durante el acoplamiento. El grupo protector de la cadena

lateral debe ser eliminable tras la terminacion de la sintesis del péptido final y

_bajo las condiciones de reaccién que no alterardn el péptido objetivo.

Los grupos protectores de la cadena lateral para Tyr incluyen
tetrahidropiranilo, ter-butilo, tritilo, bencilo, Cbz, Z-Br-Cbz y 2,5-diclorobencilo.
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Los grupos protectores de la cadena Iateljal para Asp incluyen bencilo, 2,6-
diclorobencilo, metilo, etilo y ciclohexilo. Los grupos protectores de la cadena
lateral para Thr y Ser incluyen acetilo, benzoilo, tritilo, tetrahidropiranilo,
bencilo, 2,8-diclorobencilo y Cbz. El grupo protector de la cadena [ateral para
Thr y Ser es bencilo. Los grupos protectores de la cadena lateral para Arg
incluyen nitro, Tosilo (Tos), Cbz, adamantiloxicarbonil mesitoilsulfonilo (Mis) o
Boc. Los grupos protectores de la cadena lateral para Lys incluyen Cbz, 2-
clorobenciloxicarbonilo (2-Cl-Cbz), 2-bromobenciloxicarbonilo (2-BrCbz), Tos o
Boc.

Después de la eliminacién del grupo protector alfa-amino, los
aminoacidos protegidos restantes se acoplan paso a paso en el orden
deseado. Se utiliza generalmente un exceso de cada aminodcido protegido
con un activador del grupo carboxilo apropiado, tal como
diciclohexilcarbodiimida (DCC) en solucién, por ejemplo, en mezclas de
cloruro de metileno (CHzCIz), dimetil formamida (DMF).

Después de que la secuencia de aminoéacidos deseada se ha
terminado, el péptido deseado se desacopla del soporte de la resina mediante
el tratamiento con un reactivo tal como &cido trifluoroacético o fluoruro de
hidrégeno (HF), el cual no sélo escinde el péptido de la resina, sino también
escinde todos los grupos protectores de la cadena lateral restantes. Cuando
se utiliza la resina clorometilada, el tratamiento con fluoruro de hidrégeno
resulta en la formacién de los acidos peptidicos libres. Cuando se utiliza

resina de benzhidrilamina, el tratamiento con fluoruro de hidrégeno resulta

2A
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directamente en la amida peptidica libre. De manera altema, cuando se
emplea la resina clorometilada, el péptido protegido de la cadena lateral
puede desacoplarse mediante el tratamiento de la resina peptidica con
amoniaco para dar la amida protegida de la cadena lateral deseada o con una
alquilamina para dar una alquilamida o dialquilamida protegida de la cadena
lateral. La proteccién de la cadena lateral se elimina a continuacién de la
manera usual mediante tratamiento con fluoruro de hidrégeno para
proporcionar las amidas, alquilamidas o dialquilamidas libres.

Estos procedimientos de sintesis peptidica en fase solida son
bien conocidos en la técnica, y se describen ademas por John Morrow Stewart
y Janis Dillaha Young, Solid Phase Peptide Syntheses (2a Ed., Pierce
Chemical Company, 1984).

B. _Aminoécidos sintéticos

Estos procedimientos también pueden utilizarse para sintetizar
péptidos en los cuales los aminoacidos diferentes a los 20 aminoéacidos
naturales codificados genéticamente, estan sustituidos en una, dos o0 més
posiciones de cualquiera de los compuestos de 1a invencion.

Uno puede reemplazar las cadenas laterales naturales de los 20
aminoacidos codificados genéticamente (o aminoacidos D), con otras cadenas
laterales, por ejemplo, con grupos tales como alquilo, alquilo inferior, alquilo
ciclico de 4, 5, 6 a 7 miembros, amida, amida alquilo inferior, amida di(alquilo

inferior), alcoxi inferior, hidroxi, carboxi y los derivados de éster inferior de los
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mismos, y con un grupo heterocliclico de 4, 5, 6 a 7 miembros. En particular,
pueden emplearse los andlogos de prolina en los cuales el tamafio del anillo
del residuo de prolina se cambia de 5 miembros a 4, 8 6 7 miembros. Los
grupos ciclicos pueden ser saturados o no saturados, y si no estan saturados,
pueden ser aromaticos o no arométicos. Los grupos heterociclicos contienen
de manera preferida uno o mas heteroatomos de nitrégeno, oxigeno y/o
azufre. Los ejemplos de tales grupos incluyen el furazanilo, furilo,
imidazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, isotiazolilo, isoxazolilo, morfolinilo
(por ejemplo, morfolino), oxazolilo, piperacinilo (por ejemplo, 1-piperacinilo),
piperidilo (por ejemplo, 1-piperidilo, piperidino), piranilo, piracinilo,
pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridacinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo
(por ejemplo, 1-pirrolidinilo), pirrolinilo, pirrolilo, tiadiazolilo, tiazolilo, tienilo,
tiomorfolinilo (por ejemplo, tiomorfolino) y triazolilo. Estos grupos
heterociclicos pueden estar sustituidos o no sustituidos. En donde un grupo
esta sustituido, el sustituyente puede se alquilo, alcoxi, halbgeno, oxigeno o
fenilo sustituido o no sustituido.

Uno también puede modificar facilmente los péptidos de la
presente invencién mediante fosforilacién (véase, por ejemplo, W. Bannwarth,
et al., Biorganic and Medicinal Chemistry Letters, 6(17):2141-2146 (19986)), y
otros métodos para hacer derivados peptidicos de los compuestos de la
presente invencién, como se describe en Hruby, et al., Biochem. J.,

268(2).240-262 (1990). Asl, los compuestos peptidicos de la invencién
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también sirven como una base para preparar miméticos peptidicos con

actividad biologica similar.

Aquellos con experiencia en la técnica reconocerdn que esta
disponible una variedad de técnicas para construir compuestos peptidicos con
la misma o similar actividad biolégica deseada que el compuesto peptidico
correspondiente, pero con una actividad mas favorable que el compuesto
peptidico con respecto a la solubilidad, estabilidad y susceptibilidad a hidrélisis
y protedlisis. Véase, por ejemplo, Morgan, et al.,, Ann. Rep. Med. Chem.,
24:243-252 (1889). Lo siguiente describe métodos para preparar compuestos
peptidicos modificados en el grupo amino N terminal, el grupo carboxilo C
terminal y/o cambiar uno 0 mas enlaces amida en el péptido a un enlace que
no es de amido. Se entendera que dos o mas de tales modificaciones pueden
acoplarse en una estructura del compuesto peptidico (por ejemplo,
modificacién en el grupo carboxilo C terminal e inclusidn de un enlace

carbamato -CHz- entre dos aminoacidos en el compuesto peptidico).

1. Mcdificaciones N terminales

Los compuestos peptidicos tipicamente se sintetizan como el
écido libre pero, como se indic6é anteriormente, pueden prepararse faciimente
como la amida o el éster. Uno también puede modificar los términos amino

ylo carboxi de los compuestos peptidicos de la invencién, para producir otros
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compuestos de la invenclén. Las modificaciones del término amino incluyen
metilacion, acetilacién, adicion de un grupo benciloxicarbonilo o bloqueo del
término amino con cualquier grupo de bloqueo que contenga una
funcionalidad carboxilato definida por RCOO-, en donde R se selecciona del
grupo que consiste de natftilo, acridinilo, esteroidilo y grupos similares. Las
modificaciones del término carboxi incluyen reemplazar el acido libre con un
grupo carboxamida o formar una lactama ciclica en el término carboxi para
introducir restricciones estructurales.

Las modificaciones del término amino son como se expuso
anteriormente, e incluyen ailquilacién, acaftill_acian. adicion de un grupo
carbobenzoilo, formacién de un grupo succinimida, etc. (Véase, por ejemplo,
Murray, et al., Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery, 5a ed., Vol.
1, Manfred E. Wolf, ed., John Wiley and Sons, Inc. (1995)). Especificamente,
el grupo amino N terminal puede hacerse reaccionar como sigue:

(a) para formar un grupo amida de la formula RC(O)NH-, en
donde R es como se defini6é anteriomente mediante la reaccién con un haluro
acido o un anhidrido simétrico. Tipicamente, la reaccién puede conducirse
poniendo en contacto cantidades aproximadamente equimolares o en exceso
(por ejemplo, aproximadamente 5 equivalentes) de un haluro 4acido con el
péptido en un diluyente inerte (por ejemplo, diclorometano), de manera
preferida que contenga un exceso (por ejemplo, aproximadamente 10
equivalentes) de una amina terciaria, tal como diisopropiletilamina, para

eliminar el &cido generado durante la reaccién. Las condiciones de reaccion
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son de otra manera convencionales (por ejemplo, temperatura ambiente
durante 30 minutos). La alquilacién del amino terminal para proporcionar una
sustitucion N del alquilo inferior seguida por la reacciéon con un haluro acido,
como se describié anteriormente, proporcionard un grupo N alquil amida de fa
formula RC(O)NR-;

(b) para formar un grupo succinimida mediante la reaccion
con anhldrido succinico. Como anteriormente, puede emplearse una cantidad
aproximadamente equimolar o0 un exceso de anhidrido succinico (por ejemplo,
aproximadamente 5 equivalentes) y el grupo amino se convierte a succinimida
mediante métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo el uso de un
exceso (por ejemplo, diez equivalentes) de una amina terciaria tal como
diisopropiletlamina en un solvente inerte adecuado (por ejemplo,
diclorometano). Véase, por ejemplo, Wollenberg, et al., Patente de E.U.A. No.
4,812,132, la cual se incorpora en la presente como referencia en su totalidad.
Se entiende que el grupo succinico puede sustituirse con, por ejemplo,
sustituyentes alquilo o -SR que se preparan de una manera convencional para
proporcionar la succinimida sustituida en el término N del péptido. Tales
sustituyentes alquilo se preparan mediante la reaccién de una olefina inferior
con anhidrido maleico de la manera descrita por Wollenberg, et al., supra y los
sustituyentes -SR se preparan mediante la reaccién de RSH con anhidrido
maleico, en donde R es como se definié anteriomente;

(c) para formar un grupo benciloxicarboni-NH- o

benciloxicarbonil-NH- sustituido, mediante la reaccién con aproximadamente
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una cantidad equivalente o un exceso de CBZ-Cl (es decir, cloruro de
benciloxicarbonilo) ¢ un CBZ-Cl sustituido en un diluyente inerte adecuado
(por ejemplo, diclorometano) que contiene de manera preferida una amina
terciaria para eliminar el acido generado durante la reaccién;

(d) para formar un grupo sulfonamida mediante la reaccién
coh una cantidad equivalente o un exceso (por ejemplo, 5 equivalentes) de R-
S(0)2Cl en un diluyente inerte adecuado (diclorometano), para convertir la
amina terminal en una sulfonamida, en donde R es como se definié
anteriormente. De manera preferida, el diluyente inerte contiene un exceso de
amina terciaria (por ejemplo, diez equivalentes), tal como diisopropiletilamina,
para eliminar el acido generado durante la reaccién. Las condiciones de
reaccibn son de otra manera convencionales (por ejemplo, temperatura
ambiente durante 30 minutos);

(e) para formar un grupo carbamato mediante la reaccién con
una cantidad equivalente o un exceso (por ejemplo, 5 equivalentes) de
R-OC(O)Cl o R-OC{O)OCgH4-p-NOz en un diluyente inerte adecuado (por
ejemplo, diclorometano), para convertir la amina terminal en un carbamato, en
donde R es como se defini6 anteriormente. De manera preferida, el diluyente
inerte contiene un exceso (por ejemplo, diez equivalentes) de una amina
terciaria, tal como diisopropiletilamina, para eliminar cualquier acido generado
durante la reacciébn. Las condiciones de reaccién son de ofra manera

convencionales (por ejemplo, temperatura ambiente durante 30 minutos); y
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)] para formar un grupo urea mediante la reaccién con. una
cantidad equivalente o un exceso (por ejempio, 5 equivalentes) de R-N=C=0
en un diluyente inerte adecuado (por ejemplo, diclorometano), para convertir
la amina terminal en un grupo urea (es decir, RNHC(O)NH-), en donde R es
como se defini6 anteriormente. De manera preferida, el diluyents inerte
contiene un exceso (por ejemplo, aproximadamente diez equivalentes) de una
amina terciaria, tal como diisopropiletiiamina. Las condiciones de reaccién
son de otra manera convencionales (por ejemplio, temperatura ambiente

durante aproximadamente 30 minutos).

2. Modificaciones C Terminales

En la preparacion de los compuestos peptidicos en donde el
grupo carboxilo C terminal est4 reemplazado por un éster (es decir,-C(O)OR
en donde R es como se definié anteriomente), se emplean las resinas
utilizadas para prepara los écidos peptidicos, y el péptido protegido de la
cadena lateral se escinde con una base y un alcohol apropiado, por ejemplo,
metanol. Los grupos proteciores de la cadena lateral se eliminan de la
manera usual mediante tratamiento con fluoruro de hidrégeno para obtener el
éster deseado.

En la preparacion de los compuestos peptidicos en donde el
grupo carboxilo C terminal est4 reemplazado por la amida -C{O)NR°R*, se
utiliza una resina de benzhidrilamina como el soporte sélido para la sintesis

peptidica. Tras ia terminacidn de la sintesis, el tratamiento con fluoruro de

5 F



10

15

20

36

hidrégeno para liberar el péptido del soporte resulta directamente en la amida
del péptido libre (es decir, el término C es -C(O)NH2). De manera alterna, el
uso de la resina clorometilada durante la sintesis peptidica, acoplada con
amoniaco para escindir el péptido protegido de la cadena lateral del soporte,
proporciona la amida del péptido libre y la reaccién con una alquilamina o una
dialquilamina proporciona una alquilamida o dialquilamida protegida de la
cadena lateral (es decir, el término C es -C(O)NRR', en donde R y R! son
como se definié anteriormente). La proteccién de la cadena lateral se elimina
de la manera usual mediante tratamiento con fluoruro de hidrégeno para
proporcionar las amidas, alquilamidas o dialquilamidas libres.

Uno también puede ciclar los compuestos peptidicos de la
invencién, o incorporar un residuo desamino o descarboxi en los términos del
compuesto peptidico, de manera que no hay un grupo amino o carboxilo
terminal, para disminuir la susceptibilidad a las proteasas o para restringir la
conformacién del compuesto peptidico. Los grupos funcionales C terminales
de los compuestos peptidicos de la presente invencién incluyen amida, amida
alquilo inferior, amida di(alquilo inferior), alcoxi inferior, hidroxi y carboxi, y los
derivados del éster inferior de los mismos, y las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Ademas de las anteriores modificaciones N terminales y C
terminales, los compuestos peptidicos de la invencidn, incluyendo los
peptidomimeéticos, pueden modificarse de manera ventajosa con o acoplarse

de manera covalente a uno o mas de una variedad de polimeros hidrofilicos.
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Se ha encontrado que cuando los compuestos peptidicos se derivan con un
polimero hidrofilico, su solubilidad y vidas medias en circulacidon se
incrementan y su inmunogenicidad se enmascara. Lo anterior puede lograrse
con poca, si la hay, disminucién en su actividad de unién. Los polimeros no
proteindceos adecuados para utilizarse de acuerdo con la presente invencién
incluyen, de manera no exclusiva, polialquiléteres, como se ejemplifica por el
polietilenglicol y el polipropilenglicol, écido polilactico, acido poliglicolico,
polioxialquenos, alcohol polivinllico, polivinilpirrolidona, celulosa y derivados
de celulosa, dextrano y derivados de dextrano, etc. Generaimente, tales
polimeros hidrofllicos tienen un peso molecular promedio que varla de
aproximadamente 500 a aproximadamente 100,000 daltons, de manera mas
preferida de aproximadamente 2,000 a aproximadamente 40,000 daltons e
incluso de manera mas preferida, de aproximadamente 5,000 a
aproximadamente 20,000 daltons. En las modalidades preferidas, tales
polimeros  hidrofllicos tienen pesos moleculares promedio de
aproximadamente 5,000 daltons, 10,000 daltons y 20,000 daltons.

Los compuestos peptidicos de la invencion pueden derivarse con
o acoplarse con tales polimeros utilizando cualquiera de los métodos
expuestos en Zallipsky, S., Bioconjugate Chem., 6:150-165 (1995); Monfardini,
C, et al, Bioconjugate Chem., 6:62-89 (1995); Patente de E.U.A. No.
4,640,835, Patente de E.U.A. No. 4,406689; Patente de E.U.A. No.
4,301,144; Patente de E.UA. No. 4,670417; Patente de E.U.A. No.

%2
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4,791,192; Patente de E.U.A. No. 4,179,337 o WO 85/34326, todas las cuales
se incorporan como referencia en su totalidad en la presente.

En una modalidad actuaimente preferida, los compuestos
peptidicos de la presente invencidon se derivan con polietilenglicol (PEG). El
PEG es un polimero lineal, soluble en agua, de unidades que se repiten de
Oxido de etileno con dos grupos hidroxilo terminales. Los PEG se clasifican
por sus pesos moleculares, que varfan tipicamente de aproximadamente 500
daltons a aproximadamente 40,000 daltons. En una modalidad actualmente
preferida, los PEG empleados tienen pesos moleculares que varia de 5,000
daltons a aproximadamente 20,000 daltons. Los PEG acoplados a los
compuestos peptidicos de la presente invencién pueden ser ramificados o no
ramificados. (Véase, por ejemplo, Monfardini, C., et al., Bioconjugate Chem.,
6: 62-68 (19085)). Los PEG estan comercialmente disponibles de Shearwater
Polymers, Inc. (Huntsville, Ala.), (ahora parte de Nektar Therapeutics (San
Carlo, CA), Sigma Chemical Co. y otras compalfilas. Tales PEG incluyen, de
manera no  exclusiva, monometoxipolietilenglicol (MePEG-OH),
monometoxipolietilenglicol-succinato (MePEG-S), monometoxipolietilenglicol-
succinato de succinimidilo (MePEG-S-NHS), monometoxipolietilenglicol-amina
(MePEG-NHz), monometoxipolietilenglicol-tresilato  (MePEG-TRES) y
monometoxipolietilenglicol-imidazolil-carbonilo (MePEG-IM).

De manera breve, en una modalidad, el polimero hidrofllico que
se emplea, por ejemplo, PEG, estd coronado, de manera preferida, en un

extremo con un grupo no reactivo tal como un grupo metoxi o etoxi.
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Posteriormente, el polimero se activa en el otro extremo mediante la reaccién

. con un agente activante adecuado, tal como haluros ciandricos (por ejemplo,

cloruro, bromuro o fluoruro ciantrico), diimadozle, un reactivo anhidrido (por
ejemplo, un anhidrido dihalosuccinico, tal como anhidrido dibromosuccinico),
acil azida, éter p-diazoiobencilico, 3-(p-diazoniofenoxi)-2-hidroxipropiléter) y lo
similar. El polimero activado se hace reaccionar a continuacién con un
compuesto peptidico de la presente invencién para producir un compuesto
peptidico derivado con un polimero. De manera altema, un grupo funcional en
los compuestos peptidicos de la invenciébn puede activarse para la reaccion
con el polimero, o los dos grupos pueden unirse en una reaccién de
acoplamiento concertado utilizando métodos de acoplamiento conocidos. Se
apreciara faciimente que los compuestos peptidicos de la invencién pueden
derivarse con PEG utilizando una mirlada de otros esquemas de reaccion
conocidos por, y utilizados por aquellos con experiencia en la técnica.

Cuando estos compuestos peptldicos se derivan con un polimero
hidrofilico, su solubilidad y vidas medias en circulacién se incrementan y su
inmunogenicidad disminuye. Lo anterior puede lograrse con poca, si la hay,
pérdida de su actividad biolégica. En las modalidades preferidas, los péptidos
derivados tienen una actividad que es 0.1 a 0.01 veces aquélla de los péptidos
no modificados. En las modalidades mas preferidas, los péptidos derivados
tienen una actividad que es 0.1 a 1 vez aquélla de los péptidos no
modificados. En las modalidades atin més.-preferidas, los péptidos derivados

tienen una actividad que es mayor que la de los péptidos no modificados.

Y-
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D. Modjificaciones de la Cadena Principal

Otros métodos para hacer los derivados peptidicos de los
compuestos de la presente invencién se describen en Hruby, et al., Biochem
J., 268 (2): 249-262 (1990), incorporada en la presente como referencia. Asl,
los compuestos peptidicos de la invencién también sirven como modelos
estructurales para los compuestos no peptidicos con una actividad biolégica
similar. Aquellos con experiencia en la técnica reconocerdn que esta
disponible una variedad de técnicas para construir compuestos con la misma
o similar actividad biolégica deseada, como la del compuesto peptidico lider,
pero con una actividad mas favorable que la del lider con respecto a la
solubilidad, estabilidad y susceptibilidad a la hidrélisis y la protedlisis. Véase,
Morgan, et al., Ann. Rep. Med. Chem., 24:243-252 (1989), incorporada en la
presente como referencia. Estas técnicas incluyen reemplazar [a cadena
principal peptidica con una cadena principal compuesta de fosfonatos,
amidatos, carbamatos sulfonamidas, aminas secundarias, y N-
metilaminoécidos.

Los reactivos adecuados incluyen, por ejemplo, andlogos de
aminoacidos en donde el grupo carboxilo del aminoédcido se ha reemplazado
con una porcidn adecuada para formar uno de ios enlaces anteriores.

De manera similar, el reemplazo de un enlace amido en el
péptido con un enlace fosfonato puede lograrse de la manera expuesta en las
Patentes de E.U.A. Nos. 5,359,115 y 5,420,328, las descripciones de las

cuales se incorporan en la presente como referencia en su totalidad.

Ab
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E. Formacién del Enlace Disulfuro

Los compuestos de la presente invencién pueden existir en una
forma ciclizada con un enlace disulfuro inframolecular entre los grupos tiol de
las cisteinas incorporadas, si estdn presentes. De manera alterna, puede
producirse un enlace disulfuro intermolecular entre los grupos tiol de las
cistelnas, para proporcionar un compuesto dimérico (u oligomérico superior).
Uno o mas de los residuos de cisteina también pueden sustituirse con una

homocistelna.

IV. Utilidad

Los compuestos peptidicos de la invenciobn son Utiles in vitro
como herramientas (nicas para entender el papel bioldgico de la TPO,
incluyendo la evaluacién de muchos factores que se piensa influyen y son
influenciados por la produccién de la TPO y el proceso de unién al receptor.
Los presentes compuestos peptidicos también son (tiles en el desarrollo de
otros compuestos que se unen a, y activan el TPO-R, puesto que los
presentes compuestos peptidicos proporcionan informacién importante sobre
la relacién entre la estructura y la actividad que facilitaria tal desarrollo.

Los compuestos peptidicos también son (tiles como enlaces
competitivos en ensayos para seleccionar nuevos agonistas del receptor de la
TPO. En tales modalidades de ensayo, los compuestos peptidicos de la
invencidn pueden utilizarse sin modificacién o pueden modificarse en una

variedad de formas; por ejemplo, mediante marcado, tal como uniendo de
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manera covalents 0 no covalente una porcién, la cual proporciona directa o
indirectamente una sefial detectable. En cualquiera de estos ensayos, los
materiales de los mismos pueden marcarse directa o indirectamente. Las
posibilidades para el marcado directo incluyen grupos de marcas tales como:
radiomarcas tales como %], enzimas (Patente de E.U.A. No. 3,645,090) tales
como peroxidasa y fosfatasa alcalina, y marcas fluorescentes (Patente de
E.U.A. No. 3,940,475) capaz de verificar el cambio en [a intensidad de la
fluoreacencia, desplazamiento de la longitud de onda o polarizacién de la
fluorescencia. Las posibilidades para el marcado indirecto inciuyen Ia
biotinilacién de un constituyente, seguido por la unién a avidina acoplada a
uno de los grupos de marcas anteriores. Los compuestos peptidicos también
pueden incluir separadores o enlazantes en los casos en donde los
compuestos peptidicos se van a unir a un soporte sélido.

Ademas, basandose en su capacidad para unirse al receptor de
la TPO, los compuestos peptidicos de la presente invencion pueden utilizarse
como reactivos para detectar los receptores de la TPO en células vivientes,
células fijas, en fluidos biolbgicos, en homogenados de tejido, en materiales
biolégicos naturales, purificados, etc. Por ejemplo, marcando tales
compuestos peptidicos, uno puede identificar las células que tienen TPO-R en
sus superficies. Ademés, basédndose en su capacidad para unirse al receptor
de la TPO, los compuestos peptidicos de la presente invencién pueden
utilizarse en la tincién in situ, FACS (clasificacién celular activada por la

fluorescencia), Western blotting, ELISA, etc. Ademds, basédndose en su
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capacidad para unirse al receptor de la TPO, los compuestos peptidicos de la
presente invencién pueden utilizarse en la purificacion del receptor, o en la
purificacién de células que expresan los receptores de la TPO en la superficie
celular (o dentro de las células permeabilizadas).

Los compuestos peptl&icos de la presente invencion también
pueden utilizarse como reactivos comerciales para varios usos de
investigacion y diagnéstico médico. Tales usos incluyen de manera no
exclusiva: (1) uso como un estandar de calibracion para cuantificar las
actividades de los agonistas de la TPO candidatos, en una variedad de
ensayos funcionales; (2) uso para mantener la proliferacién y crecimiento de
lineas celulares dependientes de la TPO; (3) uso en anélisis estructural del
receptor de la TPO mediante cocristalizacién; (4) uso para investigar el
mecanismo de la transduccién de la sefial/activacién del receptor de la TPO; y
(5) otras aplicaciones de investigacién y diagnéstico en donde el receptor de
la TPO esté activado de manera preferida, o tal activacién es calibrada de
manera conveniente contra una cantidad conocida de un agonistade la TPO y
lo similar.

Los compuestos peptidicos de la presente invencién pueden
utilizarse para la expansion in vitro de los megacariocitos y sus progenitores
comprometidos, ambos en conjunto con citocinas adicionales o por sl solos.
Véase, por ejemplo, DiGiusto, et al., Publicacién del PCT No. 85/05843, la
cual se incorpora en la presente como referencia. La quimioterapia y las

teraplas con radiaciébn causan trombocitopenia al destruir la poblacion de
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megacariocitos mas madura, que se divide rapidamente. Sin embargo, estos
tratamientos terapéuticos también pueden reducir el nimero y la viabilidad de
las células precursoras del megacariocito, inmaduras, menos mitéticamente
activas. Asl, la mejora de la trombocitopenia por la TPO o los compuestos
peptidicos de la presente invencion puede acelerarse infundiendo a los
pacientes postquimioterapia o terapia con radiacién con una poblacién de sus
propias células enriquecidas con megacariocitos y precursores inmaduros
mediante el cultivo in vitro.

Los compuestos pepfidicos de la invencion también pueden
administrarse a animales de sangre caliente, incluyendo humanos, para
desactivar el TPO-R in vivo. Asi, la presente invencion abarca métodos para
el tratamiento terapéutico de trastomos relacionados con la TPO, que
comprenden administrar un compuesto peptidico de la invenciéon en
cantidades suficientes para imitar el efecto de la TPO en el TPO-R in vivo.
Por ejemplo, los compuestos peptidicos de la invencién pueden administrarse
para tratar una variedad de trastomos hematolégicos, incluyendo, de manera
no exclusiva a los trastomos de las plaquetas y la trombocitopenia,
particularmente cuando se asocia con transfusiones de médula osea, terapia
con radiacién y quimioterapia.

En algunas modalidades de la invencién, los antagonistas de la
TPO son, de manera preferida, administrados a pacientes que se someten a
quimioterapia o terapia con radiacién, seguido por la administracién de los

agonistas de la TPO de la invencién.

5
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La actividlad de los compuestos peptidicos de la presente
invenciéon puede evaluarse in vitro o in vivo en uno de los numerosos modelos
descritos en McDonald, Am. J. of Pediatric Hematology/Oncology, 14:8-21
(1982), que se incorpora en la presente como referencia.

De acuerdo con una modalidad, las composiciones de la
presente invencion son Utiles para tratar la trombocitopenia asociada con las
transfusiones de médula ésea, terapia con radiacidbn o quimioterapia. Los
compuestos peptidicos tipicamente se administraran profilacticamente antes
de la quimioterapia, terapia con radiacion o transplante de médula ésea o
después de tal exposicién.

En consecuencia, la presente invencién también proporciona
composiciones farmacéuticas que comprenden, como un ingredients activo, al
menos uno de los compuestos peptidicos de la invencién, en asociacién con
un portador o diluyente farmacéutico. Los compuestos peptidicos de esta
invencién pueden administrarse mediante rutas de administraciéon oral,
pulmonar, parenteral (inyeccidn intramuscular, intraperitoneal, intravenosa (IV)
o subcutédnea), inhalacién (via una formulacién de polvo fino), transdérmica,
nasal, vaginal, rectal o sublingual, y pueden formularse en formas de
dosificacion apropiadas para cada ruta de administracién. Véase, por
ejemplo, Bemnstein, et al., Publicacién de Patente del PCT No. WO 83/25221;
Pitt, et al., Publicaciéon de Patente del PCT No. WO 94/17784 y Pitt, et al.,
Solicitud de Patente Europea 613,683, cada una de las cuales se incorpora en

la presente como referencia.
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Las formas de dosificacion sélida para la administracion oral
incluyen cépsulas, tabletas, plidoras, polvos y granulos. En tales formas de
dosificacion sdlida, el compuesto peptidico activo se mezcla con al menos un
portador inerte farmacéuticamente aceptable, tal como sucrosa, lactosa o
almidén. Tales formas de dosificacién pueden comprender también, como es
nomal en la practica, sustancias adicionales diferentes a los diluyentes
inertes, por ejemplo, agentes lubricantes tales como estearato de magnesio.
En el caso de cépsulas, tabletas y plidoras, las formas de dosificacién pueden
comprender también agentes amortiguantes. Las tabletas y plldoras pueden
prepararse ademas con recubrimientos entéricos.

Las fomas de dosificacién liquida para la administracién oral
incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes farmacéuticamente
aceptables, con los ellxires que contienen diluyentes inertes utilizados
cominmente en la técnica, tales como agua. Ademas de tales diluyentes
inertes, las composiciones también pueden incluir adyuvantes, tales como
agentes humectantes, agentes emulsificantes y de suspensién, y agentes
edulcorantes, saborizantes y perfumantes.

Las preparaciones de acuerdo con esta invencién para la
administracién parenteral incluyen soluciones, suspensiones o emulsiones
estériles acuosas o0 no acuosas. Los ejemplos de solventes o vehiculos no
acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como
aceite de oliva y aceite de malz, gelatina y ésteres organicos inyectables, tales

como oleato de etilo. Tales formas de dosificacion pueden contener también



10

15

20

47

adyuvantes tales como agentes conservadores, humectantes, emulsificantes y
de dispersién. Pueden ser esterilizados, mediante por ejemplo, filtracién a
través de un filtro que retiene las bacterias, incorporando agentes
esterilizantes en las composiciones, irradiando l|as ' composiciones o
calentando las composiciones. Pueden también fabricarse utilizando agua
estéril, o algcin otro medio inyectable estéril, inmediatamente antes del uso.

Las composiciones para la administracién rectal o vaginal son de
manera preferida, supositorios que pueden contener, ademas de la sustancia
activa, excipientes tales como manteca de cacao o cera para supositorio. Las
composiciones para la administracibn nasal o sublingual tarn'blén $e preparan
con excipientes estdndar bien conocidos en la técnica.

Las composiciones que contienen los compuestos peptidicos
pueden administrarse para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En
aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente
que ya sufre de una enfermedad, como se describié anteriormente, en una
cantidad suficiente para curar o al menos detener parciaimente los sintomas
de la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada para lograr
esto se define como “dosis terapéuticamente efectiva® Las cantidades
efectivas para este uso dependeran de [a severidad de la enfermedad y el
peso y el estado general del paciente.

Las composiciones de la invencibn también pueden

microencapsularse mediante, por ejemplo, el método de Tice y Bibi (en
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Treatise on Controlled Drug Delivery, ed. A. Kydonieus, Marcel Dekker, New
York (1992), pp. 315-339).

En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen
los compuestos peptidicos de la invé.ncién. se administran a un paciente
susceptible de, o de ofra manera en riesgo de una enfermedad particular. Tal
cantidad se define como una "dosis proﬁlécticaménte efectiva®. En este uso,
las cantidades precisas dependen nuevamente del estado de salud del
paciente y del peso.

Las cantidades del compuesio peptidico, necesarias para una
terapia efectiva, variardn dependiendo de muchos factores diferentes,
incluyendo los medios de administracion, el sitio objetivo, el estado fisiologico
del paciente y otros medicamentos administrados. Asl, las dosificaciones del
tratamiento deberdn fitularse para optimizar la seguridad y la eficacia.
Tipicamente, las dosificaciones utilizadas in vitro pueden proporcionar una
gula atil para las cantidades (tiles para la administracion in situ de estos
reactivos. Las pruebas con animales de las dosis efectivas para el tratamiento
de trastomos particulares, proporcionardn una indicacién predictiva adicional
de la dosificacién en humanos. Varias consideraciones se describen, por
ejemplo, en Gilman, et al. (eds), Goodman y Gilman: The Phamacological
Basis of Therapeutics, 8a ed., Pergamon Press (1980); y Remington's
Pharmaceutical Sciences, 7a Ed., Mack Pu'blishing Co., Easton, Pa. (1985);

cada una de las cuales se incorpora aqul como referencia.
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Los compuestos peptidicos de esta invencién son efectivos para
tratar condiciones mediadas por la TPO cuando se administran a un intervalo
de dosificaciéon de aproximadamente 0.001 mg a aproximadamente 10 mg/kg
de peso corporal por dia. La dosis especlfica empleada se regula por la
condicion particular que estd siendo tratada, la ruta de administracidn, asl
como por el juicio del clinico que atiende, dependiendo de factores tales como
la severidad de la condicién, la edad y la condicién general del paciente y lo

similar.

EJEMPLO 1
Sintesis dica en fase sélida

Los compuestos peptidicos de la invencidn pueden sintetizarse,
por ejemplo, utilizando las técnicas de sintesis en fase sdlida de Merrifield
(véase, Steward y Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 2a edicién, Pierce
Chemical, Rockford, lil. (1984) y Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2148
(1983)) o un sintetizador de péptidos de Applied Biosystems Inc. Modelo 431A
0 433A. Los compuestos peptidicos pueden montarse utilizando protocolos
estdndar de Synth Assist™ 1.0.0 o Synth Assist™ 2.02 de Applied
Biosystems Inc. Cada acoplamiento puede‘malizarse durante 2 x 30 minutos,
con HBTU (hexafluorofosfato de  2-1H-benzatriazol-1-i)-1,1,3,3-
tetrametiluronio) y HOBt (1-hidroxibenzotriazol).

54 &
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La resina utilizada puede ser resina HMP, resina de (p-
hidroximetil fenoximetil) poliestireno o PAL (Milligen/Biosearch}), la cual es una
resina de poliestireno reticulada con acido 5-(4'-Fmoc-aminometil-3,5'-
dimetioxifenoxi) valérico como el enlazante. El uso de la resina PAL resulta
en una funcionalidad de amida carboxi terminal tras la escisiéon del péptido de
la resina. Tras la escision, la resina HMP produce una porcidn de écido
carboxilico en el término C del producto final. La mayoria de los reactivos,
resinas y aminoécidos protegidos (libres o sobre la resina) pueden comprarse
de Millipore o Applied Biosystems Inc.

El grupo Fmoc puede utilizarse para la proteccion del amino
durante el procedimiento de acoplamiento. La proteccién de la amina primaria
en los aminoédcidos puede lograrse con Fmoc y grupos de proteccion de la
cadena lateral tales como t-butilo para sen'n?. tirosina, acido glutdmico y
treonina; tritilo para la glutamina; Pmc (2,2,5,7,8-pentametilcroman-8-sulfonilo)
para arginina; N-t-butiloxicarbonilo para triptofano; N-tritilo para histidina y S-
tritilo para cistelna.

La eliminacién de los compuestos peptidicos de la resina y la
desproteccion simultanea de las funciones de la cadena lateral puede lograrse
mediante el tratamiento con el reactivo K o con ligeras modificaciones del
mismo. De manera alterna, en la sintesis de estos péptidos, con un término
carboxilo amidado, el péptido completamente montado puede escindirse con
una mezcla de 90% de acido trifluoroacético, 5% de etanditiol y 5% de agua,

inicialmente a 4°C, e incrementdndose graduaimente a temperatura ambiente.

6
=
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Los compuestos peptidicos desprotegidos pueden precipitarse con éter
dietilico. La purificacién puede ser mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento, preparativa, en fase inversa, en una columna de gel de sllice
unido C18, con un gradiente de acetonitrilo/fagua en acido trifluoroacético al
0.1%. Los compuestos peptidicos homogéneos pueden caracterizarse
mediante espectrometria de masas con Bombardeo Répido de Atomos o
espectrometria de masas con electrorroclo y anélisis de los aminoacidos,
cuando es aplicable.

En una modalidad preferida, los compuestos peptidicos de esta
invenciébn se dimerizan utilizando procedimientos sintéticos estandar
conocidos por y utilizados por aquellos con experiencia en la técnica.
Siguiendo estos esquemas sintéticos, aquellos con experiencia en la técnica
pueden preparar faciimente compuestos peptidicos diméricos, de acuerdo con
la presente invencién. Ademés, serd fAciimente evidente para aquellos con
experiencia en la técnica, que las subunidades diméricas pueden enlazarse

facilmente utilizando metodologias y enlazantes conocidos.

EJEMPLO 2

Pegilacién de los compuestos dicos

La pegilacion de un compuesto peptidico de la presente
invencién puede llevarse a cabo mediante técnicas bien conocidas. Por

ejemplo, un compuesto peptidico de la invencién puede disolverse en bicina
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100 mM pH 8.0 a una concentraciéon de 10 mg/ml, agregarse a un exceso
molar de 1.25 veces de PEG2 en polvo (comerciaimente disponible de
Shearwater Polymers, Inc. (Huntsville, Ala.)) y agitarse a temperatura
ambiente hasta que la reacciébn estd completa, tipicamente 1-2 horas. La
reaccion se verifica mediante HPLC en fase inversa utilizando un gradiente de
acetonitrilo de 40-85% con una columna YMC ODS AQ. Cuando la reaccién
estd completa, la solucién se agrega a un segundo exceso molar de 1.25 de
PEG2 en polvo y el procedimiento se repite 4 veces, utilizando un total de 5
moles de PEG2 por cada mol de polipéptido. La solucién se diluye 2 veces
con PBS para reducir la viscosidad y se carga en una columna superdex 200
(Pharmacia), equilibrada previamente y eluida con PBS. Las fracciones de la
columna de exclusién de tamafio pueden analizarse mediante HPLC en fase
inversa. Las fracciones que contienen el compuesto di-PEG-peptidico que
eluyen antes de cualquier compuesto mono-PEG-peptidico, pueden reunirse y
almacenarse a 5°C o liofilizarse.

Aunque so6lo las modalidades preferidas de la invencién se
describen especificamente en lo anterior, se apreciard que son posibles
modificaciones y variaciones de la invencién, sin apartarse del espiritu y

alcance de la invencion.

Py
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N_VEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto peptidico que se une a un receptor de la
trombopoyetina, en donde el compuesto peptidico comprende (H-
IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX0)-K(NH2)-(X10RAAL(2-Nal)QRLTPGEI)-H, (SEQ 1D
NO: 7), en donde X;p se selecciona del grupo que consiste de sarcosina o
p-alanina.

2.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado ademés porque el compuesto peptidico estd unido
covalentemente a un polimero hidrofilico.

3.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado ademéas porque el polimero hidrofilico tiene 6:1 peso
molecular promedio de entre aproximadamente 500 a aproximadamente
40,000 daltons.

4.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacion
2, caracterizado ademas porque el polimero hidrofilico tiene un peso
molecular promedio de entre aproximadamente 5,000 a aproximadamente
20,000 daltons.

5.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién

2, caracterizado ademas porque el polimero hidrofllico se selecciona del grupo
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que consiste de polietilenglicol, polipropilenglicol, dcido polilactico y &cido
poliglicdlico.

6.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
5, caracterizado ademas porque el polimero hidrofilico es polietilenglicol.

7.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado ademéas porque cada una de las subunidades diméricas dei
compuesto peptidico esta unida covalentemente a un polimero hidrofilico.

8.- Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto

peptidico de Ila reivindicacibn 1, en combinacién con un portador .

farmacéuticamente aceptable.

9.- Un método para tratar a un paciente que sufre de un trastomo
que es susceptible de tratamiento con un agonista de trombopoyetina, que
comprende administrar al paciente una dosis o cantidad terapéuticamente
efectiva del compuesto peptidico de la reivindicacién 1.

10.- Una composicion polipeptidica fisiolégicamente activa,
sustanciaimente no inmunogénica, soluble en agua, que comprende un
compuesto peptidico de la reivindicacion 1, acoplado con un agente de
acoplamiento a al menos un polimero que tiene un peso molecular de entre
aproximadamente 500 a aproximadamente 20,000 daltons, seleccionado del
grupo que consiste de polietilenglicol y propilenglicol, en donde el polimero
astéd no sustituido o sustituido con grupos alcoxi o alquilo, los grupos alcoxi o

alquilo poseen menos que 5 &tomos de carbono.
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11.- La composicidon polipeptidica de conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizada ademés porque el polimero tiene un peso
molecular de aproximadamente 750 a aproximadamente 15,000 daltons.

12.- La composicién polipeptidica de conformidad con Ia
reivindicacién 10, caracterizada ademas porque el pollmero tiene un peso
molecular de aproximadamente 5,000 a aproximadamente 10,000 daltons.

13.- La composicion polipeptidica de conformidad con Ila
reivindicacién 10, caracterizada ademds porque el polimero es polietilenglicol.

14.- Una composicion polipeptidica sustancialmente no
inmunogénica, soluble agua, que comprende la composicién de conformidad
con la reivindicacion 10 y un portador farmacéuticamente aceptable.

15.- Un método para activar un receptor de la trombopoyetina en
una célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad
efectiva de un compuesto peptidico que comprende
(H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX0)-K(NH2)-(X10RAAL(2-Nal)QRLTPGEI)-H, (SEQ
ID NO: 7), en donde X, se selecciona del grupo que consiste de sarcosina o
p-alanina.

16.- El método de conformidad con la reivindicacién 15,
caracterizado ademas porque las células comprenden megacariocitos,
plaquetas o células CD34+ humanas.

17.- El método de conformidad con la reivindicacién 15,
caracterizado ademés porque las células comprenden células dependientes

de la TPO.
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18.- Un método para tratar la trombocitopenia en un sujeto, que
comprende: (a) obtener una poblacién de células del sujeto, que comprende
células precursoras de los megacariocitos; (b) tratar las células con el método
de la reivindicacién 15; y (c) administrar Ias. células tratadas al sujeto, para
incrementar el nimero de megacariocitos presentes en el sujeto en
comparacion con aquél que ocurriria sin tal tratamiento.

19.- El método de conformidad con la reivindicacién 18,
caracterizado ademés porque la trombocitopenia es debida a la quimioterapia.

20.- El método de conformidad con la reivindicacion 189,
caracterizado ademas porque la poblacién de células se obtiene antes de la
quimioterapia.

21.- El método de conformidad con la reivindicacion 18,
caracterizado ademés porque la trombocitopenia es debida a Ila terapia con
radiacion.

22.- El método de conformidad con la reivindicacion 21,
caracterizado ademéas porque la poblacién de células se obtiene antes de la
terapia con radiacién.

23.- Un método para tratar a un paciente que sufre de
trombocitopenia, que comprende administrar al paciente una dosis
terapéuticamente efectiva de un compuesio peptidico que comprende
(H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX10)-K(NH2)-(X10RAAL(2-Nal)QRLTPGEI)-H, (SEQ
ID NO: 7), en donde Xy ge selecciona del grupo que consiste de sarcosina o

p-alanina.
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24.- El método de conformidad con la reivindicacion 23,
caracterizado ademds porque la trombocitopenia es debida a la quimioterapia
o terapia con radiacion.

25.- El método de conformidad con la reivindicacion 24,
caracterizado ademas porque un antagonista de la TPO se administra a un
paciente antes de la quimioterapia o terapia con radiacién.

26.- El método de conformidad con la reivindicacién 23,
caracterizado ademas porque la trombocitopenia es debida a una transfusion
de médula 6sea.

27.- Un método para tratar profilacticamente a un paciente en
riesgo de trombocitopenia, que comprende administrar al paciente una dosis
profilacticamente efectiva de un compuesto peptidico que comprende
(H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX0)-K(NH2)-(X1oRAAL(2-Nal)QRLTPGEI}-H, (SEQ
ID NO: 7), en donde Xo se selecciona del grupo que consiste de sarcosina o
B-alanina.

28.- El método de conformidad con la reivindicacién 27,
caracterizado ademas porque el compuesto peptidico se administra antes del
transplante de médula dsea, quimioterapia o terapia con radiacién.

29.- Un compuesto que se une a un receptor de la
trombopoyetina, el compuesto peptidico tiene: (1) un peso molecular de
menos que aproximadamente 8000 daltons, y (2) una afinidad de unién al

receptor de la trombopoyetina como se expresa por una Clgy de no méas que
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siguiente secuencia de aminodacidos:

Xo Xa G X1 X2 X3 X4 X5 Xe X7
endonde Xges A, C,E,. G, ,LLM,P,R, Q,S, ToV,yXsesA C,D,E KL,
QRS ToV, X;esC,LM,P,Q,V; X2esF,KLLNQR,S, ToV;X;es8C,
F.I.LLM, R, S, VoW, X, es cualquiera de los 20 aminoécidos L codificados
genéticamente; Xses A,D,E, G, K, M,Q, R, §, T,VoY; X;esC, G, |LK L,
M, N, Ro V, y X; es p-(2-naftil)alanina.

30.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado ademas porque la secuencia de aminodcidos esta ciclizada.

31.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado ademés porque la secuencia de aminoécidos estd
dimerizada.

32.- Un método para activar un receptor de la trombopoystina en
una célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad
efectiva de un compuesto peptidico que tiene un peso molecular de menos
que aproximadamente 8000 daltons, el compuesto peptidico comprende ia
siguiente secuencia de aminoacidos:

Xo Xa G X1 X2 X3 X4 Xs Xg X7 (SEQ ID NO:2)
endonde Xges A, C,E,G,,LLLM,P.R,Q,S, ToV;yXsesA,C,D,E KL,
QRS ToV,XiesC,LLM,P,Q, V; X2esF,K,L,LN,Q,R,§ToV; XsesC,

F.LL MRS, VoW, X, es cualquiera de los 20 aminoécidos L codificados
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genéticamente; Xses A, D.E. G K M,Q,R, 5, T, Vo VY;X;esC, G, |, K L,
M, N, RoV, y Xg s p-(2-naftil)alanina.

33.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicaciéon
32, caracterizado ademéas porque la secuencia de aminoacidos esta ciclizada.

34.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacion
32, caracterizado ademas porque la secuencia de aminoacidos esta
dimerizada.

35.- Un método para activar un receptor de la trombopoyetina en
una célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad
efectiva de un compuesto peptidico unide covalentemente a un polimero
hidrofllico, el compuesto peptidico comprende la secuencia de aminoécidos |
EGPTLRQ(2-Nal) L AAR (Sar) (SEQ ID NO:7).

36.- El método de conformida& con la reivindicacion 35,
caracterizado ademés porgue el polimero hidrofllico tiene un peso molecular
promedio de entre aproximadamente 500 a aproximadamente 40,000 daltons.

37.- El método de conformidad con la reivindicacion 35,
caracterizado ademéas porque el polimero hidrofilico tiene un peso molecular
promedio de entre aproximadamente 5,000 a aproximadamente 20,000
daltons.

38.- El método de conformidad con la meivindicacidn 35,
caracterizado ademés porque el polimero se selecciona del grupo que
consiste de polietilenglicol, polipropilenglicol, écido polildctico y écido

poliglicélico.
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39.- El método de conformidad con la reivindicacion 38,
caracterizado ademas porque el compuesto peptidico esta unido
covalentemente al polietilenglicol.

40.- El método de conformidad con Ila reivindicacién 35,
caracterizado ademas porque las células estén in vivo.

41.- El método de conformidad con la reivindicacién 35,
caracterizado ademas porque las células estén in vitro.

42.- El método de conformidad con la reivindicacion 35,
caracterizado ademés porque las células comprenden megacariocitos,
plaquetas o células CD34+ humanas.

43.- El método de conformidad con la reivindicacidn 35,
caracterizado ademés porque [as células comprenden céluias dependientes
de la TPO.

44.- Un método para tratar la trombocitopenia en un sujeto, que
comprende. (a) obtener una poblacibn de células de un sujeto, que
comprende células precursoras de los megacariocitos; (b) tratar las células de
acuerdo con el método de la reivindicaciéon 35; y (c) administrar las células
tratadas al sujeto, para incrementar el nomero de megacariocitos presentes en
el sujeto en comparacién con aquél que ocurriria sin tal tratamiento.

45.- El método de conformidad con la reivindicacion 44,

caracterizado ademés porque la trombocitopenia es debida a la quimioterapia.
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48.- El método de conformidad con la reivindicacién 45,
caracterizado ademds porque la poblacién de células se obtiene antes de la
quimioterapia.

47.- El método de conformidad con la reivindicacion 44,
caracterizado ademas porque la trombocitopenia es debida a la terapia con
radiacién.

48.- El método de conformidad con la reivindicacion 47,
caracterizado ademas porque la poblacién de células se obtiene antes de la
terapia con radiacion.

49.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado ademas porque el compuesto peptidico comprende la
siguiente secuencia de aminoécidos. I EGP TL R Q (2-Nal) L A AR (Sar)
(SEQ ID NO:7).

50.- Un compuesto peptidico que se une a un receptor de la
trombopoyetina, en donde dicho compuesto peptidico comprende (H-
IEGPTLRQ(2-Nal)LAAR(Sar)2K-NH..

51.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
50, caracterizado ademéas porque el compuesto peptidico estd unido
covalentemente a un polimero hidrofllico.

52.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
51, caracterizado ademéds porque e! polimero hidrofilico se selecciona del
grupo que consiste de polietilenglicol, polipropilenglicol, acido polildctico y

acido poliglicdlico.
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53.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacion
52, c;aracteﬁzado ademas porque el polimero hidrofilico es polietilenglicol.

54.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
53, caracterizado ademas porque el polietilenglicol tiene un peso molecular
promedio de entre aproximadamente 5,000 a aproximadamente 20,000
daltons.

55.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacion
53, caracterizado ademas porque el polietilenglicol se selecciona del grupo
que consiste de monometoxipolietilenglicol {(MePEG-OH),
monometoxipolietilenglicol-succinato (MePEG-S), monometoxipolietilenglicol-
succinato de succinimidilo (MePEG-S-NHS), monometoxipolietilenglicol-amina
(MePEG-NH2), monometoxipolietilenglicol-tresilato = (MePEG-TRES) vy
monometoxipolietilenglicol-imidazolil-carbonilo (MePEG-IM).

56.- Un compuesto peptidico que se une al receptor de [a

trombopoyetina que tiene la siguiente formula:

IEGPTLRQ(NahL AAR—(Sar)

(NH;)
IEGPTLRQ{(2Na)L A AR—(Sarn)

en donde (2-Nal) es f-(2-naftil)alanina y (Sar) es sarcosina.
57.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
56, caracterizado ademéds porque el compuesto peptidico estd unido

covalentemente a un polimero hidrofilico.
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58.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacion
57, caracterizado ademas porque el polimero hidrofilico se selecciona del
grupo que consiste de polietilenglicol, polipropilenglicol, acido polilactico y
acido poliglicélico.

59.- El compusesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
57, caracterizado ademas porque el polimero hidrofilico es polietilenglicol.

60.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
58, caracterizado ademas porque el polietilenglicol tiene un peso molecular
promedio de entre aproximadamente 5,000 a aproximadamente 20,000
daltons.

61.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
59, caracterizado ademas porque el polietilenglicol se selecciona del grupo
que consiste de monometoxipolietilenglicol (MePEG-OH),
monometoxipolietilenglicol-succinato (MePEG-S), monometoxipolietilenglicol-
succinato de succinimidilo (MePEG-S-NHS), monometoxipolietilenglicol-amina
(MePEG-NH2), monometoxipolietilenglicol-tresilato (MePEG-TRES) vy
monometoxipolietilenglicol-imidazolil-carbonilo (MePEG-IM).

62.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
58, caracterizado ademés porque cada una de las subunidades diméricas del
compuesto peptidico estdn unidas covalentemente a un polimero hidrofilico.

63.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién

82, caracterizado ademas porque el polimero hidrofllico se selecciona del
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grupo que consiste de polietilenglicol, polipropilenglicol, acido polilactico y
acido poliglicélico.

64.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
63, caracterizado ademas porque el polimero hidrofilico es polietilenglicol.

65.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
64, caracterizado ademas porque el polietilenglicol tiene -un peso molecular
promedio de entre aproximadamente 5,000 a aproximadamente 20,000
daltons.

66.- El compuesto peptidico de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado ademéas porque el polietilenglicol se selecciona del grupo
que consiste de monometoxipolietilenglicol (MePEG-OH),
monometoxipolietilenglicol-succinato (MePEG-S), monometoxipolietilenglicol-
succinato de succinimidilo (MePEG-S-NHS), monometoxipolietilenglicol-amina
(MePEG-NH2), monometoxipolietilenglicol-tresilato (MePEG-TRES) vy

monometoxipolietilenglicol-imidazolil-carbonilo (MePEG-IM).
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Amendments to the Specification:

Please replace the originally filed specification and Abstract with the substitute specification and
Abstract attached hereto. A marked up copy showing changes made is also provided.
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Amendments to the Claims:
This listing of claims will replace all prior versions, and listings, of claims in the application:

1. (Currently Amended) A peptide compound that binds to a thrombopoietin receptor,
wherein said peptide compound comprises (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX;)}-K(NH2)-
(X10RAAL(2-NalYQRLTPGEI)-H. (SEQ ID NO: 7). wherein X o is selected from the group
consisting of sarcosine or B-alanine.

2. (Currently Amended) The peptide compound of claim 1. wherein said peptide
compound is covalently attached to a hydrophilic polymer.

3. (Currently Amended) The peptide compound of claim 2, wherein said hydrophilic
polymer has an average molecular weight of between about 500 to about 40,000 daitons.

4. (Currently Amended) The peptide compound of claim 2, wherein said hydrophilic
polymer has an average molecular weight of between about 5,000 to about 20,000 daltons.

5. (Currently Amended) The peptide compound of claim 2, wherein said hydrophilic
polymer is selected from the group consisting of polvethylene glycol. polypropylene glycol.
polylactic acid and polyglycolic acid.

6. (Currently Amended) The peplide compound of claim 5, wherein said eempeund-is
drophili¢ polymer is polyethylene glycol.

7. (Currently Amended) The peptide compound of claim 1, wherein each of the dimeric
subunits of said peptide compound is covalently attached to a hydrophilic polymer.

8. (Currently Amended) A pharmaceutical composition comprising a peptide compound
of claim 1 in combination with a pharmaceutically acceptable carrier.

9. (Currently Amended) A method for treating a patient suffering from a disorder that is
susceptible to treatment with a thrombopoietin agonist, comprising administering to the patient a
therapeutically effective dose or amount of a peptide compound of claim 1.

10. (Currently Amended) A physiologically active, substantially non-immunogenic
water soluble polypeptide composition comprising a peptide compound of claim 1 coupled with
a coupling agent to at least one polymer having a molecular weight of between about 500 to
about 20,000 daltons selected from the group consisting of polyethylene glycol and
polypropylene glycol, wherein said polymer is unsubstituted or substituted by alkoxy or alkyl
groups, said alkoxy or alkyl groups possessing less than 5 carbon atoms.

11. (Original) The polypeptide composition in accordance with claim 10, wherein said
polymer has a molecular weight of about 750 to about 15.000 daltons.
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12. (Original) The polypeptide composition in accordance with claim 10, wherein said
polymer has a molecular weight of about 5.000 to about 10.000 daltons.

13. (Original) The polypeptide composition in accordance with claim 10, wherein said
polymer is polyethylene glycol.

14, (Currently Amended) A substantially non-immunogenic water soluble polypeptide
composition comprising a eerapeundcomposition of claim 10 and a pharmaceutically acceptable
carrier.

15. (Currently Amended) A method of activating a thrombopoietin receptor in a cell,
comprising contacting said cell with an effective amount of a peptide compound which
comprises (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX0)-K(NH;)-(X;0RAAL(2-Nal)QRLTPGEI!)-H, (SEQ
ID NO: 7), wherein X0 is selected from the group consisting of sarcosine or B-alanine.

16. (Original) A method according to claim 15 wherein said ceils comprise human
megakaryocytes, platelets or CD34+ cells.

17. (Original) A method according to claim 15 wherein said cells comprise TPO-
dependent cells.

18. (Original) A method of treating thrombocytopenia in a subject, comprising:

() obtaining a population of said subject's cells comprising megakaryocyte precursor
cells;

(b) treating said cells according to the method of claim 15; and

(c) administering said treated cells to said subject, to increase the nhumber of
megakaryocytes present in said subject compared to that which would occur without such
treatment.

19. (Original) A method according to claim |8 wherein said thrombocytopenia is due to
chemotherapy.

20. (Original) A method according 1o claim 19 where said population of cells is obtained
prior to said chemotherapy.

21. (Original) A method according to claim 18 wherein said thrombocytopenia is due to
radiation therapy.

22, (Original) A method according to claim 21 where said population of cells is obtained
prior to said radiation therapy.

23. (Currently Amended) A method of treating a patient suffering from
thrombocytopenia, comprising administering to said patient a therapeutically effective dose of a

-4.
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peptide compound which comprises (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX 0)-K(NHz)-(X,0RAAL(2-
Nal)QRLTPGEI)-H, (SEQ ID NO: 7), wherein X, is selected from the group consisting of
sarcosine or B-alanine.

24, (Original) A method according to claim 23 wherein said thrombocytopenia is due to
chemotherapy or radiation therapy.

25. (Original) A method according to claim 24 wherein a TPO antagonist is administered
10 said petient prior to said chemotherapy or radiation therapy.

26. (Original) A method according to claim 23 wherein said thrombocytopenia is duc to
bone marrow transfusion.

27. (Currently Amended) A method of prophylactically treating a patient at risk of
thrombocytopenia, comprising administering to said patient a prophylactically effective amount
of a peptide compound which comprises (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAARX 0)-K(NH3)-
(X10RAAL(2-NalYQRLTPGEI)-H, (SEQ 1D NO: 7), wherein X, is selected from the group
consisting of sarcosine or B-alanine.

28. (Currently Amended) A method according to claim 27 where said peptide compound
is administered prior to bone marrow transplantation, chemotherapy, or radiation therapy.

29. (Currently Amended) A peptide compound that binds to thrombopoietin receptor,
said peptide compound having:

(1) a molecular weight of less than about 8000 daltons, and

(2) a binding affinity to thrombopoietin receptor as expressed by an ICsy of no more than about
100 mM, wherein said peptide compound comprises the following sequence of amino acids:

Xo X3 G X X2X3 X4 X5 Xo X7
S.T.orV, X|

R,
Vor W; X, is any
VorY; X;isC,

where Xpis A,C,E,G,LL,M,P.R.Q,S8.T,orV; X3 isA,C,D,E, K, L, Q,
isC,LLM,P,Q,V: XaisF,K,L,N,Q.R,S, TorV; X;isC,F.|,L, M. R,
of the 20 genetically coded L-amino acids; Xsis A, D, E, G. K, M, Q,R, S,
G.LLK.L.M.N. R or V. and X, is B<(2-naphthyl)alanine.

S,
T,

30. (Currently Amended) The peptide compound of claim 29, wherein said sequence of
amino acids is cyclized.

31. (Currently Amended) The peptide compound of claim 29, wherein said sequence of
amino acids is dimerized.

32. }- (Currently Amended) A method of activating a thrombopoietin receptor in a cell,
comprising contacting said cell with an effective amount of a peptide compound having a

-5-
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molecular weight of less than about 8000 daltons, said peptide compound comprises the
following sequence of amino acids:

Xo XsG X X2 X3 X3 X5 X6 X7 (SEQ IDNO:2)

where X isA,C,E,G,LL.M,P,R,Q,S, T.orV; Xgis A,C.D.E,K,L,Q,R, S5, T,or V, X,
isC.L,M,P,Q,V: X2isF,K,L.N.Q.R, 8. TorV; XaisC.F,ILL,M, R, §, V or W; X, is any
of the 20 genetically coded L-amino acids; Xs is A,D,E, G, K. M.Q,R,§, T, Vor Y; X;isC,
G, LK,L, M, N, R or V, and X, is B-(2-naphthyl)alanine.

33. (Currently Amended) The peptide compound of claim 32, wherein said sequence of
amino acids is cyclized.

34. (Currently Amended) The peptide compound of claim 32, wherein said sequence of
amino acids is dimerized.

35. (Currently Amended) A method of activating a thrombopoietin receptor in a cell,
comprising contacting said cell with an effective amount of a peptide compound covalently
attached to a hydrophilic polymer, said peptide compound comprises the amino acid sequence §
EGRTLRQEMNa)LAARAIE TLRQ (2-Nal AR (Sar ID NO:7).-

36. (Original) The method of claim 35 wherein said hydrophilic polymer has an average
molecular weight of between about 500 to about 40.000 daltons.

37. (Original) The method of claim 35 wherein said hydrophilic polymer has an average
molecular weight of between about 5,000 to about 20,000 daltons.

38. (Original) The method claim 35 wherein said polymer is selected from the group
consisting of polyethylene glycol, polypropylene glycol, polylactic acid and polyglycolic acid.

39. (Currently Amended) The method of claim 38 wherein said peptide compound is
covalently attached to polyethylene glycol.

40. (Original) A method according to claim 35 wherein said cells are in vivo.
41. (Original) A method according to claim 35 wherein said cells are in vitro.

42, (Original) A method according to claim 35 wherein said cells comprise human
megakaryocytes, platelets or CD34+ cells.

43. (Original) A method according to claim 35 wherein said cells comprise TPO-
dependent cells.

44. (Original) A method of treating thrombocytopenia in a subject, comprising:

(a) obtaining a population of said subject’s cells comprising megakaryocyte precursor
cells;

-6-
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(b) treating said cells according 1o the method of claim 35; and

(c) administering said treated cells to said subject, to increase the number of
megakaryocytes present in said subject compared to that which would occur without such
treatment.

45. (Original) A method according to claim 44 wherein said thrombocytopenia is due to
chemotherapy.

46. (Original) A method according to claim 45 where said population of cells is obtained
prior to said chemotherapy.

47. (Original) A method according to claim 44 wherein said thrombocytopenia is due to
radiation therapy.

48, (Original) A method according to claim 47 where said population of cells is obtained
prior to said radiation therapy.

49. (Currently Amended) The peptide compound of claim 29, wherein the peptide

compound comprises the following amino acid sequence: HE-GRTL-R-Q-E-Na--AARAl
EGPTLRQ(2-Nal) L A AR (Sar) (SEQ [ID NO:7).

50. (New) A peptide compound that binds to a thrombopoietin receptor, wherein said
peptide compound comprises (H-IEGPTLRQ(2-Nal)LAAR(Sar));K-NH:.

51. (New) The peptide compound of claim 50. seid peptide compound is covalently
attached to a hydrophilic polymer.

52. (New) The peptide compound of claim 51, wherein said hydrophilic polymer is
selected from the group consisting of polyethylene glycol. polypropylene glycol, polylactic acid
and polyglycolic acid.

53. (New) The peptide compound of claim 52, wherein said hydrophilic polymer is
polyethylene glycol.

54. (New) The peptide compound of claim 53, wherein said polyethylene glycol has an
average molecular weight of between about 5.000 to about 20.000 daltons.

55. (New) The peptide compound of claim 53. wherein the polyethylene glycol is
selected from the group consisting of monomethoxypolyethylene glycol (MePEG-OH),
monomethoxypolyethylene glycol-succinate (MePEG-S), monomethoxypolyethylene glycol-
succinimidyl succinate (MePEG-S-NHS), monomethoxypolyethylene glycol-amine (MePEG-
NH2), monomethoxypolyethylene glycol-tresylate (MePEG-TRES), and
monomethoxypolyethylene glycol-imidazolyl-carbonyl (MePEG-IM).
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56. (New) A peptide compound that binds to the thrombopoietin receptor having the
following formula:

IEGPTLRQ(2-Nal)L A A R —(Sar)
\ K(NH3)
I EGPTLRQ(2—NaI)LAAR,—(Sar)
wherein (2-Nal) is p-(2-naphthyl)alanine and (Sar) is sarcosine

57. (New) The peptide compound of claim 56, said peptide compound is covalently
attached to a hydrophilic polymer.

58. (New) The peptide compound of claim 57, wherein said hydrophilic polymer is
selected from the group consisting of polyethylene glycol, polypropylene glycol, polylactic acid
and polyglycolic acid.

59. (New) The peptide compound of claim 57. wherein said hydrophilic polymer is
polyethylene glycol.

60. (New) The peptide compound of claim 59, wherein said polyethylene glycol has an
average molecular weight of between about 5,000 to about 20,000 daltons.

61. (New) The peptide compound of claim 59, wherein the polyethylene glycol is
selected from the group consisting of monomethoxypolyethylene glycol (MePEG-OH),
monomethoxypolyethylene glycol-succinate (MePEG-S), monomethoxypolyethylene glycol-
succinimidyl succinate (MePEG-S-NHS), monomethoxypolyethylene glycol-amine (MePEG-
NH2), monomethoxypolyethylene glycol-tresylate (MePEG-TRES), and
monomethoxypolyethylene glycol-imidazolyl-carbonyl (MePEG-IM).

62. (New) The peptide compound of claim 56, wherein each of the dimeric subunits of
said peptide compound is covalently attached to a hydrophilic polymer.

63. (New) The peptide compound of claim 62, wherein said hydrophilic polymer is
selected from the group consisting of polyethylene glycol, polypropylene glycol, polylactic acid
and polyglycolic acid.

64. (New) The peptide compound of claim 63, wherein said hydrophilic polymer is
polyethylene glycol.

65. (New) The peptide compound of claim 64. wherein said polyethylene glycol has an
average molecular weight of between about 5.000 10 about 20,000 daltons.

66. (New) The peptide compound of claim 65, wherein the polyethylene glycol is
selected from the group consisting of monomethoxypolyethylene glycol (MePEG-OH),

%
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monomethoxypolyethylene glycol-succinate (MePEG-S), monomethoxypolyethylene glycol-
succinimidyl succinate (MePEG-S-NHS), monomethoxypolyethylene glycol-amine (MePEG-
NH2), monomethoxypolyethylene glycol-tresylate (MePEG-TRES), and
monomethoxypolyethylene glycol-imidazolyl-carbonyl (MePEG-IM).
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Appin. No. 10/918,561
Amendments to the Drawings:

The attached sheets of drawings include changes to Figs. 1-5. These sheets, which
include Figs. 1-5, replace the original sheets including Figs. 1-5.
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REMARKS

The specification, Abstract, claims and drawings are amended for clerity of the
invention. No new matter is added.

Early consideration and prompt allowance are respectfully requested. Should the Office
require additional information, it is invited to contact Applicants’ representative at the telephone
number listed below.

Respectfully submitted,
/Laura A. Donnelly/

By:

Laura A. Donnelly
Reg. No. 38,435

Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plaza
New Brunswick, NJ 08933-7003
(732) 524-1729

Dated: January 27, 2006

Attachments:
Substitute Specification
Substitute Abstract
Marked-up Copy of Substitute Specification
Marked-up Copy of Substitute Abstract
Replacement Sheets for Drawings
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente 06-21510

Fecha: 03 de Marzo de 2.006

Se informa que:

Desde fecha 10 de Febrero de 1.999,

del folio 104.727 al folio 104.732 del

libro de Protocolo No 363 , obra el poder

No. 19164 conferido por ORTHO-MCNELL

PHARMACEUTICAL, INC.

domiciliado(a) en _RARITAM, NEW JERSEY-E.U.A.

al doctor (a) JIMENA ESCOBAR URIBE vy/o

IGNACIO ESCOBAR URIBE y/o JULIANA ESCOBAR

URIBE.

Representante en Santafé de Bogotd D.C.

Los mismos.

Facultad para desistir y sustituir si

Revisado jramos




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUBTRIA Y COMERCIO
Bogoté,
2020
Dactor {(a)

EBCOBAR URIBE JIMENA

Apoderado(a) y/o Representante de
ORTHO-MCNEIL PHARMACEUTICAL INC.

REFERENCIA Radicacién No. 6 21510
Solicitud internacional 052004 /026422
Facha inicio fase naciomnal 28/03/2006

Trimite 11

Evento 37e
Actuaclién 430

Oficio No. e 6 5 3 ﬁ

Como resultado del examen de forma, realizado com fundamento en al articulo 38 de
la DecisliSn 486 de la Comlisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién Materia de Patentea (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La solicitud no contiens 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decigiém 486. )

2. El solicitante debe presentar un nuevec titulo gue permita identificar la materia
de la cual trata la solicitud, ya que el titulo relacionado no se encuentra con la
precisién necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Clircular finica 5.2.9)

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la DecisiSn 486, se le
requiere para que dentro del téxrmino de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente emumciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y psrderi su prelacién.

Notifiquese el presente clio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo ¢ nttyél ftulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001,

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de
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jramos I 6 ﬂ m
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