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PEPTIDOS DE AMILINA Y DERIVADOS Y USOS DE LOS MISMOS

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS

5 La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que ha
sido enviado en formato ASCIl via EFS-Web y es incorporado en la presente
como referencia en su totalidad. Dicha copia en ASCIl, creada el 18 de Mayo

de 2012, se denomina 123USPRO.ixt y tiene 28,832 bitios de tamafio.

10 ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se proporcionan conjugados de polipéptido que tienen un
aumento en la duracion de la actividad biologica, y métgdqé para el uso de los
mismos. Los conjugados de polipéptido incluyen un componente de
15 polipéptido que se une a una o mas porciones que aumentan la duraciéh,

/ opcionalmente a traves de un enlazador. Los componentes de polipéptido
incluidos dentro de los éconjugados de polipéptido estan relacionados a la
amilina, calcitonina y quimera del mismo. Los coniugados de polipéptido
incluyen ademas porciones que aumentan la duracion, incluyendo pero no

20 limitado a polimeros solybles en agua, unidos al com!?g?ente de polipeptido
del conjugado de polipéptido, opcionalmente a travésm‘.c;e( un enlazador. Los
~ métodos incluyen tratamiento de la obesidad, de la Aiabetes, y de otros

trastornos metabdlicos.
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La diabetes:, mellitus es una enfermedad metabdlica seria que se
define por la presencia de niveles cronicamente elévadps de glucosa en
sangre (hiperglucemia). Este estado de hiperglucemia es el resultado de una
falta relativa o absoluta de actividad de la hormona peptidica, la insulina. La
insulina se produce y secreta por las células B del pancreas. Se reporta que la
inéuliné promueve la utilizacion de glucosa, la sintesis de proteina, y la
formacién y el almacenamiento de lipidos neutrales. La glucosa, la principal

fuente de energia de carbohidrato, es almacenada en el cuerpo como

‘glicégeno, una forma dé glucosa polimerizada, que puede ser convertida de

nuevo en glucosa para cumplir con los requerimientos d‘é'iv metabolismo. Bajo
condiciones normales, la insulina es secretada tanto a una velocidad
elemental como a velocidades aumentadas después de un estimulo de
glucosa, todo para mantener la homedstasis metabdlica pé)r la conversion de
glucosa en glicogeno.

E! término diabetes mellitus abarca muchos estados
hiperglucémicos diferentes. Estos estados incluyen la diabetes de Tipo 1
(diabetes mellitus depeqdiente de insulina o IDDM) y de Tipo 2 (diabetes
mellitus no dependiente de insulina o NIDDM). La hipeirg[ucemia presente en
individuos con diabetes Tipo | esta asociada con niveles deficientes, reducidos
o inexistentes de insulina que son insuficientes para nﬁggtﬁener los niveles de
glucosa en sangre dentro del intervalo fisiologico. El tratamiento de la diabetes

Tipo | involucra la administracion de dosis de reemplazo de insulina,

generalmente por la ruta parenteral. La hiperglucemia présente en individuos
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con diabetes Tipo Il estd asociada inicialmente con niveles normales o
elevados de insulina; sin embargo, estos individuos nb pueden mantener la
homedstasis metabdlica debido a un estado de resistencia de insulina en los
tejidos periféricos y el higado y, a medida que avanza Ié enfermedad, debido a
un deterioro progresivo de las células B pancreaticas que son responsables de
la 'secrecién de insulina. Asi, la terapia inicial de diabetes Tipo 2 puede
basadarse en cambios de dieta y estilo de vida aumentados por terapia con
agentes hipoglucémicos;?j orales tales como sulfonilufeé'é. Sin embargo, la
terapia de insulina a menudo se requiere especia!menté"ﬁéh las ultimas etapas
de la enfermedad, para procurar producir algin control de la hiperglucemia y
minimizar las complicaciones de la enfermedad. Asi, muchos diabéticos del
Tipo 2 finalmente requieren insulina para sobrevivir.

La obesidad y sus trastornos asociados son problemas de salud
publica comunes y muy serios en los Estados Unidos y en todo el mundo. La
obesidad del cuerpo supgrior es el factor mas fuerte dg riesgo conocido para
la diabetes mellitus Tipo 2 y es un factor fuerte de riesgo para la enfermedad
cardiovascular. La obesidad es un factor recoﬁociq&de riesgo para la
hipertensién, aterosclerosis, insuficiencia cardiaca _ggggestiva, accidente
cerebro-vascular, enfermedad de vesicula biliar, osteoa@gj;t;j§, apnea de suefo,
trastornos reproductores tal como sindrome ovarico poliquistico, canceres de
mama, prostata, y colon, y aumento en la incidencia de complicaciones de
anestesia general (vea, por ejemplo, Kopelman, Nature ;104: 635-43, (2000)).

La obesidad reduce el tiempo de vida y porta un riesgo serio de
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las co-morbilidades listadas antes, asi como trasfornos tales como
infecciones, venas varicosas, acanthosis nigricans, eczema, intolerancia al
ejercicio, resistencia a la insulina, hipertension hipercolesterolemia, colelitiasis,
lesion ortopédica, y endermedad tromboembdlica (Rissanen et al., Br. Med. J.
301: 835-7, (1990)). La obesidad es también un factor de riesgo para el grupo
de condiciones llamado, sindrome de resistencia a insulina, o "Sindrome X"y
sindrome metabolico. El costo médico mundial de la obesidad y trastornos
asociados es enorme. ‘

La amilina, como se conoce en la técniba, es una hormona
peptidica sintetizada por las células B pancreaticas que se co-secreta con la
insulina en respuesta a la ingesta de nutrientes. Asi, la> amilina tiene una
funcion metabdlica. La secuencia de la amilina es a;ltamente conservada a
través de la especie mamifera y tiene semejanzas estructurales al péptido
relacionado a los genes calcitonina (CGRP), Ias calcitoninas, las intermedinas,
y adrenomedulina. \(ea Young A., 2005, Amylin: Physiology and
Pharmacology. In: August JT, Murad F, Granner, D (e_qs),AMYUN: PHYsIoLOGY
AND PHARMACOLOGY, Elsevier Academic Press: San D[égg, CA, USA, pp 1-18.
Las acciones g|ucoregu|adoras de la amilina compl"e’:mentan ésas de la
insulina al regular la velocidad de aparicion de la gluclosva en la circulacion a
través de la supresién de la secrecion de glucagon estimulado por los
nutrientes y haciendo mas lento el vaciado gastrico. Vea Young, 1997, Curr
Opin Endocrinol Diabetes 4:282-290. Por ejemplo, eni pacientes tratados con

insulina con diabetes, pramlintida, un analogo sintético de la amilina humana,
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reduce las excursiones de la glucosa después de las comidas suprimiendo la
secrecién inadecuadamente elevada de glucagon después de las comidas y
haciendo mas lento el vaciado gastrico. Vea por ejemplo, Janes et al., 1996,
Diabetes, 45 (suppl 2)'5865 (resumen) ; Young et al., 1996, Drug Dev Res
37:231-248; Weyer et al., 2001, Cumr Pharm Des 7:1353-1373; Hoogwerf et
al., 2008, Vasc Health Risk Manag 4:355-362; Edelma»n._et al., 2008, Biodrugs
22:375-386. -

En la presente se proporcionan polipéptidos conjugados con
polimeros solubles en agua que proporcionan un aumento en la duracion de la
accion.

Todas las referencias citadas en la presente se incorporan como

referencia en su totalidad y para todo propésito.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En resumén, se proporcionan conjugaéios de polipéptido que
tiene un aumento en I; ‘dura'cién de la actividad biolégic"a, y métodos de uso
de los mismos. Los componentes de polipéptido iﬁciuidos dentro de los
conjugados de polipéptido estan relacionados a la ;milina, calcitonina y
quimera del mismo. Los conjugados de polipéptido incluye ademas porciones
que aumentan la duracion, incluyendo pero no limitado a polimeros solubles
en agua, unidos a los componentes de polipéptido del conjugado de

polipéptido, opcionalmente a través de enlazadores. Los métodos incluyen
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tratamiento de la obesidad, de la diabetes, y de otros trastornos metabdlicos.
En un primer aspecto, se proporciona un conjugado de
polipéptido que incluye un componente de polipéptido y una porcién que
mejora la duracién covalentemente enlazada al mismo. El componente de
polipeptido incluye una secuencia de aminoacido dei.l'()'s residuos 1-37 de la
Formula (1) siguiente, en donde hasta 25% de los aminoacidos asentados en
Ia-Fc':rmula (1) puede ser eliminade o sustituido con un aminoacido diferente:
X'-Xaa'-Cys®-Asn®-Thr*-Ala®-Thre-Cys’-Ala®-Thr®-GIn'®-Arg"-Leu?-Ala*-
Asn'-Phe'-Leu'®-Val'7-Xaa'®-Ser'®-Ser®-Xaa?'-Asn*’-Phe®-Xaa**-
Xaazs-XaazE-Xaa”—Xaaza-Xaazg—ThF°—Xaaa1~Vélaz-Gl933-Xaa34-Xaa35-
Thri®-Tyr"-X (SEQ ID NO: 4). (n
Con relacion a la Férmula (1}, X' es hidrégeno, un grupo tapén de
N-terminal, un enlace a una porcidén que mejora la durgacién, o un enlazador a
una porcian que mejora la duracién, Xaa' es Lys o un enlace, Xaa' es Lys,
Cys, o His, Xaa®' es Lys, Cys, o Asn, Xaa™ es Lys, Cys, o Gly, Xaa? es Lys,
Cys, 0 Pro, Xaa®® es Lys, Cys, o lle, Xaa? es Lys, Cys, o Leu, Xaa?® es Lys,
Cys, o Pro, Xaa®® es Lys, Cys, o Pro, Xaa®' es Lys, Cys, 0 Asn, Xaa® es Lys,
Cys, 0 Ser, y Xaa* es Lys, Cys, o Asn, y X es amino sustituido o no sustituido,
alquilamino sustituido o no sustituido, dialquilamino sustituido o no sustituido,
cicloalquilamino sustituido o no sustituido, arilamino sustituido o no sustituido,
aralquilamino sustituido o no sustituido, alquiloxi sustituido o no sustituido,
ariloxi sustituido o no sustituido, aralquiloxi sustituido o no sustituido, hidroxilo,

un enlace a una porcién que mejora la duracién, o un enlazador a una porcion
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que mejora la duracion. La porciéon que mejora la duracion puede ser enlazada
covalentemente, opcionalmente a través de un enlazador, a una cadena
secundaria de un residuo de aminoacido enlazante, X' o X. La porcion que
mejora la duracién puede ser enlazada covalentemente, opcionalmente a
través de un enlazador, a un dtomo de la estructura principal del componente
de polipéptido.

En otro aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica

que incluye un compuesto como se describe en la presente en combinacion

‘con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, se proporciona un método para tratar obesidad,
diabetes, u otro trastomo metabdlico en un sujeto. El método incluye
administrar un compuesto o composicion farmacéutica como se describe en la
presente a un sujeto necesitado de tratamiento en una cantidad efectiva para
tratar la obesidad, la diabetes, u otro trastorno metabé.l:i‘go.

En incluso otro aspecto, se proporcio_yrr)g;"un método para el
tratamiento en un sujeto en necesidad de_tratamiento para un trastorno de la
alﬁmentacién, resistencia a insulina, obesidad, sobrepeso, hiperglucemia
anormal después de las comidas, diabetes de cualquier tipo incluyendo
diabetes Tipo |, Tipo Il y gestacional, sindrome metabélico, sindrome de
Dumping, hipertensian, dislipidemia,  enfermedad  cardiovascular,
hiperlipidemia, apnea del suefio, cancer, hipertensién pulmonar, colescistitis,
osteoartritis, o sindrome de intestino corto. Ef método incluye administrar a un

sujeto necesitado de tratamiento un compuesto o composicion farmaceutica
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descrita en la presente en una cantidad efectiva para tratar la enfermedad o el

trastorno.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A representa los resqltados de la ganancia en peso
corporal acumulativa diaria como se describe en la presgnte para los Cmps
21, 25, 24, 22, 26 y vehiculo. La figura 1B representa los resultados de la
ingesta de alimento diaria para los Cmps 21, 25, 24, 22, 26 y vehiculo.
Leyenda: Cmp 21 (cuadro); Cmp 25 (tridngulo punta arriba); Cmp 24 (triangulo
punta abajo);Cmp 22 (diamante);Cmp 26 (circulo abierto);vehiculo (circulo
relleno),

La figura 2A representa los resultados de la comparacion de la
dosificacion SC dos veges por semana del Cmp 26 y la _’dosiﬁcacic'm continua
del Cmp 1 por dos sem;nas en ratas DIO. Leyenda: \;é‘ml:vi;:ulo (circulo rellena);
Cmp 26 (triangulo); Cmp 1 (cuadro).

La figura 2B representa los resultados de la compa.racién de una
dés'rﬁcacién SC a la semana de Cmp 23 e infusién continua de Cmp 1 por
cuatro semanas en ratas DIO. Leyenda: Vehiculo (circulo relleno); Cmp 23
(triangulo); Cmp 1 (cuadro).

La figura 3A representa los resultados de la ganancia de ‘peso
corporal acumulativa diaria de un estudio de respuesta a dosis para el Cmp

23. La figura 3B representa los resultados de la ingesta de alimentos diaria del
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estudio de respuesta a dosis para el Cmp 23. Leyenda: vehiculo (cuadro); 12
nmoles/kg (triangulo pu‘nta arriba); 25 nmoles/kg (triangulo punta abajb); 50
nmoles/kg (diamante); 125 nmoles/kg (circulo relleno);v_-'250 nmoles/kg (cuadro
abierto). o

La figura 4A representa los resultados de la ganancia de peso
corporal acumulativa de un estudio de respuesta a dosis para el Cmp 19.
Leyenda: vehiculo (cuadro); 50 nmoles/kg (triangulo punta arriba); 50
mﬁoles/kg (triangulo punta abajo); 50 nmoles/kg (diamanté).

La figura 4B representa los resulfados de la ganancia de peso
corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps
23, 27 y vehiculo. Leyenda: vehiculo (cuadro relleno qscuro); Cmp 23 (cuadro
relleno claro); Cmp 27 (tfiéngulo).

La figura SA representa los resultados (:1~emla ganancia de peso
corporal acumulativa di"aria como se describe en Ia p;;eéente para los Cmps
26, 28, 29, 30 y vehiculo. La figura 5B representa ios;{ffe?ultados de toma de
alimento diaria para los Cmps 26, 28, 29, 30 y el vehiculo. Leyenda: Cmp 26
(tridngulo punta abajo); Cmp. 28 (diamante); Cmp 29 (circulo grande
relleno);Cmp 30 {cuadro abierto); vehiculo (circulo pequeno relieno).

La figura 6A representa los resultados de la ganancia de beso
corporal acumulativa diaria de un estudio de respuesta a dosis para el Cmp
29, y en comparacion al Cmp 31. La figura 6B representa los resultados de
toma de alimento dlarla para el Cmp 29, y en comparacson al Cmp 31.

Leyenda: Cmp 31, 250 nmoles/kg {cuadro); Cmp 29,2%5‘0 nmoles/kg(triangulo

©
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punta arriba); Cmp 29,125 nmoles/kg (triangulo puﬁta abajo);Cmp 29,62.5
nmoles/kg (diamante);Cmp 29,31.25 nmoles/kg (q-i_rpulo grande relleno);
vehiculo (circulo pequefio relleno).

La figura 7A representa los resultados dé'la ganancia de peso
corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps
29, 32, 33, 34, 35, 36 y vehiculo. La figura 7B representa los resultados de
toma de alimento diaria para los Cmps 29, 32, 33, 34, 35, 36 y el vehiculo.
Leyenda: Cmp 29 (cuadrado); Cmp 32 ({(diamante); Cmp 33 (circulo
relleno),Cmp 34 (cuadrado); Cmp 35 (triangulo punta arriba), Cmp 36
(triangulo punta abajo); vehiculo (circulo pequerio relleno).

La figura 8A representa los resultados ge la ganancia de peso
corporal acumulativa diéria como se describe en la p‘:'resente para los Cmps
29, 41, 42 y vehiculo.; La figura 8B representa los.’:’f_ésultados de toma de
alimento diaria para los Cfnps 29, 41, 42 y el vehiciilt{'l"c\;. Leyenda: Cmp 29
{(cuadrado); Cmp 41 (triangulo punta arriba); Cmp 42 (iriéngulo punto abajo);

vehiculo (circulo pequefio rellenoc).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

L Definiciones
Las abreviaturas usadas en la presente tienen su significado
v P

convencional dentro de las técnicas quimica y bioldgica. Las estructuras

quimicas y férmulas presentadas agui estan construiéfas de conformidad cen

\\
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reglas estandar de valencia quimica conocidas en la tgcnica guimica.

Donde los grupos sustituyentes se especifican por su férmuia
quimica convencional, escrita de izquierda a derecha, elios igualmente
abarcan los sustituyentes quimicamente idénticos qU’e’ puedan resultar de
escribir la estructura de derecha a izquierda, por ejemplio, -CH;O- es
equivalente a -OCH,-.

El término “alguilo,” por si mismo o como parte de otro
sustituyente, significa, a menos que se establezca lo contrario, una cadena
recta (es decir, no ramificada) o ramificada, o una combinacién de las mismas,
que puede estar completamente saturada, mono- o poliinsaturada y puede
incluir radicales di- y multvvalentes que tienen el numero de atomos de
carbono designados (es decir, C1-Cqg significa uno a dlez carbonos). Los
ejemplos de radicales de hidrocarburo saturados mcluyen pero nc estan
limitados a, grupos como metilo, etilo, n-propilo, |soprepllo, n-butilo, t-butilo,
isobutilo, sec-butilo (ciclohexilo)metilo, homologos e isdomeros de, por ejempilo,
n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo y similares. Un grupo alquilo insaturado
es uno que tiene uno o mas dobles enlaces o triples enlaces. Los ejemplos de
grupos alquilo insaturados incluyen, pero no estan limitados a, vinilo, 2-
propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-{butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4-
pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los homdlogos e isomeros
mas altos. Un alcoxi es un alquilo adjunto al resto de la molécula mediante un
enlazador de oxigeno (O).

El término “alquileno,” por si mismo o.como parte de otro

IR
WO
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sustituyente, significa a menos que se establezca iliou_ contrario, un radical
divalente derivado de ‘Un alquilo, como se ejempliﬁc!ai,»fpero no limitado por,
-CH2CH2CH,CH,-. Tipicamente, un grupo alquilo (o aiquileno) tendra de 1 a
24 atomos de carbono, con esos grupos que tienen 10 0 menos atomos de
carbono siendo preferidos en [a invencion presente. Un "alguilo inferior" o
"alquileno inferior" es un grupo alguilo o alquileno de cadena mas corta, que
tiene generalmente ocho ¢ menos atomos de carbono. El término
“alquenileno,” por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa a
menos que se establezca lo contrario, un radical divalente derivado de un
alqueno. |

El término .v "heteroalquilo,” por si mismo/%rg en combinacion con
otro término, significa a menos que se establezca Iq%i{:}_gntrario, una cadena
recta o ramificada, o combinaciones de las mismas,_;ggg consiste de por lo
menos un atomo de carbono y por lo menos un heterodtomo seleccionado del
grupo que consiste en O, N, P, Si, y S, y en donde los atomos de nitrogeno y
azufre pueden ser opcionalmente oxidados, y el heterodtomo de nitrogeno
puede ser opcionalmente cuaternizado. El o los heteroatomos O, N, P, Sy Si
pueden ser colocados en cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo o
en la posicion en la que el grupo alquilo estd adjunto al resto de la molécula.
Los ejemplos incluyen, perc no se limitan . a -CH;-CH;-O-CHs,
-CHp-CH2-NH-CH3,  -CH,-CH2-N(CHa)-CHs, -CH2-§§CH2—CH3, -CH2-CHa,
-S(0)-CHs, -CHZ-QHE-S(O)Z-CHg, CH=CHO-CH3 '-Si(CH3)3,

“CHp-CH=N-OCHs, -GH=CH-N(CH3)-CH, -O-CHs, -0-CH-CHs, y -CN. Hasta

3564
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dos heteroatomos pueden ser consecutivos, tal}l"ci’:omo, por ejemplo,
-CHz-NH-OCHa, U

De manera similar, el término “heteroalqvt.Ji.I;eno,“ por si mismo o
como parte de otro sustituyente, significa a menos que se establezca lo
contrarié, un radical divalente derivado de heteroalquilo, como se ejempilifica,
pero no limitado por, -CH>-CH,-S-CHz-CHp- v -CHz-S;CHz-CHz-NH—CHg-. Para
el grupo heteroalquileno, los hetercatomos también pueden ocupar cualquiera
o ambos de los extremos de la cadena (por ejemplo, alquilenoxi, alquilendioxi,
alquilenamino, alquilendiamino, y similares). Mas alla, para grupos de enlace
de heteroalquileno y alquileno, no se implica orientac;i_én del grupo de enlace
por la direccién en la que la férmula del grupo de éﬁlgce estd escrita. Por
ejemplo, la foermula -C"(O)gR'- representa ambos de{,':'-;C(O)zR'- y -R'C(O),-.
Como se describic antes, los grupos heteroalquilo, como se usa en la
presente, incluyen esos grupos que estan unidos al resto de lfa molécula a
través de un heteroatomo, tal como -C(O)R’, -C(O)NR', -NR'R", -OR', -SR’, y/o
-SO;R'. En donde "heteroalquilo” es recitado, seguido ;ie recitaciones de
grupos heteroalquilo especiﬁc.os, como NR'R" o similares, se entendera que
los términos heteroalquilo y NR'R" no son redundantes o mutuamente
exclusivos. En lugar qg eso, los grupos heteroalquilo especificos estan
recitados para agregar claridad. Asi, el término "heﬁgroa|quilo“ no debe ser
interpretado aqui como,gxcluyente de grupos heteroé!c};gjlo especificos, como
NR'R" o similares. | |

Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo,” por si mismos o
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en combinacion con otros términos, significan, a men_és’_":que se establezca lo
contrario, versiones ciclicas de “alquilo” y "heteroal_égffo,” respectivamente.
Adicionalmente, para heterocicloalquilo, un hetercatomo puede ocupar la
posicion en la que el heterociclo estd adjunto al resto de la molécula. Los
ejemplos de cicloalquilo incluyen, pero no estan limitados a, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo 1-ciclohexenito, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo
y similares. Ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, pero no estan limitados a,
1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilc, 4--
mprfoliniio, 3-morfolinilo, tetrahidrofuran-2-il, tetrahidrofuran-S-iI, tetrahidrotien-
2-il, tetrahidrotien-3-il, 1--piperazinilo, 2-piperazihi19, y similares. Un
“cicloalquileno” y un _,"heterocicloalquileno," solo q’,__réomo parte de otro
sustituyente, significa un radical divalente derivadc;‘;;ég\e un cicloalquilo y
heterocicloalquilo, respectivamente. E

Los términos “halo” o “halégeno,” por si mismos o como parte de
otro sustituyente, significan, a menos que se establezca lo contrario, un atomo
de flior, cloro bromo, o yodo. Adicionalmente, los términos como "haloalquilo™
deben incluir monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, el término
“haloalquilo de (C1-C4)” incluye, pero no se limita a, fluorometilo, difluorometilo,
triflucrometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo, 3-bromopropilo, y similares.

El término "acilo" significa a menos,;gue se establezca lo
contrario, -C{O)R donde R es un alquilo sustituido o no é.ustituido, cicloalquilo
sustituido o no sus:tituido, heteroalquilo sustrtmdo o no sustituido,

heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, o
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heteroarilo sustituido o.ho sustituido.

El término “arilo” significa a menos que se establezca lo
contrario, un sustituyente hidrocarburo poliinsaturado, aromatico, que puede
ser un solo anillo o multiples anillos (preferiblemente de.1 a 3 anillos) que
estan fusibnados juntos (es decir, un arilo de anillo fusionado)} o enlazado
covalentemente. Un anillo fusionado se refiere a anillos mtitiples fusionados
en donde al menos uﬁo de los anillos fusionados es un anillo de arilo. El
término "heteroarilo” se refiere a grupos arilo (o anillos} que contienen de uno
a cuatro heteroatomos seleccionados de N, O y S, en donde los atomos de

nitrégeno y azufre estan opcionalmente oxidados, y ‘el o los atomos de

nitrogeno estan opcionalmente cuaternizados. Asi, el término "heteroarilo"

incluye grupos heteroarilo de anillo fusionado (es V'deéir, multiples anillos

fusionados en donde al menos uno de los anillos fusionados es un anillo
heterbaromético). Un 5,6-heteroarileno de anillo fusionado se refiere a dos
anillos fusionados, en donde un anillo tiene 5 miembros y el otro anillo tiene 6
miembros, y en donde al menos un anillo es un anillo heteroarilo. De igual
manera, un 6,6-heteroarileno de anillo fusionado se refiere a dos anillos
fusionados, en donde un anillo tiene 6 miembros y el otro anillo tienev 6
miembros, y en donde al menos un anillo es un aniljp heteroarilo. Y un 6,5-
heteroarileno de anillo fusionado se refiere a dos anilld.‘S:fusionados, en donde
un anillo tiene 6 miembros y el otro anillo tiene 5 mj_z;:_rﬁbros, y en donde al
menos un anillo es un anillo heteroarilo. Un grupo Efé;ﬁicaroarilo puede estar

adjunto al resto de la molécula a través de un carbono o un hetercatomo.
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Ejemplos no limitativos de grupos arilo y heteroarilo i{r‘lfélbyen fenilo, 1-naftilo,
2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo,
4-imidazolilo, pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazolilo, 5-oxazolilo,
3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-
furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo, 4-
pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-bencimidazclilo, 5-indolilo, 1-isoquinolilo,
5-isoquinolilo, 2-quinoxalinile, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo, y 6&-quinolilo. Los
sustituyentes para cada uno de los sistemas de anillps de arilo y heteroarilo
antes mencionados son seleccionados del grupo de sus‘tituyentes aceptables
descrito mas adelante.‘fUn "arileno" y un "heteroarilehg'f;. solos o como parte
de otro sustituyente, significan un radical divalente deﬁlﬁ"i:ygdo de un arilo y un
heteroarilo, respectivamente.

Para ser breve, el término “arito” cuandq se usa en combinacion
con otros términos (por ejemplo, ariloxi, ariltioxi, arilalquilo) incluye ambos de
los anillos arilo y heteroarilo como se definieron antes. Asi, el término
“aritalquilo” signiﬁca que incluye esos radicales en los que un grupo arilo esta
unido a un grupo alquilo (por ejemplo, bencilo, fenetilo, p;ridilmetilo, y
similares) incluyendo esos grupos alquilo en los que un atomo de carbono (por
ejemplo, un grupo metil_eno) ha sido reemplazado por;_,,;p_or ejemplo, un atomo
de oxigeno (por ejemplo, fenoximetilo, 2—piridiloximetilq»,;,’j_-(1—naftiloxi)propilo, y

similares). s

“j'
El término. "oxo,” como se usa en la presente, significa un

oxigeno que esta doblemente unido a un atomo de carbono.

E
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El termino “alquilsulfonilo,” como se usa en la presente, significa
una porcion que tiene la formula -S{0,)-R', donde R’ es un grupo alquilo como
se definié antes. R' puede tener un numero especiﬂcb de carbonos (por
ejemplo, “alquilsulfonilo de C+-C4").

Cada uno de los términos anteriores (por ejemplo, “alquilo,”

b ot

“heteroalquilo,” “arilo,” y “"heteroarilo”) incluyen tantovlas formas sustituidas
como las no sustituidas del radical indicado. Los sustituyentes preferidos para
cada tipo de radical se mencionan a continuacion.

Los sustituyentes para los radicales r-a“_|:quilo y heteroalquilo
(incluyendo esos grupos a menudo denominados;:v'__a.lquileno, alquenilo,
heteroalquileno, heteroalquenito, alquinilo, cicloa|quitl."c13; heterocicloalquilo,
cicloalquenilo, y heterocicloalquenilo) pueden ser uno o mas de una variedad
de grupos seleccionados de, pero no limitados a, —QR', =0, =NR’, =N-OR’,
-NR'R", -SR', -halégeno, -SIR'R"R™, -OC(O)R’, -C(OjR', -CO;R', -CONR'R",
-OC(O)NR'R", -NR"C(O)R', -NR-C(O)NR"R™, -NR"C(O);R',
-NR-C(NR'R"R™)=NR"", -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R’, -S(0):R’, -S(0)NR'R",
-NRSOZR', -CN, y -NO; en un‘m]'mero que varfa de cero a (2m'+1), donde m'
es el numero total de atomos de carbono en tal radical. R, R", R", y R™ cada
uno preferiblemente de forma independiente se .';;r‘be;ﬂere a hidrogeno,
heteroalquilo sustituido o ﬁo sustituido, cicloalquilo su‘;s'.t‘iyt,:pido o no sustituido,
heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustitﬁidé o no sustituido (par
ejemplo, arilo sustituido con 1-3 halégenos), alquilo sustituido o no sustituido,

alcoxi, o grupos tioalcoxi grupos, o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto

15
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de la invencion incluye mas de un grupo R, por ejemplo, cada uno de los
grupos R es indepedientemente seleccionado como l;) son los grupos R', R",
R™, y R™ cuando mas de uno de estos grupos esta presente. Cuando R'y R"
estan adjuntos al mismo atomo de nitrégeno, pueden ser combinados con el
atomo de nitrégeno para formar un anillo de 4, 5, 6 6 7 miembros. Por
ejemplo, NR'R" incluye, pero no esta limitado a, 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo.
De la discusion anterior de sustituyentes, un expertc en la técnica
comprendera que el término “alquilo” significa que incluye grupos incluyendo
atomos de carbono unidos a grupos diferentes de grupos hidrégeno, tal como
haloalquilo (por ejempio, -CF3 y -CH;CF3) y acilo (;So;r-ejemplo, -C(O)CHa,
-C(O)CFj3, -C(O)CH,OCHs3, y similares).

De manera similar para los sustituyentes descritos para el radicai
alquilo, los sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo son variados y se
seleccionan de, por ejemplo: -OR’, -NR'R", -SR', -haldgeno, -SiR'R"R",
-OC(O)R', -C(O)R', -COz;R', -CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R,
-NR-C(O)NR"R™, -NR"C(O)zR’, -NR-C(NR'R"R™)=NR™, -NR-C{NR'R")=NR",
-S(O)R', -S(0O):R', -S(0)2NRR", -NRSO.R', -CN, -NO3, -R', -N3, -CH(Ph)z,
fluoro alcoxi de (C1-C4),;y fluoro alquilo de (C+4-Ca), en gqﬂ‘pﬂmero que varia de
cero al numero total de:yalencias abiertas en el sistemﬂé;::'ge anfllo aromatico; y
donde R, R", R", y R"" preferiblemente e independientg@ente se seleccionan
de hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no
sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o

no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y heteroarilo sustituido o no
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sustituido. Cuando un compuesto de la invencion incluye mas de un grupo R,
por ejemplo, cada uno de los grupos R es indepedienterﬁente seleccionado
como lo son los grupos R', R", R™, y R™ cuando mas de uno de estos grupos
esta presente.

Dos o mas sustituyentes pueden opcionalmente ser unidos para
formar grupos arilo, heteroarilo, cicloalguilo, o héterocicloalquilo. Dichos
sustituyentes asi Ilamados formadores de anillos son :t_ipicamente, aunque no
necesariamente, encorif;rados adjuntos a una estructufé_ base ciclica. En una
modalidad, los sustituyentes formadores de anillos estéﬁ_adjuntos a miembros
adyacentes de la estructura base. Por ejemplo, dos sustituyentes formadores
de anillos adjuntos a miembros adyacentes de una estructura de base ciclica
crean una estructura de anillo fusionado. En otra modglidéd, los sustituyentes
formadores de anillos estan adjuntos a un solo miembro de la estructura base.
Por ejemplo, dos sustituyentes formadores de anillos adjuntos a un solo
miembro de una estructura de base ciclica crean una estructura espirociclica.
En incluso otra modalidad, los sustituyentes formadores de anillos estan

adjuntos a miembros no adyacentes de la estructura bqse.

1
it

Dos de los sustituyentes en atomos adyéé{antes del anillo arilo o
heteroarilo opcionalmente pueden formar un amllo de la férmula
-T-C(O)-(CRR")q-U-, en donde T y U son independiéﬁtemente -NR-, -O-,
-CRR'-, 0 un enlace sencillo, y q es un entero de 0 a 3. Alternativamente, dos
de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo

opcionaimente pueden ser reemplazados con un sustituyente de la formula
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-A-(CH)-B-, en donde A y B son independientemente -CRR'-, -O-, -NR-, -S-,
-5(0) -, -S(0)z-, -S(0)2NR'-, 0 un enlace sencillo, y r es un entero de 1 a 4.
Uno de los enlaces simples del nuevo anillo asi formado puede opcionalmente
ser reemplazado con un enlace doble. Alternativamente, dos de los
sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo
opcionalmente pueden ser reemplazados con un sustituyente de la férmula
-(CRR"s-X'- (C"R™)q4-, donde s y d son independientemente enteros de 0 a 3, y
X' es -0-, -NR'-, -8-, -§(0)-, -§(0)z-, 0 -S{0O)2NR'-. Los’:s"ustituyentes R, R, R",
y R™ son preferiblemente seleccionados independienté'rhente de hidrégeno,
alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido,
heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y
heteroarilo sustituido o no sustituido.

Como se usa en la presente, ios términos “heteroatomo” o
“heteroatomo de anillo” significa que inciuyen oxigeno (O), nitrégeno (N),
azufre (8), fosforo (P), y silicio (Si).

Un “grupo éustituyente," COomo se usa en'tla presente, significa un
grupo seleccionado de l.'as siguientes porciones: e

(A) -OH, -'I.,\IHz, -SH, -CN, -CF3, -NO,, oxq.,‘:v:halégeno, alquilo no
sustituido, heteroalquilc no  sustituido, cicloalégilo no sustituido,
heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido, heteroérilo no sustituido, y

(B) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, y
heteroarilo, sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de:

(i) oxo, -OH, -NHj3, -SH, -CN, -CF3, -NO,, haldgeno, alguilo no

2\
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sustituido, heteroalquilo no  sustituido, cicloalquilo no  sustituido,
heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido, heteroarilo no sustituido, y

(i) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, y
heteroarilo, sustituido can por lo menos un sustituyente seleccionado de:

(a) oxo, -OH, -NHj3, -SH, -CN, -CF3, -NO;, halégeno, alquilo no
sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquiloc no  sustituido,
heterocicloalquilo no suétituido, arilo no sustituido, hetértbiérilo no sustituido, y

(b) alquilo, heteroalquilo, cicloaiquilo, heit'e"r"pcicloalquilo, arilo, o
heteroarilo, sustituido con por lo menos un sustituyente éeleccionado de: oxo,
-OH, -NH,, -SH, -CN, -CF3, -NO,, halogeno, alquilo no sustituido, heteroalquilo
no sustituido, cicloalguilo no sustituido, heterocicloalguilo no sustituido, arilo
no sustituido, heteroarilo no sustituido.

Un “sustituyente limitado en tamafo” o “grupo sustituyente
limitado en tamafo”, como se usa en la presente, significa un grupo
seleccionado de todos los sustituyentes descritos antes para un “grupo
sustituyente,” en donde cada alquilo sustituido o no sustituido es un alquilo de
C4-Cyp sustituido o no iustitL.xido, cada heteroalquilo sﬁgéﬁr‘ituido o no sustituido
es un heteroalquilo suétituido o no sustituido de 2":;_‘;;1‘,‘%20 miembros, cada
cicloalguilo sustituido o no sustituido es un cicloalquilo d.e"‘C4-Cg sustituido o no
sustituido, y cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un
heterocicloalquilo sustituido o no sustituido de 4 a 8.

Un “sustituyente inferior” o "grupo sustitdyente inferior"; como se

usa en la presente, significa un grupo seleccionado de todos los sustituyentes

77
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descritos antes para un “grupo sustituyente”, en donde cada alquilo sustituido
o no sustituido es un alquilo de C;-Cg sustituido o no sustituido, cada
heteroalquilo sustituido o no sustituido es un heteroalquilo sustituido o no
sustituido de 2 a 8 miembros, cada cicloalquilo sustituido o no sustituido es un
cicloalquilo de Cs-C; sustituido o no sustituido, y.cada heterocicloalquilo
sustituido o no sustituido es un heterocicloalquilo susfitu_ido © no sustituido de
5 a 7 miembros.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se entiende
que incluyen sales de los compuestos activos que se preparan con acidos o
bases relativamente no tdxicos, dependiendo de los sustituyentes particulares
encontrados en los compuestos descritos en la presente. Cuando los
compuestos de la presente invencion contienen funcionalidades relativamente
acidas, las sales basicas de adicion pueden ser obtenidas contactando la
forma neutral de dichos compuestos con una cantidqd suficiente de la base
deseada, ya sea pura o en un solvente inerte adecuado. Los ejemplos de
sales basicas de adiqién farmacéuticamente aceptqples incluyen sodio,
potasio, calcio, amonio,v amino organico, o sal de magnésio, o una sal similar.
Cuando los compuestos de la presente invencion co'nt.i'{e\nen funcionalidades
relativamente acidas, las sales basicas de adicion pueden ser obtenidas
contactando la forma neutral de dichos compuestos con una cantidad
suﬂcie‘nte del 4cido deseado, ya sea puro o en un solvente inerte adecuado.
Los ejemplos de sales acidas de adicion farmacéuticamente aceptables

incluyen aquellas derivadas de &cidos inorganicos como clorhidrico,
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bromhidrico,  nitrico, carbénico, monohidrogenocarbénico,  fosférico,
monchidrogenofosférico, dihidrogenofosforico, sulfurico,
nionohidrogenosulfﬂrico, yodhidrico, o acidos fosforosos y similares, asi como
las sales derivadas de acidos organicos relativamente no toxicos como
acético, propionico, isobutirico, maleico, malénico‘,_.bbenzoico, succ;inico,
subérico, fumarico, :léctico, mandeélico, ftalico, jbencenosu]fénico, p-
tolilsulfénico, citrico, tartarico, oxalico, metansulfdnico, y,:similares. También se
incluyen sales de aminoacidos tal como arginato y similafes, y sales de acidos
organicos como acidos glucurénico o galactundrico y similares (vea, por
ejemplo, Berge et al., “Pharmmaceutical Salts”, Journal of Pharmaceutical
Science, 1977, 66, 1-19). Ciertos compuestos especificos de la presente
invencion contienen funcionalidades tanto acidas como basicas que permiten
que los compuestos sean convertidos ya sea en sales basicas o sales acidas
de adicion.

Asi, los cémpuestos de la invencion presente pueden existir
como sales, tal como con acidos farmacéuticamente aA'c;,;ewptables. La presente

! g

invencién incluye dichas sales. Ejemplos de dichas sales incluyen clorhidratos,

v
b

bromhidrétos, sulfatos, metanosuifatos, nitratos, malef;\'tovs, acetatos, citratos,
fumaratos, tartratos (por ejemplo, (+)-tartratos, (-)-’Eartratos, o mezclas de los
mismos incluyendo mezclas racémicas), succinatos, ‘benzoatos, y sales con
aminoacidos tal como el acide glutamico. Estas salés se pueden preparar
mediante métodos conocidos por aguellos con habilidad en la técnica.

Las formas neutras de los compuestos son preferiblemente
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regeneradas al poner en contacto la sal con una base o &cido y aislando el
compuesto progenitor de |a manera convencional. La forma parental del
compuesto difiere de las varias formas de sal en ciertas propiedades fisicas,
como la solubilidad en solventes polares.

Ademas de las formas de sal, la invencic')_'ri"presente proporciona
compuestos en una forma de profarmaco. Los proférmacQs de los compuestos
aqui descritos son aquellos compuestos que facilmente se someten a cambios
quimicos bajo condiciones fisiolgicas para proporcionar los compuestos de la
presente invencion. Ademas, los profarmacos pueden ser convertidos a los
compuestos de la invencion presente por métodos quimicos o bioguimicos en
un ambiente ex vivo. Por ejemplo, los profarmacos ‘pueden ser lentamente
convertidos en los compuestos de la presente invencion cuando se colocan en
un reservoric de parche transdérmico con una enzima:adecuada 0 un reactivo
quimico.

Ciertos cofnpuestos de la invencion presgr]te pueden existir en
formas no solvatadas asi como en formas solvataq:§§_, incluyendo formas
hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas
no solvatadas y estan abarcadas dentro del alcance de la presente invencién.
Ciertos compuestos de la presente invencién pueden existir en multiples
formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas son
equivalentes para los usos contemplados por la presente invencion y
pretenden estar dentro del alcance de la presente invencion.

Ciertos compuestos de la invencion presente poseen atomos de

25
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carbono asimétricos (centros opticos) o dobles enlaces; los racematos,
diasteredmeros, tautdmeros, isomeros geométricos, e isomeros individuales
estan comprendidos dentro del alcance de la invencion presente. Los
compuestos de [a inven_Cién presente no incluyen esoé que son conocidos en
la técnica por ser inestables para sintetizar y/o aislar. -

Los compuestos de la invencion preée_nte también pueden
contener proporciones no naturales de isdtopos atdbmicos en uno o mas de los
atomos que constituyen tales compuestos. Por eje_mplo, los compuestos
pueden ser radiomarcados con isétopos radicactivos, tal como por ejemplo
tritio (°H), yodo-125 (*#1), o carbono-14 (*C). Todas las variaciones isotopicas
de los compuestas de la presente invencion, ya sean radioactivas o no, estan
abarcadas dentro del alcance de |a presente invencién».

El simbolo "~~" denota el punto de unién de una porcion
quimica al resto de una molécula o formula quimica.

“Ortolog” y términos similares en el contexto de péptidos se
refiere a dos o mas productos de gen peptidico enh_g,o;nde los genes que
codifican el ortolog han evolucionado de un ancestro corfu’m, como se sabe en
fa técnica.

"Andlogo” como se usa en la presente ‘en el contexto de
polipéptidos se refiere a un compuesto que tiene inserciones, deleciones y/o
sustituciones de aminoacidos con relacion a su compuesto progenitor. Un
analogo puede tener estabilidad, solubilidad, eficacia, vida media superiores, y

similares. En algunas modalidades, un andlogo es un compuesto que tiene
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por lo menos 50%, por ejemplo 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98%, o inf;:luso mayor, identidad de sécuencia.al compuesto
progenitor.

Los términos “identidad,” "identidad de secuencia” y similares en
el contexto de compa;'rar dos o mas acidos nucleicos o secuencias de
polipéptidos, se refieren a dos o mas secuencias o subéecuencias gque son
iguales o que tienen un porcentaje especifico de residuos de aminodcidos o
nucledtidos que son iguales (es decir, aproximadamente 50% de identidad,
preferiblemente 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mayor idelntidad scbre una
region especifica, cuando se compara y alinea para una maxima
correspondencia sobre una ventana de comparacién o region designada)
como se mide usando algoritmos de comparacidon de secuencia somo se sabe
en la técnica, por ejemplo BLAST o BLAST 2.0. E:st”a definicion incluyen
secuencias que tienen deleciones y/o adiciones, asiﬂgpﬂmo esas que tienen
sustituciones, asi como variantes naturales, pq.r':;\:‘_ejemplo, variantes
polimérficas o alélicas, y variantes hechas por el hombre. En algoritmos
preferidos, se toman en cuenta los vacios y similares, como se conoce en la
técnica. Para comparacién de secuencia, tipicamente una secuencia actua
como una secuencia de referencia, con la que se comparan las secuencias de
pfu‘eba. Cuando se usa un algoritmo de cémparacién de secuencia, las
secuencias de prueba y de referencia son introducidas en una computadora,

se designan coordenadas de subsecuencia si es necesario, y se designan
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parametros del programa de algoritmo de secuencia. Preferiblemente, los
parametros por defect'{a del programa pueden ser usados, o se pueden
designar parametros alternativos. El algoritmo de comparacion de secuencia
entonces calcula el porcentaje de identidades de ‘secuencia para las
secuencias de prueba relativas a la secuencia de refeféncia, basandose en
los parametros del programa.. La alineacién optima .désecuencias para la
comparacion puede realizarse, por ejemplo, por el algoritme de homologia
local de Smith & Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, por el algoritmo de
alineacion de homologié de Needleman & Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443,
por el método de blsqueda de semejanza de Pearson & Lipman, 1988, Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, por implementaciones computarizadas de
estos algoritmos (GAE, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin
Genetics Software Paékage, Genetics Computer Gﬂrﬁoup, 575 Science Dr.,
Madison, Wis.), o por afineacion manual e inspeccién \(§sual. Vea por ejemplo,

Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al, eds. 1985

determinacion de porciento de identidad de secuencia y semejanza de
secuencia incluyen los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en
Altschul et al., 1977, Nuci. Acids Res. 25:3389-3402 y Altschul et al., 1990, J.
Mol. Biol. 215:403-410. BLAST y BLAST 2.0 se usan, como se sabe en la
técnica, para determinar el porcentaje de identidad de secuencia para los
acidos nucleicos y proteinas de la invencién. El software para realizar los

analisis BLAST esta disponible publicamente a través del sitio en la red del
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National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional para
Informacion de Biotecn_blogia). Este algoritmo implica primero identificar pares
de secuencias de puntuacion alta (HSPs) al identificar palabras cortas de
longitud W en la secuencia de cola, ya sea que cdﬁéuerden o satisfagan
alguna puntuacién de umbral T de valor positivo cuando se alinea con una
palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T es
denominado el umbral de puntuacion de palabra vecina (Altschul et al., /d.).
Estos aciertos de palabra vecinas iniciales actian comd semillas para iniciar
busquedas para encontrar HSPs mas largos que los contienen. Los resultados
de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia
mientras sea posible aumentar el puntaje de alineacion acumulativo. Las
puntuaciones acumulativas se calculan usando, por ejemplo, para secuencias
de nucledtidos, los parametros M (puntuacion de p[gmio para un par de
residuos coincidentes; .siempre>0) y N (puntualizaciép‘.‘c‘ie penalizacion para
residuos no coincidentes; siempre<0). Para secuenci_§§:ide aminoacidos, se
usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion acumulativa. La
ampliacion de los aciertos de palabras en cada direccién se detiene cuando: la
puntuacion de alineacion acumulativa cae del valor maximo alcanzado en la
cantidad X; la puntuacion acumulativa desciende a cero o por debajo de éste
debido a la acumulacion de una o mas alineaciones de residuos de
puntuaciéon negativa; o se llega al final de cuqlquier secuencia. Los
parametros de algoritmo BLAST, W, T y X deterrﬁinan la sensibilidad y

velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias

S
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nucleotidicas) usa como omisiones una longitud de palabra (W) de 11, una
expectativa (E) de 10,. M=5, N=-4, y una comparac::ilér‘t de ambas cadenas.
Para las secuencias dé aminoacidos, el programa BLASTP usa una longitud
de palabra preestablecido de 3, y expectativa (E) ':de: 10, y la matriz de
puntuacion BLOSUME2 (vea Henikoff& Henikoff, 1989, Proc. Nati. Acad. Sci.
USA89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y
una comparacién de ambas cadenas.

Para determinar el porcentaje de identidad o semejanza de dos
secuencias de aminoacidos o de dos &cidos nucleicos, las secuencias son
alineadas para propdsitos de una comparacion optima (por ejemplo, pueden
introducirse vacios en l? secuencia de una primera secuencia de aminoacido
o acido nucleico para u.na alineacion 6ptima con unaﬁgegunda secuencia de
aminoacido o &cido r_»iyc|eico). Entonces los residiugjsﬁ de aminoacidos o
nucledtidos en posiciohes correspondientes de aminé_éf;ido 0 posiciones de
nucledtido se comparan. Cuando una posicidn en Ia} primera secuencia es
ocupada por el mismo 6 un residuo de aminoacido similar o nucledtido como
la posicion corregpondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas
son idénticas o similares en esa posicion. El porcentaje de identidad o
semejanza entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones
idénticas o similares compartidas por las secuencias (es decir, % identidad = #
de posiciones idénticajs/total # de posiciones (por ejemplo, posiciones
superpuestas) x 100). La semejanza de dos aminoéciglos puede ser evaluada

mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los

.,..
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residuos neutros no poiares (por ejemplo, Ala, Cys,"jG_ly, lle, Leu, Met, Phe,
Pro, Trp, Val) pueden cénsiderarse semejantes, ifual quea su vez los residuos
polares cargados acidos polar (por ejemplo, Glu, Aép), polares cargados
basicos (por ejemplo, Arg, His, Lys) y polares neutros (por ejemplo, Asn, Gin,
Ser, Thr, Tyr).

Tanto la identidad como la semejanza pueden carlcularse
facilmente. Por ejemplo, al calcular el porcentaje de identidad, solo las
coincidencias exactas pueden ser contadas, y las alineaciones globales
pueden ser realizadas en contraposicion a aiineaciones locales. Los métodos
comunmente usados para determinar la identidad o semejanza entre las
secuencias incluyen, po} ejemplo, esos revelados en Qarillo et al., 1988, SIAM
J. Applied Math. 48:1073. Los métodos ejemplares;a para determinar la
identidad estan disefiados para dar la coincidenciaiqés grande entre las
secuencias probadas. Los métodos ejemplares para de;érminar la identidad y
semejanza son también proporcionados en programas computacionales
comerciales. A particular ejemplo de un algoritmo matematico utilizado paré la
comparacion de dos secuencias es el algoritmo de Karlin et al., 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, y modificado por ejemplo, como en Karlin
et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Tal algoritmo esta
incorporado en los programas NBLAST y XBLAST de:AItschuI et al., 1990, J.
Mol. Biol. 215:403-410. Para obtener alineaciones con vacios para propositos
de comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST t‘;c‘_;qmo se describe en

Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, Alternativamente, el

i
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PSI-Blast puede ser usado para realizar una bﬂsque’dé iterada, que detecta
relaciones distantes entre moléculas. Cuando se ﬁti!izan los programas
BLAST, Gapped BLAST, y PSI-Blast, pueden uS’érée los parametros
preestablecidos de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST vy
NBLAST), como se sabe en la técnica. Ademds, puede usarse el método
FASTA (Atschul et al., 1990, /d.). Otro ejemplo particular de un algoritmo
matematico dtil para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers
et al., 1988, CABIOS 4:11-17. Tal aigoritmo esta incorporado en el programa
ALIGN (version 2.0), que es parte del paquete de software de alineaicon de
secuencia GCG (Devereux et al., 1884, Nucleic Acids Res. 12 (1):1387). El
porcentaje de identidad_ puede ser determinado por é?élisis con el médulo
AlignX® module en Vector NTI® (Invitrogen; Car}sbadCé;)l._;

"Obesidad” y “sobrepeso” se refieren a mg@jferos que tienen un
peso rhayor que lo normalmente esperado, y puede determinarse, por
ejemplo, por la apariencia fisica, indice de masa corporal (BMI) como se

conoce en la técnica, proporciones de circunferencia de cintura a cadera,

. espesor del pliegue de la piel, circunferencia de la cintura, y similares. Los

Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) definen el
sobrepeso como un adulto humano gue tiene un IMC de 25 a 29.9; y definen
como obeso a un adulto humano que tiene un IMC de 30 a mayor. Existen
métricas adicionales para la determinacién de la obeﬁi'dad. Por ejemplo, el
CDC afirma que una pe_;vrsona con una relacion de cmtura a cadera mayor de

1.0 tiene sobrepeso.
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“El indice .'d'e masa magra” se refiere a Ie;'»;:r;asa libre de grasa del
cuerpo, es decir, el peso corporal total menos el pesa de la grasa corporal es
el peso de la masa magra. La masa corporal magra vpuede medirse por
métodos tal como pesaje hidrostatico, camaras computarizadas,
absorciometria de rayos X de doble energia, calibradores de la piel, formacion
de imagen por resonancia magnética (MRI) y analisis de impedancia
bioeléctrica (BIA) como se sabe en la técnica.

“‘Mamifero” se refiere a animales de sangre caliente que
generalmente tiene pelo o cabello, que dan a luz a su progenie, y que
alimentan a su progenie con leche. Los mamiferos incluyen humanos;
animales de compafia’ {por ejemplo, perros, gatos); aéimales de granja {(por
ejemplo, vacas, caballos, ovejas, cerdos, cabras); ﬁa}gimales silvestres; vy
similares. En una modalidad, el mamifero es una hembra. En una modalidad,
el mamifero es un humano hembra. En una modalidad, el mamifero es un
gato o perro. En una modalidad, el mamifero es un mamifero diabético, por
ejemplo, un humano que tiene diabetes tipo 2. En una modalidad, el mamifero
és un mamifero obeso diabético, por ejemplo, un mamifero obeso que tiene
diabetes tipo 2.

“Compuestos agonistas de amilina” incluyen péptidos nativos de
amilina, péptidos analosgos de amilina, y otros come_uestos (por ejemplo,
moléculas pequenas). que tienen actividad agor}‘;lt_gt{g de amilina. Los
"compuesfos agonistas» de amilina " pueden derivars:é de fuentes naturales,

pueden ser sintéticos, o pueden derivarse de técnicas de ADN recombinante.
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Los compuestos agonistas de amilina tienen actividsé.éfide unién al receptor
ag.onista de amilina .y pueden comprender aminodcidos (por ejempio,
naturales, no naturales, o una combinacién de los mismos), péptido
mimeticos, porciones quimicas, y similares. Los expell"tos en la técnica
reconoceran los compuestos agonistas de amilina usando ensayos de union al
receptor de amilina o al medir la actividad agonista de la amilina en ensayos
de musculo séleo. Los compuestos agonistas de amilina pueden tener un ICsg
de aproximadamente 200 nM o menor, aproximadamente 100 nM o menor, o
aproximadamente 50 n‘M o menor, en un ensayo de receptor de amilina, tal
como ese descrito en la presente, en la Patente de EEUU No. 5,686,411, y la
Publicacién No. 2008/0176804, cuyas revelaciones_“:“‘s(_e incorporan en la
presente como referencia en su totalidad y para todc; bropésito. El término
"ICs" se refiere en el sentido de costumbre a la concentracion inhibitoria
maxima media de un compuesto que inhibe una funcion biologica o
bioquimica. Por consiguiente, en el contexto de los estudios de unidn, ICs se
refiere a la concentracion de un compuesto de prueba que compite la mitad de
un ligando conom.:ido de un receptor especifico. Los compuestos agonistas de
amilina pueden tener un ECs; de aproximadamente 20 nM o menor,
aproximadamente nM .15 0 menor, aproximadamentg nM 10 o menor, o
aproximadamente nM 5 O menor en un ensayo de musculo séleo, tal como
ese descrito en la presente y en la Patente de EEUU No. 5,686,411. El

término "ECsy" se refiere en el sentido de costumbre a la concentracion

- efectiva de un compuesto que induce una respuesta a la mitad entre una
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respuesta de linea de base y una respuesta maximé, como se sabe en la
técnica. El compuesto agonista de amilina puede tener por lo menos 90% o
100% de identidad de secuencia a amilina humana{éf"za'ngro] (pramlintida). El
compuesto agonista de amilina puede ser un péptido quimera de amilina (por
ejemplo, amilina humana, amilina de rata, y similares) y calcitonina (por
ejemplo calcitonina humana, calcitonina de salmén, y similares). Los
compuestos convenientes y ejemplares de agonistas de amilina también se
describen en la Publicacion de EEUU No. 2008/0274852, cuya revelacién se
incorpora como referencia en la presente en su -,.tiqjtalidad y para todo
proposito. A menos‘ que se indique de otra- manera, el término
“aproximadamente” en el contexto de un valor numérico se refiere a +/- 10%
del valor numeérico.

“Fragmento” en el contexto de polipéptidos se refiere en la
presente al sentido quimico de costumbre a una porcion de un polipéptide. Por
ejemplo, un fragmento puede resultar de la delecion N-terminal o delecion C-
terminal de uno o mas residuos de un polipéptido progenitor, y/o un fragmento
puede resultar de la delecion interna de uno o mas re§iduos de un polipéptido
progenitor. El término "progenitor” en el contexto de polipéptidos se refiere, en
el sentido de costumbre, a un polipéptido que sirve como una estructura de
referencia antes de la modificacién, por ejemplo, i'hivst:ercién, delecion ylo
sustitucidon. Los términos “conjugado”, "conjugado de b,ébtido", "conjugado de
polipéptida" y similares en el contexto de compuestos utiles en [os métodos

descritos en la presente se refieren a polipéptidos de componente que estan
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unidos a una o mas porciones que aumentan la duracion, opcionalmente a
traves de un enlazador.

Los términos ‘“péptido” y ‘“polipéptido” en el contexto de
componentes de polipéptido de los conjugados de polipéptido descritos en la
presente son sindénimos. El término “péptido” se refiere en el sentido
acostumbrado a un polimero de aminoacidos unido por enlaces amina. Los
términos "des-aminoacido”, “des-AA," "desLys” y similares se refieren a la
ausencia del aminoacido indicado, como es costumb‘re en la técnica. Un
aminoacido (o funcionalidad) que esta “ausente” signiﬁéa que el residuo (o
funcionalidad) antes unida al lado de N-terminal y C-terminal del aminoacido
ausente (o funcionalidad) se han unido entre si. Los términos "componente
peptidica" y "componente de polipéptido” se refieren a polipéptidos incluidos
dentro de un conjugado de polipéptido descrito en la presente.

"Derivado” en el contexto de un polipéptido se refiere a una
molécula que tiene la secuencia de aminoacido de un progenitor o analogo del
mismo, pero ademas tiene una modificacion quimica de uno o mas de sus
grupos secundarios dg aminoacido, atomos de carbono a, atomos de
nitrégeno de estructur;a ptincipal, grupo amino te‘{?rﬂi’nal, 0 grupo acido
carboxilico terminal. Una medificacion quimica incluy‘;e_‘,‘l .pero no esta limitada
a, agregar porciones quimicas, crear nuevos enlaces._:,)_.:_,y remaover porciones
quimicas. Las modificaciones en los grupos secundarios de aminoacido
incluyen, pero no se limitan a, acilacion de grupos lisina e-amino, N-alquilacion

de arginina, histidina, o lisina, aiquilacién de grupos de acido gluamico o

36
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aspartico carboxilico, y desamidacion de glutamiﬁa 0 asparagina. Las
modificaciones del amino terminal incluyen, pero no ‘se limitan a, las
modificaciones desamino, N-alquilo inferior, N-di-alquilo inferior, alquilos
restringidos (por ejemplo ramificados, ciclicos, fusionados, adamantiio) y N-
acilo. Las modificaciones del grupo carboxi terminal incluyen, pero no se
limitan a, las modificaciones de amida, alquilo inferior amida, alquilos
restringidos (por ejemplo ramificados, ciclicos, fusionados, adamantilo) alquilo,
diaiguilo amida, y alquild inferior éster. Ademas, uno o mas grupos laterales, o
grupos terminales, pueden estar protegidos por grupos protectores conocidos
por el quimico de sintesis de habilidad ordinaria. Ellcarbono alfa de un
aminoacido puede ser mono o dimetilado. Los derivados de los componentes
de polipéptidos descritos en la presente también estan contemplados en
donde la estereoquimica de los aminoacidos individuales puede ser invertida
de (L)/S a (D)/R en uno o mas sitios especificos. También se contemplan los
componentes de polipéptido modificados por glucosilacion, en por ejemplo, los
residuos Asn, Ser y/o Thr. Los compuestos utiles en los métodos
proporcionados también pueden ser fragmentos biol.égigamente activos de los
péptidos (nativo, agonis}a, analogge, y derivado) descritq:e:n la presente.

Los términos “mimético”, “péptidominiéti@:o" y similares se
refieren en el sentido de costumbre a un compuesto qhéé contiene elementos
estructurales no peptidicos que son capaces de agonizar o antagonizar la
accion(es) bidlogica(s) de un péptido progenitor natural.

Debera apreciarse que a través de la solicitud se escriben las

21
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alternativas en grupos Markush, por ejemplo, cada zposiéién de aminoacido
que contiene mas de un posible aminoacido. | Esta especificamente
contemplado que cada miembro del grupo Markush debe ser considerado
separadamente, comprendiendo asi otra modalidad, y el grupo Markush no
debe ser leido como una sola unidad. |
Como se usa en la presente, la forma singular “un”, “una’, y "el’
incluyen las referencias plurales a menos que sea indigado de otro modo o

claro a partir del contexto. Por ejemplo, como seré aparente del contexto, "un”

analogo puede incluir uno o mas analogos.

1. Compuestos

En un primer aspecto, se proporciona " un conjugado de
polipéptido que incluye un componente de polipéptido al cual se enlaza una o
mas porciones que aumentan fa duracion, opcionalmente a través de un
enlazador. Asi, el componente de polipéptide sirve como una plantilia
("plantilla de polipéptido") a la que se une, preferiblemente por unién
caovalente, uns ;) mas porciones que aumentan la era‘pién. El enlace de la
porcion que aumenta lg duracién al componente de pglzgpéptido puede ser a
través de un enlazador como se describe en la presen%e‘; ‘Alternativamente, la
unién de porcidon que aumenta la duracién al componente de polipéptido
puede ser a través de un enlace covalente directo. La porcion que aumenta la
duracion puede ser un polimero soluble en agua como se describe en la

presente. En algunas modalidades, una pluralidad de porciones que aumentan

&
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la duracién esta unida al componente de polipéptido.;éh cuyo caso cada
enlazador a cada porcion que aumenta la duraciéon es seleccionada
independientemente de los enlazadores descritos en Ia presente.

En algunas modalidades, el componente de polipéptido incluyen
una secuencia de aminoacidos de los residuos 1-37 de la Férmula (i)
siguiente, en donde hasta 25% de los aminoacidos estg‘blecidos en la Foarmula
(1) pueden ser eliminados o sustituidos con un aminoécii,dp diferente:

X'-Xaa’-CysZ-Asn5-Thr4-A|a5-Thrs-c;ys7-Ala5-Thrg-G__lh“’-Arg"-Leu“-Ala“-
Asn'-Phe'>-Leu'®-Val'-Xaa'®-Ser'®-Ser*’-Xaa?'-Asn?’-Phe?*-Xaa**-
Xaa?-Xaa®-Xaa?’-Xaa®-Xaa®®-Thr’-Xaa*'-Val*-Gly**-Xaa**-Xaa¥-
Thr®-Tyr’’-X (SEQ ID NO: 4) (.

En la Formula (1), X' es hidrégeno, un grupo tapén de N-terminal,
un enlace para una porcién que mejora la duracién, o un enlazador para una
porcion que mejora la duracion. Xaa' es Lys o un enlace, Xaa'® es Lys, Cys, 0
His, Xaa®' es Lys, Cys, o Asn, Xaa® es Lys, Cys, o Gly, Xaa® es Lys, Cys, o
Pro,Xaa® es Lys, Cys, o lle, Xaa® es Lys, Cys, o Leu, Xaa®® es Lys, Cys, 0
Pro, Xaa® es Lys, Cys, o Pro, Xaa®! es Lys, Cys, o Asn Xaa* es Lys, Cys, o
Ser, y Xaa® es Lys, Cys, o Asn. Una persona que tie(}jfé!;experiencia ordinaria
en la técnica inmediatamente reconocera que el componente de polipéptido
de la Férmula (l), y étras formulas descritas en la presente, tienen una
valencia adecuada para unirse a una o mas porciones que aumentan la
duracion. Por ejemplo, donde una porcion Gnica que aumenta la duracion esta

presente, el componente de polipéptido de Formula (I) es un péptido
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monovalente, cuya valencia se une a la porcion que aumenta la duracion,
opcionalmente a través de un enlazador. Por consiguiente, donde dos
porciones que aumentan la duracion estan presentes, el componente de
polipéptido de Férmula (I) es un péptido divalente, etcétera.

| Ademas con respecto a la Férmula (1), la variable X representa
una funcionalidad C-terminal (por ejemplo, un tapén C-terminal). X es amino
sustituido o no sustituido, alquilamino sustituido o no'!s'ustituido, dialgquilamino
sustituido o no sustituido, cicloalquilamino sustituido o'r;p sustituido, arilamino
sustituido o no sustituido, aralquilamino sustituido o no sustituide, alquiloxi
sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no sustituido, aralquiloxi sustituido
o no sustituido, hidroxilo, un enlace a una porcién que aumenta la duracion, o
un enlazador a una borcién que aumenta la duracion. En algunas
modalidades, la porcion que aumenta la duracion estd enlazada
covalentemente, opcionalmente a través de un en!azador, a una cadena
secundaria de un residuo de aminoacido enlazante, X' o X. En algunas
modalidades, la porcion que aumenta Ila dufagién estd enlazada
covalentemente, opcionalmente a través de un enlazgqvgr, a un atomo de la
estructura principal del componente de polipéptido.rvftgi el C-terminal del
componente de polipéptido con la secuencia de residuoé 1-37 de Férmula (1)
esta tapado con una funcionalidad X, entonces X es preferiblemente amina
con lo cual se forma una amida C-terminal. La N-terminai de los componentes
de polipéptido descritos en la presente, incluyendo el componente de

polipéptido segun la Formula (1), puede ser enlazado covalentemente a una
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variedad de funcionalidades incluyendo, pero no limitadas a, el grupo acetilo.
El'término "grupo tapon de N-terminal” se refiere en el sentido de costumbre a
una porcion unida chalentemente al nitrégeno del N-terminal de un
polipéptido, por ejemplo, acilo sustituido o no sustituido, aciloxi sustituido o no
sustituido, las bases de Schiff, y similares, como se conoce en la técnica. En
algunas modalidades, la funcionalidad X' de N-terminéi es un grupo protector
de amina como se condce en la técnica, preferiblemente vaoc.

En algunas modalidades, hasta 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45% o incluso 50% de los aminoacidos de los residuos 1-37 de
Férmula () son eliminados o sustituidos en un componente de polipéptido
segun la Férmula (i). En algunas modalidades, el componente de polipéptido
tiene 0, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,8, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 auin 16 sustituciones de
aminoacido con respecto a fa secuencia de aminoacido establecida en la
Faormula (1).

En algunas modalidades, el componegte de polipéptido del
conjugado de polipépti_;jo tiene una secuencia que tiene una identidad de
secuencia definida con respecto a los resiauos 1-37 _fde la secuencia de
aminodcidos segun fa Formula ().

En algunas modalidades, la identidad de secuencia entre un

componente de polipéptido descrito en la presente y los residuos 1-37 de la’

Formula (1) es 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o
incluso mayor. En algunas modalidades, hasta 50%, 45%, 40%, 35%, 30%,

25%, 20%, 15%, 10%, 5% o incluso menos de los aminoacidos establecidos

4\
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en los residuos 1-37 de la Formula (l) pueden ser eliminados o sustituidos con
un aminoécido diferente. En algunas modalidades, la identidad de secuencia
esté dentro del intervalo 75%-100%. En algunas modalidades, |a identidad de
secuencia estd dentro del intervalo 75%-90%. En algunas modalidades, la
identidad de secuencia esta dentro del intervalo .:,80%-90%. En algunas
modalidades, la identidad de secuencia es por lo menos 75%. En algunas
modalidades, el componente de polipéptido del conjugadd tiene la secuencia
de residuos 1-37 de la Férmuia (1).

En algunas modalidades, el componente de polipéptido tiene la
secuencia del Cmp 12. En algunas modalidades, el componente de
polipéptido tiene la secuencia del Cmp 6. En algunas modalidades, el
componente de polipéptido tiene una o mas sustituciones conservadoras de
aminoacido con respecto a la secuencia de la Formula (l). "Sustitucion
conservadora de aminoacido” se refiere en el sentido de costumbre a la
sustitucion de aminoéci;dos que tienen propiedades ngguimicas semejantes
en la cadena secundaria (por ejemplo, hidroﬁlicidad,'__ll":}idrofobicidad, tipo de
carga, rac‘iio de Van der Waals, y similares). "Sustitucion no conservadora de
aminoacido" se refiere en el sentido de costumbre a la sustitucion de
aminoacidos que tienen propiedades bioquimicas diferentes en la cadena
secundaria.

Se entiende que en e calculo de la identidad de secuencia con
respecto a cualquiera de los componentes de polipéptidos establecidos en la

presente (por ejemplo, como se encuentra en los residuos 1-37 de la Formula
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(1)), la secuencia a ser comparada se toma sobre los aminoacidos descritos en
ella, independientemente de cualquier funcionalidad N-terminal (es decir, X'} o
C-terrninalb(es decir, X) presente. Se comprende ademas que la presencia de
uné porcion que aumenta fa duracion covalentemente énlazada a la cadena
secundaria de un aminoacido es inmaterial al calculo de identidad de
secuencia. Por ejemplo, una lisina sustituida en cualquier posicién de la
Formula (I) y ademas unida, opcionalmente a través de un enlazador, con una
porcién que aumenta la duracion es una lisina para propésitos de calculo de
identidad de secuencia.

Los polypéptidos que incluyen la secuencia de residuos 1-37 de
la Formula (l) pueden ser considerados como combinaciones quiméricas de
amilina y calcitonina, o analogos de los mismos. La amilina es una hormona
peptidica sintetizada por Ias células 8 pancreaticas que son co-secretadas con
la insulina en respuestg a una ingesta de nutrienté%g.;‘La secuencia de Ia
amilina es altamente conservada a traves de las espe5i9§ de mamiferos, con
semejanzaes estructurales al péptido relacionado con é;l}vgen de la calcitonina
(CGRPY), las calcitoninas, las intermedinas, y adrenomedulina. Las acciones
glucoreguladoras de la amilina complementan esas dg la insulina al regular la
velocidad de aparicién de la glucosa en la circulacion a través de la supresion
de la secrecion de glucagon estimulado por los nutrientes y haciendo mas
lento el vaciado gastrico. En pacientes con diabetes tratados con insulina, la
pramlintida, un analogo sintético y equipotente de la amilina humana, reduce

las excursiones de glucosa después de las comidas suprimiendo la secrecion
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inadecuadamente elevada de secrecion de glucagén después de las comidas
y haciendo mas lento el vaciado gastrico. Las secuencias de amilina de rata,
amilina humana y pramlintida humana siguen, respectivamente:

KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY (SEQ ID

NO:1);

KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY (SEQ 1D
NO:2):

KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTY (SEQ ID
NO:3).

En otro aspecto, se proporciona un conjugado de polipéptido,
que es un derivado de Qramlintida con SEQ 1D NO:3 ¢ un analogo del mismo,
en donde el residuo de‘-‘aminoécido en la posicion 1 esta ausente (es decir,
des-Lys") y un residuo de aminoacido en la posici()nvz'a‘a 37 se ha sustituido
con un residuo de lisina o residuo de cisteina y en donde dicho residuo de
lisina o residuo de cisteina estd enlazado a un polimé@ de polietilen glicol,
opcionalmente a través de un enlazador, en donde la numeracion del
aminoacido se conforma con el nimero de aminoacido en SEQ 1D NO:3.

En otro aspecto, la invencion se relaciona a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ 1D NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en la posicion 1 esta ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuo de aminoécido en cualquier
posicion 2, 3, 4, 5,6, 7, 8 9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 17, 18, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 31, 32, 33, 34, 35,@3.6. o 37 esta sustituido
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con un residuo de !isinax'y en donde dicho residuo de lvisina esta enlazado a un
polimero de polietilen gI_icoI, opcionalmente a través de‘.fqn eniazador.

En otro asbecto, la invencidn se relaciqple’xi a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ 'LID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en la pdsicién 1 estd ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuoc de aminoacido en cualquier
posicion 18, 21, 24-29, 31, 34 o 35 esta sustituido con un residuo de lisina y
en donde dicho residuo de lisina esta enlazado a un polimero de polietilen
glicol, opcionalmente a través de un enlazador.

En otro aspecto, la invencién se relaciona a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en la posicién 1 esta ausente
(es decir, des-Lys') y gn‘donde un residuo de aminoégi“f:lo en la posicion 18
esta sustituido con un residuo de lisina y en donde diché)._;gesiduo de lisina esta
enlazado a un polimero de polietilen glicol, opcionalmente a través de un
enlazador.

En otro aspecto, la invenc;ién se relaciona a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramliintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en fa posicién 1 esta ausente
(es decir, des-Lys") y eh donde un residuo de aminoéacido en la posicién 21
eété sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina esta
enlazado a un polimeré de polietilen glicol, opciona;lmente a través de un

enlazador.

20
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En otro aspecto, la invencién se relaciena a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde él residuo de aminoacido en la pésicién 1 estd ausente
(es decir, des-Lys") y en donde un residuo de aminoécido en la posicion 24
esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de fisina esta
enlazado a un polimero de polietilen glicol, opcionalmente a través de un
enlazador. |

En otro aspecto, la invencion se relaciona a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en la posicion 1 estd ausente
(és decir, des-Lys") y en donde un residuo de aminéécido en la posicion 25
esta sustituido con un rgsiduo de lisina y en donde dicho 1residuo de lisina esta
enlazado a un polimeio de polietilen glicol, opciona!ménte a través de un

enlazador.

B

aba

En otro aspecto, la invencion se relaciocna a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del .mismo, en donde el residuo de aminodcido en la posicion 1 esta ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuo de aminodcido en la posicion 26
esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina esta
enlazado a un polimero de polietilen glicol, opcionalmente a través de un
enlazador.

En otro aspecto, Ia invencion se relacidpa a un conjugado de

polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ';]“D NO:3 o un anélogo
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del mismo, en donde el residuo de aminoacido en Ié'_{posicién 1 estd ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuo de amino,‘ééido en la posicion 27
esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dicjho‘-residuo de lisina esta
enlazado a un polimero de polietilen glicol, opcional.rﬁénte a través de un
enlazador.

En otro aspecto, Ia invencion se relaciona a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en la posicién 1 esta ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuo de aminoacido en la posicion 28
esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina esta
enlazado a un polimero de polietilen glicol, opcionalmente a través de un
enlazador.

En otro a;pecto, la invencion se relaciééé a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en la posicion 1 esta ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuo de aminoacido en la posicién 29
esta sustituido con un residuo de fisina y en donde dicho residuo de lisina esta
enlazado a un pclimero de polietilen glicol, opcionalmente a través de un
enlazador.

En otro aspecto, la invencién se relaciqna a un conjugado de
polipéptido, que es un derivado de pramliintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuc de aminoacido en Ia‘ﬁosicibn 1 esta ausente
(es decir, des-Lys") y e'?n donde un residuo de aminéé&j;do en la posicion 31

Ar
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esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dic.:vﬁcﬁ). residuo de lisina esta
enlazado a un polime-'ro de polietilen glicol, opciona‘!fﬁénte a través de un
enlazador.

En otro aspecto, la invencién se relacioné a un conjugado de

5 polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminodacido en la posicion 1 esta ausente
(es decir, des-Lys') y en donde un residuo de aminoacido en la posicién 34
' esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina esta
enlazado a un polimero de polietilen glical, opcionalmente a través de un
10  enlazador.

En otro aspecto, la invencion se relaciq'(ja a un conjugado de
polipéptido, que es un dl,erivado de pramlintida con SEQID NO:3 o un analogo
del mismo, en donde el residuo de aminoacido en fa posicion 1 esta ausente
(es decir, des-Lys") y en donde un residuo de aminoacido en la posicion 35

15  esta sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina esta

enlazado a un polimero de polietilen glicol, opcionalmente a través de un

Q enlazador.

Enlazadores

20 Los términos “enlazador” y similares, en el contexto de unién de

porciones que aumentan la duracion para un componente de polipéptido en un

conjugado de polipéptido descrito en la presente,:'gsigniﬂca una especie

ARN

bivalente (-L-) covalentemente unida a su vez a un con"}génente de polipéptido

4D
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¢

qué tiene una valenciaiaisponible para union y para ur.léi borcién que mejora la
duracion que tiene una valencia disponible para la uni(.");z{'if.v:‘EI sitio disponible de
union en el componente de polipéptido es convenientemente un residuo de
cadena secundaria (por ejemplo, lising, cisteina, acido aspartico, y hom'élogos
de los mismos). En algunas modalidades, el sitio disponible de unién en el
componente de polipeptido es la cadena secundaria de una lisina o un residuo
de cisteina.' En algunas modalidades, el sitio disponible de unién en el
componente de polipéptidq es la amina del N-terminal. En algunas
modalidades, el sitic disponible de unidon en el componente de polipéptido es
el carboxilo de C-terminal. En algunas modalidades, el sitio disponible de
unién en el componenté.':de polipéptido es un atomo de‘_f»§tructura principal del
mismo. Cdmo se utiliza en la presente, el término ",’rggﬁi{duo de aminoacido
enlazante" significa un aminoacido dentro de los residuos 1-37 de la Formula
() al que esta unido una porcion que aumenta la duracion, opcionalmente a
través de un enlazador.

En algunas modalidades, se proporcionan compuestos que
tienen un enlazador que en.laza covalentemente un componente de
polipéptido con una porcion que mejora fa duracién. El enlazador es opcional,
es decir, cualquier enlazador puede ser simplemente un enlace. En algunas
modalidades, el enlazador estda unido a una c;a_dena secundaria del
componente de polipéptido. En algunas modalidades, _.‘ef!:gnlazador esta unido
a un atomo de la estructjura principal del componente d,feiézblipéptido.

En una modalidad, el enlazador es un aminoéacido polifuncional,
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Lo
por ejemplo pero no limitado a, lisina y homélog.o:é,f-jde la misma, &cido
aspartico y homologos del mismo, y similares. El térrniﬁo "polifuncional” en el
contexto de un aminoacido se refiere a una funcionalidad de la cadena
secundaria que puede reaccionar para formar un énlace, ademas de las
funcionalidades alfas de amina y carboxilo del aminoacido. Las
funcionalidades ejemplares de aminoacidos polifuncicnales incluyen, pero no
se limitan a, funcionalidades amina, carboxilo y sulfhidrilo.

En algunas modalidades, el enlazador'comprende de 1 a 30
aminoacidos (“enlazador peptidico”) enlazados por enlaces peptidicos. Los
aminoacidos pueden seleccionarse de los 20 éminoécidos naturales.
Alternativamente, los aminodcidos no naturales puedér‘]’ ser incorporados y
sea por sintesis quimica, modificacién quimica ;J.;.s:f—traduccional o por
incorporacion in vivo por expresion recombinante en una célula hospedera.
Algunos de estos aminoacidos enlazadores pueden ser glucosilados. En otra
modalidad el 1 a 30 aminoacidos son seleccionados de glicina, alanina,
prolina, asparagina, glutamina, y lisina. En algunas modalidades, el enlazador
;es formado de una mayoria de aminoacidos que son estéricamente libres, tal
como glicina, alanina y/o serina. Las poliglicinas son particularmente utiles,
por ejerﬁplo (Gly)a, (Gly)s (SEQ ID NO: 5), (Gly)s (SEQ»ID NO: 8), como lo son
las polialaninas, poli(GIy—AIa) y poli(Gly-Ser). Otros ejgg}plos especificos de
enlazadores son (Gly)3Lys(Gly)4 (SEQ 1D NO: 7); (Glyéé)gsnGlySer(G!y)z(SEQ
ID NO: 8); (Gly);Cys(Gly)s(SEQ ID NO: 9); y G!yProA;s:,:rﬁgélyGly (SEQ ID NG:

10). Las combinaciones de Gly y Ala son particularmente Gtiles igual que la
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combinacion de Gly y Ser. Asi en una modalidad"gdicional el enlazador
peptidico es seleccionado del grupo que consiste en un péptido rico en glicina,
por ejemplo Gly-Gly-Gly; las secuencias [Gly-Ser], (SEQ 1D NO: 11), [Gly- Gly-
Ser], (SEQ ID NO: 12), [Gly-Gly-Gly- Ser],(SEQ ID NO: 13) y [Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser}, (SEQ ID NO: 14), donde nes 1, 2, 3, 4, 5 o 6, por ejemplo [Gly-Gly-
Gly-Gly Ser]3(SEQ ID NO: 15).
En algunas modalidades, el enlazador incluye un heteroatomo
bivalente. En algunas modalidades, el enlazador es, o incluyen, -O-, -S-,
-S-8-, -0OCO-, -OCONH-, y -NHCONH-, alquileno sustituido o no sustituido,
heteroalquileno susﬁtu:ido o no sustituido, cicloalquileno sustituido o no
sustituido, heterocicloalquileno sustituido o no sustitﬁi'dd.' arileno sustituido o
no sustituido, heteroarileno sustituido o no sustituido. Enlazadores
representativos incluyen -O-, -S-, -8-S-, -OCO-, -OCONH-, y -NHCONH-,
amida y/o uretano unido a la porcion que mejora la duracion y el componente
de polipéptido.
| En algunas modalidades, el enlazador resulta de la conjugacian
quimica directa entre una cadena secundaria de aminoacido de una
funcionalidad de estructura principal (porcion) del componente de polipéptido y
una funcionalidad en la porcion que mejora la duraci?}q,:Ejemplo de este tipo
de union es la formacié_;nv_de un enlace amida logrado_géjﬁ métodos de sintesis
estandar en fase sdlida, bien conocidos en la tecmca Los enlazadores
descritos en la presente son ejemplares, y los enlazadores dentro def alcance

de esta invencion pueden ser mucho mas largos y pueden incluir otros
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residuos.

En algunas modalidades, el enlazador incluyen dos o mas de
alquileno sustituido o no sustituido, heteroalquileno sustituido o no sustituido,
cicloalquileno sustituido o no sustituido, heterocicloalquileno sustituido o no
sustituido, arileno sustituido o no sustituido, o heteroarileno sustituido o no
sustituido.

En algunas modalidades, el enlazador tiene la estructura -L'-L%,
en donde L' y L? son cada uno independientemente ur)._heteroétomo bivalente,
-O-, -S-, -§-S-, -OCO-; -OCONH-, y -NHCONH-, aquileno sustituido o no
sustituido, heteroalquifeno sustituido o no sustituido, ciglqalquileno sustituido o
no sustituido, heterocicloalquileno sustituido o no sustituido, arileno sustituido
o no sustituido, o heteroarileno sustituido o no sustituido. En algunas
modalidades, L' y L? son cada uno independientemente -OCO-(CH,),-CO- ,
-O~(CH2)s-NHCO-,  -O-(CHz)y-,  -O-(CH32)q-CONH-(CHz)p-,  -O-(CHg)n-,
-SOz-(CHg)p-, -802-(CH3)p-,S-, en donde "n" es independientemente 1-5 en
cada aparicion.

En algunas modalidades, el enlazador tiene la éstructura

_OCO~(CH2)y-CO- , -O-{CH3)y-NHCO-, -O-(CHz)y-, -O-(CH3)a-CONH-(CHa)r-,

[

-O-(CHz)a~,  -SO2(CHa)s-,  -SOz-(CHg)s-S-, en donde "n" es
independientemente 1-5 en cada aparicion.
En algunas modalidades, un grupo sustituido dentro de un

enlazador o un grupo enlazador sustituido descrito en la presente esta

sustituido con por lo menos un grupo sustituyente. Mas especificamente, en
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algunas modalidades, cada alquilo sustituido, heteroalqui!o sustituido,
cicloalquile sustituido, heterocicloalquilo sustituido, arilo sustituido, heteroarilo
sustituido, alquileno sustituido, heteroalquileno sustituido, cicloalquileno
sustituido, heterocicloalquileno sustituido, arileno sustituido, o heteroarileno
sustituido dentro de un enlazador descrito en la presente esta sustituido con
por lo menos un grupo sustituyente. En otras modalidades, por lo menos uno
o todos de estos grupos estan sustituidos con por lo menos un grupo
sustituyente limitado en tamano. Alternativamente, por lo menos uno o fodos
de estos grupos estan sustituidos con por lo menos U.n grupo sustituyente
inferior.

En otras modalidades de los enlazadores descritos en la
presente, cada alquilo sustituido o no sustituido es un alquilo de C4-Cxp
sustituido o no sustituido, cada heteroalquilo sustituido Ao no sustituido es un
heteroalquilo de 2 a 20 miembros sustituido o no sustituido, cada cicloalquilo
sustituido o no sustituido es un cicloalquilo de C4-Cg sustituido o no sustituido,
cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un heteroalquilo de 4 a 8
miembros sustituido o no sustituicio, cada alquileno sustituido o no sustituido
es alquileno de C1—C?o sustituido o no sustituido,y '__.gada heteroalquileno
sustituido o no sustituido es heteroalquileno de 2 a 20 rpiembros sustituido o
no sustituido, cada cicloalquileno sustituido o no sustituido es un cicloalquileno
de C4-Cp sustituido o no sustituido, y cada heterocicloalquileno sustituido o no
sustituidc es un heterocicloalquileno de 4 a 8 miembros sustituido o no

sustituido.
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Alternativamente, cada alquilo sustituido 0 no sustituido es un
alquilo de C4-Cg sustituido o no sustituido, cada heteroalqﬁilo sustituido o no
sustituido es un heferoalquilo de 2 a 8 miembros sustituido o no sustituido,
cada ciclbalquilo sustituido o no -sustituido es un cicloalquilo de Cs-C;
sustituido o no sustituido, cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es
un heterocicloalquilo de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido, cada
alquileno sustituido o no sustituido es un alquileno de C4-Cs sustituido o no
sustituido, cada heteroalquileno sustituido o no. sustituido es un
heteroalquileno de 2 a 8 miembros sustituido cl)_.-v.no sustituido, cada
cicloalguilenc sustituido.o no sustituido es un cicloalquileno de Cs-Cs sustituido

o no sustituido, y cada heterocicloalquileno sustituido o no sustituido es a

heterocicloalquileno de 5 a 7 miembros sustituido o no‘susti’{uido.

Componente de polipéptido

Los componentes de polipéptido utiles en los compuestos y
metodos descritos en la presente incluyen, pero no se limitan a, los
componentes de polipéptido establecidos en los residyos 1-37 de la Férmula
(I) proporcionados en ;el Cuadro 1 siguiente. A menos que se indique lo
contrario, fodos los péptidos descritos en la presente,ij.ngiluyendo los péptidos
que tiene una secuencia expresamente proporcionada; estan contemplados

tanto en la forma de carboxilato libre como amidada.
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CUADRO 1

Polipéptidos componentes ttiles en los compuestos descritos en la

presente
Cmp | Descripcion (secuencia) SEQ ID
NO:
1 KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY-NH, | 16
2 CNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY NH; |17
([desLys']-Cmp 1)
3 KCNTATCATQRLANFLVRSSKNLGPVLPPTNVGSNTY-NH, | 18
4 CNTATCATQRLANFLVRSSKNLGPVLPPTNVGSNTY -NH; |19
([desLys ]-Cmp 3)
KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPKLPPTNVGSNTY-NHZ 20
CNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPKLPPTNVGSNTY-NH; | 21
({desLys'}-Cmp 5)
KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTKVGSNTY-NH, | 22
CNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTKVGSNTY-NH; 23
([desLys'}-Cmp 7)
9 KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTY-NH, | 24
10 CNTATCATQRLANFLYHSSNNFGPILPPTNVGSNTY-NH, | 25
([desLys']-Cmp 9)
11 CNTATCATQRLANFLVHSSKNFGPILPPTNVGSNTY-NH2 | 26
12 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPKLPPTNVGSNTY-NH2 | 27
13 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTKVGSNTY-NH2 | 28
14 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFKPILPPTNVGSNTY-NH2 | 29
15 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGKILPPTNVGSNTY-NH2 | 30
16 CNTATCATQRI__ANFLVHSSNNFGPIKPPTNVGS}}ITITY-NHZ 31
17 | CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILKPTNVGSNTY-NH2 | 32
18 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPKTNVGSNTY-NHZ 33
37 CNTATCATQRLANFLVKSSNNFGPILPPTNVGSNTY-NH2 34
38 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGKNTY-NH2 35
39 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSKTY-NH2 36

5
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Porciones que mejoran la duracion

En algunas modalidades, la porcion que. mejora la duracion esta
incluida dentro de una “"porcidon que mejora la duracién enlazada” con la
formula -L-R, en donde R es una porciéon que mejora la duracién como se
describe en la presente, y L es un enlazador o un enlace. Donde L es un
enlazador, L puede ser -C(Q)--NH-, -O-, -S- -S-.'S-, -OCQO-, -OCONH-,
-NHCONH-, alquileno sustituido o no sustituido, alqﬁ_é’nileno sustituido o no
sustituido, uretano sustituido o no sustituido, alquil’éfﬁida sustituido o no
sustituido, alquilsulfona sustituido o no sustituido, heteroalquileno sustituido o
no sustituido, cicloalquileno sustituido o no sustituido, heterocicloalquileno
sustituido o no sustituido, arilena sustituido o no su_stituido, o heteroarileno
sustituido o no sustituido, y similares, como se sabe en ia técnica.

En algunas modalidades, L es R'- alquileno sustituido o no
sustituido, R'-alquenileno sustituido o no sustituido, R'- uretano sustituido o no
sustituidb, R'-alquilamida sustituido o no susti_tﬁido, R'-salquilsulfona

sustituido o no sustituido, R*-heteroalquileno sustituiﬁg o no sustituido, R'-
cicloalquileno sustituido o no sustituido, R’-heterociclogfgpileno sue‘;tituido o no
sustituido, arileno sustituido o no sustituido, o heterc}éar{leno sustituido o no
sustituido. R' es RZ%alquilo sustituido o no sustituido, R?-heteroalquilo
sustituido o no sustituido, R%cicloalquilo sustituido o no sustituido, R*
heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, RZ%-arilo sustituido o no sustituido,

o R%heteroarilo sustituido o no sustituido. R? es R*-alquilo sustituido o no

sustituido, R¥-heteroalquilo sustituido o no sustituido, R*-cicloalquilo sustituido
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o no sustituido, R3-heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, R3-arilo
sustituido o no sustituido, o R3-heteroarilo sustituido o no sustituido. R® es
alquilo no sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquilo no sustituido,
heterocicloalquilo no sustituido, arilo no sustituido o heteroarilo no sustituido.
En algunas modalidades, la porcion <jue mejora la duracion
enlazada -L-R estd unida covalentemente a una ¢édena secundaria de
aminoacido del componente de polipéptido, o0 a un éfqmo de la estructura
principal o porcién del mismo. Las porciones ejemp!é"res de la estructura
principal incluyen una amina libre en el N-terminal, y un carboxilo o carboxilato
libre en el C-terminal. En algunas modalidades, una cadena secundaria de
aminoacido o un atomo de estructura principal o la porcion estan unidos

covalentemente a un polietilen glicol o un derivado del mismo.

Polimeros solubles en aqua

En algunas modalidades, la porcion que:mejora la duracién R es
un polimero soluble en agua. Un "polimero solublee:-:gn agua” significa un
polimeroc que es lo .suﬁcien.temente soluble en é_gl,{a bajo condiciones
fisioldgicas de por ejemplo, la temperatura, concentra‘c;jén ibnica y similares,
como se conoce en la técnica, para ser Util para los métodos descritos en la
presente. Uh polimere soluble en agua puede aumentar la solubilidad de un
péptido u otra biomolécula a la cual se une tal polimero soluble en agua.
Verdaderamente, tal unidn ha sido propuesta como un medio para mejorar la

vida circulante, la solubilidad en agua y/o antigenicidad de proteinas
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administradas, in vivo. Vea por ejemplo, la Pat. de VEEUU No. 4,179,337, la
Solicitud de EEUU publicada No. 2008/0032408. Muchos polimeros solubles
en agua diferentes y quimicas de union hasn sido usadas hacia esta meta, tal
como palietilen glicbl, copolimeros de etilen glicol/propilen glicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, poljvinil pirrolidona, poli-
1,3-dioxolano, poli-1,3.,6-trioxano, copolimero de etilé‘no/anhidrido maléico,
poliamincacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros aleatorios), y

similares.

Polietilen glicoles

En algunas modalidades, la porcidon que mejora la duracién
eniazada -L-R incluye un polietilen glicol. El polietilen glicol ("PEG") ha sido
usado en esfuerzos de,obtener polipéptidos terapéuticamente Utiles. Vea por
ejemplo, Zalipsky, S., 1995, Bioconjugate Chemistry,ﬂ 6:150-165; Mehvar, R.,
2000, J. Pharm. Pharmécedt. Sci., 3:125-136. Como se aprecia por un experto

en la técnica, la estructura principal del PEG [(CH2CHZ-O-)a, n: numero de

mondmeros repetitivos] es flexible y anfifilico. Sin desear limitarse por una

teoria 0o mecanismo de accion, se cree que la molécula o porcion de PEG
larga y similar a una cadena que estd muy hidratada y con movimiento rapido
cuando esta en un medio acucso. Se cree que este movimiento rapido causa
que el PEG barra un volumen grande y prevenga el acercamiento y la
interferencia de otras moléculas. Como resultado, cuando se une a otra

entidad quimica (tal como un péptido), las cadenas de polimero PEG pueden
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proteger a tal entidad quimica de la respuesta inmune y de otros mecanismos
de eliminacién. Como resultado, la pegilacion puede llevar a una eficacia
mejorada y seguridad del farmaco optimizando la farmacocinética,
aumentando la biodisponibilidad, y disminuyendo la inmunogenicidad y la
frecuencia de la dosificacion. “Pegilacion” se refiere en el sentido de
costumbre a la conjugacion de una porcidn de PEG 6ph otro compuesto. Por
ejemplo, la unidén de PEG ha demostrado proteger a Iés proteinas contra la
protedlisis. Vea por ejemplo, Blomhoff, H. K. et al., 1983, Biochim Biophys
Acta, 757:202-208. A menos que se indique expresamente lo contrario, los
términos "PEG," "polimero de polietilen glicol" y sirﬁilares se refieren al
polimero de polietilen glicol y derivados del mismo, incluyendo metoxi-PEG
(mPEG).

Se ha utilizado una variedad de medios para unir las porciones
de polimero tal como‘PEG y polimeros relacionados a grupos reactivos
encontrados en la proteina. Vea por ejemplo, la Pat. dﬁerEUU No. 4,179,337,
Pat. de EEUU No. 4,002,531, Abuchowski et al., 1981 en "Enzymes as
Drugs," J. S. Holcerberg y J. Roberts, (Eds.), pp. 367—3;{3;5‘; Zalipsky, S., 1995,
Bioconjugate Chemistry, 6:150-165. E.I uso de PEG vy cﬁros polimeros para
modificar proteinas ha sido discutido. Vea por ejemplo, Cheng, T.-L. et al,
1999m, - Bioconjugate Chem., 10:520-528; Belcheva, N. et al, 1999,
Bioconjugate Chem., 10:932-937; Bettinger, T. et al., 1998, Bioconjugate
Chem., 9:842-846; Huang, S.-Y. et al., 1998, Bioconjugate Chem., 9:612-617;

Xu, B. et al. 1998, Langmuir, 13:2447-2456; Schwarz, J. B. et al., 1999, J.
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Amer. Chem. Soc., 121:2662-2673; Reuter, J. D. et al., 1999, Biocanjugate
Chem., 10:271-278; Chan, T.-H. et al., 1997, J. Org. Chem., 62:3500-3504.
Los sitios de unién tipicos en las proteinas incluyen Qrupos amino primarios,
tal como esos en el residuo de fisina o en el N-terminal, grupos tiol, tal como
esos en las cadenas secundarias de cisteina, y grupos carboxilo, tal como
esos en los residuos de glutamato o aspartato o en Vel.‘_C-terminal. Los sitios
comunes de union son a los residuos de azicares de las glucoproteinas,
cisteinas o en el N-terminal y las lisinas del polipéptido opjetivo. Los términos
‘pegilado” y similares se refieren a la unién covalente del glicol a un
polipéptido u otra biomolécula, opcionaimente a travéé de un enlazador como
se describe en la presente y/o como se sabe en la técnica.

En algunas modalidades, una porcién de PEG en un conjugado
de polipéptido descrito én la presente tiene un peso m'olecular nominal dentro
de un intervalo especifico. Como es de costumbre en.,!a técnica, el tamano de
una porcién de PEG e__é indicado por referencia al p‘e::sp molecular nominal,
tipicamente proporciona‘.do en kilodaltons (kD). El peso g'\!plecular es calculado
en una variedad de maneras conocidas en la técnica; ’incluyendo numero, el
peso, la viscosidad y el peso molecular promedio "Z". Se comprende que los
polimeros, tales como PEG y similares, existen como una distribucion de
pesos moleculares alrededor de un valor promedio norﬁinal.

Ejemplar de la terminologia para el peso molecular para los
PEGs, el término “mPEGA40KD" se refiere a un polimero de metoxi polietilen

glicol que tiene un peso molecular nominal de 40 kilodaltons. La referencia a
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los PEG de otros pesos moleculares sigue esta convencién. En algunas
modalidades, la porcion de PEG tiene un peso molecular nominal en el
intervalo de 10-100 KD, 20-80 KD, 20-60 KD, 0'20-40 KD. En algunas
modalidades, la porcién PEG tiene un peso molecular’_'h_ominal de 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o incluso 100 KD.
Preferiblemente, la porcion de PEG tiene un peso molecular de 20, 25, 30, 40,
60 o 80 KD.

Las moléculas de PEG tiles para la  derivatizacion de
polipéptidos se clasifican tipicamente en las clasés lineal, ramificado vy
Warwick (es decir, PolyPEG®) de PEGs, como se sabe en la tecnica. A
menos que se indique expresamente lo contrario, las porciones de PEG
descritas en la presente son PEGs lineales. Ademas, alos términos "ramificado
de dos brazos," forma de Y" y similares se refiere a porciones ramificadas de
PEG, como conocido en la técnica. El término 'Wan&ggk" en el contexto de
PEGs, también conocido como PEGs "comb” o "de tqu; Comb", se refiere a
una variedad de PEGs de multi-brazos unidos a un_estructura principal,
tipicamente poli(metacrilatoc), como ;',e conoce en la técnica. Con respecto a
convenciones de nomenclatura incluyendo la empleada en el cuadro
proporcionado en la presente, una indicacion ausente a lo contrario que una
porcién de PEG esta unida a la estructura principal del péptido. Por ejemplo,
el Cmp 19 es el resultado de fa conjugacion de mPEG40KD al nitrogeno N-
terminal del Cmp 1. Asimismo, el Cmp 20 es el resultagjo de la conjugacion de

mPEGA40KD al nitrc‘;gend del N-terminal del Cmp 2. La.s abreviaturas estandar

Gf
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de una sola letra para aminoacidos pueden ser utilizadas, igual que las
abreviaturas estandar de tres letras. Por ejemplo, el Crﬁp 24 es un analogo del
Cmp 10 en donde el residuo en la posicion 26 del Cmp 9 es sustituidos for
lisina, y la funcionalidad pendiente de la amina de la Iis.inzeb\ 26 (es decir, K*) se

conjuga con una porcidon PEG40KD. Compuestos ejemplares se proparcionan

en el Cuadro 2 siguiente.

CUADRO 2

Compuestos pegilados

Cmp Descripcion SEQ ID NO:
19 mPEG40KD-Cmp 1 37
20 mPEG40KD-Cmp 2 |38
21 [K* (mPEGA40KD)}-Cmp 3 39
22 [K*(mPEG40KD)]-Cmp 4 40
23 [K®(mPEG40KD)]-Cmp 5 41
24 [KZ(mPEG40KD)-Cmp 6 142
25 (K> (mPEG40KD)]-Cmp 7 43
26 [K*(mPEG40KD)]-Cmp 8 7144
27 [K*®(Y-shaped-mPEG40KD)]-Cmp 5 | 45
28 [K*{(mPEG40KD)]-Cmp 11 HER
29 [K®(mPEG40KD)]-Cmp 12 147
30 [K*'{mPEG40KD)]-Cmp 13 48
31 [K?(Y-shaped-mPEG40KD)]-Cmp 12 49
32 [K**{mPEG40KD)]-Cmp 14 50
33 [K®(mPEG40KD)]-Cmp 15 51
34 [K¥(mPEG40KD)]-Cmp 16 52
35 [K28(mPEG40KD)-Cmp 17 53
36 [K29(mPEG40KD)]-Cmp 18 54
40 [K18(mPEG40KD)]-Cmp 37 55
41 [K34(mPEG40KD)]-Cmp 38 56
42 [K35(mPEG40KD)]-Cmp 39 57

o2
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PEG Recqmbinante

En algunas modalidades, la porcidon que aumenta la duracion-
L-R conjugada con un polipéptido descrito en la.v presente incluye un
polipéptido recombinat%fé sin estructura. Vea por eje.mp;lo, Schellenberger et
al., 2009, Nature Biotechnology, 27:1186-1192, incorbofrado en la presente
como referencia y para todo proposito. Los términos "PEG recombinante,
rPEG," "porcién que aumenta la duracion de rPEG" y similares se refiere a
secuencias de polipéptido recombinante substancialmente sin estructura que
actian como sustitutos para el PEG como porciones que aumentan la
duracién en conjugacién con los componentes de polipéptido que tienen una
identidad definida de secuencia con respecto a la secuencia de aminoacido de
la Férmula (I). Los rPEGs y conjugados de polipéptido de los mismos tienen la
ventaja potencialmente significativa de que la sintesiél puede ser lograda por
métodos recombinantes, no requiriendo los pasos de %injt_esis quimica de fase
en solucién o fase solida de, por ejemplo pero no Iimitégc_‘)ina, la conjugacion de
PEG con el polipéptido. |

Ha sido encontrado que los polipéptidos sin estructura, altamente
expresados, estables, pueden conjugarse con molécuias biolégicamente
activas, loq ue resulta en la modulacién de una variedad de parametros
biolégicos, incluyendo pero no limitado a, vida media en suero. Por ejemplo, al
incorporar exclusivamente A E, G, P, SyT, Schellenberger et al (/d.) revelan

que las vidas medias aparentes de los conjugados con exenatida, proteina

fluorescente verde (GFP) y hormona del crecimiento Hg}mano (hGH) aumentan
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significativamente con réspecto a los polipéptidos sin conjugar.

En algunas modalidades, la porcion que"r_nejora la duracién rPEG
no incluye un residuo- hidrofébico (por ejemplo, F, I L M V,WoY) un
residuo que contiene amida de cadena secundaria (plor:i.ejemplo, NoQ)oun
residuo de cadena secundaria cargado positivamente (por ejemplo, H, K o R).
En algunas modalidades, la porcion que mejora la duracion rPEG incluyen A,
E, G, P, S o T. En algunas modalidades, el rPEG incluye giicina a 10-20%, 20-
30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-99%, o incluso
glicina a 100%.

En modalidades donde la porcion que mejora la duracién rPEG
es conjugada en el N:tenninal o C-terminal del polipéptido que es por lo
menos 75% idéntico a la estructura de la Formula (1), eI polipéptido conjugado
y el rPEG se sintetizan por métodos recombinantes céénlocidos en la técnica.
En modalidades dondé la porcidon que aumenta Ia";g'_ivgracién de rPEG es
conjugada en una cadena secundaria del polipéptido que es por lo menos
75% idéntico a la estructura de la Formula (I), la porcién de rPEG es
sintetizada por métodos recombinantes y subsigu_ie_ntemente conjuéado al

polipéptido por métodos conocidos en la técnica y descritos en la presente.

Sustitucion guimica

En algunas modalidades, cada grupo sustituido en un conjugado
de polipéptido descrito en la presente es sustituido con por lo menos un grupo

sustituyente. Mas especificalmente, en algunas mod,élllidades, cada alquilo
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sustituido, heteroalquilb sustituido, cicloalquilo sustituido, heterocicloalquilo
sustituidb, arilo sustituido, ~ heteroarilo sustituido:':';falquileno sustituido,
heteroalquileno  sustituido, cicloalquileno sustitui,dd,_ 0 no sustituido,
heterocicloalquileno sustituido o no sustituido, arileno sustituido o no
sustituido, o heteroarileno sustituide o no sustituido descrito en la presente es
sustituido con por lo menos un grupo sustituyente. En algunas modalidades,
por lo menos uno o todos de estos grupos son sustituidos con por lo menos un
grupo sustituyente de tamano limitado. En algunas modalidades, por lo menos
uno o todos de estos grupos son sustituidos con por lo menos un grupo
sustituyente inferior.

En algunas modalidades, cada alquilo systituido o no sustituido
es un alquilo de C1-ng§'sustituido o no sustituido, cadé‘fﬁeteroalquilo sustituido
o no sustituido es un. heteroalquilo de 2 a 20 mie;m}bros sustituido o no
sustituido, cada cicloalquile sustituido o no sustituido es ﬁn cicloalquilo de Cs4-
Cs, cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un heterocicloalquilo
de 4 a 8 miembros sustituido o no sustituido, cada alqui_!eno sustituido o no
sustituido es un alquileno de‘ C4-Cyo sustituido o no sustituido, cada
heteroalquileno sustituido o no sustituido es un heteroalquileno 2 a 20
miembros sustituido o no sustituido, cada cicloalquileno sustituide o no
sustituido es un cicloalquileno de C4-Cg sustituido o no sustituido, y cada
heterocicloalguileno sustituido o no sustituido es un h_gterocicloalquileno de 4
a 8 miembros sustituido ono sustituido.

bl

En alguna's modalidades, cada alquilo sﬁgtiiuido o no sustituido
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es un alquilo de C4-Cg éustituido o no sustituido, cadé’vheteroanuilo sustituido
0 no sustituido es un"liheteroalquilo de 2 a 8 mienj;tjy:x.rios, cada cicloalquilo
sustituido o no sustituido es un cicloalquilo de Cs-C sﬁSﬁtuido o no sustituido,
cada hetefocic!oalquilo sustituido o no sustituido es un héterocicloalquilo de 5
a 7 miembros sustituido o no sustituido, cada alquileno sustituido o no
sustituido es alquileno de C4-Cy sustituido o no sustituido, cada
heteroalquileno sustituido o no sustituido es un heteroalquileno de 2 a 8
miembros sustituido o no sustituido, cada cicloalquileno sustituido o no
sustituido es un cicloalquileno de Cs-Cg sustituido o no sustituido, y cada
heterocicloalquileno sust_ituido 0 no sustituido es a het;arocicloalquileno deSa

7 miembros sustituido o'ho sustituido.

. Sintesis Ejemplares

Métodos generales de sintesis de polipéptido

Los componentes de polipéptido de los conjugados de
polipéptido descritos en la presente pueden ser preparados usando téchicas
de ADN bioldgicas, quimicas, y/o recombinantes que son conocidas en la
técnica. Métodos de ejemplo son descritos en la presgnte y en la Patente de
EEUU No. 6,872,700; WO 2007/139941; WO 2007/140284; WO 2008/082274,
WO 2009/011544; y la Publicacion de EEUU No.g 2007/0238669, cuyas
descripciones se incorporan en la presente como referencia en su totalidad y
para todo proposito. Otros métodos para prepara} 4los compuestos son

presentados aqui y/o conocidos en la técnica.
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Por ejemplo, el componente de polipépjtidoSde los compuestos
descritos en la presente pueden prepararse usandt;_’fécnicas estandar de
sintesis de péptido en fase solida, tal como un sintetizédor automatizado o
semi-automatizado. Tipicamente, usando tales técnicas, un aminoécido
protegido alfa-N-carbamoilo y un aminodacido unido a la cadena de péptido en
crecimiento en una resina se acoplan a temperatura ambiente en un solvente
inerte (por ejemplo, dimetilformamida, N-metilpirrolidinona, cloruro de
metileno, y similares) en la presencia de agentes de acoplamiento (por
ejfemplo, diciclohexilcarbodiimida, 1-hidroxibenzo- triazol, y similares) en la
presencia de una base (por ejemplo, diisopropiletilamina, y similares). El grupo
protector alfa-N-carbargoito es removido de la rg??ga-péptido resultante
usando un reactivo (por ejemplo, acido trifluoroacético;p'!iperidina, y similares)
y la reacciéon de acoplamiento se repite con el sigyiente aminoacido N-
protegido deseado a ser agregado a la cadena del péptido. Los grupos N-
protectores adecuados son bien conocidos en la técnica, como el
tbutiloxicarbonil {tBoc) fluorenilimetoxicarbonil (Fmoc), y similares. Los
solventes, derivados de aminoacido y resina de 4-metilbenzhidril-amina
usados en el sintetizador de péptido pueden ser comprados en una variedad
de fuentes comerciales, incluyendo por ejemplo Applied Biosystems Inc.
(Foster City, Calif.).

Para la sintesis quimica, puede usarse una sintesis de péptido

1

en fase solida para io;s conjugados de polipéptido, ya que en general la

sintesis en fase solida es un enfoque directo con excelente capacidad de

b
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escalacion a la esc;a:la comercial, y es genera!r-nénte compatible con
conjugados de polipéptido relativamente largos. La xs‘inj_tesis del péptido en
fase soélida puede realizafse con un sintetizador autom'éiiﬁo de péptido {Model
430A, Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.) usando el sistema
NMP/HOBt (Option 1) y la quimica de tBoc o Fmoc (Vea Applied Biosystems
User's Manual for the ABI 430A Peptide Synthesizer, Version 1.3B Jul. 1,
1988, section 6, pp. 49-70, Applied Biosystems, Inc., Foster City, Calif.) con
taponado. Los Boc-péptido-resinas pueden disociarse con HF (-5°C a 0°C, 1
hora). El péptido puede ser extraido de la resina cdn agua y acido acético
alternados, y los ﬁltradoé liofilizados. Las resinas de Fmoc-péptido pueden ser
disociadas segun metodos estandar (por ejemplo, Introductron to Cleavage
Techniques, Applied Blosystems Inc., 1990, pp. 6- 12) Los péptidos también
pueden ser ensamblados usando un Advanced Chem Tech Synthesizer

(Model MPS 350, Louisville, Ky.).

Pegilacion de amina

La union covalente del PEG puede lograrse convenientemente
por una variedad de métodos disponibles para un experto en la técnica de la
quimica de sintesis. Para la pegilacion en la estructura principal o amina de
cadena secundaria, los reactivos de PEG son reacciqnados tipicamente bajo
céndumones suaves para proporcionar el compuesto pegllado Opcionalmente,
se emplean pasos adnmonales incluyendo pero no lcmltado a reduccion. En un

esquema de conjugacion tipico de péptido-mPEG, mPEG funcionalizado con
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N-hidroxilsuccinimida ('NHS) puede mezclarse con uﬁ"l};_éptido gue tiene una
amina libre en un solvente adecuado (por ejemplo, DVIQ./‘I»FJ';"seco) bajo nitrégeno
en |la presencia de DIPEA {por ejemplo, 3 equivalentes por contraion de TFA)
por un tiempo adecuado (por ejemplo, 24 hrs). El conjugado puede ser
precipitado por la adicidn de un reactivo de precipitacion (por ejemplo, dietil
éter frio). El precipitado puede ser aislado por centrifugacién y disuelto en
agua seguido por liofilizacion. La purificacion puede lograrse por una variedad
de procedimientos cromatograficos (por ejemplo, columna de intercambio
inico MacroCap SP usando gradiente de NaCl 0.5 M). La pureza puede
verificarse por SDS-PAGE. La espectrometria de masé (por ejemplo, MALDI)
puede usarse para carépterizar el conjugado después dedialisis contra agua.

LT
KL

PEG-8S (succinimidil succinato)

El PEG-SS reacciona con grupos amina bajo condiciones suaves
para formar la amida, como se muestra en el Esquema 1’."‘l‘_a funcionalizaciéon
del NHS proporciona derivados de PEG aminoreactivos que pueden
reaccionar con grupos amino primarios a pH 7~9 para formar enlaces amida
estables. La reaccion puede ser terminada en 1 hqra 0 incluso en menos

tiempo. Reacciones ejemplares siguen en los Esquemas 1y 2.

&1



69

ESQUEMA 1
0
(13‘ ﬁ 9 0
PEG—Q—C~—CH, CH, —C =0~ + RbH, BT m—,—o—(':’—m,crq,—g—NH.R
5 . PEG-SG (succinimidil glutarato). Asimismo, el PEG-SG

reacciona con grupos amina para formar la amida correspondiente, como se

muestra en el Esquema 2.

ESQUEMA 2
)
0 o 0
10 Pre—o0—Y —c,ch i ) pH 79 gl !
—C—CH,CH,CHy—C -0 —¥ + RNH, —— "~ . PEG-0-C—CHCH,CH,—C-NH-R

&

PEG-NPC (carbonato de p-nitrofenilo). -Ef PEG-NPC reacciona
con funcionalidades amina para formar la funcionalidad uretano relativamente
estable, como se muestra en el Esquema 3.

15

ESQUEMA 3

)

I}
PEG—O—C—O—@-NQ + REH

PEG-isocianato. Como se muestra en el Esquema 4, el PEG-

Il
PEG—0O-C—NHR

20 isocianato puede reaccionar con la amina para formar el resultante enlace

N3

uretano relativamente estable.
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ESQUEMA 4

=0

' H
PEG—0-CH,CH,;—N=C=0 + R-NH, PEG—0~CH,CH,=N—C —NH-R

PEG-aldehido. Una variedad de reacciones de PEG-aldehido
con amina pueden producir la imina, que puede reducirse después para
proporcioﬁar la amina pegilada. El pH de la reaccién puede ser importante
para la selectividad del objetivo. La pegilacion de la amina N-terminal puede
estar alrededor de pH 5. Por ejemplo, la reacciéon de mPEG-propionaldehido
con amina peptidica, seguido por reducciéon proporciona el compuesto

representado en el Esquema 5 siguiente.

ESQUEMA §

9 N-R
Condensacion
MPEG=—0=CH,~CH,~CH + HMN—R g% nPEG—0—CH,—CH,—CH + M0

H=R HH <R
Reduccidn

mPEG—0—CH;—CH; —CH HaCNBH, ™ mPEG—0—CH;—CH,—CH,

De manera similar, la condensacidon del mPEG-amida-
propionaldehido con amina y subsiguiente reduccion puede proporcionar los

compuestos representados en el Esquema 6 siguiente.

71
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ESQUEMA 6

N—~R
Il Il Condensacién i Il
MPEGm 0 —CHy~C—NH~CH;=CHy~CH 4 HYN=—R St MPEG—0—CH,~C—NH-CH~CH—CH + H,0

N—-R NH—R
" Reduccion

MPEG —~Q=CHy=C —NH-CH;~CH;=CH PEG-—(Q=— -"- - - -
» Hy=CH, T MPEB— (= CHy= C=NH=CH,~CH; —CH,

La reaccién de mPEG-uretano-propionaldehido con amina y
subsiguiente reduccion puede proporcionar los compuestos representados en

el Esquema 7 siguiente.

ESQUEMA 7
N=—R

Condensacion
MPEG—Q~C—NH=CH,;=CH;~CH + H,N—R S MPEG~D=C-~NH—~CH;—CHy—CH + H0

N=—R [w] NH—-R
" Reduccion
mPEG=Q~C~~NH-CH;=CH;~CH —————————g mMPEG~0~C=—NH=CH;~CHy=CH,
NaCNBH,

Ademas, ia reaccion de mPEG—butiIaIdehido con amina Yy
subsiguiente reduccién puede proporcionar los compuestos representados en

el Esquema 8 siguiente.

AL
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ESQUEMA 8

N=—R
Condensaclon
mMPEG-0-CH;~CH,—CH,—CH + H,N—R Zp—————— mPEG-0-CH;—CHy~CH;~CH + H,0

5 N=—R NH—R
Il Reduccidn
mPEG-0=CH; =CH;=CH; ~CH - MPEG~0= CHy =CH;~CH;—CH,
NaCNBH,

Pegilacion de tiol: PEG-maleimida. La pegilacion se logra
convenientemente en grupos tiol libres por una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Par ejemplo, como es mostrado en el Esquema 9

10 siguiente, los tioles pegilados de PEG-maleimida del compuesto objetivo en el
que el doble enlace del anillo maleimico se rompe para concetarse con el tiol,
La velocidad de reaccion es dependiente del pH y las mejores condiciones

son encontradas alrededor de pH 8.

15 ESQUEMA 9
Q O
PEG--H/ v
\ v msw ~ FEG—N]
N
© Q:

PEG-vinilsulfona. Adicionalmente, como es representado en el
20 Esquema 10 siguiente, la PEG-vinilsulfona es (til para_ la pegilacion de tiol

libre.
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ESQUEMA 10
3 §
PEw?rCH=CH2 + HS-R ——— pm—?l-CHICHTS-R
o) o

PEG-ortopiridii-disulfuro (OPSS).La formacion de PEG
enlazado a bisulfuro a un polipéptido se togra por una variedad de métodos
conocidos en la técnica.,l incluyendo la reaccién repreéentada en el Esquema
11 siguiente. En este tipo de union, el conjugado de PEG resultante puede ser
desacoplado del polipéptido por reduccién con, por ejerﬁplo pero no limitado a,

borohidruro, ditiol de molécula pequefa (por ejemplo, diﬁoeritritol) y similares.

ESQUEMA 11

PEO—S5—S 4 + HS.R —————» PEG~5—35~—R
N/
N.

PEG-yodoacetamida. Las PEG-yodoacetamidas pegilan tioles
para formar enlaces tioéter estables en medio basico suave. Este tipo de
conjugacidén presenta un aspecto interesante en que por analisis de acido
fuerte el residuo de cistelna pegilado de la proteiga;puede ocasionar la
carboximetilcisteina que puede ser evaluada por Ur’j"__énélisis estandar de
aminoacido (por ejemp!o, secuenciacion de aminoa’cidb), asi ofreciendo un
método para verificar la ocurrencia de la reaccién. Un esquema de reaccion

tipico es mostrado en el Esquema 6 a continuacion.
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ESQUEMA 12

—MH. —
PEG \Ux\[ ¢ HeR PEG —HH__ A~er HCl ,—HD\“/\S,/\I,,NHy

1} o 0 COOH

Purificacion de compuestos. La purificacion de compuestos
descrita en la presente sigue generalmente los métodos disponibles por el
técnico experto. En un procedimiento de purificacion tipico, un conjugado de
péptido-PEG crudo se purifica inicialmente via croma_tbgrafia de intercambio
idnico, por ejemplo, coﬁ;mna de intercambio de cationes Macro Cap SP. Un
procedimiento de purificacion tipico emplea Bufer A'_(éO mM de bufer de
acetato de sodio, pH 5.0) y Bufer B (20 mM de bufer de acetato de sodio, pH
5.0, cloruro de sodio 0.5 M) en un programa de gradiente de elucion, por
ejemplo, 0-0% de Bufer B (20 min), seguido por 0-50% de Bufer B (50 min),
luego 100% de Bufer B (20 min). La velocidad de flujo es tipicamente 3

mL/min. Se realiza la visualizacion en gel de SDS poliacrilamida de las

fracciones recolectadas, seguido de dialisis contra agua de la combinacidn

adecuada de la fraccion y liofilizacion del resultante. La caracterizacion
{ .

analitica tipicamente emplea espectroscopia de masa MALDI.

V. Métodos de Uso

E un aspecto, se proporciona un método para el tratamiento en
un sujeto en necesidad de tratamiento para trastornos metabolicos tales
como, pero no limitado a obesidad, diabetes (por ejempio, diabetes tipo 2 o no

dependiente de insulina, diabetes tipo 1, y diabetes gestacional), dislipidemia,
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trastornos de la alimentacion, sindrome de resiStenéia a insulina, ylo
enfermedad cardiovascular. En otro aspecto, se proporciona un método para
el tratamiento en un sujeto en necesidad de tratamiento para hiperglicemia
anormal después de las comidas, sindrome de vDumping, hipertensién,
hiperlipidemia, apnea del suefio, cancer, hipertension pulmonar, colescistitis,
osteoartritis, y sindrome‘ de intestino corto. El método incluye administrar a un
sujeto en necesidad de tratamiento una cantidad efeC}iQa de un compuesto o
composicion farmacéutica descrita en la presente.

Como se usa en la presente, un "sujeto” p.uede incluir cualquier
mamifero, incluyendo pero no limitado a ratas, ratones y humanos. Un "sujeto"
también incluye animales domésticos (por ejemplo, los plarros, los gatos, los
caballos), asi como otros animales. Los sujetos pueden tener por lo menos
uno de los trastornos metabdlicos descritos en la presente. Los sujetos
pueden ser de cualquier edad. Por consiguiente, estos trastornos pueden ser
encontrados en jévenes4 adultos y adultos (definido en la presente como ésos
que tiene 65 afios de edad o debajo) asi como infantes;,' _’niﬁos, adolescentes, y
las personas mayores (definido en la presente como_iglé edad sobre 65). De
hecho, ciertos segmentos de la poblacion pueden ‘estar especialmente
propensos a tener una condicidén particular, tal como trastornos alimenticios en
adolescentes y jovenes adultos. lLas personas mayores pueden ser
especialmente susceptibles a condiciones tales como depresion.

Como se usa en la presente, y como és bien entendido en la

técnica, “tratamiento” es un acercamiento para obtener resultados benéficos o

i3

26
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deseados, incluyendo resultados clinicos. "Tratar," "paliar,” o "mejorar” una
enfermedad, trastorno, o condicion significa que el grado, las manifestaciones
clinicas indeseables de una condicién, o ambos, de un trastorno o un estado
de enfermedad son disminuidos y/o el curso de tiempo de la progresion se
hace mas lento (es deéir, se alarga en el tiempo), en comparacién con no
tratar el trastorno. Para propositos de los métodos revelados en la presente,
los resultados clinicos benéficos o deseados incluyen, .péro no se limitan a, el
alivio o la mejora de uno o mas sintomas, la disminucion del grado del
trastarne, estado estabflizado (es decir, no empeorandose) del trastorno, la
demora o la desaceleracion de la progresion del trastorno, [a mejora o la
paliacion del trastorno, y la remision (ya sea parcial o total), ya sea perceptible
o indetectable. El "tratamiento" también puede significar prolongar la
éupervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe
tratamiento. Ademas, el tratamiento no ocurre necesariamente por la
administracion de una dosis, pero a menudo ocurre con la administracion de
una serie de dosis. Asf, una "cantidad terapéutic?:rpente efectiva," una
cantidad suficiente para paliar, 0 una cantidad suﬁ:t;:vi_énte para tratar una
enfermedad, trastorno, o la condicién puede ser admiq@itrada en una o mas
administraciones.

La obesidad y sus trastornos asociados iéncluyendo el sobrepeso
son problemas de salud publica comunes y serios en los Estados Unidos y en
todo el mundo. La obesidad del cuerpo superior es el factor mas fuerte de

riesgo conocido para la diabetes mellitus Tipo 2 y es un factor fuerte de riesgo

P
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para la enfermedad cardiovascular. LLa obesidad es un factor reconocido de
riesgo para la hipertension, aterosclerosis, la insuficiencia cardiaca
congestiva, accidente cerebro-vascular, la enfermedad de vesicula biliar, la
osteoartritis, la apnea de suefio, trastornos reproductores como sindrome de
ovario poliquistico, los canceres de mama, prostata, y colon, y el aumento en
la incidencia de complicaciones de anestesia general. Vea, por ejemplo,
Kopelman, 2000, Nature 404:635-43. |

La obesidad reduce la espectativa de vida y porta un riesgo serio
de las co-morbidades listadas antes, asi como trastornos tales como
infecciones, venas varicosas, acanthosis nigricans, eczema, intolerancia al
ejercicio, resistencia a insulina, hipertension hipercolesterolemia, colelitiasis,
lesién ortopédica, y enfermedad tromboembédlica. Vea por ejemplo, Rissanen
et al, 1990, Br. Med. J., 301:835-7. La obesidad tambié_n es un factor de riesgo
para ei grupo de condiciones llamada sindrome de resistencia a insulina, o
"Sindrome X" y sindrome metabélico. El costo médicoﬁ mpndial de la obesidad
y trastornos asociados es enorme.

Se cree que la patogénesis de la obesidad es multi-factorial. Un
problema es que, en sujetos obesos, la disponibilidad de nutrientes y el gasto
de energia no entran en equilibrio hasta que hay un exceso de tejido adiposo.
El sistema nervioso central (CNS) controla el equilibrio de energia y coordina
una variedad de actividades de conducta, autonomicas y enddcrinas
apropiadas al estado metabdlico del animal. Los mecanismos o los sistemas

que controlan estas actividades se distribuyen ampliamente a través del
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prosenceéfalo (por ejemplo, el hipotalamo), rombencéfalo (por ejemplo, tronco
encefalico), y la médula espinal. Finalmente, la informacion metabolica (es
decir, la disponibilidad de combustible) y la cognoscitiva (es decir,
preferencias aprendidos) de estos sistemas es integrada y la decisién de
entrar en las conductas de apetito (btisqueda de alimento) y consumacion
(ingestion) es ya sea encendi_da (adquisicion e iniciacion de comida) o
apagado (terminacion de comida). El hipotalamo es considerado el principal
responsable de integrar estas sefiales y entonces emitir 6rdenes al tronco
encefalico. Los nucleos del tronco encefalico que controlan los elementos del
sistema .de control motor de consumacion (por ejemplo, los musculos
responsables de mascar y tragar). Como tal, estos nicleos de CNS han sido
denominados literalmente como que consittuyen la "trayectoria comun final"
para la conducta ingestiva.

Evidencia neuroanatdmica y farmacolégica soporta que las
sefiales de energia y homeostasis nutricional se intég[;an en el nucleo del
prosencefalo y que el éistema de control motor de ch%Emacién reside en el
nucleo del tronco encefalico, probablemente en las regiones que rodea al
nicleo motor trigeminal. Hay conexiones reciprocas extensas entre el
hipotalamo vy el tronco encefalico. Una variedad de compuestos terapéuticos
anti-obesidad dirigidos al CNS (por ejemplo, pequefias moléculas y los
péptidos) se enfocan predominantemente sobre sustratos del prosencéfalo
que residen en el hipotalamo y/o en sustratos del rombencéfalo que residen

en el tronco encefalico.
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La resitencia a Ia insulina es un aspecto patofisiologico prilncipal
tanto en la diabetes tipo 2 obesa y no obesa, y antes se creia que era debido
principalmente a un defecto post-union en la accion de la insulina. Vea por
ejemplo, Berhanu et al., 1982, J. Clin. Endoc.Me;‘éb. 55:1226-1230. Tal
defecto podria deberse a una propiedad intrinseca de las células periféricas, o
causada por un cambio en la concentracion de un factor humoral en el
plasma, o los dos. Los intentos anteriores de demostrar un factor humoral
responsable de |a resistencia a la insulina ha producido resultados opuestos.
Tampoco ha sido posible demostrar un defecto intrinseco post-unién en la
resistencia a la insulina en la diabetes mellitus tipo 2 (vea: Howard, B. V.
Diabetes 30: 562-567 (1981); Kolterman, O. G. et al., J. Clin. Invest.: 957-869,
(1981)).

Los mecanismos de la resistencia a insulina en la diabetes tipo 2
son complejos. La evidencia, vista principaimente dg\:estudios en el tejido

adiposo, se dijo que sugiere que en los casos mas ligeros, la resistencia a

insulina podria ser justificada en gran parte por una deficiencia en numeros de

receptores de insulina en células periféricas objetivo, pero a medida que
aumenta el grado de hiperglucemia de ayuno, surge un defecto de
postreceptor de accion de insulina y aumenta progregivamente en significado
(vea: Kolterman et al., supra). La tolerancia deteriorada a la glucosa que
acompana la resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2 se cree que es
causada en gran medida por una disminucion en la captacicn de glucosa en

los tejidos periféricos, pero tambien se ha dicho que esta implicada una

&0
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supresion incompleta de induccion de glucosa de la produccién hepatica de
glucosa. Vea por ejemplo, Wajngot et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
70:4432-4436. En los diabéticos de tipo 2 tanto obesqs como no obesos, la
curva de dosis-respuesta a la insulina cambia a la_'aderecha y hay una
disminucion marcada en el indice maximo de disposicion de glucosa y del
metabolismo de glucosa del cuerpo total en los diabéticos tipo 2 en
comparacion con los sujetos na diabéticos (Kolterman et al., /d.; De Fronzo, R.
A. et al., 1985, J. Clin. Invest. 76:149-155).

En otro aspecto general, los compuestos de la invencion pueden
ser utiles para reducir la ingesta de alimentos, reducir el apetito, inducir la
saciedad, reducir los nutrientes disponibles al cuerpo para ser almacenados
como grasa, causando pérdida de peso, afectando la composicion del cuerpo,
mejorando el perfil de lipidos (incluyendo reducir ga_! colesterol LDL y los
niveles de triglicéridos y/o cambiando los niveles de coﬁl%é;terol HDL), haciendo
mas lenta la motilidd intestinal, demorando el vaciado Qé_gtrico, moderando las
excursiones de glucosa en sangre después de las COrﬁidas, previniendo o
inhibiendo la secrecion de glucagon, y disminuyendo la présién sanguinea.

Asi, en ciertas modalidades, los compuestos de la invencion son
utiles para tratar o prevenir condiciones o trastornos que pueden ser aliviados
al reducir los nutrientes disponibles para el cuerpo para almacenarse como
grasa. Talés condiciones y trastornos incluyen, pero no se limitan a, trastornos

de la alimentacion, resistencia a insulina, obesidad, hiperglucemia anormal

después de las comidas; diabetes de cualquier tipo, incluyendo Tipo |, Tipo i,
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y diabetes gestacionial, sidrome metabdlico, sindrome de Dumping,
hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, apnea
del suefo, cancer, hipgrtensién pulmonar, colecistitis, y‘osteoartritis,

Ejemplos no limitativos de una condicion o enfermedad
cardiovascular son hipertension, isquemia de miocardio, y reperfusion del
miocardio.Los compuestos de la invencion también pueden ser utiles en tratar
o prevenir otras condiciones asociadas con obesidad incluyendo accidente
cerebro-vascular, cancer (por ejemplo, cancer endometrial, de mama, de
prostata, y de colon), enfermedad de la vesicula biliar, apnea del suefio,
reduccidn en fertilidad, y osteoartritis. En otras modalidades, los compuestos
de la invencion pueden ser utilizados para alterar la :composicién del cuerpo
por razones estéticas, péra aumentar las capacidade§ fisicas, o para producir
una fuente de carne mas magra.

PR
oty

En otro aspecto general, los compuestos_‘_dr;e_t la invencion pueden
S S5

usarse para inhibir la secrecion de ghrelina. En consecuencia, los compuestos
dé la invencion pueden ser utilizados para tratar o prevenir trastornes
relacionados a ghrelina tales como sindrome de Prader-Willi, diabetes de todo
tipo y sus complicaciones, obesidad, hiperfagia, hipérlipidemia, u oftros
trastornos asociados con Ia hipernutricion.

En otro aspecto general, los compuestos de la invencion pueden
ser Utiles para tratar o prevenir el eséfago de Barrett, La enfermedad de reflujo

gastroesofagico (GERD) y condiciones asociadas con los mismos. Tales

condiciones pueden incluir, pero no se limitan a, pirosis, pirosis acompanada
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de regurgitacion del contenido géastrico/intestinal en vl.a boca o los pulmones,
dificultad para tragar, tqs, silbancia intermitente e infiémacién de las cuerdas
vocales (condiciones asociadas con GERD), erosj_én esofagica, ulcera
esofagica, estrechamiento esofagico, metaplasia de 'B\la:rrett (reemplazo del
epitelio esofagico normal con epitelio anormal), adenocarcinoma de Barrett, y
aspiracion pulmonar. La amilina y los agonistas de amilina tienen propiedades
anti-secretoras, tal como inhibicion de acidos gastricos, inhibicidn de acidos
biliares, e inhibicion de enzimas pancreaticas. Mas aun, se ha encontrado que
la amilina tiene un efecto gastroprotector. En consecuencia, estas
propiedades de la amilina y agonistas de amilina las vuelven particularmente
utiles en el tratamientoﬁo prevencion del es6fago de Barrett, y/Jo GERD vy
condiciones relacionadas o asociadas como se descrit%eﬂ en la presente.

En otro asbecto general, los compuestos‘_‘qie‘ la invencién pueden
ademas ser (tiles para tratar o prevenir pancreatitis, caéric}_inoma pancreatico, y
gastritis. Mas adn, los compuestos de la invencion pﬁéden ser utiles en el
tratamiento y prevencion de pancreatitis en pacientes que se han sometido a
colangiopancreatografia retrégrada encoscopica (ERCP). Ha sido descubierto
ademas que la amilina y los agonistas de amilina pueden tener un efecto
terapéutico sorprendentemente superior cuando se combinan con
somatostatina. Por consiguiente, en ciertas modalidades, los métodos para
tratar o prevenir pancreatitis comprenden administrar compuestos de la
invencion y administrar somatostatina y agonistas de somatostatina.

En otro aspecto general, los compuestos de,la invencion también

P
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pueden ser (tiles paré disminuir la resorcion c')sea‘?;,__._disminuir el calcio en
plasma, e inducir un efecto analgésico. Por consiguiéﬁfe, los compuestos de
la invencién pueden ser (tiles para tratar trastornbf’:de hueso tal como
osteopenia y osteoporosis. En todavia otras modalidadés, los compuestos de
la invencién pueden ser Utiles para tratar dolor y neuropatia dolorosa.

En otro aspecto general, los compuestos de la invencion también
pueden ser Utiles para tratar sindrome de intestino corto. El sindrome de
intestino corto, o sindrome visceral corto, significa un sindrome
gastrointestinal caracterizado por sintomas que resultan de la mala absorcion
de nutrientes tal como dolor abdominal, diarrea, reten_cién de liquidos, pérdida
de peso involuntaria, y fatiga extrema debido a un‘intestino subdesarrollado
durante [a gestacién:;;;}o después de corte quirl]_rgigo de una longitud
significativa del intestino delgado. Por consiguiente,;yggémo se utiliza en la
presente, el término "sindrome de intestino corto" también incluye el sindrome
visceral corto y corte de intestinc delgado masivo. Los reflejos hormonales
intestinales y circuitos de retroalimentacion pueden ser intgrrumpidos llevando
a ur; aumento en el volumen de las secciones gastricas préximas y del
intestino delgado y a patrones alterados de motilidad. Las pérdidas de agua,
de sodio y de magnesio pueden llevar a perturbaciones de los electrolitos.
Ciertas funciones espeqiﬁcas de absorcion tambien pueden ser danadas que
son Unicas de ciertas partes del intestino, tal como Ia absorcion de vitamina
B12, sales biliares vy l"otras vitaminas solubles grz;,éas por el ileon. Los

I

compuestos de la invencion pueden proporcionar una mejora substancial en
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los habitos del intestino, estado nutricional y calidad de vida de los pacientes
con sindrome de intestino corto, y ademas puede reducir la necesidad de

nutricidn parenteral y trasplante de intestino delgado.

V. Ensayos

Los métodos para la produccion y ensayo‘de los compuestos
descritos en la presente estan disponibles en general para el experto en la
técnica. Siguen ensayos representativos para los compuestos y para los

métodos descritos en la presente.

ingesta de alimento

Sin desear limitarse por alguna teoria, sen.g;r'ee que la ingesta de
alimento es util para la evaluacion de la utilidad de unt compuesto como se
describe en la presente. Por ejemplo, es sabido q(n'e varias patologias
metabolicas estan relacionadas a la ingesta de alimento (por ejemplo, la
diabetes, la obesidad). Por consiguiente, una investigacién inicial puede ser
realizada para determinar el grado al cual se modula la ingesta de alimento
por la administracion de compuestos descritos en la presente, y una
investigacion inicial positiva puede ser il en el desarrollo subsiguiente de un
compuesto.

Una variedad de ensayos de ingesta de alimento esta disponible
para un experto en la técnica. Por ejemplo, en el llaméag “modelo de jaula de

casa" de toma de alimento, los sujetos (por ejemplo, ratas) son mantenidas en
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su jaula de casa, y la ihgesta de alimento junto con ei'_‘“ﬁ'éso total del sujeto se
mide después de la inyeccion del compuesto de %b'iueba. En el llamado
“modelo de patroles de alimentacion" de ensayo de ingesta de alimento, los
sujetos (por ejemplo, ratas) son acostumbradas a una camara de alimentacién
y a inyecciones antes de la prueba. Después de la administracion del
compuesto de prueba, los sujetos son colocados inmediatamente en la
camara de alimentacion, y la ingesta de alimento es determinada
automaticamente como una funcion del tiempo (por ejemplo, intervalos de 1
min). Para ambas pruebas, el alimento es comida estandar o cualquiera de
una variedad de comidas (por ejemplo, alta en grasa) conocido en la técnica.
En el llamado ensayo de 'ingesta de alimento de raton" un compuesto de
prueba puede ser probado para la supresiéon de apetlto o para un efecto en la
ganancia de peso corporal en ratones con obesndad- mdumda por la dieta
(DIO). En un ensayo tipico de ingesta de alimento de raton, ratones hembras
NIH/suizos (8-24 semanas de edad) son agrupados en grupo con un ciclo de
12:12 horas de luz:oscuridad con luces encendidas a las 0600. Agua y una
dieta estandar de comida de ratdon en croquetas esta disponible ad libitum,
excepto como se indique. Los animales son puestos en ayuno
aproximadamente a las. 1500 Horas, 1 dia antes del gxperimento, La mafana
del experimento, los animales son divididos en grupos experimentales. En un
estudio tipico,n =4 ;aulas con 3 ratones/jaula. En el tlempo = 0 min, todos los
animales remben una .inyeccion intraperitoneal de vehlculo o compuesto,

tipicamente en una cantidad que varia de aproximadamente 10 nmoles/kg a
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75 nmoles/kg, y reciben inmediatamente una cantidazj{-:;re-pesada (10-15 g)
de la comida estandar. El alimento es quitado y eé" é;"jéesado varias veces,
tipicamente en 30, 60, y 120 minutos, para determinarvla cantidad de alimento
consumido. Vea por ejemplo, Morley et al.,, 1994, Am. J. Physiol.267:R178-
R184). La ingesta de alimento es calculada restando el peso del alimento que
queda en por ejemplo 30, 60, 120, 180 y/o 240 minutos del punto de tiempo,
del peso del alimento proporcionado inicialmente en el tiempo = 0. Los efectos
significativos del tratamiento son identificados por ANOVA (P<0.05). Dénde
una diferencia significativa existe, los medios de prueba son comparados al
medio de control utilizando la prueba de Dunnett (Prism V. 2,01, GraphPad
Software Inc. San Diego, Calif.). Para cualquier !p‘rqeba descrita en la
presente, la administracion de un compuesto de ﬁftjeba puede ser por
cualquier medio, incluyendo inyeccion (por ejemplo, subcutanea,
intraperitoneal, y similares), oral, u otros métodos de administracion conocidos

en la técnica.

Ensayos in vitro

Sin desear limitarse por alguna teoria 0 mecanismo de accién, se
cree que existen correlagiones entre los resultados dealbos ensayos in vitro (por
ejemplo, receptor), y ;',3’ utilidad de los agentes para el tratamiento de
enfermedades y trastorgos metabdlicos. Por consiguiegii, los ensayos in vitro
(por ejemplo, ensayos a base de células) son utiles corno una estrategia de

investigacion para agentes metabolicos potenciales, como se describe en la

B



10

15

20

87

presente. Una variedad de ensayos in vitro son conocidos en la técnica,

incluyendo esos descritos a continuacion.

Ensayo de calcitonina adenilato ciclasa (Ensayo funcional)

La activacién del adenilato ciclasa mediado por el receptor
calcitonina puede ser medida usando un kit de ensayo de cAMP basado en
células HTRF (Fluorescencia Resuelta en Tiempo Homogénea) de CisBio. El
kit es un inmunoensayo competitivo que usa cAMP marcado con el fluoroforo
de aceptor d2 y un anticuerpo monoclonal anti-cAMP l"j'nvgrcado con el donador
Criptato de Europio. Se registra el aumento en los ﬁi\}éles de cAMP como
disminucion de transferencia de energia de ﬂuoresceﬁg;ié resuelta en tiempo
entre el donador y el aceptor. Los péptidos pueden sé;r‘:j{diluidos en serie con
bufer y transferidos a, por ejemplo, una placa de compuesto de 384 pozos.
Las células C1a-HEK que expresan establemente el‘ receptor de calcitonina
C1la de rata pueden ser separadas de los matraces de cultivo celular y
resuspendidas a 2 x 10° células/ml en bifer de estimulacion que contiene 500
pM de IBMX, y fluoroforo d2 a 1:40. Las células pueden ser afadidas a la
placa de compuesto en una densidad de 12,500 por pozo e incubadas en la
oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambientg para la activacion del
receptor. Las células pueden ser subsiguientemente Insadas por la adicion de
solucion de anti-cAMPCriptato diluida con el kit de gé’éjugadolbﬂfer de lisis
(1:40); Después de 1 a 24 horas de incubacion en la os'éafidad, el placa puede

ser contada con un Tecan Ultra capaz de medir la transferencia de energia de
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fluorescencia resuelta en tiempo.

Ensayo de unidn al receptor de amilina

Membranas de ARN pueden ser incubadas con
aproximadamente 20 pM (concentracion final) de '2°I- amilina de rata (Bolton-
Hunter labeled, PerkinElmer, Waltham, MA) y concentraciones incrementales
del compuesto de prueba por 1 hora a temperatura ambiente en, por ejemplo,
placas de poliestireno de 96 pozos. Las fracciones umdas del contenido del
pozo pueden ser recolectadas en una placa de fi bra de V|dr|o de 96 pozos
(pre-bloqueada por lo menos por 30 minutos en 0,5% de PEI (polietilenimina))
y lavada con 1 X PBS utilizando un cosechador de plac‘a Perkin Elmer. Las
placas secadas de fibra de vidrio pueden ser combinadas con un centellante y

contadas con un contador de centelleo de multi-pozo Perkin Elmer.

Ensayo de unién al receptor de CGRP.

Membranas celulares SK-N-MC pueden ser incubadas con
aproximadamente 50 pM (concentracion final) de '®l-humo CGRP
(PerkinElmer, Waltham, MA) y concentraciones increr_f;gntales del compuesto
de prueba por 1 hora g itemperatura ambiente en plac'a'_vsizge poliestireno de 96
pozos. Las fracciones unidas del contenido del pozo pueden ser recolectadas
en una placa de fibra d? vidrio de 86 pozos (pre-bloquééﬁa por lo menos por
30 minutos en 0.5% PEI) y lavadas con 1 X PBS usando un cosechador de

placa Perkin Elmer. Las placas de fibra de vidric secadas pueden ser
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combinadas con centelleante y contadas en un contador de centelleo de multi-

pozo Perkin Elmer.

Ensayo de uniodn al receptor de calcitonina

Membranas celulares de C1a-HEK pueden ser incubadas con
aproximadamente 50 pM (concentracion final) de calcitonina '?SI-humana
(PerkinElmer, Waltham, MA) y concentraciones increhjentales del compuesto
de prueba por 1 hora:v' a temperatura ambiente wn, por ejemplo, placas de
poliestireno de 96 pozos. Las fracciones unidas (Iiéél"}_contenido del pozo
pueden ser recolectadas en una placa de fibra de vidrio de 96 pozos (pre-
bloqueada por lo menos por 30 minutos en 0.5% PEI) y lavadas con 1 X PBS
usando un cosechador de placa Perkin Elmer. Las placas de fibra de vidrio
secadas pueden ser combinadas con centelleante y contadas en un contador

de centelleo de multi-pozo Perkin Elmer.

VI.  Composiciones farmacéuticas

En un aspecto, se proporciona una composicion farmaceutica
que incluye un compuesto de la invencidn como se describe en la presente en

combinacion con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

A. Formulaciones

Los compuestos descritos en la presente pueden ser preparados

y administrados en una amplia variedad de formas de dosificacién oral,
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parenteral, y tépica. Asi, los compuestos de la presente invencion pueden ser
administrados por inyeccion (por  ejempilo, intravenosamente,
inframuscularmente, intracutaneamente, subcutdneamente,
intraduodenalmente, o intraperitonealmente). También, los compuestos aqui
descritos pueden ser administrados por inhalacién, por ejemplo,
intfranasalmente. Adicionalmente, los compuestos de la presente invencion
pueden ser administrados transdérmicamente. También;'esté previsto que se
pueden usar multiples rutas de administracion (por éjémplo, intramuscular,
oral, transdérmica) para administrar los compuestos de la invencién. En
consecuencia, la presente invencion también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable y uno o mas cdmpuestos de la invencién.

Para preparar composiciones farmacéuticas de los compuestos
de la invencién presqnte. los portadores farmacéuticamente aceptables
pueden ser ya sea solidos o liquidos. Las preparaciones en forma solida

incluyen polvos, tabletas, pildoras, capsulas, sellos, supositorios y granulos

- dispersables. Un portador sdlido puede ser una o més sustancias que también

pueden actuar como diluyentes, agentes sabogiggntes, aglutinantes,
conservadores, agentes desintegradores de tabletas, o un material
encapsulante.

En los polvos, el portador es un solido finamente dividido en una
mezcla con el componente activo finamente dividido. En las tabletas, el

componente activo es mezclado con el portador que tiene las propiedades de

9
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unién necesarias en proporciones adecuadas y compactado en la forma y
tamano deseados.

Los polvos y las tabletas preferiblemente contienen de 5% a 70%
del compuesto activo. Los portadores adecuados son carbonato de magnesio,
estearato de magnesio, talco, azlcar, lactosa, pectina, dextrina, almidon,
gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, una cera de
bajo punto de fusién, manteca de cacao y similares. El término "preparacion”
pretende incluir Ia formulaciénb del compuesto activo con material
encapsulante como un portador que proporciona una capsula en la que el
componente activo con o sin otros portadores, es rodeado por un portador,
que estd en asociacién con él. Similarmente, se incluyen los sellos y
comprimidos. Se pueden usar tabletas, polvos, capsulas, plldoras, sellos y
comprimidos como formas de dosificacion soélidas adecuadas para
administracion oral.

Para prepérar supaositorios, una cera de bajo punto de fusion, tal
como una mezcla de gliceridos de acido grasoc o manﬁgga de cacao, primero
se funde y el componente activo se dispersa homogé,pe}amente en la misma,
como por agitaciéon. Después, la mezcla homogénea fundida se vacia en
moldes dimensionados convenientemente, se deja enfriar y con ello solidificar.

Las preparaciones en forma |iquida incluyen soluciones,
suspensiones, y emulsiones, por ejemplo, soluciones de agua/propilenglicol.
Para inyeccion parenteral, las preparaciones liquidas pueden ser formuladas

en solucion en una solucion acuosa de polietilenglicol.

az
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Cuando se requiere o desea la aplicacion parenteral, las mezclas
particularmente adecuadas para los compuestos de la invencion son
soluciones inyectables, estériles, preferiblemente soluciones oleosas o
acuosas, asi como suspensiones, emulsiones, © _implantes, incluyendo
supositorios. En parti;ular, los portadores para administracidon parenteral
incluyen soluciones acuosas de dextrosa, salina, agua pura, etanol, glicerol,
propilenglicol, aceite de cacahuate, aceite de sésamo, polimeros de bloque de
polioxietiieno y similares. Las ampollas son unidades de dosificacién
convenientes. Los compuestos de la invencidon pueden también ser
incorporados en liposomas o administrados mediante bombas transdérmicas o
parches. Las mezclas farmacéuticas adecuadas para uso en la invencidn
presente incluyen esas descritas, por ejemplo, en PHARMACEUTICAL SCIENCES
(17ma Ed., Mack Pub. Co., Easton, PA) y WO 96/05309, y las ensefanzas de
ambas estan incorporadas aqui como referencia.

Las soluciones acuosas adecuadas para usc oral pueden
prepararse al disolver el componente activo en agua #yra‘:gregando colorantes
adecuados, sabores, estabilizantes, y agentes espesantes, como se desee.
Las suspensiones acuosas adecuadas para uso oral se pueden hacer
dispersando el componente activo finamente dividido en agua con material
viscoso, como gomas naturales o sintéticas, resinas, metilcelulqsa,
carboximetilcelulosa de sodio y otros agentes de suspénsién bien conocidos.

También se incluyen las preparaciones en forma sélida que

pretenden convertirse, poco antes de su uso, en preparaciones en forma
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liquida para administraciéon oral. Tales formas liguidas incluyen soluciones,
suspensiones y emulsiénes. Estas preparaciones pu;eden contener, ademas
del componente activo, colorantes, sabores, estabilizadores, reguladores de
pH, edulcorantes artificiales o naturales, dispersantes, espesantes, agentes
solubilizadores y similares. |

La preparacion farmacéutica esta preferit;!émente en una forma
de dosis unitaria. En tal forma la preparacion se subdivide en dosis unitarias
que contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma de
dosificacion unitaria puede ser una preparacion empagquetada, conteniendo el
paquete cantidades discretas de preparacion, tales como tabletas, capsulas, y
polvos empaquetadas en viales 0 ampollas. También, la forma de dosificacion
unitaria puede ser una capsula, tableta, sello, o com’_primido en si misma, o
puede ser el numero apropiado de cualquiera_: de éstas en forma
empaquetada. B

La cantidad de componente activo en una breparacién de unidad
de dosis puede variar o ajustarse de 0.1 mg a 10000 mg, mas tipicamente 1.0
mg a 1000 mg, mas tipicamente 10 mg a 500 mg, segun la aplicacion
particular y la potencia del componente activo. La composicién puede, si se
desea, también contener otros agentes terapéuticos compatibles.

Algunos compuestos pueden tener solubilidad limitada en agua y
por-lo tanto pueden requerir un surfactante u otro co-solvente adecuado en la
composicidn. Dichos co-solventes incluyen: Polisorbato 20, 60, y 80; Pluronic

F-68, F-84, y P-103; ciclodextrina; y polioxi 35 aceite de ricino. Dichos co-
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solventes son tipicamente empleados a un nivel entre aproximadamente
0.01% y aproximadamente 2% en peso.

Puede ser deseable una viscosidad mayor que esa de las
soluciones acuosas simples para disminuir la variabilidad en el surtido de las
formulaciones, para disminuir la separacion fisica de los componentes de una
suspension o emulsion de formulacion, y/o de lo contrario para mejorar la
formulacién. Dichos agentes formadores de viscosidad incluyen, por ejemplo,
alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona," metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa,  hidroxietii  celulosa, carboximetii  celulosa,
hidroxipropilcelulosa, sulfato de condroitina y sales de los mismos, acide
hialurénico y sales del mismo, y combinaciones dev los anteriores. Dichos
agentes son tipicamente empleados a un nivel entre aproximadamente 0.01%
y aproximadamente 2% en peso.

Las composiciones de la invencion p_r'e;s’ente pueden incluir
ademas componentes.para proporcionar Iiberaci6n4v‘.s:ostenida y/o confort.
Dichos componentes incluyen peso molecular aito, polimeros mucomimeéticos
anionicos, polisacaridos geliﬁcantes\, y sustratos portadores de farmaco
finamente divididos. Estos componentes son discutidqs en mas detalle en las
Pat. de EE.UU. Nos. 4,911,920; 5,403,841; 5,212,162; y 4,861,760. E!
contenido completo de estas patentes esta incorporado aqui comao referencia

en su totalidad para todos los propositos.
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B. Dosis gfectivas

Las composiciones farmmacéuticas proporcionadas por la
invencion - presente incluyen composiciones en donde:el ingrediente activo
esta contenido en una cantidad terapéuticamente efééﬁva, es decir, en una
cantidad efectiva para lograr su propésito destinado. Lé éantidad efectiva real
para una aplicacion particular dependera, entre otras cosas, de la condicion
que se esté tratando. Por ejemplo, cuando se administra en métodos para
tratar una enfermedad o trastorﬁ§ metabdlico, tales composiciones contendran
una cantidad de ingrediente activo efectiva para lograr el resultado deseado
{por ejemplo alivio de los sintomas de la enfermedad o trastorno metabolico).

La frecuencia de la dosis (dosis sencilla o mudltipie) del
compuesto administrado puede variar dependiendq de una variedad de
factores, incluyendo la ruta de administracion; taméfxo_, edad, sexo, salud,
peso corporal, indice dé masa corporal, y dieta del ’(e_éipiente; naturaleza y
grado de los sintomas de la enfermedad que se trata‘; presencia de otras
enfermedades u otros problemas de salud relaciocnados; tipo de tratamiento
cor;currente; y complicaciones de cualquier régimen de enfermedad o
tratamiento. Otros regimenes terapéuticos o agentes se pueden usar en
conjuncion con los métodos y compuestos de la inyencibn.

Para cualquier compuesto descrito en la presente, la cantidad
terapéuticamente efectiva puede ser determinada inicialmente de una
variedad de ensayos, inCIuyendo pero no limitado a ensayos de cultivo celular

y ensayos de ingesta de alimento. Las concentraciones objetivo seran esas
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concentraciones de compuesto(s) activos que son capaces de producir una
respuesta biologica en un ensayo de cultivo celular, o'-':p'roducir una respuesta
enla ingesta de a[imentd. |

Cantidades terapéuticamente efectivas para uso en humanos
pueden determinarse de modelos animales. Por ejemplo, una dosis para
humanos puede ser formulada para alcanzar una concentracion que ha sido
hallada efectiva en animales. La dosis en humanos puede ser ajustada al
vigilar la enfermedad o trastorno metabdlico subyacente y ajustando la dosis
hacia arriba o hacia abajo, como se sabe en la técnica y/o como se describe
en la presente.

Las dosis :pueden variar dependiendo d§ los requerimientos del
paciente y el compuesto que se emplea. La dosis adryjipjstrada a un paciente,
en el contexto de la prgsente invencién, debe ser suﬁqiénte para efectuar una
respuesta terapéutica benéfica en el paciente con QLpaso del tiempo. El
tamafio de la dosis también sera determinado por la exiétencia, naturaleza y
extension de cualquier efecto secundario adverso. Generalmente, el
tratamiento es iniciado con dosificaciones mas pequefias, que son menores
que la dosis optima del compuesto. Posteriormente, la dosificacion es
incrementada en incrementos pequefos hasta que se alcanza el efecto éptimo

bajo las circunstancias. En una modalidad de la invencion, el intervalo de

dosificacion es de 0.001% a 10% p/v. En otra modalidad, el intervalo de

dosificacién es de 0.1% a 5% p/v.

v

Las cantidades e intervalos de la dosis_ pueden ajustarse para

Sy
- !

N



10

15

20

97

proporcionar niveles dc?l compuesto administrado efééiiyas para la indicacion
clinica particular que e.‘s tratada. Esto proporcionaré un régimen terapéutico
qué es conmensurado con la severidad del estado de la enfermedad del
individuo.

Utilizando las ensefianzas proporcionadas en la presente, puede
planearse un régimen de tratamiento profilactico o terapéutico efective que no
cause toxicidad sustancial y que sea enteramente efectivo para tratar los

sintomas clinicos demostrados por el paciente particular. Esta planeacion

'debe involucrar la eleccion cuidadosa del compuesto activo considerando

factores como la potencia del compuesto, biodisponibilidad relativa, peso
corporal del paciente, presencia y severidad de efectos secundarios adversos,
modo preferido de édministracién y el perfi déf.‘tpxicidad del agente

seleccionado.

C. Toxicidad

La proporcion entre la toxicidad y el efecto terapéutico para un
compuesto particular es su indice terapéutico y puede expresarse (I:omo la
proporcion entre LDsq (la cantidad de compuesto letal en 50% de la poblacion)
y EDsp (la cantidad de compuesto efectiva en 50% de la poblacion). Se
prefieren los compuestoé que exhiben indices terapéuticos altos. Los datos de
indice terapéutico a partir de ensayos de cultivo celul'%ry/o estudios animales

pueden ser usados en,la formulacion de un intervalo de dosificaciones para

usarse en humanos. La dosificacion de dichos comph_estos preferiblemente
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yace dentro de un intervalo de concentraciones de pla‘érﬁé que incluye la EDsg
con poca o nula toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este
intervalo dependiendo de la forma de dosificacion embleada y la ruta de
administraciéon  utilizada. Vea, por ejemplo Fingl et al,in: THE
PHARMACOLOGICAL Basis oF THErAPEUTICS, Ch.1, p., 1975. La formulacion
exacta, ruta de administracion, y dosificacidon pueden ser elegidas por el
médico individual en vista de la condicion del paciente y el método particular

en el que el compuesto es usado.

. EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Preparacion de compuestos

Los compuestos de la invencion fueron sinietizados por varios
métodos.

a) Por ejemplo, | el Compuesto 19 se prepar6é tratando
mPEG40K-aldehido con el N-terminal del Compuesto 1 en una reaccién de
alquilacién reductiva para generar especificamente el Compuesto 1 pegilado
en N-terminal.

b) En otro ejemplo, el Compuestt‘}bb 20 se prepard al
reaccionar el grupo arr:{ino N-terminal del Compuesto_i? con un mPEG40K-

LR

NHS (n-hidroxisuccinimida éster).
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c) En otro ejemplo, los Compuestos 21, 23, 25, y 27 se

prepararon como sigue:

DMF, DIEA

Fmoc-K1(fmoc)-Kx-Compuesto 1 + PEG-NH§ ——————> Fmoc-K1(fmoc)-

20% piperidina, DMF
Kx(PEG)-Compuesto 1 > Kx(PEG)-Compuesto 1

x= 21, 26, 31
PEG = mPEG40K o yPEG40K

Los analogos del Compuesto 1 con lisina 1 protegida con Fmoc y
una lisina mutada en las posiciones 21, 26 y 31 se trataron con mPEG40K-
NHS en DMF con DIEA. El péptido pegilado resultaﬁté fue desprotegido por
piperidina para dar péptido libre pegilado. |

d) En otro ejemplo, los Compues.tos: 26, 22, y 24 se
prepararon por pegilacion selectiva en una cadena secundaria de lisina. Los
analogos del Compuesto 2 con una lisina mutada en Ias_posiciones 21, 24-29

y 31 se trataron con mPEG40K-NHS en DMF con DIEA. Ei producto crudo fue

purificado y fue analizado para la regio-especificidad.

EJEMPLO 2

Actividad de unidn al receptor

Métodos
El ensayo de union a amilina se realizé en membranas

preparadas de la porcion del nucleo accumbens del cerebro (rata), probando

o
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compuestos de péptido en dilucion serial de prueba dels‘ici:';itos en la presente.
Primero, los péptidos se solvataron en agua destilada estéril a
concentracién de 200 pM (donde el peso del péptido es.aprox. 80%). Luego
los péptidos son diluidos a una concentracion de inicio de 2X a 10°M con 1X
bifer (20mM HEPES, 5mM MgCl;, 1mM CaCl,, 0.5% BSA) y diluidos
serialmente con bufer usando un robot Perkin Elmer Multi-Probe 1. Las
membranas preparadas se diluyeron a (16 veces) o a 32.5 pg/pozo y se
combinaron con 1X bifer o diluciones seriales con los controles o compuestos
de péptido y 'I- rAmilina, respectivamente (Perkin Elmer Life Science, ID #I-
3248). La placa fue incubada durante 1 hora a tempérétura ambiente en un
sacudidor. La placa se seco por 1.5 horas a 50°C, Iuééb durante la noche a
temperatura ambiente. Se agregé centelleante (Microscint 20, Perkin Elmer
Cat#6013621) y se determind el CPM leyendo en un contador de centelleo de
multipozo Perkin Elmer/Wallac TriLux capaz de leer yodo radiomarcado.
| La actividad de union al receptor puede expresarse, por ejemplo
en el Cuadro 3, como un valor |Csp, calculado de datos en bruto usando un
programa iterativo de ajuste de curva usando una ecyacién de logistica de 4
parametros (PRISM®, GraphPAD Software, La Jolla, CA), como se sabe en |a

técnica.

Resultados

-
AT

Como se muestra en el Cuadro 3 siguiente, los compuestos

pegilados de la invencién demuestran actividad de unién nanomolar en el

(D]
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receptor de amilina.

CUADRO 3

Ensayo de unién al receptor

Compuesto Union de amilina
IC50 (nM)

1 0.10
2 0.42

- 19 40
20 78
21 104 .
23 66

. 25 86
27 470
26 75

. 22 112
24 54
28 131
29 39
30 61
31 132
32 79
33 31
34 51
35 53
36 27

Se realizd un segundo ensayo de union al receptor de amilina
para medir la potencia de los compuestos de prﬁéba, por ejemplo, los
polipéptidos descritos Te_n la presente, en despiazar'.T.1.251—amilina (rata) del
receptor de amilina humana 3 (AMY3) ectopicamente é%é)resada en una linea
celular, por ejemplo, una linea celular Codex ACTOne™. Esta linea celular se

generd usando la linea celular ACTOne™ HEK293-CNG-hCalcR (CB-80200-

02—
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258) que expresa establemente RAMP3 humano (basé de datos de proteina
NCBI CAA04474) para producir el receptor de AMY3 humano.

Las membranas crudas de los cultivos celulares de AMY3 se
prepara‘ron por homogeneizacién en 20 mM HEPES enfriado en hielo que
contenia inhibidores de proteasa (Roche Cat#11873580'001). l.as membranas
crudas fueron incubadas con 20 pM "2|- amilina (Perkin Eimer Cat#NEX4480)
(2000 Ci/mmoles) y concentracion incremental de- péptidoc de prueba. La
incubacion se realizd en 20 mM HEPES con 5§ mM MgCl, y 1 mM CaCl; por 60
minutos a temperatura ambiente en placas de poliestireno de 96 pozos
(Costar Cat#3797). Las incubaciones se terminaron por filtracidn rapida a
través de UniFilter® dé 96 placas GF/B (Perkin Elmer, Cat#6005199), pre-
remojado por al menos 30 minutos en 0.5% polietilenimina. Las placas
Unifilter® se favaron varias veces usando PBS enfriado en hielo usando un
Cosechador de Células MicroMate 96 (Perkin Elmer). Las placas sin filtrar se
secaron, se agregd centelleante (Microscint 20, Perkin Elmer Cat#6013621) y
se determind el CPM leyendo en un contador de centellieo Perkin
Elmer/Wallac TriLux de _‘multipoAzo capaz de leer el yodo radiomarcado.

La potencia (ICso) del péptido de prueba se determind por el
analisis de una curva de concentracién-respuestg{-;____usando andlisis de
regresion no lineal ajustado a una curva de 4 parémetggs. Las afinidades de
uhién se calcularon usando el software GraphPad Prism® (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA). Los resultados se muestran en el Cuadro 4

siguiente,
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Resultados
Como se muestra en el Cuadro 4 siguiente, los compuestos

pegilados de la invencién demuestran actividad de unién nanomolar en el

receptor AMY3,
CUADRO 4
Ensayo de union al receptor
Compuesto Unién de amilina
IC50 {(nM)
1 0.247
28 388
29 60
30 80
31 1132
32 111
33 48
34 87
35 46
36 47
40 238
41 77
42 143
EJEMPLO 3
‘Ensayo funcional de amilinaﬁ_fis:v
Método

Este ensayo se usa para medir aumentos en el ciclico-AMP

(cAMP) en ia linea celular Codex ACTOne™ via la activacion inducida por
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péptido del receptor sobreexpresado humano de Amilina 3 (hAMY3, Gs
acoplado). La acumulacion de cAMP se midié después de 30 tratamientos de
péptido usando el kit de ensayo de cAMP basado en célula HTRF (CisBio) en
formato de 384 pozos. La eficacia de los péptidos fue determinada con
respecto a un tratamiento de célula con 10uM forskolin (un activador
constituyente de la adenilato ciclasa), y la potencia (ECsp) de los péptides se
determind por el analisis de la curva de concentracion-respuesta usando

analisis de regresion no lineal ajustado a un modelo de 4 parametros.

Resultados
Como se muestra en el Cuadro 5 abajo, los compuestos
pegilados de la invenciébn demuestran actividad funcional subnanomolar a

nanomolar en el receptor AMY3.

CUADRO 5

Ensayo funcional de amilina

Compuesto ECS50 (nM)
o 0.005:"
28 2.577

29 0.114-.0 7
30 0.145
31 2.560
32 0.598
33 0.126
34 0.296
35 0.295
36 0.159
40 0.85
41 0.034
42 0.122

(g



10

15

20

105

EJEMPLO 4

Efecto de la peqilacién en la ingesta de alimento: Cmps21, 25, 24, 22, 26

Ratas magras recibieron una inyeccion subcutanea (SC) una vez
por semana de compuesto de prueba o vehiculo. Las figuras 1A-1B
proporcionan el resultado de un ensayo de ingesta de alimento de multi-dia.
Se investigo el efecto de la ingesta de alimento en 24 horas para los Cmps21,
25, 24, 22, y 26, utilizando vehiculo como control. Los resultados de las
figuras 1A-1B demuestran que cada uno de los compuestos probados fue
eficaz en reducir el peso corporal y la ingesta de alimento durante tres dias.
En el caso de algunos de los compuestos, la pérdida de peso fue todavia

evidente aun después de una semana.

EJEMPLO 5

Efecto de la pegilaciéon en la ingesta de alimento: Cmps 26, 23

Se investigo el efecto en la pérdida de peso, como se juzgd con
inyeccion SC, de una dosis dos veces por semana o una dosis una vez por
semana del Cmp 26.‘ Cuando se dosificé dos veces por semana a 125
nmoles/kg en una rata DIO (“obesa inducida por dieta”) , el Cmpd 26 tuvo
eficacia similar como una infusion continua de 12.5 nmolestkg/d de Cmpd 1
(Fig. 2A). El Cmp 23 dosificado una vez a la semana a 125 nmoles/kg no fue

tan eficaz como el Cmp 1 infundido cuando se dio a ratas DIO por cuatro
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semanas, pero mostré una disminucion consistente del peso corporal (Fig.
2B). El Cmp 23 también redujo el peso corporal y la ingesta de alimento en un

modo dependiente de dosis en ratas magras, como se mostrado en las figuras

3A-3B.

EJEMPLO 6

Efecto de la pegilacion en la ingesta de alimento: Cmps 19, 23, 27

Se investigd el efecto en la ingesta de alimento de 24 horas,
como se juzga por inyeccion SC, de una sola dosis de un compuesto que
tiene ya sea un PEG y-ramificado (Cmp27) o un PEG N-terminal (Cmp 19).
Como se muestra en la figura 4A, tres dosis del compuesto pegilado N-
terminai, Cmp 19, no fueron tan eficaces como el vehiculo en reducir el peso
corporal en ratas DIO. El compuesto pegilado y-ramificado, Cmp 27, no fue

tan eficiente como la version pegilada lineai, Cmp 23, en reducir peso corporal

‘en ratas magras, como se muestra en la figura 4B.

EJEMPLO 7

Efecto de la pegilacion en la ingesta de alimento: Cmps 26, 28, 29, 30, 31

Se investigo el efecto de la ingesta de alimento en 24 horas,
como se juzga con inyeccion SC, para los Cmps 26, 28, 29 y 30. Como se

muestra en las figuras 5A-5B, cada uno de los compuestos pegilados de
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prueba 28, 29, y 30 fueron al menos tan eficaces como el Cmpd 26 en ia
reduccion de peso corporal e ingesta de alimentos en ratas magras. El
compuesto pegilado y-ramificado, Cmpd 31, no fue tan eficaz como la versién
pegilada lineal, Cmpd 29, en la reduccién de peso corporal e ingesta de
alimento en ratas magras, como se muestra en las figuras 6A-6B. EI Cmp 29
también mostré una eficacia dependiente de la dosis, como se demuestra en

las figuras 6A-6B.

EJEMPLO 8

Efecto de la pegilacién en la ingesta de alimento: Cmbs 29,32, 33, 34, 35

y 36

Se investigd el efecto acumulativo en la reduccién de ingesta de

alimento y peso corporal, como se juzga con inyeccion SC, para los Cmps 29,

32, 33, 34, 35y 36. Como se muestra en las figuras 7A-7B, cada uno de los

compuestos pegilados probados fue eficaz en la reduccjc'J_n de peso corporal e
ingesta de alimento en ratas magras a 125 nmoles/kg. En el caso de la mayor
parte de los compuestos, la pérdida de peso corporal fue todavia evidente atn

después de una semana.
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EJEMPLO 8

Efecto de la pegilacién en la ingesta de alimento: Cmps 41 y 42

Se investigd el efecto acumulativo de la reduccion de peso
corporal e ingesta de alimento, como se juzga con'in_yeccién SC, para los
Cmps 41 y 42. Como se muestra en las figuras 8A-8B, cada uno de los
compuestos pegilados probados fue eficaz en la reducéfén de peso corporal e
ingesta de. alimento en ratas magras a 125 nmoles/kg.

En resumen, los datos de ingesta de alimento asentados en los
Ejemplos 4-9 proporcionan observaciones valiosas con respec{o a la eficiencia
y el efecto en la duracion de la accion de la pegilacion del elemento de
polipéptido en los compuestos probados. Especificamente, los derivados de
PEG 40KD de los componentes de polipéptido exhibieron un tiempo extendido

de curso de la accidén en comparacion con el péptido no pegilado. La unidn del

PEG en las posiciones 21, 26 6 31 aumentaron ambas la duracion de la

accion y la magnitud de la respuesta de ingesta de ali_m‘e:nto. Los compuestos
lineales de PEG demuestran eficacia méas grande en el.ensayo de ingesta de

alimento en comparacion a los compuestos ramificados de PEG.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un conjugado de polipéptido que comph‘rende un componente
de polipéptido enlazado covalentemente a una pofcién que aumenta la
duracion, en donde el componente de polipéptido comprende una secuencia
de aminoacidos de residuos 1 a 37 de la Formula (I): X’-Xaa'-Cys?-Asn®-Thr*-
A|a5-Thr6-Cy57-A|a"-Thrg-eln”-Arg11-Leu’2-Ala13-Asn14-Phe‘5-Leu‘5-Va|”-
Xaa'®-Ser'®-Ser’®-Xaa?'-Asn?-Phe?-Xaa?-Xaa?®-Xaa®®-Xaa?’-Xaa?*-Xaa®-
Thr*®-Xaa®'-val*2-Gly*-Xaa*-Xaa®-Thr®-Tyr¥-X (SEQ ID NO: 4) (1) en donde
hasta 25% de los aminoacidos establecidos en la Férmula (l) pueden ser
eliminados o sustituidos con un aminoacido diferente; en donde X' es
hidrégeno, un grupo tapon de N-terminal, un enlace a una porcidon que
aumenta la duracién, oun enlazador a una porcion qugraumenta la duracion;
Xaa' es Lys o un enlace; Xaa™ es Lys, Cys, o His, Xaazj es Lys, Cys, o Asn;
Xaa? es Lys, Cys, o Gly; Xaa® es Lys, Cys, o Pro; Xéj;zz’6 es Lys, Cys, o lle;
Xaa®’ es Lys, Cys, o Leu; Xaa®® es Lys, Cys, o Pro; Xaa®® es Lys, Cys, o Pro;
Xaa® es Lys, Cys, o Asn; Xaa® es Lys, Cys, o Ser; y Xaa™ es Lys, Cys, 0
Asn, X es amino sustituido o no sustituido, aiguilamino sustituido o no
sustituido, dialquilamino sustituido o no sustituido, cicloalquilamino sustituido o
no sustituido, arilamino sustituido o no sustituido, aralquiloamino sustituido o

no sustituido, alquiloxi sustituide o no sustituido, Jariloxi sustituido o no
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sustituido, aralquiloxi sustituido o no sustituido, hidroxilo, un enlace a una
porcién que aumenta la duracion, o un enlazador a una porcién que aumenta
la duracién; en donde la porcion que aumenta la duracion esta enlazada
covalentemente, opcionalmente a través de un enIé;ador, a una cadena
secundaria de un residuo de aminoacido enlazante, X' o X

2.- El conjugado de polipéptido de "conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado ademas porque la porcion que aumenta la
duracion es un polietilenglicol o un derivado del mismo.

3.- El conjugado de polipéptido de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado ademas porque el residuo de
aminodacido enlazador es cisteina o lisina.

4 - El conjugado de polipéptido de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado ademas porque el polietilenglicol
es del tipo lineal, ramificado o de peine.

5.- El conjugado de polipéptido de conformidad con cualguiera
de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado ademas porque el conjugado de
polipéptido comprende una porlcién que aumenta la duracion.

6.- E! conjugado de polipéptido de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado ademas porque la porcidén que
aumenta la duracion estd unida al residuo de aminoacido N-terminal del
polipéptido.

7.~ El conjugado de polipéptido de confprmidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado ademas porque fa porcion gue
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aumelnta la duracién esta unida al residuo de aminoacido C-terminal del
polipéptido.

8.- El conjﬂgado de polipéptido de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones v1 a 5, caracterizado ademas porque fa porcion que
aumenta la duracion eété unida a la cadena secundaria_del aminoacido en la
posicion 11, 18, 24 a 29, 31, 34, 6 35.

9.- Una composicién farmacéutica que comprende un conjugado
de polipéptido de confermidad con cualqpiera de las reivindicaciones 1a 8, y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

10.- El uso de una composicion farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 9, en la preparacion de un medicamento para tratar una
enfermedad o trastorno en un sujeto.

11.- El uso como el que se reclama en"la reivindicacién 10, en
donde la enfermedad o trastorno es un trastorn_d_ _’de la alimentacion,
resistencia a insulina, obesidad, scbrepeso, hipergluc‘élrr‘}ia anormal después
de las comidas, diabetes Tipo |, diabetes Tipo I!,.diabetes gestacional,
sindrome metabdlico, sindrome de Dumping, hipertension, dislipidemia,
enfermedad cardiovascﬁlar, hiperlipidemia, apnea de suefio, cancer,
hipertensién pulmonar, colecistitis, osteoartritis o sindrome de intestino corto.

12.- La composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 9, para usarse en el tratamiento de una enfermedad o trastorno

en un sujeto.
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13.- La composicion farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 12, caracterizada ademas porque la enfermedad o trastorno es
un trastorno de la alimentacion, resistencia a insulina, obesidad, sobrepeso,
hiperglucemia anormal después de las comidas, diabefé's Tipo |, diabetes Tipo
Il, diabetes gestacional, sindrome metabdlico, si.ndr‘ome de Dumping,
hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, apnea
de suefio, cancer, hipertension pulmonar, colecistitis, osteoartritis o sindrome

de intestina corto.

16



113

RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporcionan conjugados de polipéptido que tienen un

aumento en la duracion de la actividad biologica, y los métodos de uso de los

5 mismos; los conjugados de polipéptido incluyen porciones que aumentan la
duracién, incluyendo polimeros solubles en agua, unidos a los componentes

de polipéptido de secuencia definida; los métodos de uso son proporcionados
para el tratamiento de trastornos metabdlicos; los métodos de uso son
proporcionados para el tratamiento de un trastorno de la alimentacion,

10 resistencia de insulina, obesidad, sobrepeso, hiperglucemia anormal después
de las comidas, diabefes tipo 1 y tipo ll, diabetes gestacional, sindrome
metabdlico, sindrome de Dumping, hipertension, dis;lipidemia, enfermedad
cardiovascular, hiperlipidemia, apnea de sueﬁb, ﬁﬁéncer, hipertension

pulmonar, colescistitis, la osteoartritis, o sindrome de intestino corto.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Solicitante: AMYLIN PHARMACEUTICALS, INC.

<120> Titulo de 1a invencién: PEPTIDOS DE AMILINA Y DERiVADOS Y USOS5 DE L0OS

MISMOS

<130> Nuamero de

<140> Niamero de

ASTRAZENECA PHARMACEUTICRL LP

referencia: 0123W01

solicitud actual: PCT/US2012/039431

<141> Fecha de presentacién actuval: 2012-05-24

<150> NOmero de

solicitud previa: 61/489,781

<151> Fecha de presentacidén de la solicitud previa: 2011-05-25

<160> Nuamero de

<170> Software:

<210> SEQ ID NO:

<211> Longitud:
<212> Tipo: PRT

<213> Organismo:

<400> Secuencia:

Lys Cys Asn Thr
1

Val Arg Ser Ser
20

Gly Ser Asn Thr
35

<210> SEQ ID NO:
37

<211> Longitud:
<212> Tipo: PRT

<213> Organismo:

<400> Secuencia:

Lys Cys Asn Thr
1

val His Ser Ser
20

Gly Ser Asn Thr
35

<210> SEQ ID NO:

secuencias: 57

PatentIn versién 3.5

1
37

Rattus sp.

1
Ala Thr Cys Ala Thx Gln Arg Leu Ala Asn Phe Lew
3 10 15

Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val
25 30:

Tyr

2

Homo sapiens
2

Rla Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
5 10 15

Asn Asn Phe Gly Ala Ile Leu Ser Ser Thr Asn Val
25 30

Tyr



<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<400> Secuencia: 3

Lys Cys Asn Thr Bla Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu

1

5 10

15

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val

20 25

Gly Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

35

SEQ ID NO: 4

Longitud: 37

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:

30

Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético :

Caracteristica:

Otra informaciodn: N-term es hidrdgeno, un grupo tapon de N-terminal,
un enlace a una porcién que mejora la duracién, o un enlazador

a vna porcidn que mejora la duracidn

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD_RES

Ubicacién: {1)..{1)

Otra informacién: Puede o no estar presente

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD_RES

Ubicacion: (18)..(18)

Otra informacién: Lys, Cys, o His

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD _RES

Ubicacién: (21)..(21)

Otra informacioén: Lys, Cys, o Asn

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD_RES

Ubicacidn: (24}..(24)

Otra informacién: Lys, Cys, o Gly

ne



<220> Caracteristica: o
<221> Nombre/Clave: MOD_RES
<222> Ubicacién: (25)..(25)
<223> Otra informacién: Lys, Cys, o Pro

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacién: (26)..(26)

<223> Otra informacidn: Lys, Cys, ¢ Ile

<220> Caracteristica: i
<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacién: {27)..(27)

<223> Otra informacion: Lys, Cys, o Leu

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacién: {2B)..(29)

<223> Otra informacion: Lys, Cys, o Pro

<220> Caracteristica:.

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacion: (31)..(31)

<223> Otra informacién: Lys, Cys, o Asn

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacidn: (34)..(34)

<223> Otra informacién: Lys, Cys, o Ser

<220> Caracteristica:

<221> Nembre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacidén: (35)..(35)

<223> Otra informacién: Lys, Cys, o Asn

<220> Caracteristica:

<223> Otrz informacidn: C-term amino sustituido o no sustituwido, alguilamino
sustituido o no sustituido, dialquilamino suvstituido o no sustituido,
cicloalguilamino sustituido o no sustituido,
alilamine sustituido o no sustituido .

<220> Caracteristica:
<223> Otrs informacion: cont. de la seccidn anterior; aralquilamino
sustituido

0 no sustituido, alquiloxi sustituido o no sustituido, ariloxi
sustituido

o no sustituido, aralquiloxi sustituido o no sustituido, hidroxilo, o
un ,

enlace o enlazador a una porcién que mejora la duracion

<400> Secuencia: 4

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys§ Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val Xaa Ser Ser Xaa Asn Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xas Xaa Thr Xaa Val

W



20 ‘ 25 30

Gly Xaa Xsz Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 5

<211> Longitud: 14

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informaciodn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> Secuencia: 5
Gly Gly Gly Gly
1

<210> SEQ ID NO: 6

<211> Longitud: 5

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> Secuencia: 6
Gly Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> SEQ ID NO: 7

<211> Longitud: 8

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial 0123WO0l

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> Secuencia: 7
Gly Gly Gly Lys Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> SEQ ID NO: 8

<211> Longitud: 8

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

&8



5

<223> Otra informacidn: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético :

<400> Secuencia: 8
Gly Gly Gly Asn Gly Ser Gly Gly
1 5

<210> SEQ ID NO: 9

<211> Longitud: 8

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> Secuencia: 9
Gly Gly Gly Cys Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> SEQ ID NO: 10

<211> Longitud: 5

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuvencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripecién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> Secuencia: 10
Gly Pro Asn Gly Gly
1 5

<210> SEQ ID NO: 11

<211> Longitud: 12

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Peptido
sintético :

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: misc caracteristica

<222> Ubicacidén: (1)..({12)

<223> Otra informacion: Esta secuencia puede abarcar las unidades de
repeticidén "Gly Sex"” 1, 2, 3, 4, 5, &6 6

<400> Secﬁencia: 11
Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser
1 5 10



@

<210> SEQ ID NO: 12

<211> Longitud: 18

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: misc_caracteristica

<222> Ubicacién: (1).. ({18}

<223> Otra informacion: Esta secuencia puede abarcar las unidades de
repeticidn "Gly Gly Sexr™ 1, 2, 3, 4, 5, &6 6

<400> Secuencia: 12
Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Ser

<210> SEQ ID NO: 13

<211> Longitud: 24

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: misc_caracteristica

<222> Ubicacioén: (1)..{24)

<223> Otra informacién: Esta secuencia puede abarcar las unidades de
repeticién "Gly Gly Gly Ser” 1, 2, 3, 4, 5, ¢ 6

<400> Secuencia: 13
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
20

<210> SEQ ID NO: 14

<211> Longitud: 30

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial



—

<220> Caracteristica:

<223> Otre informacién: Descripcidén de la Secuvencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: misc caracteristica

<222> Ubicacién: (1)..(30)

<223> Ctra informacioén: Esta secuencia puede abarcar las unidades de
repeticién "Gly Gly Gly Gly Ser" 1, 2, 3, 4, 5, 0 6

<400> Secuencia: 14
Gly Gly Gly Gly Sexr Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 L) 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
: 20 .25 30

<210> SEQ ID NO: 15

<211> Longitud: 15

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> Secuvencia: 15
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 16

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacioén: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: C-term NH2
<400> Secuencia: 16

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 . 10 15

Val Arg Ser Ser Asn Asn Lev Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val
: 20 25 30

|2\



Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 17

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NHZ

<400> Secuencia: 17

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gin Arg lLeu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 18

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacion: Descripcisén de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica: :
<223> Otra informacidn: C-term NH2Z
<400> Secuencia: 18

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gin Arg Leu Alz Asn Phe Leu
1 5 i0 i5

Val Arg Ser Ser Lys Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

‘22



<210> SEQ ID NO: 19

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacion: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 18
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

Arg Ser Ser Lys Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
: 20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 20

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<€223> Otra informacioén: Descripcitn de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica: :
<223> Otra informacién: C-term NH2

<400> Secuencia: 20 ] : .
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val Arg. Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 21

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial
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<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: Descripcidén de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: C-term NH2Z

<400> Secuencia: 21

Cys Asn Thr Ala Thr Cys ARla Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 22

<211> longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: C-term NHZ

<400> Secvencia: 22
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Bla Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 5 10 ‘ 15

.

Val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Lys Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
-35

<210> SEQ ID NO: 23

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético
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<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 23
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 . 10 15

Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Lys Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 24

<211>.Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otzra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: C-term NH2

<400> Secuencia: 24
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Rla Thr Gln Arg Leu Als Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 25

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcidén de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: C-term NH2

25
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<400> Secuencia: 25
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 26

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: C-term NH2

<400> Secuencia: 26
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 : 5 10 15

His Ser Ser Lys Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 - 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NC: 27

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacion: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: C-term NH2

<400> Secuencia: 27
Cys Asn Thr Ala Thr Cys ARla Thr Gln Arg Leu Als Asn Phe Leu Val
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1 3 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 28

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcibén de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Carxacteristica:
<223> 0tra informacion: C-term NH2

<400> secuencia: 28
Cys Asn Thr ARla Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Lys Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thxr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 29

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT .

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otre informacidn: Descripecién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otrxa informacidén: C-term NH2
<400> Secuencia: 29

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Lys Pro Tle Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

(1
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20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 30

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Pelipéptido

sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 30
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 . 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Lys Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 31
<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otrz informacidn: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220> Caracteristica:

<223> Otrxa informacién: C-term NHZ
<400> Secuencia: 31

Cys BAsn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg leu Ala Asn Phe Leu Val
1 ' 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Lys Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
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35
<210> SEQ ID NO: 32
<211> Longitud: 38
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial
<220> Caracteristica:
<223> Otra informacion: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220> Caracteristica:

<223> Otra informaciodn:

<400> Secuencia:
Cys Asn Thr.Ala
1

His Ser Ser Asn
20

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO:
<211> Longitud:
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo:

<220> Caracteristica:
<223> Otre informaciodn:

sintético

C-term NH2
32

Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
5 10 15

Asn Phe Gly Pro Ile Leu Lys Pro Thr Asn Val Gly
25 30

33
36

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

<220> Carseteristica:

<223> Otra informacion:

<4Q00> Secuencia:
Cys Asn Thr Ala
1

His Ser Ser Asn
20

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO:

C-term NH2
33

Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
5 10 15

Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Lys Thr Asn Val Gly
25 30

34
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<211> Longitud: 36
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: C-term NH2

<400> Secuencia: 34
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 _ 15

Lys Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 ' 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 35

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica: i T
<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: C-term NRHZ

<400> Secuencia: 33
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Lev ARla Asn Phe Leu Val
1 5 iQ 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Lys Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 36

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial
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<220> Caracteristica:

<223> Otra informaciodon: Descripcién de la Secuvencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 36
Cys Asn Thr Ala Thxr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Lys Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 37

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica: S
<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: N-term mPEG40KD

<220> Caracteristica: ]
<223> Otra informacidén: C-texrm NH2

<400> Secuencia: 37
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu
1 . 5 10 . 15

Val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NC: 38

<211> Llongitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

)
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<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: N-term mPEG40KD

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: C-term NH2

<400> Secuencia: 38
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Alz Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 . 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 39

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT -

<213> Organismo: Secuenciz Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacién: {21)..(21})

<223> Otra informacidn: Lys (mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacion: C-term NH2

<400> Secuencia: 39

Lys Cys Bsn Thr Ala Thr Cys Alaz Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Lev
1 5 10 15

val Arg Ser Ser Lys Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 40
<211> Longitud: 36

RZ-
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<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuvencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacién: (20)..(20)

<223> Otra informacidn: Lys(mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 40
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

Arg Ser Ser Lys Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 41

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Carecteristica:
<223> Otra informacidn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacidén: (26)..(26)

<223> Otra informacién: Lys (mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Qtra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 41 :
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leuv Ala Asn Phe Leu
1 5 10 15

Val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val
20 25 30
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Gly Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35

SEQ ID NO: 42

Longitud: 36

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacidn: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD_RES
Ubicacidn: (25)..1(25)

Otra informacion: Lys (mPEG40KD)

Caracteristica:
Otra informacidén: C-term NHZ

Secvencia: 42 :

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Lys Leu Pro Pre Thr Asn val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

35

<210> SEQ ID NO: 43

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT )

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica: -
<223> Otra informacion: Descripcion de la Secuencis Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicaciébn: (31}..(31)

<223> Otre informaciodn: Lys{mPEG40KD) .

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacién: C-term NH2

<400>

Secuencia: 43

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Als Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu

1

5 10 15
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Val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Lys Val

20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35

SEQ ID NO: 44
Longitud: 36

‘Tipo: PRT

Organisma: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacién: Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD RES
Ubicacioén: (30)..(30)

Otra informacién: Lys{mPEG40KD)

Caracteristica:
Otra informacidn: C-term NH2

Secuencia: 44

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

ki

5 10 15

Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Lys Val Gly

20 ' 25 30

Ser Asn Thr Tyr

a5

<210> SEQ ID NO: 45

<211> Longitud: 37

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica: :

<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacidn: (26)..{26)

<223> Otra informacidén: Lys({Y-shaped-mPEG40KD}



<220>
<223>

<400>

22

Caracteristica:
Otra informacian: C-term NH2

Secuencia: 45

Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu

1

5 10 15

Val Arg Ser Ser Asn Asn Leu Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val

20 i 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35

SEQ ID NO: 46

Longitud: 36

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacién: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Caracteristica:
Nombre/Clave: MOD RES

Ubicacién: (20)..(20)

Otra informacidn: Lys{mPEG40KD)
Caracteristica:

Otra informacion: C-term NH2

Secuencia: 46

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

His Ser Ser Lys Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35
SEQ ID NO; 47
Longitud: 36
Tipo: PRT ‘
Organismo: Secuencia Artificial
Caracteristica:
Otra informacion: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético
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<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacién: (25)..(25)

<223> Otra informacidn: Lys{mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 47 .
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 4B

<211> lLongitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético '

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacién: (30)..(30)

<223> Otra informacidn: Lys{mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidon: C-term NH2

<400> Secuencia: 48 :
Cys Asn Thr ARla Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Lys Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 43
<211> Longitud: 36
<212> Tipo: PRT
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<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otras informacién: Descripciodn de la Secuencia Artificisl: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Ubicacién: (25)..(25)
Otra informacién: Lys(mPEG40KD en forma de Y)

Caracteristica:
Otra informacidén: C-term NH2

Secuencia: 49

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Lys Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyrx

<210>
<211>
<212>

35

SEQ ID NO: S50
Longitud: 36
Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético '

<220> Caracteristica: .

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Ubicacién: (23)..(23)
Otra informacion: Lys{mPEG40KD)

Caracteristica:
Otra informacién: C-term NH2

Secuencia: 50

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Lys Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

25
35

SEQ ID NO: 51

Longitud: 36

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacidén: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD_RES
Ubicacién: {24)..(24)

Otrz informacidn: Lys{mPEG40KD)

Caracteristica:
Otra informacién: C-term NH2

Secuencia: 51

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Lys Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35

SEQ ID NO: 52

Longitud: 36

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica: .
Otra informacién: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD RES
Ubicacién: {26)..(26)

Otra informacién: Lys{mPEG4OKD}

Caracteristica:
Otra informacidn: C-term NH2

Secuencia: 52

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

%

2
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His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Lys Pro Pro Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

35

<210> SEQ ID NO: 53

<211> lLongitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial
<220> Caracteristica:

<223> Otra informaci6n: Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacién: (27)..(27)

<223> Otra informacién: Lys (mPEG40KD)
<220> Caracteristica:

<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400>

Secuencia: 53

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Lys Pro Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

<210>

35

SEQ ID NO: 54
<211> Longitud: 36
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial
<22{(> Caracteristica: )
<223> Otra informacién: Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético
<220> Caracteristica:
<221> Nombre/Clave: MOD _RES
<222> Ubicacién: (28)..(28)
<223> Otra informacién: Lys (mPEG40KD)

<220>

Caracteristica:
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<223> Otra informacien: C-term NH2

<400> Secuencia: 54
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Lys Thr Asn Val Gly

20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35

SEQ ID NO: 55

Longitud: 36

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristiéa:”
Otra informacién: Descripeciédn de la Secuencia Artificial: Synthetic

Polipéptido sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

Caracteristica:

Nombre/Clave: MOD_RES
Ubicacidn: {17)..(17)

Otra informacioén: Lys {(mPEG40KD)

Caracteristica:
Otra informacidn: C-texrm NH2

Secuencia: 55 g

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val

1

5 10 15

Lys Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

20 25 . 30

Ser Asn Thr Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

‘35

SEQ ID NO: 56

Longitud: 36

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica: ]
Otra informacién: Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético
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<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD RES

<222> Ubicacién: (33)..(33)

<223> Otra informacién: Lys{mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidén: C-term NH2

<400> Secuencia: 56
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Lys Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 57

<211> Longitud: 36

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacién: Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Caracteristica:

<221> Nombre/Clave: MOD_RES

<222> Ubicacidén: (34)..(34) :
<223> Otra informacidén: Lys{(mPEG40KD)

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: C-term NH2

<400> Secuencia: 57

Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
1 5 10 15

His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro Ile Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Lys Thr Tyr
35

&
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América

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de SILVANA MARIA LOPEZ DIiAZ, con Cédula de Ciudadania No.
22.468.787 de Barranquilla, y tp. 147463 ylo CAROLINA
MERCEDES DAZA MONTALVO, con Cédula de Ciudadania No.
66.783.790 de Palmira Valle, y tp. 141563 con domicilio en Bogota,
Colombia, para que actuando en su orden en nombre del (de la) otorgan-
te le (la) representen ante cualquier entidad, autoridad y/o persona,
especialmente ante las del orden Administrativo, Contencioso Adminis-
trativo, Judicial, Tribunales de Arbitramento y/o cualquier otro en lo
referente a los siguientes asuntos: PCT/US2012/039431

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencion, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovaciones, prorrogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en cualquie-
ra de sus presentaciones asi como la proteccion de secretos industriales y
know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicidn, observacion, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
proteccion al consumidor, concesion de licencias, proteccién de secretos
industriales y demas acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podra(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y de policia; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante o en
contra el (ella) .

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

€) En el ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir, recibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de concesién,
admitir los hechos del proceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) Asi mismo faculto (facuitamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren.

Dado y firmado en

alos dias de

POWER OF ATTORNEY

[ (we), the undersigned

legal representative(s) of
AMYLIN PHARMACEUTICALS, LLC
an organization existing under the laws of

And in present execution of its business activity, domiciled at 9360 Towne
Centre Drive San Diego, California 92121, United States of America

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to SILVANA MARIA LOPEZ
DIAZ, identification card No. 22.468.7870f Barranquilla, and tp. 147463
and/or CAROLINA MERCEDES DAZA MONTALVO, identification card
No. 66.783.790 of Palmira Valle, and tp. 141563 residing in Bogota
Colombia, to act in the order of their appointment in behalf of grantor before
any entity, authority and/or natural or juridical person, specially before those
Administrative, Administrative-Contentious, Judicial, arbitration courts,
and/or any other, in all matters concerning the following:
PCT/US2012/039431

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, assignments, changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him.

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) 1 (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at

on this 2 ,

day ofAZQM of ;‘0 ,3

Thusss H ot

Firma /'signad:ra
Barry H. Jacobsen, Assistant General Counsel

A00123-CO-PCT

O



PCT/US2012/039431 01.10.2013

Copy for (RO-US) 37 PCT/US2012/039431
PATENT COOPERATION TREATY

PCT
NOTIFICATION OF THE RECORDING

OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and _
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

PINO, Mark J.

Womble Carlyle Sandridge & Rice, LLP
1200 19th Street, NW

Suite 500

Washington, D.C. 20036

ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/montivyear)
01 October 2013 (01.10.2013)

Applicant’s or agent's file reference

A68761 1590WO

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2012/039431

International filing date (day/month/year)
24 May 2012 (24.05.2012)

1. The following indications appeared on record concerning;

San Diego, California 92121
United States of America

B8 the applicant ] the inventor [J the agent ] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
AMYLIN PHARMACEUTICALS, INC, us us

9360 Towne Centre Drive

Telephone No.
858-552-2200

Facsimile No.

858-552-1936

E-matil address

patents@amylin.com

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[0 the person Bl the name [J the address (O the nationality ] the residence

Name and Address

AMYLIN PHARMACEUTICALS, LLC
9360 Towne Centre Drive

San Diego, California 92121

United States of America

State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No.

858-552-2200

Facsimile No.
858-552-1936

E-mail address

patents@amylin.com
[Q Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to;
B the receiving Office
[T} the International Searching Authority
O the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

00x0

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Schraner Franziska

e-mail ptOS.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009)

\D



PCT/US12/39431 03-10-2012

PCT/US2012/039431 03.10.2012

Copy for (RO-US) 37 PCT/US2012/039431
PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

AMYLIN PHARMACEUTICALS, INC.
intellectual Property Group

9360 Towne Centre Drive

San Diego, California 92121
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/momh/year)
03 October 2012 (03.10.2012)

Applicant’s or agent’s file reference

0123wWO01

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2012/039431

International filing date (day/month/year)
24 May 2012 (24.05.2012)

1. The following indications appeared on record concerning:

D the applicant X the inventor

[ the agent [] the common representative

Name and Address

State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

O the person ] the name [J the address ] the nationality 3 the residence

Name and Address
"‘ NERAVETLA, Swetha
Amyilin Pharmaceuticals, LLC
intellectual Property Group
9360 Towne Centre Drive
San Diego, California 92121
United States of America

State of Nationality State of Residence
IN us

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
D Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

The person identified in Box 2 has been added as applicant for US only and inventor for all designated States.

4. A copy of this notification has been sent to:
B the receiving Office
[] the International Searching Authority

] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

00o0oc

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Gagliardi Ghislaine
e-mail ptOS.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009)

A



PCT/US2012/039431 01.10.2013

Copy for (RO-US) 37 PCT/US2012/039431
PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT "

NOTIFICATION OF THE RECORDING PINO, Mark J. , ,
OF A CHANGE Womble Carlyle Sandridge & Rice, LLP
1200 19th Street, NW
. Suite 500
(PCT Rule 92bis.1 and Washington, D.C. 20036
Administrative Instructions, Section 422) ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
01 October 2013 (01.10.2013)

Applicant’s or agent's file reference

A68761 1590W0O IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/US2012/039431 24 May 2012 (24.05.2012)
1. The following indications appeared on record concerning;
B the applicant [ the inventor [} the agent [] the common representative
Name and Address : State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

Bd the person [] the name [] the address [J the nationality O the residence
Name and Address : State of Nationality State of Residence
ASTRAZENECA PHARMACEUTICALS LP us us

1800 Concord Pike
Wilmington, Delaware 19850
United States of America

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[ Noti fications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

The person identified in Box 2 has been added to the record as applicant for all designated States except for the United
States of America. '

4. A copy of this notification has been sent to:
Dd the receiving Office
[J the International Searching Authority

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elected Offices concerned

OO0

[0 the Authority(ies) specified for supplementary search other:
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Schraner Franziska
e-mail pt05.pct@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 89 75 Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/B/306 (January 2009)



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/
' - RECIBO DE CAJA No. 13 - 129479
Industria y Comercio -
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 13 de 2013 - 14:44:35
RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 83.008.643
*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA “Nao PAGO FECHA PAGO VR PAGQ

RECIBO DE CA 999999999 129477 13/12/2013 2.215.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO _ Vr. CONCEPTQ
150005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

INVENCION

$500.000.00

SON: **QUl?h?TOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable

‘Recnbo de Caja Ajpllcado al Ex)pedlente No.

ENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

* \u\\\m\\\\\\\m\s\mu\wmm\\\\w\%\u\\s\\\\\\\\%\\\\\\\w\\\\1\\»\\\\\@\\\m\\\\\m\m\m\m\\

EVASCR
5 05 59 Dep. 2020 DIR.NU
ﬁeChﬁ 2%1}%—' 1EzN}gERYll Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 157

[

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Diciembre 13 de 2013 - 14:44:36




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

| RECIBO DE CAJA. No. 13 - 131775
Industria y Comercio ' ‘

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Diciembre 19 de 2013 - 14:59:51

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION 999999999 112309 05/11/2013 103.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT__RENTISTICO CONCEPTO

3 50005-01-01 SOLICITUDES

Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 90.000.00

ADICIONAL A LAS 10 INIC $9000000

SON: **NOVEN IL PESOS MONEDA CORRIENTE***

.0

Recibo de Caja Apligado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RN ErEonmneny

13-286627- -00000-000

Fecha: 2013-12-19 16:05:59  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL
Act. 411 PRESENTACION Folios: 157

e e e = g

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia /\/ /Z

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Diclembre 19 de 2013 - 14:59:52




Industria v Comercio

pn ~ LISTA DE CHEQUEO
ADMISION A TRAMITE — NUEVAS CREACIONES

SUPERINTENDENCIA

PATENTE DE INVENCION | | MODELO DE UTILIDAD || Art 33 Decision 486/00

EREEN

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompieta l:l

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

oooQg

indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) ‘

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decisién 486/00)

[ ]
]

L]
[]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora &

diseno

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:I Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

oot

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa L—l Incompleta [ ]

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

L

No. 13-208627- -00000-0000

Fecha; 2013-12-19 15:05:59  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 1567
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