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PÉPTIDOS 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 ASCII vía EFS-Web y es incorporado en la presente 

como referencia en su totalidad. Dicha copia en ASCII, creada el 18 de Mayo 

de 2012, se denomina 123USPRO.txt y tiene 28,832 bitios de tamaño.

10 ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

Se proporcionan conjugados de polipéptido que tienen un 

aumento en la duración de la actividad biológica, y métodos para el uso de los 

mismos. Los conjugados de polipéptido incluyen un componente de 

15 polipéptido que se une a una o más porciones que aumentan la duración, 

/  opcionalmente a través de un enlazador. Los componentes de polipéptido 

incluidos dentro de los conjugados de polipéptido están relacionados a la 

amilina, calcitonina y quimera del mismo. Los conjugados de polipéptido 

incluyen además porciones que aumentan la duración, incluyendo pero no 

20 limitado a polímeros solubles en agua, unidos al componente de polipéptido 

del conjugado de polipéptido, opcionalmente a través de un enlazador. Los 

métodos incluyen tratamiento de la obesidad, de la diabetes, y de otros 

trastornos metabólicos.



La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica seria que se 

define por la presencia de niveles crónicamente elevados 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 

5 insulina se produce y secreta por las células P del páncreas. Se reporta que la 

insulina promueve la utilización de glucosa, la síntesis de proteína, y la 

formación y el almacenamiento de lipidos neutrales. La glucosa, la principal 

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

glicógeno, una forma dé glucosa polimerizada, que puede ser convertida de 

10 nuevo en glucosa para cumplir con los requerimientos del 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 homeóstasis metabólica por la conversión de 

glucosa en glicógeno.

15 El término diabetes mellitus abarca muchos estados

hiperglucémicos diferentes. Estos estados incluyen la diabetes de Tipo 1 

(diabetes mellitus dependiente de insulina o IDDM) y de Tipo 2 (diabetes 

mellitus no dependiente de insulina o NIDDM). La hiperglucemia presente en 

individuos con diabetes Tipo I está asociada con niveles deficientes, reducidos 

20 o inexistentes de insulina que son insuficientes para mantener los niveles de 

glucosa en sangre dentro del intervalo fisiológico. El tratamiento de la diabetes 

Tipo I involucra la administración de dosis de reemplazo de insulina, 

generalmente por la ruta parenteral. La hiperglucemia présente en individuos



con diabetes Tipo II está asociada inicialmente con niveles normales o 

elevados de insulina; sin embargo, estos individuos no pueden mantener la 

homeóstasis metabólica debido a un estado de resistencia de insulina en los 

tejidos periféricos y el hígado y, a medida que avanza la enfermedad, debido a 

5 un deterioro progresivo de las células (3 pancreáticas que son responsables de

la secreción 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 orales tales como sulfonilureási. Sin embargo, la 

terapia de insulina a menudo se requiere especialmente en las últimas etapas 

10 de la enfermedad, para procurar producir algún control de la hiperglucemia y

minimizar las complicaciones de la enfermedad. Así, muchos diabéticos del 

Tipo 2 finalmente requieren insulina para sobrevivir.

La obesidad y sus trastornos asociados son problemas de salud 

pública comunes y muy serios en los Estados Unidos y en todo el mundo. La 

15 obesidad del cuerpo superior es el factor más fuerte de riesgo conocido para

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

cardiovascular. La obesidad es un factor reconocido de riesgo para la 

hipertensión, aterosclerosis, insuficiencia cardíaca congestiva, accidente 

cerebro-vascular, enfermedad de vesícula biliar, osteoartritis, apnea de sueño, 

20 trastornos reproductores tal como síndrome ovárico poliquistico, cánceres de

mama, próstata, y colon, y aumento en la incidencia de complicaciones de 

anestesia general (vea, por ejemplo, Kopelman, Nature 404: 635-43, (2000)).

La obesidad reduce el tiempo de vida y porta un riesgo serio de



las co-morbílidades listadas antes, así como trastornos tales como 

infecciones, venas varicosas, acanthosis nigricans, eczema, intolerancia al 

ejercicio, resistencia a la insulina, hipertensión hipercolesterolemia, colelitiasis, 

lesión ortopédica, y endermedad tromboembólica (Rissanen et al., Br. Med. J.

5 301: 835-7, (1990)). La obesidad es también un factor de riesgo para el grupo

de condiciones llamado, síndrome de resistencia a insulina, o "Síndrome X" y 

síndrome metabólico. El costo médico mundial de la obesidad y trastornos 

asociados es enorme.

La amilina, como se conoce en la técnica, es una hormona 

10 peptidica sintetizada por las células P pancreáticas que se co-secreta con la

insulina en respuesta a la ingesta de nutrientes. Así, la amilina tiene una 

función metabólica. La secuencia de la amilina es altamente conservada a 

través de la especie mamífera y tiene semejanzas estructurales al péptido 

relacionado a los genes calcitonina (CGRP), las calcitoninas, las intermedínas, 

15 y adrenomeduiina. Vea Young A., 2005, Amylin: Physíology and

Pharmacológy. In: August JT, Murad F, Granner, D (eds),Amylin: Physíology
: - V

and Pharmacology, Elsevier Academic Press: San Diego, CA, USA, pp 1-18. 

Las acciones glucoreguladoras de la amilina complementan ésas de la 

insulina al regular la velocidad de aparición de la glucosa en la circulación a 

20 través de la supresión de la secreción de glucagón estimulado por ios

nutrientes y haciendo más lento el vaciado gástrico. Vea Young, 1997, Curr 

Opin Endocrino! Diabetes 4:282-290. Por ejemplo, en pacientes tratados con 

insulina con diabetes, pramlintida, un análogo sintético de la amilina humana.

5
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reduce las excursiones de la glucosa después de las comidas suprimiendo la 

secreción inadecuadamente elevada de glucagón después de las comidas y 

haciendo más lento el vaciado gástrico. Vea por ejemplo, Janes et al., 1996, 

Diabetes, 45 (suppl 2):865 (resumen); Young et al., 1996, Drug Dev Res 

5 37:231-248; Weyer et al., 2001, Curr Pharm Des 7:1353-1373; Hoogwerf et

al., 2008, Vasc Health Risk Manag 4:355-362; Edeiman et al., 2008, Biodrugs 

22:375-386.

En la presente se proporcionan polipéptidos conjugados con 

polímeros solubles en agua que proporcionan un aumento en la duración de la 

10 acción.

Todas las referencias citadas en la presente se incorporan como 

referencia en su totalidad y para todo propósito.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN

En resumen, se proporcionan conjugados de polipéptido que 

tiene un aumento en la duración de la actividad biológica, y métodos de uso 

de ios mismos. Los componentes de polipéptido incluidos dentro de los 

conjugados de polipéptido están relacionados a la amilina, calcitonina y 

quimera del mismo. Los conjugados de polipéptido incluye además porciones 

que aumentan la duración, incluyendo pero no limitado a polímeros solubles 

en agua, unidos a los componentes de polipéptido del conjugado de 

polipéptido, opcionalmente a través de enlazadores. Los métodos incluyen

15

m

20



tratamiento de la obesidad, de la diabetes, y de otros trastornos metabólicos.

En un primer aspecto, se proporciona un conjugado de 

polipéptido que incluye un componente de polipéptido y una porción que 

mejora la duración covalentemente enlazada al mismo. El componente de 

polipéptido incluye una secuencia de aminoácido de los residuos 1-37 de la 

Fórmula (I) siguiente, en donde hasta 25% de los aminoácidos asentados en 

la Fórmula (I) puede ser eliminado o sustituido con un aminoácido diferente: 

X'-Xaa1-Cys2-Asn3-Thr4-Ala5-Thr6-Cys7-Ala8-Thr9-Gln10-Arg11-Leu12-Ala13- 

Asn14-Phe15-Leu16-Val17-Xaa18-Ser"ig-Ser2D-Xaa21-Asn22-Phe23-Xaa24- 

Xaa25-Xaa26-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Thr30-Xaa31-Val32-Gly33-Xaa34-Xaa35- 

Thr36-Tyr37-X (SEO ID NO: 4). (I)

Con relación a la Fórmula (I), X' es hidrógeno, un grupo tapón de 

N-terminal, un enlace a una porción que mejora la duración, o un enlazador a 

una porción que mejora la duración, Xaa1 es Lys o un enlace, Xaa18 es Lys, 

Cys, o His, Xaa21 es Lys, Cys, o Asn, Xaa24 es Lys, Cys, o Gly, Xaa25 es Lys, 

Cys, o Pro, Xaa26 es Lys, Cys, o He, Xaa27 es Lys, Cys, o Leu, Xaa28 es Lys, 

Cys, o Pro, Xaa29 es Lys, Cys, o Pro, Xaa31 es Lys, Cys, o Asn, Xaa34 es Lys,
i f  i ; *

Cys, o Ser. y Xaa35 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, alquüoxi sustituido o no sustituido, 

ariloxi sustituido o no sustituido, aralquiloxi sustituido o no sustituido, hidroxilo, 

un enlace a una porción que mejora la duración, o un enlazador a una porción
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que mejora la duración. La porción que mejora la duración puede ser enlazada 

covalentemente, opcionalmente a través de un enlazador, a una cadena 

secundaria de un residuo de aminoácido enlazante, X’ o X. La porción que 

mejora la duración puede ser enlazada covalentemente, opcionalmente a 

5 través de un enlazador, a un átomo de la estructura principal del componente 

de polipéptido.

En otro aspecto, se proporciona una composición farmacéutica 

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

con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

10 En otro aspecto, se proporciona un método para tratar obesidad,

diabetes, u otro trastorno metabólico en un sujeto. El método incluye

administrar un compuesto o composición 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 metabólico.

15 En incluso otro aspecto, se proporciona un método para el

tratamiento en un sujeto en necesidad de tratamiento para un trastorno de la 

alimentación, resistencia a insulina, obesidad, sobrepeso, hiperglucemia 

anormal después de las comidas, diabetes de cualquier tipo incluyendo

diabetes Tipo I, Tipo II y gestacional, síndrome metabólico, síndrome de

20 Dumping, hipertensión, dislipidemia, enfermedad cardiovascular,

hiperlipidemia, apnea del sueño, cáncer, hipertensión pulmonar, colescistitis, 

osteoartritis, o síndrome de intestino corto. El método incluye administrar a un 

sujeto necesitado de tratamiento un compuesto o composición farmacéutica

S



8

descrita en la presente en una cantidad efectiva para tratar la enfermedad o el 

trastorno.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

5

La figura 1A representa los resultados de la ganancia en peso 

corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps 

21, 25, 24, 22, 26 y vehículo. La figura IB representa los resultados de la 

ingesta de alimento diaria para los Cmps 21, 25, 24, 22, 26 y vehículo. 

10 Leyenda: Cmp 21 (cuadro); Cmp 25 (triángulo punta arriba); Cmp 24 (triángulo 

punta abajo);Cmp 22 (diamante);Cmp 26 (círculo abierto);vehículo (circulo 

relleno).

La figura 2A representa los resultados de la comparación de la 

dosificación SO dos veces por semana del Cmp 26 y la dosificación continua 

15 del Cmp 1 por dos semanas en ratas DIO. Leyenda: Vehículo (circulo relleno); 

Cmp 26 (triángulo); Cmp 1 (cuadro).

La figura 2B representa los resultados de la comparación de una 

dosificación SC a la semana de Cmp 23 e infusión continua de Cmp 1 por 

cuatro semanas en ratas DIO. Leyenda: Vehículo (circulo relleno); Cmp 23 

20 (triángulo); 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 38 representa los resultados de la ingesta de alimentos diaria del
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estudio de respuesta a dosis para el Cmp 23. Leyenda: vehículo (cuadro); 12 

nmoles/kg (triángulo punta arriba); 25 nmoles/kg (triángulo punta abajo); 50 

nmoles/kg (diamante); 125 nmoles/kg (circulo relleno); 250 nmoles/kg (cuadro 

abierto).

5 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: vehículo (cuadro); 50 nmoles/kg (triángulo punta arriba); 50 

nmoles/kg (triángulo punta abajo); 50 nmoles/kg (diamante).

La figura 48 representa los resultados de la ganancia de peso 

10 corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps

23, 27 y vehículo. Leyenda: vehículo (cuadro relleno oscuro); Cmp 23 (cuadro 

relleno claro); Cmp 27 (triángulo).

La figura 5A representa los resultados de la ganancia de peso 

corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps 

15 26, 28, 29, 30 y vehículo. La figura 58 representa los resultados de toma de

alimento diaria para los Cmps 26, 28, 29, 30 y el vehículo. Leyenda: Cmp 26 

(triángulo punta abajo); Cmp 28 (diamante); Cmp 29 (circulo grande 

relleno);Cmp 30 (cuadro abierto); vehículo (círculo pequeño relleno).

La figura 6A representa los resultados de la ganancia de peso 

20 corporal acumulativa diaria de un estudio de respuesta a dosis para el Cmp 

29, y en comparación al Cmp 31. La figura 68 representa los resultados de 

toma de alimento diaria para el Cmp 29, y en comparación al Cmp 31. 

Leyenda: Cmp 31, 250 nmoles/kg (cuadro); Cmp 29,250 nmoles/kg(triángulo
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punta arriba); Cmp 29,125 nmoles/kg (triángulo punta abajo);Cmp 29,62.5 

nmoles/kg (diamante);Cmp 29,31.25 nmoles/kg (círculo grande relleno); 

vehículo (círculo pequeño relleno).

La figura 7A representa los resultados de la ganancia de peso 

5 corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps 

29, 32, 33, 34, 35, 36 y vehículo. La figura 7B representa los resultados de 

toma de alimento diaria para los Cmps 29, 32, 33, 34, 35, 36 y el vehículo. 

Leyenda: Cmp 29 (cuadrado); Cmp 32 (diamante); Cmp 33 (circulo 

relleno);Cmp 34 (cuadrado); Cmp 35 (triángulo punta arriba); Cmp 36 

10 (triángulo punta abajo); vehículo (círculo pequeño relleno).

La figura 8A representa los resultados de la ganancia de peso
r

corporal acumulativa diaria como se describe en la presente para los Cmps 

29, 41, 42 y vehículo. La figura 88 representa los resultados de toma de 

alimento diaria para los Cmps 29, 41, 42 y el vehículo. Leyenda: Cmp 29 

15 (cuadrado); Cmp 41 (triángulo punta arriba); Cmp 42 (triángulo punto abajo); 

vehículo (círculo pequeño relleno).

#
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

20 L Definiciones

Las abreviaturas usadas en la presente tienen su significado 

convencional dentro de las técnicas química y biológica. Las estructuras 

químicas y fórmulas presentadas aquí están construidas de conformidad con

\\
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reglas estándar de valencia química conocidas en la técnica química.

Donde los grupos sustituyentes se especifican por su fórmula 

química convencional, escrita de izquierda a derecha, ellos igualmente 

abarcan los sustituyentes químicamente idénticos que puedan resultar de

5 escribir la estructura de derecha a izquierda, por ejemplo, -CH20- es

equivalente a -OCH2-.

El término "alquilo," por sí 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 combinación de las mismas, 

10 que puede estar completamente saturada, mono- o poliinsaturada y puede 

incluir radicales di- y muitivaientes, que tienen el número de átomos de 

carbono designados (es decir, C1-C10 significa uno a diez carbonos). Los 

ejemplos de radicales de hidrocarburo saturados incluyen, pero no están 

limitados a, grupos como metilo, etilo, n-propilo, isoprppilo, n-butilo, t-butilo, 

15 isobutilo, sec-butilo (ciclohex¡Io)metílo, homólogos e isómeros de, por ejemplo, 

n-pentilo, n-hexüo, n-heptílo, n-octilo y similares. Un grupo alquilo ínsaturado 

es uno que tiene uno o más dobles enlaces o triples enlaces. Los ejemplos de 

grupos alquilo insaturados incluyen, pero no están limitados a, vinilo, 2- 

propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-{butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4- 

20 pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los homólogos e isómeros

más altos. Un alcoxi es un alquilo adjunto al resto de la molécula mediante un

enlazador de oxígeno (O).

El término "alquileno,” por si mismo q.,como parte de otro

ÍZ .
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sustituyente, significa a menos que se establezca lo contrario, un radical 

divalente derivado de ün alquilo, como se ejemplifica, pero no limitado por, 

-CH2CH2CH2CH2-. Típicamente, un grupo alquilo (o alquileno) tendrá de 1 a 

24 átomos de carbono, con esos grupos que tienen 10 o menos átomos de 

5 carbono siendo preferidos en la invención presente. Un "alquilo inferior" o

"alquileno inferior" es un grupo alquilo o alquileno de cadena más corta, que 

tiene generalmente ocho o menos átomos 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 

10 alqueno.

El término "heteroalquilo,” por si mismo o en combinación con 

otro término, significa a menos que se establezca lo, contrario, una cadena 

recta o ramificada, o combinaciones de las mismas, que consiste de por lo 

menos un átomo de carbono y por lo menos un heteroátomo seleccionado del 

15 grupo que consiste en O, N, P, Si, y S, y en donde los átomos de nitrógeno y

azufre pueden ser opcionalmente oxidados, y el heteroátomo de nitrógeno 

puede ser opcionalmente cuaternizado. El o los heteroátomos O, N, P, S y Si 

pueden ser colocados en cualquier posición interior del grupo heteroalquilo o 

en la posición en la que el grupo alquilo está adjunto al resto de la molécula. 

20 Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a: -CH2-CH2-O-CH3,

-CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-CH2-N(CH3)-CH3, -CH2-S-CH2-CH3, -CH2-CH2,

-S(0)-CH3i -CH2-CH2-S(0 )2-CH3i -CH=CH-0-CH3, -Sí(CH3)3,

-CH2-CH=N-OCH3i -CH=CH-N(CH3)-CH3i -0-CH3i -0 -CH2-CH3, y -CN. Hasta

13



dos heterodoxos pueden ser consecutivos, tai como, por ejempio,

Oe manera simiiar,eitérmino^heteroaiquiieno^ por s im ism oo 

como parte de otro sustituyente, significa a menos que se establezca io 

5 contrario, un radical divalente derivado de heteroaiquiio, como se ejemplifica, 

peronolimitadopor, S y S l^ara

el grupo heteroalquileno, los heteroátomos también pueden ocupar cualquiera 

oambos de los extremos de la cadena (por ejemplo,alquilenoxi,alquilendioxi, 

alquilenamino,alquilendiamino,ysimilares^ Más allá,para grupos de enlace 

10 de heteroalquilenoyalquileno,no se implica orientación del grupo de enlace 

porladirección en laque la fórmula delgrupo de enlace está escrita, l^or 

ejemplo, la fórmula D0 (0 ^ l ^  representa ambos de y

Oomo se describió antes, los grupos heteroalquilo, como se usa en la 

presente, incluyen esos grupos queestán unidosal restode la molécula a 

15 través de un heteroátomo,tal como

En donde ^heteroalquilo^ es recitado, seguido de recitaciones de 

gruposheteroalquilo específicos,como N ^^o s im ila re s , se entenderá que 

los términos heteroalquilo y no son redundantes o mutuamente

exclusivos. En lugar de eso, los grupos heteroalquilo específicos están 

20 recitados para agregar claridad. Asi, el término ^heteroalquilo^ no debeser 

interpretado aqui como excluyente de grupos heteroalquilo específicos, como 

NR ^osim ila res.

Los términos ^cicloalquilo^y^heterocicloalquilo,^por sim ismoso



en con otros términos amenos que se establezca lo

contrario, versiones cíclicas de ^alqullo^ y heteroalquilo^ respectivamente. 

Adlcíonalmente, para beteroclcloalqullo, un heteroátomo puede ocupar la 

posición en la queel heteroclcloestá adjunto al restode la molécula. Los 

5 ejemplos de clcloalqullo Incluyen, pero no están limitados a, clclopropllo, 

clclobutllo,clclopentllo,clclohexllo^clclohexenllo,^clclohexenllo,clcloheptllo 

asimilares. Ejemplos de heteroclcloalqullo Incluyen,pero no están limitados a, 

1^,2,5,^tetrahldroplridllo), ^plperidlnllo, 2 plperidlnllo, 3plperidlnllo, 

morfollnllo,^morfollnllo,tetrahldroturan^ll,tetrahldrofuran^ll,tetrahldrotlen 

10 2^ 1, tetrahldrotlen^ll, l^plperazlnllo, 2 plperazlnllo, y similares. Un

^clcloalqulleno^ y un Bheteroclcloalqulleno,^ solo o como parte de otro 

sustituyente, significa un radical divalente derivado de un clcloalqullo y 

heteroclcloalqullo,respectivamente.

Los términos ^halo^o^halógenoB por sim lsmosocomo parte de 

15 otro sustituyente, significan,amenos que se establezca lo contrario, un átomo 

defiúor,clorobromo,oyodo.Adlclonalmente,los términos como ^baloalqullo^ 

deben Incluir monobaloalqullo y pollbaloalqullo. ^or ejemplo, el término 

^h a lo a lq u llo d e ^O ^  Incluye,pero no se limita a,fiuorometlle,dlfiuorometllo, 

trifiuorometllo,2,2,2tritluoroetllo,4clorobufilo,^bromopropllo,yslmllares 

20 El término ^acllo  ̂ significa a menos ^ue se establezca lo

contrario, 0 (G ^ d o n d e ^ e s  un alquilo sustltuldoono sustituido,clcloalqullo 

sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituida o no sustituido, 

heteroclcloalqullosustltuldoonosustltuldo,arllosustltuldoono sustituido,o

5
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El término ^arilo  ̂ signi^oa a menos que se establezca O 

contrario, un sustituyente hidrocarburo polllnsaturado. aromático, que puede 

ser unsoloanilíoom últip les anillos (preferiblementede Bl a 3anillos)que 

5 estánfuslonados juntos (es decir, un arilode anlllofuslonado)oenlazado 

covalentemente. Un anillo fusionado serefiereaanilíos múltiples fusionados 

en donde al menos uno de los anillosfusionados es un anillo de arilo. El 

término ^beteroarilo^ se refiereagruposarilo (o anillos) que contienen de uno 

acuatrobeteroátom osseleccionadosdeN.OyS. en donde ios átomos de 

10 nitrógeno y azufre están opcionaimente oxidados, y el o los átomos de 

nitrógeno están opcionaimente cuaternizados. Asi. el término ^heteroarilo^ 

incluye grupos heteroariío de anillo fusionado (es decir, múltiples anillos 

fusionados en donde al menos unode ios aniiiosfusionados es un aniiio 

beteroaromático). Un 5.6Dbeteroarilenode aniiiofusionado se refiere a dos 

15 anillos fusionados.en donde un anillo tiene5m iembrósyei otro aniiio tienen 

miembros, y en dondeal menos un anillo esun anillobeteroarilo. Oe igual 

manera, un 6 .^beteroarileno de anillo fusionado se refiere a dos anillos 

fusionados, en donde un anillo tiene 6 miembros y el otro anillo tiene 6 

miembros.yen donde ai menos un anillo es un anillo beteroarilo. Y un 6.5^ 

20 beteroarileno de aniiiofusionado se refiereados anillosfusionados. en donde 

unan illo tiene^ m iem brosyelotroanillo tiene5m iem bros. y endondeal 

menos un anilloes un anillo beteroariio. Un grupo betéroarilo puede estar 

ad juntoalrestode la molécula a tra vé sd e u n ca rb o n o o u n  heteroátomo.
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Ejemplos no limitativos de grupos ariio y heteroarilo incluyen fenilo, 1-naftilo,

2-naftilo, 4-bifenilo, 1-pirroiilo, 2-pÍrroiilo, 3-pirroiilo, 3-pirazoliio, 2-imldazolilo,

4-imidazoiiio, piraziniio, 2-oxazoiiio, 4-oxazolilo, 2-fenii-4-oxazoiiio, 5-oxazolilo,

3-isoxazolilo, 4-isoxazoiiio, 5-isoxazoiiio, 2-tiazoiiio, 4-tiazoiiio, 5-tiazolilo, 2- 

5 furiio, 3-fürílo, 2-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidiio, 4-

pirimidiio, 5-benzotiazoliio, puriniio, 2-bencimidazolilo, 5-indoiiio, 1-isoquinolilo,

5-isoquinolilo, 2-quinoxaliniio, 5-quinoxaiiniio, 3-quinoiiio, y 6-quinolilo. Los 

sustituyentes para cada uno de los sistemas de anillos de ariio y heteroarilo 

antes mencionados son seleccionados del grupo de sustituyentes aceptables

10 descrito más adelante. Un "a rile no" y un "heteroarileno", solos o como parte

de otro sustituyente, significan un radical divalente derivado de un ariio y un 

heteroarilo, respectivamente.

Para ser breve, el término "ariio" cuando se usa en combinación 

con otros términos (por ejemplo, ariloxi, ariltioxi, ariiaiquilo) incluye ambos de 

15 los anillos ariio y heteroarilo como se definieron antes. Asi, el término

"ariiaiquilo" significa que incluye esos radicales en los que un grupo ariio está 

unido a un grupo alquilo (por ejemplo, bencilo, fenetilo, piridilmetilo, y 

similares) incluyendo esos grupos alquilo en los que un átomo de carbono (por 

ejemplo, un grupo metileno) ha sido reemplazado por, por ejemplo, un átomo 

20 de oxigeno (por ejemplo, fenoximetiio, 2-piridiloximetilq, 3-(1-naftilox¡)propilo, y

similares).
".-'k

El término "oxo," como se usa en la presente, significa un 

oxigeno que está doblemente unido a un átomo de carbono.
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El término “alquilsulfonilo," como se usa en la presente, significa 

una porción que tiene la fórmula -S(02)-Rl, donde R' es un grupo alquilo como 

se definió antes. R' puede tener un número especifico de carbonos (por 

ejemplo, "alquilsulfonilo de C1-C4").

5 Cada uno de los términos anteriores (por ejemplo, "alquilo,"

"heteroalquilo," “ariio," y “heteroarilo") incluyen tanto las formas sustituidas 

como las no sustituidas del radical indicado. Los sustituyentes preferidos para 

cada tipo de radical se mencionan a continuación.

Los sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo 

10 (incluyendo esos grupos a menudo denominados alquileno, alquenilo, 

heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, 

cicloalquenilo, y heterocicloalquenilo) pueden ser uno o más de una variedad 

de grupos seleccionados de, pero no limitados a, -OR', =0, =NR', =N-ORl, 

-NR'R", -SR', -halógeno, -SiR'R"R"', -0C(0)R', -C(0)R', -C02R\ -CONR’R", 

15 -0C(0)NR’R", -NR"C(0)R', -NR,-C(0)NR"R’", -NR"C(0)zR',

-NR-C(NR'R"R",)=NR"M, -NR-C(NR,R")=NR"', -S(0)R', - S ^ R ',  -S(0)2NR'R", 

-NRSO2R1, -CN, y -N0 2 en un número que varía de cero a (2m'+1), donde m' 

es el número total de átomos de carbono en tal radical, R', R", R"', y R"" cada 

uno preferiblemente de forma independiente se refiere a hidrógeno, 

20 heteroalquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, 

heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, ariio sustituido o no sustituido (por 

ejemplo, ariio sustituido con 1-3 halógenos), alquilo sustituido o no sustituido, 

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



18

de O invención incluye más de un grupo ^  porejempio, cade unode ios 

grupos^esindepedientemente seleccionado como io son ios g r u p o s ^ , ^  

^ y ^ c u a n d o  más de uno de estos grupos está p re se n te .O u a n d o ^y^  

están adjuntos ai mismo átomo de nitrógeno, pueden ser combinados con el 

5 átomo de nitrógeno para formar un anillo de 4, 5, 8 ó 7 miembros. Por 

ejemplo, incluye,pero no está limitado a, 1pirrolidiniloy4-morfolinilo.

Oe la discusión anterior de sustituyentes, un experto en la técnica 

comprenderá gue el término^alguilo" significa queincíuye grupos incluyendo 

átomos de carbono unidosagrupos diferentes de grupos hidrógeno,tal como 

10 haloalquilo (porejemplo, C ^ y  C ^ O P ^ y  acilo (porejemplo, 0 (0 )0 ^ ,  

0 (0 )0 ^ , O (O ^ O O ^ ^ ^ m ila re s )

De manera similar para los sustituyentes descritos para el radical 

alquilo,los sustituyentes para los grupos ariloybeteroarilo son variadosyse 

seleccionan de, por ejemplo: -halógeno,

15 0 0 ( 0 ^ ,  0 (0 )^ , 0 0 ^ ,  O O N ^ ,  0 0 ( 0 ^ ^ ,

fluoro alcoxide ^ -O ^ ,y f lu o ro  alquilo d e ^ O ^ ,e n  un número que varia de 

cero al número totalde valencias abiertas en elsistema de anillo aromático;y 

20 donde^,^ ,^ ,y^p re fe rib lem entee independ ien te^m en te  se seleccionan

dehidrógeno, alquilo sustituidoono sustituido, heteroalquilo sustituidoono 

sustituido,cicloalquilo sustituidoono sustituido,heterocicloalquilo sustituidoo 

no sustituido, ariio sustituido o no sustituido, y heteroarilo sustituido o no



un compuesto más un

porejemplo, cada uno délos grupos ^esínd^pedi^ntemente seleccionado 

como lo son los ^ r u p o s ^ ^ ^ y ^ c u a n d o  más d^ uno d^^stos grupos 

está presente

5 Oosomás sustituyentes pueden opcionaimente ser unidos para

formar grupos ariio, heteroarilo, cicloalquilo, o heterocicloalquilo. Dichos 

sustituyentes asi llamados formadores de anillos son típicamente, aunque no 

necesariamente,encontrados adjuntosauna estructurábase cíclica. En una 

modalidad,los sustituyentes formadores de anillos están adjuntosamlembros 

10 adyacentes de la estructura base. Por ejemplo, dos sustituyentes formadores 

de anillos adjuntosamiembros adyacentes de una estructura de base cíclica 

crean una estructura de anillo fusionado. En otra modalidad, los sustituyentes 

formadores de anillos están adjuntosaun solo miembro de la estructura base 

Por ejemplo, dos sustituyentes formadores de anillos adjuntos a un solo 

15 miembro de una estructura de base cíclica crean una estructura espirocíclica. 

En incluso otra modalidad, los sustituyentes formadores de anillos están 

adjuntosamiembros no adyacentes d^ la estructura base.

Oos de los sustituyentes ^n átomos adyacentes d^l anillo aríloo 

heteroarilo opcionalmente pueden formar un anillo de la fórmula 

20 T O ^  ( O I^ ^  O , en donde T y U son independientemente , DO , 

C ^ Í^ ,o u n  enlace sencillo,yqes un entero de0a3.Alternativamente,dos 

de los sustituyentes en átomos adyacentes del anillo ariio o heteroarilo 

opcionalmente pueden serreemplazadoscon unsustituyented^ lafórmula
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“A-(CHz)rB-, en donde A y 8 son independientemente -CRR'-, -O-, -NR-, -S-, 

-S{0 ) -S(0 )2-, -S(0 )2NR'-, o  un enlace sencillo, y r es un entero de 1 a 4 .

Uno de los enlaces simples del nuevo anillo así formado puede opcionalmente 

ser reemplazado con un enlace doble. Alternativamente, dos de los 

5 sustituyentes en átomos adyacentes del anillo ariio o heteroarilo 

opcionalmente pueden ser reemplazados con un sustituyente de la fórmula 

-(CRR')S-X'- (C"R"')d-, dónde s y d son independientemente enteros de 0 a 3, y 

X' es -O-, -NR'-, -S-, -S(O)-, -S(0 )2-, o -S(0 )2NR'-. Los sustituyentes R, R\ R", 

y R"' son preferiblemente seleccionados independientemente de hidrógeno, 

10 alquilo sustituido o no sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, 

heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, ariio sustituido o no sustituido, y 

heteroarilo sustituido o no sustituido.

Como se usa en la presente, los términos "heteroátomo" o 

"heteroátomo de anillo" significa que incluyen oxígeno (O), nitrógeno (N), 

15 azufre (S), fósforo (P), y silicio (Si).

Un "grupo sustituyente," como se usa en la presente, significa un 

grupo seleccionado de las siguientes porciones:

(A) -OH, -NH2, -5H, -CN, -CF3, -N02, oxo, halógeno, alquilo no 

sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquilo no sustituido,

20 heterocicloalquilo no sustituido, ariio no sustituido, heteroarilo no sustituido, y

(B) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, ariio, y 

heteroarilo, sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de:

(i) oxo, -OH, -NHa, -SH, -CN, -CF3, -N02, halógeno, alquilo no
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sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquilo no sustituido, 

heterocicloalquilo no sustituido, ariio no sustituido, heteroarilo no sustituido, y

(ii) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, ariio, y 

heteroarilo, sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de:

5 (a) oxo, -OH, -NH2, -SH, -CN, -CF3, -NÓ2, halógeno, alquilo no

sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquilo no sustituido, 

heterocicloalquilo no sustituido, ariio no sustituido, heteroarilo no sustituido, y 

(b) alquilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, ariio, o 

heteroarilo, sustituido con por lo menos un sustituyente seleccionado de: oxo, 

10 -OH, -NH2, -SH, -CN, -CF3, -N02, halógeno, alquilo no sustituido, heteroalquilo 

no sustituido, cicloalquilo no sustituido, heterocicloalquilo no sustituido, ariio 

no sustituido, heteroarilo no sustituido.

Un “sustituyente limitado en tamaño” o “grupo sustituyente 

limitado en tamaño”, como se usa en la presente, significa un grupo 

15 seleccionado de todos los sustituyentes descritos antes para un "grupo

sustituyente,” en donde cada alquilo sustituido o no sustituido es un alquilo de 

C1-C20 sustituido o no sustituido, cada heteroalquilo sustituido o no sustituido 

es un heteroalquilo sustituido o no sustituido de 2 _a 20 miembros, cada 

cicloalquilo sustituido o no sustituido es un cicloalquilo dé C -̂Cg sustituido o no 

20 sustituido, y cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un

heterocicloalquilo sustituido o no sustituido de 4 a 8.

Un “sustituyente inferior" o "grupo sustituyente inferior", como se 

usa en la presente, significa un grupo seleccionado de todos los sustituyentes
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descritos antes para un “grupo sustituyente”, en donde cada alquilo sustituido 

o no sustituido es un alquilo de Ci-C8 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 

5 cicloalquilo de C5-C7 sustituido o no sustituido, y cada heterocicloalquilo 

sustituido o no sustituido es un heterocicloalquilo sustituido o 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 ácidos o 

10 bases relativamente no tóxicos, dependiendo de los sustituyentes particulares

encontrados en los compuestos descritos en la presente. Cuando los 

compuestos de la presente invención contienen funcionalidades relativamente 

ácidas, las sales básicas de adición pueden ser obtenidas contactando la 

forma neutral de dichos compuestos con una cantidad suficiente de la base 

15 deseada, ya sea pura o en un solvente inerte adecuado. Los ejemplos de

sales básicas de adición farmacéuticamente aceptables incluyen sodio, 

potasio, calcio, amonio, amino orgánico, o sal de magnesio, o una sal similar. 

Cuando los compuestos de la presente invención contienen funcionalidades 

relativamente ácidas, las sales básicas de adición pueden ser obtenidas 

20 contactando la forma neutral de dichos compuestos con una cantidad

suficiente del ácido deseado, ya sea puro o en un solvente inerte adecuado. 

Los ejemplos de sales ácidas de adición farmacéuticamente aceptables 

incluyen aquellas derivadas de ácidos inorgánicos como clorhídrico,
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bromhídrico, nítrico, carbónico, monohidrogenocarbónico, fosfórico, 

monohidrogenofosfórico, dihidrogenofosfórico, sulfúrico,

monohidrogenosuifúrico, yodhidrico, o ácidos fosforosos y similares, asi como 

las sales derivadas de ácidos orgánicos relativamente no tóxicos como

5 acético, propiónico, isobutirico, maleico, malónico, benzoico, succinico,

subérico, fumárico, láctico, mandélico, itálico, bencenosulfónico, p- 

tolilsulfónico, cítrico, tartárico, oxálico, metansulfónico, y. similares. También se 

incluyen sales de aminoácidos tal como arginato y similares, y sales de ácidos 

orgánicos como ácidos glucurónico o galactunórico y similares (vea, por 

10 ejemplo, Berge et al., “Rhamnaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical 

Science, 1977, 66, 1-19). Ciertos compuestos específicos de la presente 

invención contienen funcionalidades tanto acidas como básicas que permiten 

que los compuestos sean convertidos ya sea en sales básicas o sales acidas 

de adición.

15 Así, los compuestos de la invención presente pueden existir

como sales, tal como con ácidos farmacéuticamente aceptables. La presente

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

bromhidratos, sulfatos, metanosulfatos, nitratos, maleatos, acetatos, citratos, 

fumaratos, tartratos (por ejemplo, (+)-tartratos, (-)-tartratos, o mezclas de los 

20 mismos incluyendo mezclas racémicas), succinatos, benzoatos, y sales con 

aminoácidos tal como el ácido glutámico. Estas sales se pueden preparar 

mediante métodos conocidos por aquellos con habilidad en la técnica.

Las formas neutras de los compuestos son preferiblemente

- z \
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regeneradas ai poner en contacto la sal con una base o ácido y aislando el 

compuesto progenitor de la manera convencional. La forma parental del 

compuesto difiere de las varias formas de sal en ciertas propiedades físicas, 

como la solubilidad en solventes polares.

5 Además de las formas de sal, la invención presente proporciona

compuestos en una forma de profármaco. Los profármacós de los compuestos 

aquí descritos son aquellos compuestos que fácilmente se someten a cambios 

químicos bajo condiciones fisiológicas para proporcionar los compuestos de la 

presente invención. Además, los profármacos pueden ser convertidos a los 

10 compuestos de la invención presente por métodos químicos o bioquímicos en 

un ambiente ex vivo. Por ejemplo, los profármacos pueden ser lentamente 

convertidos en los compuestos de la presente invención cuando se colocan en 

un reservorio de parche transdérmico con una enzima adecuada o un reactivo 

químico.

15 Ciertos compuestos de la invención presente pueden existir en

formas no solvatadas así como en formas solvatadas, incluyendo formas 

hidratadas. En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas 

no solvatadas y están abarcadas dentro del alcance de la presente invención. 

Ciertos compuestos de la presente invención pueden existir en múltiples 

20 formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas físicas son 

equivalentes para los usos contemplados por la presente invención y 

pretenden estar dentro del alcance de la presente invención.

Ciertos compuestos de la invención presente poseen átomos de

95
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carbono asimétricos (centros ópticos) o dobles enlaces; los racematos, 

diastereómeros, tautómeros, isómeros geométricos, é isómeros individuales 

están comprendidos dentro del alcance de la invención presente. Los 

compuestos de la invención presente no incluyen esos que son conocidos en 

5 la técnica por ser inestables para sintetizar y/o aislar.

Los compuestos de la invención presente también pueden 

contener proporciones no naturales de isótopos atómicos en uno o más de los 

átomos que constituyen tales compuestos. Por ejemplo, los compuestos 

pueden ser radiomarcados con isótopos radioactivos, tal como por ejemplo 

10 tritio (3H), yodo-125 (125l), o carbono-14 (14C). Todas las variaciones isotópicas 

de los compuestos de la presente invención, ya sean radioactivas o no, están 

abarcadas dentro del alcance de la presente invención.

El símbolo denota el punto de unión de una porción 

química al resto de una molécula o fórmula química.

15 "Ortolog" y términos similares en el contexto de péptidos se

refiere a dos o más productos de gen peptídico en donde los genes que 

codifican el ortolog han evolucionado de un ancestro común, como se sabe en 

la técnica.

"Análogo" como se usa en la presente en el contexto de 

20 polipéptidos se refiere a un compuesto que tiene inserciones, deleciones y/o 

sustituciones de aminoácidos con relación a su compuesto progenitor. Un 

análogo puede tener estabilidad, solubilidad, eficacia, vida media superiores, y 

similares. En algunas modalidades, un análogo 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 incluso mayor, identidad de secuencia al compuesto 

progenitor.

Los términos "identidad," "identidad de secuencia" y similares en 

5 el contexto de comparar dos o más ácidos nucleicos o secuencias de

polipéptidos, se refieren a dos o más secuencias o subsecuencias que son 

iguales o que tienen un porcentaje específico de residuos de aminoácidos o 

nucleótidos que son ¡guales (es decir, aproximadamente 50% de identidad, 

preferiblemente 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 

10 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mayor identidad sobre una

región especifica, cuando se compara y alinea para una máxima 

correspondencia sobre una ventana de comparación o región designada) 

como se mide usando algoritmos de comparación de secuencia somo se sabe 

en la técnica, por ejemplo BLAST o BLAST 2.0. Esta definición incluyen 

15 secuencias que tienen deleciones y/o adiciones, así como esas que tienen

sustituciones, así como variantes naturales, por; ejemplo, variantes 

polimórficas o alélicas, y variantes hechas por el hombre. En algoritmos 

preferidos, se toman en cuenta los vacíos y similares, como se conoce en la 

técnica. Para comparación de secuencia, típicamente una secuencia actúa 

20 como una secuencia de referencia, con la que se comparan las secuencias de

prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparación de secuencia, las 

secuencias de prueba y de referencia son introducidas en una computadora, 

se designan coordenadas de subsecuencía si es necesario, y se designan



27

parámetros del programa de algoritmo de secuencia. Preferiblemente, los 

parámetros por defecto del programa pueden ser usados, o se pueden 

designar parámetros alternativos. El algoritmo de comparación de secuencia 

entonces calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las 

5 secuencias de prueba relativas a la secuencia de referencia, basándose en 

los parámetros del programa. La alineación óptima dé secuencias para la 

comparación puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de homología 

local de Smith & Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, por el algoritmo de 

alineación de homología de Needleman & Wunsch, 1970, J. Mol. Bíol. 48:443, 

10 por el método de búsqueda de semejanza de Pearson & Lipman, 1986, Proc. 

Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, por implementaciones computerizadas de 

estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin 

Genetics Software Package, Genetícs Computer Group, 575 Science Dr., 

Madison, Wis.), o por alineación manual e inspección visual. Vea por ejemplo, 

15 Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds. 1995 

supplement)). Ejemplos preferidos de algoritmos que son adecuados para la 

determinación 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. 

20 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 

ácidos nucleicos y proteínas de la invención. El software para realizar los 

análisis BLAST está disponible públicamente a través del sitio en la red del

28
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Canter for Informaron (Centro nacional para

información de ^oteonoiogia) Este a^ontrnoímp^oa primero ident^oar pares 

de secuencias de puntuación aita (FiSPs) ai identificar palabras cortas de 

longitud ^  en la secuencia de cola, ya sea que concuerden o satisfagan 

5 aigunapuntuacióndeumbralT 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 puntuación de palabra vecina (Altschul et al., 

Estos aciertos de palabra vecinas iniciales actúan como semillas para iniciar 

búsquedas para encontrar ^SPs más largos que ios contienen. Los resultados 

10 de palabras se extienden en ambas direccionesalo largo de cada secuencia

mientras sea posible aumentar el puntaje de alineación acumulativo. Las 

puntuaciones acumulativas se calculan usando, por ejemplo, para secuencias 

de nucleótidos, los parámetros î l (puntuación de premio para un par de 

residuos coincidentes; siempre^0) y  (puntualización depenalización para 

15 residuos no coincidentes; siempre^O). Para secuencias de aminoácidos, se

usa una matrizde puntuación para calcular la puntuación acumulativa. La 

ampliación de los aciertos de palabras en cada dirección se detiene cuando; la 

puntuación de alineación acumulativa cae del valor máximo alcanzado en la 

cantidad^; la puntuación acumulativa desciendeaceroopordebajo de éste 

20 debido a la acumulación de una o más alineaciones de residuos de

puntuación negativa; o se llega al final de cualquier secuencia. Los 

parámetros de algoritmo 13LAST, T y ^  determinan la sensibilidad y 

velocidad de la alineación. El programa ^LAST^ (para secuencias



29

usa oomoomísíonesuna íong^ud de paíabra 11, una

expecta^va (E) de 10, ^ 5 ,  ^  4, y una comparación de ambas cadenas. 

Para ías secuencias de amínoácídos,eí programa ^LASTPusaunaíong^ud 

de palabra preestablecido de 3, y expectativa (E) de 10, y la matriz de 

5 puntuación 5 ^ 0 S U ^0 2 (v e a ^ e n ^ o ^^e n ^o tf, 1 9 8 9 ,^ o c .^ a ^ A c a ^ S c /. 

^ ^ 9 :1 0 9 1 5 )a ^ n e a c ío n e s ^  de50, expectatíva(E)de 10, ^ 5 ,  ^ - 4 ,  y 

una comparación de ambas cadenas.

Para determinar eí porcentaje de ídentídadosemejanza de dos 

secuencíasde amínoácídosode dos ácidos nucleicos, ías secuencias son 

10 a^neadasparapropósítosdeunacomparacíónóptíma(porejempío, pueden 

introducirse vacíos en la secuencia de una primera secuencia de aminoácido 

oácído nucleico para una alineación óptima con una segunda secuencia de 

aminoácido o ácido nucleico). Entonces los residuos de aminoácidos o 

nucleótidos en poslcíonescorrespondlentesdeamlnoácídooposlclonesde 

15 nucleótído se comparan. Cuando una posición en la primera secuencia es 

ocupada por el m lsmoounreslduo de aminoácido slmllaronucleótldo como 

la posición correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas 

son Idénticas o simpares en esa posición. El porcentaje de Identidad o 

semejanza entre las dos secuencias es una función del número de posiciones 

20 idéntlcasoslmllares compartidas por las secuencias (es dec^r,% ldentldad^ 

de posiciones Idéntlcas/total ^  de posiciones (por ejemplo, posiciones 

superpuestas)x100).La semejanza de dos aminoácidos puede ser evaluada 

medíante una variedad de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los
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residuos neutros no polares (por ejemplo, Ala, Cys, Gly, lie, Leu, Met, Phe, 

Pro, Trp, Val) pueden considerarse semejantes, ifuai qüe a su vez los residuos 

polares cargados ácidos polar (por ejemplo, Glu, Ásp), polares cargados 

básicos (por ejemplo, Arg, His, Lys) y polares neutros (por ejemplo, Asn, Gln, 

5 Ser, Thr, Tyr).

Tanto la identidad como la semejanza pueden carlcularse 

fácilmente. Por ejemplo, al calcular el porcentaje de identidad, solo las 

coincidencias exactas pueden ser contadas, y las alineaciones globales 

pueden ser realizadas en contraposición a alineaciones locales. Los métodos 

10 comúnmente usados para determinar la identidad o semejanza entre las

secuencias incluyen, por ejemplo, esos revelados en Carillo et al., 1988, SIAM 

J. Applied Math. 48:1073. Los métodos ejemplares para determinar la

identidad están diseñados para dar la coincidencia más grande entre las
::-V

secuencias probadas. Los métodos ejemplares para determinar la identidad y 

15 semejanza son también proporcionados en programas computacionales

comerciales. A particular ejemplo de un algoritmo matemático utilizado para la 

comparación de dos secuencias es el algoritmo de Karlin et al., 1990, Proc. 

Nati. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, y modificado por ejemplo, como en Karlin 

et al., 1993, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Tal algoritmo está 

20 incorporado en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J.

Mol. Biol. 215:403-410. Para obtener alineaciones con vacíos para propósitos 

de comparación, puede utilizarse Gapped BLAST (como se describe en 

Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. ..Alternativamente, el
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PSI-Blast puede ser usado para realizar una búsqueda iterada, que detecta 

relaciones distantes entre moléculas. Cuando se Utilizan ios programas 

BLAST, Gapped BLAST, y PSI-Blast, pueden usárse los parámetros 

preestablecidos de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y 

5 NBLAST), como se sabe en la técnica. Además, puede usarse el método

FASTA (Atschul et al., 1990, id.). Otro ejemplo particular de un algoritmo 

matemático útil para la comparación de secuencias es el algoritmo de Myers 

et al., 1988, CABIOS 4:11-17. Tal algoritmo está incorporado en el programa 

ALIGN (versión 2.0), que es parte del paquete de software de alineaicón de 

10 secuencia GCG (Devereux et al., 1984, Nucleic Acids Res. 12 (1):1387). El

porcentaje de identidad puede ser determinado por análisis con el módulo 

AlignX® module en Vector NTI® (Invitrogen; CarlsbadCA),

"Obesidad” y "sobrepeso" se refieren a mamíferos que tienen un 

peso mayor que lo normalmente esperado, y puede determinarse, por 

15 ejemplo, por la apariencia física, índice 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 Prevención de Enfermedades (CDC) definen el 

sobrepeso como un adulto humano que tiene un IMC de 25 a 29.9; y definen 

20 como obeso a un adulto humano que tiene un IMC de 30 a mayor. Existen

métricas adicionales para la determinación de la obesidad. Por ejemplo, el 

CDC afirma que una persona con una relación de cintura a cadera mayor de 

1.0 tiene sobrepeso.
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"El índice de masa magra” se refiere a la masa libre de grasa del 

cuerpo, es decir, el peso corporal total menos el peso de la grasa corporal es 

el peso de la masa magra. La masa corporal magra puede medirse por 

métodos tal como pesaje hidrostático, cámaras computerizadas, 

5 absorciometría de rayos X de doble energía, calibradores de la piel, formación

de imagen por resonancia magnética (MRI) y análisis de ímpedancia 

bíoeléctrica (BIA) como se sabe en la técnica.

“Mamífero" se refiere a animales de sangre caliente que 

generalmente tiene pelo o cabello, que dan a luz a su progenie, y que 

10 alimentan a su progenie con leche. Los mamíferos incluyen humanos;

animales de compañía (por ejemplo, perros, gatos); animales de granja (por 

ejemplo, vacas, caballos, ovejas, cerdos, cabras); animales silvestres; y 

similares. En una modalidad, el mamífero es una hembra. En una modalidad, 

el mamífero es un humano hembra. En una modalidad, el mamífero es un 

15 gato o perro. En una modalidad, el mamífero es un mamífero diabético, por

ejemplo, un humano que tiene diabetes tipo 2. En una modalidad, el mamífero 

es un mamífero obeso diabético, por ejemplo, un mamífero obeso que tiene 

diabetes tipo 2.

“Compuestos agonistas de amilína” incluyen péptidos nativos de 

20 amilina, péptidos análosgos de amilína, y otros compuestos (por ejemplo,

moléculas pequeñas), que tienen actividad agonista de amilina. Los 

“compuestos agonistas de amilina " pueden derivarse de fuentes naturales, 

pueden ser sintéticos, o pueden derivarse de técnicas de ADN recombinante.
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Los compuestos agonistas de amilina tienen actividad de unión al receptor 

agonista de amilina y pueden comprender aminoácidos (por ejemplo, 

naturales, no naturales, o una combinación de los mismos), péptido 

miméticos, porciones químicas, y similares. Los expertos en la técnica 

5 reconocerán los compuestos agonistas de amilina usando ensayos de unión al

receptor de amilina o al medir la actividad agonista de la amilina en ensayos 

de músculo sóleo. Los compuestos agonistas de amilina pueden tener un IC5o 

de aproximadamente 200 nM o menor, aproximadamente 100 nM o menor, o 

aproximadamente 50 nM o menor, en un ensayo de receptor de amilina, tal 

10 como ese descrito en la presente, en la Patente de EEUU No. 5,686,411, y la

Publicación No. 2008/0176804, cuyas revelaciones se incorporan en la 

presente como referencia en su totalidad y para todo propósito. El término 

"ICso" se refiere en el sentido de costumbre a la concentración inhibitoria 

máxima media de un compuesto que inhibe una función biológica o 

15 bioquímica. Por consiguiente, en el contexto de los estudios de unión, IC5o se

refiere a la concentración de un compuesto de prueba que compite la mitad de 

un ligando conocido de un receptor específico. Los compuestos agonistas de 

amilina pueden tener un EC50 de aproximadamente 20 nM o menor, 

aproximadamente nM 15 o menor, aproximadamente nM 10 o menor, o 

20 aproximadamente nM 5 o menor en un ensayo de nriúsculo sóleo, tal como

ese descrito en la presente y en la Patente de EEUU No. 5,686,411. El 

término "EC50" se refiere en el sentido de costumbre a la concentración 

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 máxima, 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[25'28'29Pro] (pramlintida). El 

compuesto agonista de amilina puede ser un péptido quimera de amilina (por 

5 ejemplo, amilina humana, amilina de rata, y similares) y calcitonina (por

ejemplo calcitonina humana, calcitonina de salmón, y similares). Los 

compuestos convenientes y ejemplares de agonistas de amilina también se 

describen en la Publicación de EEUU No. 2008/0274952, cuya revelación se 

incorpora como referencia en la presente en su tptalidad y para todo 

10 propósito. A menos que se indique de otra manera, el término

"aproximadamente" en el contexto de un valor numérico se refiere a +/- 10% 

del valor numérico.

"Fragmento" en el contexto de polipéptidos se refiere en la 

presente al sentido químico de costumbre a una porción de un polipéptido. Por 

15 ejemplo, un fragmento puede resultar de la deieción N-termínal o deieción C-

terminal de uno o más residuos de un polipéptido progenitor, y/o un fragmento 

puede resultar de la deieción interna de uno o más residuos 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 

20 referencia antes de la modificación, por ejemplo, inserción, deieción y/o
1 \

sustitución. Los términos "conjugado", "conjugado de péptido", "conjugado de 

polipéptido" y similares en el contexto de compuestos útiles en los métodos 

descritos en la presente se refieren a polipéptidos de componente que están



unidos a una o más porciones que aumentan la duración, opcionalmente a 

través 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 sinónimos. El término “péptido" se refiere en el sentido 

acostumbrado a un polímero de aminoácidos unido por enlaces amina. Los 

términos "des-aminoácido", “des-AA," "desLys" y similares se refieren a la 

ausencia del aminoácido indicado, como es costumbre en la técnica. Un 

aminoácido (o funcionalidad) que está “ausente" significa que el residuo (o 

funcionalidad) antes unida al lado de N-terminal y C-terminal del aminoácido 

ausente (o funcionalidad) se han unido entre sí. Los términos "componente 

peptídico" 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 aminoácido de un progenitor o análogo del 

mismo, pero además tiene una modificación química de uno o más de sus 

grupos secundarios de aminoácido, átomos de carbono o, átomos de 

nitrógeno de estructura ptincipal, grupo amino terminal, o grupo ácido 

carboxilico terminal. Una modificación química incluye, pero no está limitada 

a, agregar porciones químicas, crear nuevos enlaces, y remover porciones 

químicas. Las modificaciones en los grupos secundarios de aminoácido 

incluyen, pero no se limitan a, acilación de grupos Usina E-amino, N-alquilación 

de arginina, histidina, o Usina, alquilación de grupos de ácido gluámico o
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aspártico carboxilico, y desamidación de glutamina o asparagina. Las 

modificaciones del amino terminal incluyen, pero no se limitan a, las 

modificaciones desamino, N-alquilo inferior, N-di-alquilo inferior, alquiles 

restringidos (por ejemplo ramificados, cíclicos, fusionados, adamantilo) y N- 

5 acílo. Las modificaciones del grupo carboxi terminal incluyen, pero no se

limitan a, las modificaciones de amida, alquilo inferior amida, alquiles 

restringidos (por ejemplo ramificados, cíclicos, fusionados, adamantilo) alquilo, 

dialquilo amida, y alquilo inferior áster. Además, uno o más grupos laterales, o 

grupos terminales, pueden estar protegidos por grupos protectores conocidos 

10 por el químico de síntesis de habilidad ordinaria. El carbono alfa de un

aminoácido puede ser mono o dimetilado. Los derivados de los componentes 

de polipéptidos descritos en la presente también están contemplados en 

donde la estereoquímica de los aminoácidos individuales puede ser invertida 

de (L)/S a (D)/R en uno o más sitios específicos. También se contemplan los 

15 componentes de polipéptido modificados por glucosilación, en por ejemplo, los

residuos Asn, Ser y/o Thr. Los compuestos útiles en los métodos 

proporcionados también pueden ser fragmentos biológicamente activos de los 

péptidos (nativo, agonista, análogo, y derivado) descrito en la presente.

Los términos "mimético", “péptidomimético" y similares se 

20 refieren en el sentido de costumbre a un compuesto que contiene elementos

estructurales no peptidicos que son capaces de agonizar o antagonizar la 

acción(es) biólogica(s) de un péptido progenitor natural.

Deberá apreciarse que a través de la solicitud se escriben las



en grupos por ejemplo, o^d^ porción de aminoácido

que contiene má5 de un po^i^ie aminoácido. E^tá e^peciticamente 

contemplado que cada miembro del grupo Marku^h dehe 5er considerado 

reparadamente, comprendiendo apotra  modalidad,yel grupo Marku^h no 

d ^ e ^ e r  leído como una ^ola unidad.

0omo5^u5aenlapre5ent^,laforma5ingular“un”, “una",y“el” 

incluyen la5 referencias plurale^a meno^ quesea indicado de otrom odoo 

claroapartir del contexto. Por ejemplo,como 5erá aparente delcontexto,^un” 

análogo puede incluirunoomá^ análogos.

jL Compuestos

En un primer aspecto, se proporciona un conjugado de 

polipéptido qu^ incluye un componente d^ polipéptido al cual ^e enlaja unao 

má^ porciones que aumentan la duración, opcionalmente a través de un 

enlazador. Asi, el componente de polipéptido sirve como una plantilla 

aplantilla de polipéptidos a la que 5e une, preterihl^m^nte por unión 

cova lent^unsom ás porciones que aumentan laduración. El enlace de la 

porción que aumenta la duración al componente de polipéptido pu^d^ sera 

través d^ un enlazador como se de^crihe en la presente Alternativamente, la 

unión de porción que aumenta la duración al componente de polipéptido

puede 5eratravé5 de un enlace covalente directo.La porción que aumenta la

duración puede 5er un polímero s o lu ^  en agua como se d^scril^e en la 

presente. En algunas modalidades, una pluralidad de porciones que aumentan
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la duración está unida al componente de polipéptido, en cuyo caso cada 

enlazador a cada porción que aumenta la duración es seleccionada 

independientemente de los enlazadores descritos en la presente.

En algunas modalidades, el componente de polipéptido incluyen 

5 una secuencia de aminoácidos de los residuos 1-37 de la Fórmula (I) 

siguiente, en donde hasta 25% de los aminoácidos establecidos en la Fórmula 

(I) pueden ser eliminados o sustituidos con un aminoácido diferente:

X’-Xaa1-Cys2-Asn3-Thr4-Ala5-Thr5-Cys7-Alas-Thr9-Gln10-Arg11-Leui 2-Ala13- 

Asn14-Phe15-Leu16-Val17-Xaa18-Ser19-Ser20-Xaa21-Asn22-Phe23-Xaa24- 

10 Xaa25-Xaa26-Xaa27-Xaa2a-Xaa29-Thr30-Xaa31-Val32-Gly33-Xaa34-Xaa35-

Thr36-Tyr37-X (SEQ ID NO: 4) (I).

En la Fórmula (I), X' es hidrógeno, un grupo tapón de N-terminal, 

un enlace para una porción que mejora la duración, o un enlazador para una 

porción que mejora la duración. Xaa1 es Lys o un enlace, Xaa18 es Lys, Cys, o 

15 His, Xaa21 es Lys, Cys, o Asn, Xaa24 es Lys, Cys, o Gly, Xaa25 es Lys, Cys, o 

Pro,Xaa26 es Lys, Cys, o lie, Xaa27 es Lys, Cys, o Leu, Xaa28 es Lys, Cys, o 

Pro, Xaa29 es Lys, Cys, o Pro, Xaa31 es Lys, Cys, o Asn, Xaa34 es Lys, Cys, o 

Ser, y Xaa35 es Lys, Cys, o Asn. Una persona que tiene, experiencia ordinaria 

en la técnica inmediatamente reconocerá que el componente de polipéptido 

20 de la Fórmula (I), y otras fórmulas descritas en la presente, tienen una 

valencia adecuada para unirse a una o más porciones que aumentan la 

duración. Por ejemplo, donde una porción única que aumenta la duración está 

presente, el componente de polipéptido de Fórmula (I) es un péptido

3 ^



monovalente, cuya valencia se une a la porción que aumenta la duración, 

opcíonalmente a través de un enlazador. Por consiguiente, donde dos 

porciones que aumentan la duración están presentes, el componente de 

polipéptido de Fórmula (I) es un péptido divalente, etcétera.

Además con respecto a la Fórmula (I), la variable X representa 

una funcionalidad C-terminal (por ejemplo, un tapón C-terminal). 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 porción que aumenta la duración, o 

un enlazador a una porción que aumenta la duración. En algunas 

modalidades, la porción que aumenta la duración está enlazada 

covaientemente, opcionalmente a través de un enlazador, a una cadena 

secundaria de un residuo de aminoácido enlazante, X' o X. En algunas 

modalidades, la porción que aumenta la duración está enlazada 

covaientemente, opcionalmente a través de un enlazador, a un átomo de la 

estructura principal del componente de polipéptido. Si el C-terminal del 

componente de polipéptido con la secuencia de residuos 1-37 de Fórmula (I) 

está tapado con una funcionalidad X, entonces X es preferiblemente amina 

con lo cual se forma una amida C-terminal. La N-terminal de los componentes 

de polipéptido descritos en la presente, incluyendo el componente de 

polipéptido según la Fórmula (I), puede ser enlazado covaientemente a una



variedad de pero no

El término agrupo t^pón de N-term in^ se refiere en el sentido de oostumbrea 

una poroión unida covaientemente al nitrógeno del N-terminal de un 

polipéptidos por ejemplos aoilo sustituidoono sustituidos aoiloxisustituldoono 

5 sustituidos las bases de Schi^ysimilares^ como se conoce en la técnica En 

algunas modalidades^ la funcionalidad^de N-terminal es un grupo protector 

de amina como se conoce en la técnicas preferiblemente Emoc.

En algunas modalidades^hasta 20%  ̂25%  ̂ 30%^

3 5 ^ 4 0 ^ 4 5 % o in c lu s o  50% de los aminoácidos de los residuos 1-37 de 

10 Fórmula (I) son eliminados o sustituidos en un componente de polipéptido 

según la E ó rm u la ^E n  algunas modalidades^ el componente de polipéptido 

tiene 0 ^ 1 ^ 3 ^ 5 ^ 7 ^ ^ 1 0 ^ 1 1 ^ 1 ^ 1 ^ 1 ^ 1 5 o a ú n 1 6 s u s t i tu c io n e s  de 

aminoácido con respecto a la secuencia de aminoácido establecida en la 

Fórm ul^l^

15 En algunas modalidades^ el componente de polipéptido del

conjugado de polipéptido tiene una secuencia que tiene una identidad de 

secuencia definida con respecto a los residuos 1-37 de la secuencia de 

aminoácidos según la Fórm ulas

En algunas modalidades^ la identidad de secuencia entre un 

20 componente de polipéptido descrito en lapresenteylos residuosl-37 deia^ 

F o r m u la ^ e s 5 0 ^ 5 5 ^ 5 0 % ^ 5 ^ 7 0 ^ 7 5 % ^ 0 % 4 8 5 % ^ 0 % ^ 5 % o  

inclusomayor. En algunas modalidades^ basta 50%^45%^40%^ 35%  ̂ 30%  ̂

25%  ̂ 20%^15%^10%^5%oincluso menos de los aminoácidos establecidos
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un aminoácido diferente. Fn^gun^sm od^idades^a identidad de secuencia 

está dentro d^í intervalo 75%-100%.^n acunas modalidades^ identidad de 

secuencia está dentro dei intervaio75%-90%. ^n algunas modalidades^ la 

5 identidad de secuencia está dentro del intervalo 22n algunas

modalidades^ la identidad desecuenclaesporlom enos75% . ^n algunas 

modalidades^el componente de polipéptido del conjugado tien^l^ secuencia 

de residuos 1-37 de la Fórmula (l).

^n algunas modalidades^el componente de polipéptido tiene la 

10 secuencia del Cmp 12. 22n algunas modalidades^ el componente de

polipéptido ti^ne la secuencia del Cmp 5. ^n algunas modalidades^ ^l 

componente de polipéptido tiene unaom ás sustituciones conservadoras d^ 

aminoácido con respecto a la secuencia de la Fórmula (l). sustitución 

conservadora de aminoácidos se refiere en el sentido de costumhr^ a la 

15 sustitución de aminoácidos que tienen propiedades bioquímicas semejantes

en la cadena secundaria (porejemplo^ hidrofilicidad^ hidrofohicidad^ tipo de 

cargad radio de Van d e r^a a ls^ys im ila r^ .^u s titu c ió n n o  conservadora de 

aminoácido” se refiere en el sentido de costumbre a la sustitución de 

aminoácidos que tienen propiedades bioquímicas d if^ n t^ s  en la cadena 

20 secundaria.

Se entiende que enecálculo de laidentidad de secuenciacon 

respectoacualquiera de los componentes de polipéptidos establecidos en la 

presente (por ejemplos como se encuentra en los residuos137de la Fórmula
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(I)), la secuencia a ser comparada se toma sobre los aminoácidos descritos en 

ella, independientemente de cualquier funcionalidad N-terminal (es decir, X') o 

C-terminal (es decir, X) presente. Se comprende además que la presencia de 

una porción que aumenta la duración covaientemente enlazada a la cadena 

5 secundaria de un aminoácido es inmaterial al cálculo de identidad de

secuencia. Por ejemplo, una lisina sustituida en cualquier posición de la 

Fórmula (I) y además unida, opcionalmente a través de un enlazador, con una 

porción que aumenta la duración es una lisina para propósitos de cálculo de 

identidad de secuencia.

10 Los polypéptidos que incluyen la secuencia de residuos 1-37 de

la Fórmula (I) pueden ser considerados como combinaciones quiméricas de 

amilina y calcitonina, o análogos de los mismos. La amilina es una hormona 

peptidica sintetizada por las células p pancreáticas que son co-secretadas con 

la insulina en respuesta a una ingesta de nutrientes. La secuencia de la 

15 amilina es altamente conservada a través de las especies de mamíferos, con

semejanzaes estructurales al péptido relacionado con ei gen de la calcitonina
■ M - :

(CGRP), las calcitoninas, las intermedinas, y adrenomedulina. Las acciones 

glucoreguladoras de la amilina complementan ésas de la insulina al regular la 

velocidad de aparición de la glucosa en la circulación a través de la supresión 

20 de la secreción de gíucagón estimulado por los nutrientes y haciendo más

lento el vaciado gástrico. En pacientes con diabetes tratados con insulina, la 

pramlintida, un análogo sintético y equipótente de la amilina humana, reduce 

las excursiones de glucosa después de las comidas suprimiendo la secreción

43
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inadecuadamente elevada de secreción de glucagón después de las comidas 

y haciendo más lento el vaciado gástrico. Las secuencias de amilina de rata, 

amilina humana y pramlintida humana siguen, respectivamente:

KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPÍNVGSNTY (SEQ ID

N0:1);

NO:2);

KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY (SEQ ID

KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTY (SEQ ID

N0:3).

10 En otro aspecto, se proporciona un conjugado de polipéptido,

que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 p un análogo del mismo, 

en donde el residuo de aminoácido en la posición 1 está ausente (es decir, 

des-Lys1) y un residuo de aminoácido en la posición 2 a 37 se ha sustituido 

con un residuo de lisina o residuo de cisteina y en donde dicho residuo de 

15 lisina o residuo de cisteina está enlazado a un polímero de polietilen glicol, 

opcionalmente a través de un enlazador, en donde la numeración del 

aminoácido se conforma con el número de aminoácido en SEQ ID NO:3.

En otro aspecto, la invención se relaciona a un conjugado de 

polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un análogo 

20 del mismo, en donde el residuo de aminoácido en la posición 1 está ausente 

(es decir, des-Lys1) y en donde un residuo de aminoácido en cualquier 

posición 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, 36, o 37 está sustituido
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con un residoo de donde dicho residuo de Usina está enlazadoaun

polímero de ^oiietiiengiico^opcionaimenteatravésdeun enlazados

En otro aspectos ia invención se relacionaa un conjugadode 

poiipéptido^que es un derivado de pramlintida con SEQ iONO:3oun análogo 

5 del mismo^en donde el residuo de aminoácido en la posición^ está ausente 

(es decir  ̂ des Lys1) y en donde un residuo de aminoácido en cualquier 

p o s ic ió n 1 ^2 ^2 4 A ^3 ^3 4 o 3 5 e s tá su s titu id o co n u n re s id u o d e lis in a y  

en donde dicho residuo de lisina está enlazadoa un polímero de polietilen 

glicol  ̂opcionalmenteatravés de un enlazador.

10 En otro aspectos la invención se relaciona a un conjugado de

polipéptidos que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NQ:3oun análogo 

del mismo^en donde el residuo de aminoácido en la posición^ está ausente 

(es decir^des-Lys^yendonde un residuo de aminoácido en la  posición 18 

está sustituido con un residuo de lisinayen donde dicho residuo de lisina está 

15 enlazado a un polimerode polietilen glico^ opcionalmente através de un 

enlazador.

En otro aspectos la invenciónse relaciona a un conjugado de 

polipéptido,que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NQ:3oun análogo 

delmismo,en donde el residuo de aminoácido en la posiciónl está ausente 

20 (es decir,des-Lys^yen donde unresiduo de aminoácido en la posición 21 

está sustituido con un residuo de lisinayen donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un polímero de polietilen glicol, o^cionalmente a través de un 

enlazador.



45

En otro as^eotoD la invención se relaciona a un conjugado de 

^oli^é^tidoD que es un derivado de ^ramiintida con SEQ 10 NO:3 ounanáiogo 

del mismo^en donde elresiduo de aminoácido en la ^osiciónl está ausente 

(es decir^desLys^yen donde un residuo de aminoácido en la posición 24 

5 está sustituido con un residuo de iisinayen donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un ^olimero de polietilen glicol  ̂ o^cionalmente a través de un 

enlazador

En otroas^ecto^ la invención se relaciona a un conjugado de 

^oli^é^tido^que es un derivado de pramlintida con SEQ 10 NQ:3oun análogo

10 del mismo^en donde el residuo de aminoácido en la ^osiciónl está ausente 

(es decir^desLys^yen donde un residuo de aminoácido en la posición 25 

está sustituido con un residuo de lisinayen donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un polímero de polietilen glicol  ̂ o^cionalmente a través de un 

enlazador.

15 En otroas^ecto^ la invenciónse relaciona a unconjugadode

^oli^é^tidoDque es un derivado de pramlintida con SEQ lONQ:3oun análogo 

del mismo^en donde el residuo de aminoácido en la ^osiciónl está ausente 

(esdecir^des-Lys^yendondeun residuo deaminoácido en la posición 26

está sustituido con un residuo de lisinayen donde dicho residuo de lisina está

20 enlazado a un polímero de polietilen glicol^ o^cionalmente a través de un 

enlazador

En otroas^ecto^ la invención se relacionaa un conjugadode 

^oli^é^tido^gue es un derivado de pramlintida con S E ^lO N Q :3oun análogo
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1 está ausente

(esdec^desLys^yendondeun residuo de aminoácido enla posición 27 

está sustituido con un residuo de iisinayen donde diohoresiduo de üsina está 

enlazado a un ^oiimero de ^oiietiien giicoi  ̂ o^oionaimente a través de un 

5 enlazados

En otro as^ectoD ia invención se relaciona a un conjugado de 

^oii^é^tido^ que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3oun análogo 

del mismo^en donde el residuo de aminoácido en la ^osiciónl está ausente 

(es decir^des-Lys^yen donde un residuo de aminoácido en la posición 28 

10 está sustituido con un residuo de lisinayen donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un polimerode polietilen glicol  ̂ o^cionalmente através de un 

enlazador.

En otro as^ecto^ la invención se relaciona a un conjugado de 

^oli^é^tido^gue es un derivado de pramlintida con SEQ lO NO :3oun análogo 

15 del mismos en donde el residuo de aminoácido en la ^osic iónlestá ausente 

(es deci^des-Lys^yen donde un residuo de aminoácido enla posición 29 

está sustituido con un residuo de lisinayen donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un polímero de polietilen glicol  ̂ o^cionalmente a través de un 

enlazador.

20 En otroas^ecto^ la invención se relaciona a un conjugadode

^oli^é^tido^que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NQ:3oun análogo 

delmismos en donde el residuo de aminoácido en la ^osiciónl está ausente 

(es decir^des-Lys^yen donde un residuo de aminoácido en la posición 31
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está sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un polímero de polietilen glicol, opcíonalmente a través de un 

enlazador.

En otro aspecto, la invención se relaciona a un conjugado de 

5 polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un análogo

del mismo, en donde el residuo de aminoácido en la posición 1 está ausente 

(es decir, des-Lys1) y en donde un residuo de aminoácido en la posición 34 

está sustituido con un residuo de lisina y en donde dicho residuo de lisina está 

enlazado a un polímero de polietilen glicol, opcíonalmente a través de un 

10 enlazador.

En otro aspecto, la invención se relaciona a un conjugado de 

polipéptido, que es un derivado de pramlintida con SEQ ID NO:3 o un análogo 

del mismo, en donde el residuo de aminoácido en la posición 1 está ausente 

(es decir, des-Lys1) y en donde un residuo de aminoácido en la posición 35 

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

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

enlazador.

Enlazadores

20 Los términos "enlazador” y similares, en ei contexto de unión de

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

conjugado de polipéptido descrito en la presente, ,significa una especie 

bivalente (-L-) covaientemente unida a su vez a un componente de polipéptido

45
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que tiene una valencia disponible para unión y para una porción que mejora la 

duración que tiene una valencia disponible para la unióh. El sitio disponible de 

unión en el componente de polipéptido es convenientemente un residuo de 

cadena secundaria (por ejemplo, lisina, cisteina, ácido aspártico, y homólogos 

5 de los mismos). En algunas modalidades, el sitio disponible de unión en el 

componente de polipéptido es la cadena secundaria de una lisina o un residuo 

de cisteina. En algunas modalidades, el sitio disponible de unión en el 

componente de polipéptido es la amina del N-terminal. En algunas 

modalidades, el sitio disponible de unión en el componente de polipéptido es 

10 el carboxilo de C-terminal. En algunas modalidades,' el sitio disponible de

unión en el componente de polipéptido es un átomo de estructura principal del

mismo. Como se utiliza en la presente, el término "residuo de aminoácido
r,- ■ i

enlazante" significa un aminoácido dentro de los residuos 1-37 de la Fórmula 

(I) al que esta unido una porción que aumenta la duración, opcionalmente a 

15 través de un enlazador.

En algunas modalidades, se proporcionan compuestos que 

tienen un enlazador que enlaza covalentemente un componente de 

polipéptido con una porción que mejora la duración. El enlazador es opcional; 

es decir, cualquier enlazador puede ser simplemente un enlace. En algunas 

20 modalidades, el enlazador está unido a una cadena secundaria del 

componente de polipéptido. En algunas modalidades, el enlazador está unido 

a un átomo de la estructura principal del componente d,e polipéptido.

En una modalidad, el enlazador es un aminoácido polifuncional,
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por ejemplo pero no limitado a, lisina y homólogos de la misma, ácido 

aspártico y homólogos del mismo, y similares. El término "polifuncional" en el 

contexto de un aminoácido se refiere a una funcionalidad de la cadena 

secundaria que puede reaccionar para formar un enlace, además de las 

5 funcionalidades alfas de amina y carboxilo del aminoácido. Las

funcionalidades ejemplares de aminoácidos polifuncionales incluyen, pero no 

se limitan a, funcionalidades amina, carboxilo y suifhidrilo.

En algunas modalidades, el enlazador comprende de 1 a 30 

aminoácidos (“enlazador peptídico") enlazados por enlaces peptídicos. Los 

10 aminoácidos pueden seleccionarse de los 20 aminoácidos naturales.

Alternativamente, los aminoácidos no naturales pueden ser incorporados y 

sea por síntesis química, modificación química post-traduccional o por 

incorporación in vivo por expresión recombinante en una célula hospedera. 

Algunos de estos aminoácidos enlazadores pueden ser glucosilados. En otra 

15 modalidad el 1 a 30 aminoácidos son seleccionados de glicina, alanina,

prolina, asparagina, glutamina, y lisina. En algunas modalidades, el enlazador 

es formado de una mayoría de aminoácidos que son esféricamente libres, tal 

como glicina, alanina y/o serina. Las poliglicinas son particularmente útiles, 

por ejemplo (Gly)a, (Gly)4 (SEQ ID NO: 5), (Gly)s (SEQ ID NO: 6), como lo son 

20 las polialaninas, poli(Gly-Ala) y poli(Gly-Ser). Otros ejemplos específicos de

enlazadores son (Gly)3Lys(Gly)4 (SEQ ID NO: 7); (Gly)3AsnGlySer(G!y)2(SEQ 

ID NO: 8); (Gíy)3Cys(Gly)4(SEQ ID NO: 9); y GlyProAsnGlyGly (SEQ ID NO: 

10). Las combinaciones de Gly y Ala son particularmente útiles igual que la
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combinación de Gly y Ser. Así en una modalidad adicional el enlazador 

peptídico es seleccionado del grupo que consiste en un péptido rico en glicina, 

por ejemplo Gly-Gly-Gly; las secuencias [Gly-Ser]n (SEQ ID NO: 11), [Gly- Gly- 

Serjn (SEQ ID NO: 12), [Gly-Gly-Gly- Ser]n(SEQ ID NO: 13) y [Gly-Gly-Gly- 

5 Gly-Ser]n (SEQ ID NO: 14), donde n es 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 heteroátomo 

bivalente. En algunas modalidades, el enlazador es, o incluyen, -O-, -S-, 

-S-S-, -OCO-, -OCONH-, y -NHCONH-, alquileno sustituido o no sustituido, 

10 heteroalquileno sustituido o no sustituido, clcloalqüiléno sustituido o no 

sustituido, heterocicloalquileno sustituido o no sustituido, arileno sustituido o 

no sustituido, heteroarileno sustituido o no sustituido. Enlazadores 

representativos incluyen -O-, -S-, -S-S-, -OCO-, -OCONH-, y -NHCONH-, 

amida y/o u reta no unido a la porción que mejora la duración y el componente 

15 de polipéptido.

En algunas modalidades, el enlazador resulta de la conjugación 

química directa entre una cadena secundaria de aminoácido de una 

funcionalidad de estructura principal (porción) del componente de polipéptido y 

una funcionalidad en la porción que mejora la duración. Ejemplo de este tipo 

20 de unión es la formación de un enlace amida logrado por métodos de síntesis 

estándar en fase sólida, bien conocidos en la técnica. Los enlazadores 

descritos en la presente son ejemplares, y los enlazadores dentro del alcance 

de esta invención pueden ser mucho más largos y pueden incluir otros

5 [
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residuos.

En algunas modalidades, el enlazador Incluyen dos o más de 

alquileno sustituido o no sustituido, heteroalquileno sustituido o no sustituido, 

clcloalqüiléno sustituido o no sustituido, heterocicloalquileno sustituido o no 

5 sustituido, arileno sustituido o no sustituido, o heteroarileno sustituido o no

sustituido.

En algunas modalidades, el enlazador tiene la estructura ~L1-L2-, 

en donde L1 y L2 son cada uno independientemente un heteroátomo bivalente, 

-O -, -S -, -S -S -, -O C O -, -O C O N H -, y -N H C O N H -, alquileno sustituido o no 

10 sustituido, heteroalquileno sustituido o no sustituido, ciclqalquileno sustituido o

no sustituido, heterocicloalquileno sustituido o no sustituido, arileno sustituido 

o no sustituido, o heteroarileno sustituido o no sustituido. En algunas 

modalidades, L1 y L2 son cada uno independientemente -O C O -(C H 2)n-C O - , 

-0 - (C H 2)n-N H C O -, - 0 - (C H 2)n-, - 0 - (C H 2)n-C 0 N H -(C H 2)n-, - 0 - (C H 2)n-,

15 - S 0 2-(CH2)n-, -S 0 2 -(C H 2)n-,S-, en donde "n" es independientemente 1-5 en

cada aparición.

En algunas modalidades, el enlazador tiene la estructura 

-O C O -(C H 2)n-CO - , -0 - { C H 2)n -N H C 0 -, - 0 - (C H 2)n-, - 0 - (C H 2)n -C 0 N H -(C H 2}n-, 

- 0 - (C H 2)n-, - S 0 2-{C H 2)n-, - S 0 2-(C H 2)n-,S -, en donde "n" es

20 independientemente 1-5 en cada aparición.

En algunas modalidades, un grupo sustituido dentro de un 

enlazador o un grupo enlazador sustituido descrito en la presente está 

sustituido con por lo menos un grupo sustituyente. Más específicamente, en
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algunas modalidades, cada alquilo sustituido, heteroalquilo sustituido, 

cicloalquilo sustituido, heterocicloalquilo sustituido, arllo sustituido, heteroarllo 

sustituido, alquileno sustituido, heteroalquileno sustituido, clcloalqüiléno 

sustituido, heterocicloalquileno sustituido, arileno sustituido, o heteroarileno 

5 sustituido dentro de un enlazador descrito en la presente está sustituido con

por lo menos un grupo sustituyente. En otras modalidades, por lo menos uno

o todos de estos grupos están sustituidos con por lo menos un grupo 

sustituyente limitado en tamaño. Alternativamente, por lo menos uno o todos

de estos grupos están sustituidos con por lo menos un grupo sustituyente

10 inferior.

En otras modalidades de los enlazadores descritos en la 

presente, cada alquilo sustituido o no sustituido es un alquilo de Ci-C2o 

sustituido o no sustituido, cada heteroalquilo sustituido o no sustituido es un 

heteroalquilo de 2 a 20 miembros sustituido o no sustituido, cada cicloalquilo 

15 sustituido o no sustituido es un cicloalquilo de Cn-Ca sustituido o no sustituido, 

cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un heteroalquilo de 4 a 8 

miembros sustituido o no sustituido, cada alquileno sustituido o no sustituido 

es alquileno de C1-C20 sustituido o no sustituido, cada heteroalquileno 

sustituido o no sustituido es heteroalquileno de 2 a 20 miembros sustituido o 

20 no sustituido, cada clcloalqüiléno sustituido o no sustituido es un clcloalqüiléno 

de C4-C8 sustituido o no sustituido, y cada heterocicloalquileno sustituido o no 

sustituido es un heterocicloalquileno de 4 a 8 miembros sustituido o no 

sustituido.

53
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cada aíq^o o no sus^oido es un

alquilo de C ^^sus^u idoonosus^u ido^cadaheteroa^uüosus^u idoono 

sustltuldoes un he teroa lqu ilode2a8 miembros sustltuldoono sustituidos 

cada cicloalquilo sustituido o no sustituido es un cicloalquilo de 

5 sustituidoono sustituidos cada heterocicloalquilo sustituidoono sustituido es 

un heterocicloalquilo de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituidos cada 

alquileno sustituidoono sustituido es un alquileno de C^C^sustitu idoono 

sustituidos cada heteroalquileno sustituido o no^ sustituido es un 

heteroalquileno de 2 a 8 miembros sustituido o no sustituidos cada 

10 clcloalqüiléno sustituidoono sustituido es un clcloalqüiléno de ^C ^sustitu ido 

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

heterocicloalquileno de5a7miem brossustituidoono sustituido

Componente de oolioéotido 

15 Los componentes de polipéptido útiles en los compuestos y

métodos descritos en la presente incluyen^ pero no se limitan â  los 

componentes de polipéptido establecidos en los residuos1D37de la Fórmula 

(l) proporcionados en el Cuadro 1 siguiente. A menos que se indique lo 

contrarios todos los péptidos descritos en la presente^incluyendo los péptidos 

20 que tiene una secuencia expresamente proporcionadas están contemplados 

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

Polipéptidos componentes útiles en los compuestos descritos en la

presente

5

s
10

15

20

Cmp Descripción (secuencia) SEQ ID 
NO:

1 k c n t a t c a tq r la n f lv r s s n n lg p v lp p t n v g s n t y - n h 2 16
2 CNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY-NHZ 

([desLys1]-Cmp 1)
17

3 kcntatcatqrlanflvrssknlgpvlpptnvgsnty-nh2 18
4 cntatcatqrlanflvrssknlgpvlpptnvgsnty-nh2

([desLys^-Cmp 3)
19

5 k c n t a t c a tq r la n f lv r s s n n lg p k lp p t n v g s n t y - n h 2 20
6 cntatcatqrlanflvrssnnlgpklpptnvgsnty-nh2

([desLys1]-Cmp 5)
21

7 kcntatcatqrlanflvrssnnlgpvlpptkvgsnty-nh2 22
8 cntatcatqrlanflvrssnnlgpvlpptkvgsnty-nh2 

([desLys^-Cmp 7)
23

9 kcntatcatqrlanflvhssnnfgpilpptnvgsnty-nh2 24
10 cntatcatqrlanflvhssnnfgpilpptnvgsnty-nh2

([desLys1]-Cmp 9)
25

11 CNTATCATQRLANFLVHSSKNFGPILPPTNVGSNTY-NH2 26
12 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPKLPPTNVGSNTY-NH2 27
13 GNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTKVGSNTY-NH2 28
14 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFKPILPPTNVGSNTY-NH2 29
15 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGK1LPPTNVGSNTY-NH2 30
16 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGP1KPPTNVGSNTY-NH2 31
17 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILKPTNVGSNTY-NH2 32
18 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPKTNVGSNTY-NH2 33
37 CNTATCATQRLANFLVKSSNNFGP1LPPTNVGSNTY-NH2 34
38 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGKNTY-NH2 35
39 CNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSKTY-NH2 36
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Porciones que mejoran la duración

En algunas modalidades, la porción que mejora la duración está 

incluida dentro de una “porción que mejora la duración enlazada" con la 

fórmula -L-R, en donde R es una porción que mejora la duración como se 

5 describe en la presente, y L es un enlazador o un enlace. Donde L es un

enlazador, L puede ser -C(0)-,-NH-, -O-, -S-, -S-S-, -OCO-, -OCONH-, 

-NHCONH-, alquileno sustituido o no sustituido, alquénileno sustituido o no 

sustituido, uretano sustituido o no sustituido, alquilamida sustituido o no 

sustituido, alquilsulfona sustituido o no sustituido, heteroalquileno sustituido o 

10 no sustituido, clcloalqüiléno sustituido o no sustituido, heterocicloalquileno

sustituido o no sustituido, arileno sustituido o no sustituido, o heteroarileno 

sustituido o no sustituido, y similares, como se sabe en la técnica.

En algunas modalidades, L es R1- alquileno sustituido o no 

sustituido, R1-alquenileno sustituido o no sustituido, R1- uretano sustituido o no 

15 sustituido, R^alquilamida sustituido o no sustituido, R1-salquilsulfona

sustituido o no sustituido, R1-heteroalquileno sustituido o no sustituido, R1- 

cicloalquileno sustituido o no sustituido, R1-heteroc¡cloafquileno sustituido o no 

sustituido, arileno sustituido o no sustituido, o heteroarileno sustituido o no 

sustituido. R1 es Realquilo sustituido o no sustituido, R2-heteroalquilo 

20 sustituido o no sustituido, R2-cicloalquilo sustituido o no sustituido, R2-

heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, Rz-arilo sustituido o no sustituido, 

o R2-heteroarilo sustituido o no sustituido. R2 es Realquilo sustituido o no 

sustituido, R3-heteroalquilo sustituido o no sustituido, R3-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. R3 es 

alquilo no sustituido, heteroalquilo no sustituido, cicloalquilo no sustituido, 

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

5 En algunas modalidades, la porción que mejora la duración

enlazada -L-R está unida covalentemente a una cadena secundaria de 

aminoácido del componente de polipéptido, o a un átomo de la estructura 

principal o porción del mismo. Las porciones ejemplares de la estructura 

principal incluyen una amina libre en el N-terminal, y un carboxilo o carboxilato 

10 libre en el C-terminal. En algunas modalidades, una cadena secundaria de 

aminoácido o un átomo de estructura principal o la porción están unidos 

covalentemente a un polietilen glicol o un derivado del mismo.

Polímeros solubles en agua 

15 En algunas modalidades, la porción que mejora la duración R es

un polímero soluble en agua. Un "polímero soluble en agua" significa un 

polímero que es lo suficientemente soluble en agua bajo condiciones 

fisiológicas de por ejemplo, la temperatura, concentración iónica y similares, 

como se conoce en la técnica, para ser útil para los métodos descritos en la 

20 presente. Un polímero soluble en agua puede aumentar la solubilidad de un 

péptido u otra biomolécula a la cual se une tal polímero soluble en agua. 

Verdaderamente, tal unión ha sido propuesta como un medio para mejorar la 

vida circulante, la solubilidad en agua y/o antigenicidad de proteínas
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Vea por templo, laPat de EEUU 

Solio^ud de EEUU pubüoada^o. 2008/0032408. Muchos poderos solubles 

en agua dlferentesyqulmloas de unión hasn sido usadas hacia esta meta, tal 

como polietilen glicol, copollmeros de etllen gllcol/propllen glicol, 

5 carhoxlmetllcelulosa, dextrano, alcohol pollvlnlllco, pollvlnil plrrolidona, poli 

l^dloxolano, poll1,3^trioxano, copollmero de etileno/anhldhdo malélco, 

pollamlnoácldos (ya sea homopollmeros o copollmeros aleatorios^, y 

similares.

10 Polietilen pilcóles

En algunas modalidades, la porción que mejora la duración 

enlazadaDLRIncluye un polietilen glicol. El polietilen gllcol("PEG^ha sido 

usado en esfuerzos de obtener polipéptidos terapéuticamente útiles. ^Be^por 

ejemplo, ^allps^y,S., 1 0 ^ 5 ,^ o c o ^ ^ a ^ ^ e ^ ^ ,^ 1 5 0 1 6 5 ;M e h v a r ,R ,  

15 2000, 3 : 1 2 5 1 3 6 . Como seaprecla por un experto

en la técnica, la estructura principal del PEG ^  número de

monómeros repetltlvosjesflexlbley anflflllco. Sin desear limitarse poruña 

teorlaomecanlsmo de acción, secreeque lam o lécu laoporc lónde  PEG 

largayslm llarauna cadena que está muy hldratadaycon movimiento rápido 

20 cuando está en un medio acuoso Se cree que este movimiento rápido 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 química (tal como un péptido^, las cadenas de polímero PEG pueden
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proteger a tal entidad química de la respuesta inmune y de otros mecanismos 

de eliminación. Como resultado, la pegilación puede llevar a una eficacia 

mejorada y seguridad del fármaco optimizando la farmacocinética, 

aumentando la biodisponibilldad, y disminuyendo la ¡nmunogenicidad y la 

5 frecuencia de la dosificación. "Pegilación" se refiere en el sentido de

costumbre a la conjugación de una porción de PEG con otro compuesto. Por 

ejemplo, la unión de PEG ha demostrado proteger a las proteínas contra la 

proteólisis. Vea por ejemplo, Blomhoff, H. K. et al., 1983, Biochim Biophys 

Acta, 757:202-208. A menos que se indique expresamente lo contrario, los 

10 términos "PEG," "polímero de polietilen glicol" y similares se refieren al

polímero de polietilen glicol y derivados del mismo, incluyendo metoxi-PEG 

(mPEG).

Se ha utilizado una variedad de medios para unir las porciones 

de polímero tal como PEG y polímeros relacionados a grupos reactivos

15 encontrados en la proteína. Vea por ejemplo, la Pat. de EEUU No, 4,179,337;
i:: re

Pat. de EEUU No. 4,002,531; Abuchowski et al., 1981, en "Enzymes as

Drugs," J. S. Holcerberg y J. Roberts, (Eds.), pp. 367-383; Zalipsky, S., 1995,
' ' ;  '

Bioconjugate Chemistry, 6:150-165. El uso de PEG y otros polímeros para 

modificar proteínas ha sido discutido. Vea por ejemplo, Cheng, T.-L. et al., 

20 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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Chem. O. Bioconjugate

C h e m ^ 0 ^ ^ ^ C h a n ^ H . e t a 4 1 9 ^ ^ C r g C h e m ^  ^35003504 . 

Los 5^05 de unión típicos enlasproteínas incluyen grupos amíno primarios 

tal como esos en el residuo de líslnaoen el N^termlna^ grupos tíol^tal como 

5 esosen lascadenassecundarlas de cisteina^ y grupos carboxilo^ tal como

esos en los residuos de glutam atooaspartatooenelC term lnal Los sitios 

comunes de unión son a los residuos de adúcares de las glucoprotelnas^ 

clstelnasoen el NDtermlnalylas Usinas del polipéptido objetivo. Los términos 

^pegllado  ̂ y similares se refieren a la unión covalente del glicol a un 

10 pollpéptldouotra biomolécula^ opclonalmenteatravés de un enlazador como

se describe en la presente y/o como se sabe en la técnica.

En algunas modalldades^una porción de PEG en un conjugado 

de polipéptido descrito en la presente tiene un peso molecular nominal dentro 

de un Intervalo especifico. Como es de costumbre en la técnicas el tamaño de 

15 una porclóndePEG es Indlcadopor referencia al peso molecular nominad

típicamente proporcionado en kllodaltons^O^. El peso molecular es calculado 

en una variedad de maneras conocidas en la técnicas Incluyendo número^el 

peso  ̂ la vlscosldadyel peso molecular p ro m e d io s .S e  comprende que los 

polímeros^ tales como PEG y similares^ existen como una distribución de 

20 pesos moleculares alrededor de un valor promedio nominal.

Ejemplar de la terminología para el peso molecular para los 

PEGs  ̂ el térmlno“m P E G 40 l^ se reflereaun polímero de metoxl polietilen 

g^colque tiene un peso molecular nominal de 40 kllodaltons.La referenclaa
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los PEG de otros pesos moleculares sigue esta convención. En algunas 

modalidades, la porción de PEG tiene un peso molecular nominal en el 

intervalo de 10-100 KD, 20-80 KD, 20-60 KD, o 20-40 KD. En algunas 

modalidades, la porción PEG tiene un peso molecular nominal de 10, 15, 20, 

5 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o incluso 100 KD.

Preferiblemente, la porción de PEG tiene un peso molecular de 20, 25, 30, 40, 

60 o 80 KD.

Las moléculas de PEG útiles para la derivatización de 

polipéptidos se clasifican típicamente en las clases lineal, ramificado y 

10 Warwick (es decir, PolyPEG®) de PEGs, como se sabe en la técnica. A

menos que se indique expresamente lo contrario, las porciones de PEG 

descritas en la presente son PEGs lineales. Además, los términos "ramificado 

de dos brazos," forma de Y" y similares se refiere a porciones ramificadas de 

PEG, como conocido en la técnica. El término "Warwick" en el contexto de 

15 PEGs, también conocido como PEGs "comb" o "de tipo: Comb", se refiere a 

una variedad de PEGs de multi-brazos unidos a un estructura principal, 

típicamente poli(metacrilato), como se conoce en la técnica. Con respecto a 

convenciones de nomenclatura incluyendo la empleada en el cuadro 

proporcionado en la presente, una indicación ausente a lo contrario que una 

20 porción de PEG está unida a la estructura principal del péptido. Por ejemplo,

el Cmp 19 es el resultado de la conjugación de mPEG40KD al nitrógeno N- 

terminal del Cmp 1. Asimismo, el Cmp 20 es el resultado de la conjugación de 

mPEG40KD al nitrógeno del N-terminal del Cmp 2. Las abreviaturas estándar

(o  |
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de una sola letra para aminoácidos pueden ser utilizadas, igual que las 

abreviaturas estándar de tres letras. Por ejemplo, el Cmp 24 es un análogo del 

Cmp 10 en donde el residuo en la posición 26 del Cmp 9 es sustituidos for 

lisina, y la funcionalidad pendiente de la amina de la lisina 26 (es decir, K26) se 

5 conjuga con una porción PEG40KD. Compuestos ejemplares se proporcionan 

en el Cuadro 2 siguiente.

CUADRO 2 

Compuestos Depilados

10

15

20

Cmp Descripción SEQ ID NO:
19 mPEG40KD-Cmp 1 37
20 mPEG40KD-Cmp 2 38
21 fKí , (mPEG40KD)]-Cmp 3 39
22 íK21(mPEG40KD)1-Cmp4 40
23 íK2B(mPEG40KD)]-Cmp 5 41
24 [KZ6(mPEG40KD)]-Cmp 6 42
25 [K'il{mPEG40KD)]-Cmp 7 43
26 [K31{mPEG40KD)]-Cmp 8 ■'44
27 [K2B(Y-shaped-mPEG40KD)l-Cmp 5 45
28 [K21{mPEG40KD)]-Cmp11 46
29 [K26(mPEG40KD)l-Cmp 12 47
30 [K31(mPEG40KD)]-Cmp 13 48
31 [K26(Y-shaped-mPEG40KD)]-Cmp 12 49
32 [KZ4(mPEG40KD)]-Cmp 14 50
33 [K2i,(mPEG40KD)]-Cmp 15 51
34 [K2/(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)l-Cmp 39 57

o n
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5^ 1̂  porción que ^ur^eot^ 1̂  du^ción

L R coojug^d^ oo^ u^ pe^pép^do descrito en ^  presente incluye un 

polipéptido reconvínote sin estructura por ejemplo,Schellenbergere^ 

5 2000, 8 ^ e c ^ o /o ^ ,  27:11861192, Incorporado en l^ presente

como referencia y para todo propósito L o s té rm ln o s^P ^  recombinante,^ 

rP E ^^porc lón  que aumenta ladu rac lónde rP I5^ys lm lla resse re fle rea  

secuencias de polipéptido recombinante substanclalmente sin estructura que 

actúan como sustitutos p^ra el como porciones que aumentan la

10 duración en conjugación con los componentes de polipéptido que tienen ur̂ a

Identidaddefinida de secuencia con respectoala secuencia de aminoácido de 

la Fórmula (1̂  Los rP2^3syconjugados de polipéptido de los mismos tienen la 

ventaja potenclalmente significativa de que la síntesis puede ser lograda por

métodos recomblnantes, no requiriendo los pasos de síntesis química de fase

15 en soluclónofase sólida de,por ejemplo pero no limitado a,^conjugación de

con el polipéptido.

Ha sido encontrado que los polipéptidos sin estructura, altamente 

expresados, estables, pueden conjugarse con moléculas biológicamente 

activas, loq ue resulta en 1̂  modulación de una variedad de parámetros 

20 biológicos,Incluyendo pero no limitado a,vida media en suero Por ejemplo,^

Incorporar exclusivamente ^3,P,Sy^,Scbellenbergeret al (p re ve ía n

que las vld^s medias aparentes de losconjug^dos conexenatlda, proteína 

fluorescente verde (^FP^ybormon^ del crecimiento humano aumentan

63



significativamente con respecto a los polipéptidos sin conjugar.

En algunas modalidades, la porción que mejora la duración rPEG 

no incluye un residuo hidrofóbico (por ejemplo, F, I, 1, M, V, W o Y), un 

residuo que contiene amida de cadena secundaria (por ejemplo, N o Q) o un 

residuo de cadena secundaria cargado positivamente (por ejemplo, H, K o R). 

En algunas modalidades, la porción que mejora la duración rPEG incluyen A, 

E, G, P, S o T. En algunas modalidades, el rPEG incluye glicina 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 porción que mejora la duración rPEG 

es conjugada en el N-terminal o C-terminal del polipéptido que es por lo 

menos 75% idéntico a la estructura de la Fórmula (I), el polipéptido conjugado 

y el rPEG se sintetizan por métodos recombinantes conocidos en la técnica. 

En modalidades donde la porción que aumenta la duración de rPEG es 

conjugada en una cadena secundaria del polipéptido que es por lo menos 

75% idéntico a la estructura de la Fórmula (I), la porción de rPEG es 

sintetizada por métodos recombinantes y subsiguientemente conjugado al 

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

Sustitución química

En algunas modalidades, cada grupo sustituido en un conjugado 

de polipéptido descrito en la presente es sustituido con por lo menos un grupo 

sustituyente. Más especificalmente, en algunas modalidades, cada alquilo
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sustituido, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo sustituido, heterocicloalquilo 

sustituido, arilo sustituido, heteroarilo sustituido, alquileno sustituido, 

heteroalquileno sustituido, clcloalqüiléno sustituido, o no sustituido, 

heterocicloalquileno sustituido o no sustituido, arileno sustituido o no 

5 sustituido, o heteroarileno sustituido 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 tamaño limitado. En algunas modalidades, por lo menos 

uno o todos de estos grupos son sustituidos con por lo menos un grupo 

10 sustituyente inferior.

En algunas modalidades, cada alquilo sustituido o no sustituido
.1;,.

es un alquilo de C1-C2 0 ,sustituido o no sustituido, cada'heteroalquilo sustituido 

o no sustituido es un heteroalquilo de 2 a 20 miembros sustituido o no 

sustituido, cada cicloalquilo sustituido o no sustituido es un cicloalquilo de C 4-  

15 Cb, cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un heterocicloalquilo

de 4 a 8 miembros sustituido o no sustituido, cada alquileno sustituido o no 

sustituido es un alquileno de C1-C20 sustituido o no sustituido, cada 

heteroalquileno sustituido o no sustituido es un heteroalquileno 2 a 20 

miembros sustituido o no sustituido, cada clcloalqüiléno sustituido o no 

20 sustituido es un clcloalqüiléno de Cj-Cg sustituido o no sustituido, y cada

heterocicloalquileno sustituido o no sustituido es un heterocicloalquileno de 4 

a 8 miembros sustituido p no sustituido.

En algunas modalidades, cada alquilo sustituido o no sustituido
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es un alquilo de Ci-C8 sustituido o no sustituido, cada heteroalquilo sustituido 

o no sustituido es un heteroalquilo de 2 a 8 miembros, cada cicloalquilo 

sustituido o no sustituido es un cicloalquilo de C5-C7 sustituido o no sustituido, 

cada heterocicloalquilo sustituido o no sustituido es un heterocicloalquilo de 5 

5 a 7 miembros sustituido o no sustituido, cada alquileno sustituido o no 

sustituido es alquileno de Ci-Cg sustituido o no sustituido, cada 

heteroalquileno sustituido o no sustituido es un heteroalquileno de 2 a 8 

miembros sustituido o no sustituido, cada clcloalqüiléno sustituido o no 

sustituido es un cicloalquileno de Cg-Ce sustituido o no sustituido, y cada 

10 heterocicloalquileno sustituido o no sustituido es a heterocicloalquileno de 5 a 

7 miembros sustituido o no sustituido.

ÜL Síntesis Ejemplares 

Métodos generales de síntesis de polipéptido 

15 Los componentes de polipéptido de los conjugados de

polipéptido descritos en la presente pueden ser preparados usando técnicas 

de AON biológicas, químicas, y/o recombinantes que son conocidas en la 

técnica. Métodos de ejemplo son descritos en la presente y en la Patente de 

EEUU No. 6,872,700; WO 2007/139941; WO 2007/140284; WO 2008/082274; 

20 WO 2009/011544; y la Publicación de EEUU No, 2007/0238669, cuyas 

descripciones se incorporan en la presente como referencia en su totalidad y 

para todo propósito. Otros métodos para preparar los compuestos son 

presentados aquí y/o conocidos en la técnica.
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Por ejemplo, el componente de poüpéptidosde los compuestos 

descritos en la presente pueden prepararse usando técnicas estándar de 

síntesis de péptido en fase sólida, tal como un sintetizador automatizado o 

semi-automatizado. Típicamente, usando tales técnicas, un aminoácido 

5 protegido alfa-N-carbamoílo y un aminoácido unido a la cadena de péptido en

crecimiento en una resina se acoplan a temperatura ambiente en un solvente 

inerte (por ejemplo, dlmetilformamida, N-metilpirrolidinona, cloruro de 

metileno, y similares) en la presencia de agentes de acoplamiento (por 

ejemplo, diclclohexilcarbodümida, 1-hidroxlbenzo- triazol, y similares) en la 

10 presencia de una base (por ejemplo, diisopropiletilamina, y similares). El grupo

protector alfa-N-carbamoílo es removido de la resina-péptido resultante 

usando un reactivo (por ejemplo, ácido trífluoroacético, píperidina, y similares) 

y la reacción de acoplamiento se repite con el siguiente aminoácido N- 

protegido deseado a ser agregado a la cadena del péptido. Los grupos N- 

15 protectores adecuados son bien conocidos en la técnica, como el

tbutiloxicarbonil (tBoc) fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), y similares. Los 

solventes, derivados de aminoácido 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. 

20 (Foster City, Calif.).

Para la síntesis química, puede usarse una síntesis de péptido
*:-V

en fase sólida para los conjugados de polipéptido, ya que en general la 

síntesis en fase sólida es un enfoque directo con excelente capacidad de
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escalación a la escala comercial, y es generalmente compatible con 

conjugados de polipéptido relativamente largos. La síntesis del péptido en 

fase sólida puede realizarse con un sintetizador automático de péptido (Model 

430A, Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.) usando el sistema 

5 NMP/HOBt (Option 1) y la química de tBoc o Fmoc (Vea Applied Biosystems

User's Manual for the ABI 430A Peptide Synthesizer, Versión 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 extraído de la resina con agua y ácido acético 

10 alternados, y los filtrados liofilizados. Las resinas de Fmoc-péptido pueden ser

disociadas según métodos estándar (por ejemplo, Introduction to Cleavage 

Techniques, Applied Biosystems, Inc., 1990, pp. 6-12). Los péptidos también 

pueden ser ensamblados usando un Advanced Chem Tech Synthesizer 

(Model MPS 350, Louisville, Ky.).

15

Pegilación de amina

La unión covalente del PEG puede lograrse convenientemente 

por una variedad de métodos disponibles para un experto en la técnica de la 

química de síntesis. Para la pegilación en la estructura principal o amina de 

20 cadena secundaria, los reactivos de PEG son reaccionados típicamente bajo

condiciones suaves para proporcionar el compuesto pegilado. Opcionalmente, 

se emplean pasos adicionales incluyendo pero no limitado a reducción. En un 

esquema de conjugación típico de péptído-mPEG, mPEG funcionalizado con

&S>
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N-hidrox¡lsuccin¡mida (NHS) puede mezclarse con un péptido que tiene una 

amina libre en un solvente adecuado (por ejemplo, DMF seco) bajo nitrógeno 

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 

5 precipitado por la adición de un reactivo de precipitación (por ejemplo, dietil

éter frió). El precipitado puede ser aislado por centrifugación y disuelto en 

agua seguido por liofilización. La purificación puede lograrse por una variedad 

de procedimientos cromatográficos (por ejemplo, columna de intercambio 

iónico MacroCap SP usando gradiente de NaCI 0.5 M). La pureza puede 

10 verificarse por SDS-PAGE. La espectrometría de masa (por ejemplo, MALDI)

puede usarse para caracterizar el conjugado después dé diálisis contra agua.

" f r -

PEG-SS (succinimidil succinato)

El PEG-SS reacciona con grupos amina bajo condiciones suaves 

15 para formar la amida, como se muestra en el Esquema 1. La funcionalización

del NHS proporciona derivados de PEG aminoreactivos que pueden 

reaccionar con grupos amino primarios a pH 7-9 para formar enlaces amida 

estables. La reacción puede ser terminada en 1 hora o incluso en menos 

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

o
o

P B 3 -0 -C —CH,CH,— C - O - l /  / + RrNH, fE G - O -5 — C  “FEO—O —C— CHjCHj— C—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
o

10 j| o o o
PEG— O -C  — CHjCHjCHj —C —O — W J + R-HH, PEG—O -C  —CHjCHjCHj —c!-NH-R

r
PEG-NPC (carbonato de p-nitrofenilo). El PEG-NPC reacciona 

con funcionalidades amina para formar la funcionalidad uretano relativamente 

estable, como se muestra en el Esquema 3.

ESQUEMA 3

PEG-O-C—

O
II

R-NEo --------------- PEG—O -C —NH-R

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

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

uretano relativamente estable.
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ESQUEMA 4

O

PEG—O-CHjCHj—N = C = 0  + R-NH2 ---------------- PEG-0-CH3CH2- N —C —NH-R

PEG-aldehído. Una variedad de reacciones de PEG-aldehído 

5 con amina pueden producir la imina, que puede reducirse después para 

proporcionar la amina pegilada. El pH de la reacción puede ser importante 

para la selectividad del objetivo. La pegilación de la amina N-terminal puede 

estar alrededor de pH 5. Por ejemplo, la reacción de mPEG-propionaldehido 

con amina peptidica, seguido por reducción proporciona el compuesto 

10 representado en el Esquema 5 siguiente.

ESQUEMA 5

O H-R
|| Condensación ||

nPEG—O—CHj-CHj—CH + H,H R „  nPEG-o—CH,-CH,—CH + H,0

15 H-R NH-R
|| Reducción _ |

mPEG—O —CHj—CHj—CH mPEG—O—CH, CH3—CH,

De manera similar, la condensación del mPEG-amida- 

propionaldehido con amina y subsiguiente reducción puede proporcionar los 

compuestos representados en el Esquema 6 siguiente.
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ESQUEMA 6

0 0 O N-----R
II || Condensación |[ ||

mPEG—0 —CHj-C—NH-CHj-CH]—CH 4- N R g mPEG—O—CĤ —C—NH— CH +  Ĥ O

O N— R 0 NH—R
II II Reducción || |

5  m P E G -0 -C H , -C — N H -C H j-C H i-C H  ------------------------------------ m P E G -O -C H g -C -N H -C ^ -C H j-C H ,
NaCHBHt

La reacción de mPEG-uretano-propionaldehido con amina y 

subsiguiente reducción puede proporcionar los compuestos representados en 

el Esquema 7 siguiente.

10 ESQUEMA 7
O O °  N — R

II II Condensación   II . _ H
m PEG—O - C — N H -C H ,-C H ,-C H  +  H3N R m PEG—□ —C— NH—CH3 -C H 3 —CH +  H ¡0

0  N— R O N H -R
II II Reducción ¡I I

m P E G - O - C — N H -C H ,-C H ,-C H  ------------------------------ y -  m P E G -O — C— N H -C H ,-C H ,-C H ,
NaCNB H4

15

Además, la reacción de mPEG-butilaldehido con amina y 

subsiguiente reducción puede proporcionar los compuestos representados en 

el Esquema 8 siguiente.

9Z
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ESQUEMA 8

O N----- R
|| Condensación ||

m P E G -0 - C H j—CH3—C H j —CH +  H ,N  R ~t ~  * *  m P E G - 0 - C H 2- C H a- C H , - C H  +  H ,0

N R NH — R

II Reducción I
mPEG-O-C H, -C H ,-C H 3 -C H  -----------------------------m PEG -Q -C H ,-C H j -C H j -C H ,

NaCNBH»

Pegilación de tiol: PEG-maleimida. La pegilación se logra 

convenientemente en grupos tiol libres por una variedad de métodos 

conocidos en la técnica. Por 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 maleímico se rompe para concetarse con el tiol. 

La velocidad de reacción es dependiente del pH y las mejores condiciones 

son encontradas alrededor de pH 8.

15 ESQUEMA 9

o o
/ s  A y s- r
^  ... ¡I * HS-R -------------------- >- FEG—PEG— N' I  + HS-R ---------------------- --- FEG— N

¡r
0 Q?

PEG-vinilsuifona. Adicionalmente, como es representado en el

20 Esquema 10 siguiente, la PEG-vinilsulfona es útil para la pegilación de tiol

libre.
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ESQUEMA 10

o
ii on

PEO*-S“ C H = C H 3 + HS-R --------------------- ^  PEO— S— CHyCHyS-R

0 O

5 PEG-ortopiridil-disulfuro (OPSS).La formación de PEG

enlazado a bisulfuro a un polipéptido se logra por una variedad de métodos 

conocidos en la técnica, incluyendo la reacción representada en el Esquema

11 siguiente. En este tipo de unión, el conjugado de PEG resultante puede ser 

desacoplado del polipéptido por reducción con, por ejemplo pero no limitado a, 

10 borohidruro, ditioi de molécula pequeña (por ejemplo, ditioeritritol) y similares.

ESQUEMA 11

PEO-S— S /  \  + HS-R -------------- - PEG- 5 — 3—R
N—/

15 PEG-yodoacetamida. Las PEG-yodoacetamidas pegilan tioles

para formar enlaces tioéter estables en medio básico suave. Este tipo de 

conjugación presenta un aspecto interesante en que por análisis de ácido 

fuerte el residuo de cistelna pegüado de la proteína puede ocasionar la 

carboximetilcisteina que puede ser evaluada por un análisis estándar de 

20 aminoácido (por ejemplo, secuenciación de aminoácido), así ofreciendo un 

método para verificar la ocurrencia de la reacción. Un esquema de reacción 

típico es mostrado en el Esquema 6 a continuación.
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ESQUEMA 12

O 0 0  CDOH

Purificación de compuestos. La purificación de compuestos 

5 descrita en la presente sigue generalmente los métodos disponibles por el 

técnico experto. En un procedimiento de purificación típico, un conjugado de 

péptido-PEG crudo se purifica inicialmente via cromatografía de intercambio 

iónico, por ejemplo, columna de intercambio de cationes Macro Cap SP. Un 

procedimiento de purificación típico emplea Búfer A (20 mM de búfer de 

10 acetato de sodio, pH 5.0) y Búfer B (20 mM de búfer de acetato de sodio, pH

5.0, cloruro de sodio 0.5 M) en un programa de gradiente de elución, por

ejemplo, 0-0% de Búfer B (20 min), seguido por 0-50% de Búfer B (50 min), 

luego 100% de Búfer B (20 min). La velocidad de flujo es típicamente 3 

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

15 fracciones recolectadas, seguido de diálisis contra agua de la combinación

adecuada de la fracción y liofilización del resultante. La caracterización

analítica típicamente emplea espectroscopia de masa MALDI.

IV. Métodos de Uso 

20 E un aspecto, se proporciona un método para el tratamiento en

un sujeto en necesidad de tratamiento para trastornos metabólicos tales 

como, pero no limitado a obesidad, diabetes (por ejemplo, diabetes tipo 2 o no 

dependiente de insulina, diabetes tipo 1, y diabetes gestacional), dislipidemia,
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trastornos de la alimentación, síndrome de resistencia a insulina, y/o 

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, síndrome de Dumping, hipertensión, 

5 hiperlipidemia, apnea del sueño, cáncer, hipertensión pulmonar, colescistitís, 

osteoartritis, y síndrome de intestino corto. El método incluye administrar a un 

sujeto en necesidad de tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto o 

composición farmacéutica descrita en la presente.

Como se usa en la presente, un "sujeto" puede incluir cualquier 

10 mamífero, incluyendo pero no limitado a ratas, ratones y humanos. Un "sujeto"

también incluye animales domésticos (por ejemplo, los perros, los gatos, los 

caballos), así como otros animales. Los sujetos pueden tener por lo menos 

uno de los trastornos metabólicos descritos en la presente. Los sujetos 

pueden ser de cualquier edad. Por consiguiente, estos trastornos pueden ser 

15 encontrados en jóvenes adultos y adultos (definido en la presente como ésos

que tiene 65 años de edad o debajo) asi como infantes, niños, adolescentes, y 

las personas mayores (definido en la presente como la edad sobre 65). De 

hecho, ciertos segmentos de la población pueden estar especialmente 

propensos a tener una condición particular, tal como trastornos alimenticios en 

20 adolescentes y jóvenes adultos. Las personas mayores pueden ser 

especialmente susceptibles a condiciones tales como depresión.

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

técnica, "tratamiento” es un acercamiento para obtener resultados benéficos o
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deseados, incluyendo resultados clínicos. "Tratar," "paliar," o "mejorar" una 

enfermedad, trastorno, o condición significa que el grado, las manifestaciones 

clínicas indeseables de una condición, o ambos, de un trastorno o un estado 

de enfermedad son disminuidos y/o el curso de tiempo de la progresión se 

5 hace más lento (es decir, se alarga en el tiempo), en comparación con no

tratar el trastorno. Para propósitos de los métodos revelados en la presente, 

los resultados clínicos benéficos o deseados incluyen, pero no se limitan a, el 

alivio o la mejora de uno o más síntomas, la disminución del grado del 

trastorno, estado estabilizado (es decir, no empeorándose) del trastorno, la 

10 demora o la desaceleración de la progresión del trastorno, la mejora o la

paliación del trastorno, y la remisión (ya sea parcial o total), ya sea perceptible 

o indetectable. El "tratamiento" también puede significar prolongar la 

supervivencia en comparación con la supervivencia esperada si no se recibe 

tratamiento. Además, el tratamiento no ocurre necesariamente por la 

15 administración de una dosis, pero a menudo ocurre con la administración de

una serie de dosis. Así, una "cantidad terapéuticamente efectiva," una 

cantidad suficiente para paliar, o una cantidad suficiente para tratar una 

enfermedad, trastorno, o la condición puede ser administrada en una o más 

administraciones.

20 La obesidad y sus trastornos asociados incluyendo el sobrepeso

son problemas de salud pública comunes y serios en los Estados Unidos y en 

todo el mundo. La obesidad del cuerpo superior es el factor más fuerte de 

riesgo conocido para la diabetes mellitus Tipo 2 y es un factor fuerte de riesgo
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para la enfermedad cardiovascular. La obesidad es un factor reconocido de 

riesgo para la hipertensión, aterosclerosis, la insuficiencia cardiaca 

congestiva, accidente cerebro-vascular, la enfermedad de vesícula biliar, la 

osteoartritis, la apnea de sueño, trastornos reproductores como síndrome de 

5 ovario poliquístico, los cánceres de mama, próstata, 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, así como trastornos tales como 

10 infecciones, venas varicosas, acanthosis nigricans, eczema, intolerancia al 

ejercicio, resistencia a insulina, hipertensión hipercolesterolemia, colelitiasis, 

lesión ortopédica, y enfermedad tromboembólica. Vea por ejemplo, Rissanen 

et al, 1990, Br. Med. J., 301:835-7. La obesidad también es un factor de riesgo 

para el grupo de condiciones llamada síndrome de resistencia a insulina, o 

15 "Síndrome X" y síndrome metabólico. El costo médico mundial de la obesidad 

y trastornos asociados es enorme.

Se cree que la patogénesis de la obesidad es multi-factoríal. Un 

problema es que, en sujetos obesos, la disponibilidad de nutrientes y el gasto 

de energía no entran en equilibrio hasta que hay un exceso de tejido adiposo. 

20 El sistema nervioso central (CNS) controla el equilibrio de energía y coordina 

una variedad de actividades de conducta, autonómicas y endócrinas 

apropiadas al estado metabólico del animal. Los mecanismos o los sistemas 

que controlan estas actividades se distribuyen ampliamente a través del

10
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eno^^ico^ y 1̂  médoí^ ^sp in^ ^  información m^fabóüoa (^5

d^oir  ̂ ia disponibilidad de combustible) y la cognoscitiva (es deci^ 

preferencias aprendidos) de estos sistemas es integrada y la decisión de 

5 entraren las conductas deapetito (búsqueda de alimento) y consumación

(ingestión) es ya sea encendida (adquisición e iniciación de comida) o 

apagado (terminación de comida) El bipotál^moesconsideradoel principal 

responsable de integrar estas señalesy entonces emitir órdenes al tronco 

encefálico. Los núcleos del tronco encefálico que controlan los elementos del 

10 sistema de control moto^ de consumación (por ejemplos los músculos

responsables de mascarytra^ar).Como tapestes núcleos de C^lSban sido 

denominadosliteralmentecomoqueconsittuyen la^trayectoria común final" 

para la conducta ingestiva.

Evidencia neuroanatómica y farmacológica soporta que las 

15 señalesde enerva y bomeóstasis nutricional se in t^ran enel  núcleodel

prosencéf^loyque el sistema de control motorde consumación reside en el 

núcleo del tronco encefálicos probablemente en las regiones que rodea al 

núcleo motor tri^eminal. ^lay conexiones reciprocas extensas entre el 

bipotálamoyel tronco encefálico.Lina variedad de compuestos terapéuticos 

20 anti^obesidad dirigidos al Cl l̂S (por ejemplos pequeñas moléculas y los

péptidos) se enfocan predominantemente sobre sustratos del prosencéfalo 

que residen en el bipotálamoy/o en sustratos del rombencéfalo que residen 

en el tronco encefálico.
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La resitencia a la insulina es un aspecto patofisiológico principal 

tanto en la diabetes tipo 2 obesa y no obesa, y antes se creía que era debido 

principalmente a un defecto post-unión en la acción de la insulina. Vea por 

ejemplo, Berhanu et al., 1982, J. Clin. Endoc.Metab. 55:1226-1230. Tal 

5 defecto podría deberse a una propiedad intrínseca de las células periféricas, o

causada por un cambio en la concentración de un factor humoral en el 

plasma, o los dos. Los intentos anteriores de demostrar un factor humoral 

responsable de la resistencia a la insulina ha producido resultados opuestos. 

Tampoco ha sido posible demostrar un defecto intrínseco post-unión en la 

10 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.: 957-969, 

(1981)).

Los mecanismos de la resistencia a insulina en la diabetes tipo 2 

son complejos. La evidencia, vista principalmente de estudios en el tejido 

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

insulina podría ser justificada en gran parte por una deficiencia en números 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 acción de insulina y aumenta progresivamente en significado 

20 (vea: Kolterman et al., supra). La tolerancia deteriorada a la glucosa que

acompaña la resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2 se cree que es 

causada en gran medida por una disminución en la captación de glucosa en 

los tejidos periféricos, pero también se ha dicho que está implicada una

80
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supresión incompleta de inducción de glucosa de la producción hepática de 

glucosa. Vea por ejemplo, Wajngot et al., 1982, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 

70:4432-4436. En los diabéticos de tipo 2 tanto obesos como no obesos, la 

curva de dosis-respuesta a la insulina cambia a la derecha y hay una 

5 disminución marcada en el índice máximo de disposición de glucosa y del 

metabolismo de glucosa del cuerpo total en los diabéticos tipo 2 en 

comparación con los sujetos no diabéticos (Kolterman et al., Id.', De Fronzo, R. 

A. et al., 1985, J. Clin. Invest. 76:149-155).

En otro aspecto general, los compuestos de la invención pueden 

10 ser útiles 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 composición del cuerpo, 

mejorando el perfil de Iipidos (incluyendo reducir el colesterol LDL y los 

niveles de triglicéridos y/o cambiando los niveles de colesterol HDL), haciendo 

15 más lenta la motilidd intestinal, demorando el vaciado gástrico, moderando las 

excursiones de glucosa en sangre después de las comidas, previniendo o 

inhibiendo la secreción de glucagón, y disminuyendo la presión sanguínea.

Asi, en ciertas modalidades, los compuestos de la invención son 

útiles para tratar o prevenir condiciones o trastornos que pueden ser aliviados 

20 al reducir los nutrientes disponibles para el cuerpo para almacenarse como

grasa. Tales condiciones y trastornos incluyen, pero no se limitan a, trastornos 

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

después de las comidas, diabetes de cualquier tipo, incluyendo Tipo I, Tipo II,
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V diabetes gestacional, sidrome metabólico, síndrome de Dumping, 

hipertensión, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, apnea 

del sueño, cáncer, hipertensión pulmonar, colecistitis, y osteoartritis.

Ejemplos no limitativos de una condición o enfermedad 

5 cardiovascular son hipertensión, isquemia de miocardio, y reperfusión del

miocardio.Los compuestos de la invención también pueden ser útiles en tratar 

o prevenir otras condiciones asociadas con obesidad incluyendo accidente 

cerebro-vascular, cáncer (por ejemplo, cáncer endometrial, de mama, de 

próstata, y de colon), enfermedad de la vesícula biliar, apnea del sueño, 

10 reducción en fertilidad, y osteoartritis. En otras modalidades, los compuestos

de la invención pueden ser utilizados para alterar la composición del cuerpo 

por razones estéticas, para aumentar las capacidades físicas, o para producir 

una fuente de carne más magra.

En otro aspecto general, los compuestos de la invención pueden 

15 usarse para inhibir la secreción de ghrelina. En consecuencia, los compuestos

de la invención pueden ser utilizados para tratar o prevenir trastornos 

relacionados a ghrelina tales como síndrome de Prader-Willi, diabetes de todo 

tipo y sus complicaciones, obesidad, hiperfagia, hiperlipidemia, u otros 

trastornos asociados con la hipernutrición.

20 En otro aspecto general, los compuestos de la invención pueden

ser útiles para tratar o prevenir el esófago de Barrett, La enfermedad de reflujo 

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

condiciones pueden incluir, pero no se limitan a, pirosis, pirosis acompañada

8 ^
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d ^ c o ^ d p o ^ ^ o g a 4 to ^ 5 ^ n o ia in ^ m ^ n te e ^ o m a o ió n  de O s c u ra s  

vo^es (concones asooiodas oon GERO^ erosión esofágica ú^era 

esofág^ es^echamientoesofóg^ m etop^ode Oo^e^^eempOzodeí 

5 epitelio esofágico normal con epitelio ono^ma^adenooo^nomo de

osp^ación pulmonar La omilinaylos agonistas de omilina tienen propiedades 

anti^secretoras^ taicomo inhibición de ácidos gástricos^ inhibición deacidos 

biiiares^einhibición de enzimas pancreáticas.Más aúnese ha encontrado goe 

la amilina tiene on efecto gastrop^otector. En consecuencias estas 

10 propiedades de la amilinayagonistas de amiiina las vuelven particularmente 

útiles en el tratamiento o prevención del esófago de Ban^etL GERD y 

condiciones relacionadasoasociadas como se describe en la presente.

En ot^o aspecto generad los compuestos de la invención pueden 

además ser útiles para trataroprevenir pancreatitis^ carcinoma pancreáticos 

15 gastritis. Más aún  ̂ loscompuestos de la invención pueden ser útiles en el 

tratamientoyprevención de pancreatitis en pacientes gue se han sometidoa 

colangiopanc^eatografia retrógrada encoscópica(ERCR).blásido descubierto 

además gue la amilina y los agonistas de amilina pueden tener un efecto 

terapéutico sorprendentemente superior cuando se combinan con 

20 somatostatina Porconsiguiente^enciertasmodalidades^ losmétodos para 

tratar o prevenir pancreatitis comprenden administrar compuestos de la 

invenciónyadministrarsomatostatinayagonistas de somatostatina.

En otro aspecto generala los compuestos de l̂a invención también



pueden se  ̂ ú^es poro disminuí lo desorción óseo  ̂ disminuir el cololo en 

plosmo^elnducl^ un efecto onol^ésico. Por consiguientes los compuestos de 

lo invención pueden ser útiles poro trotor trostomo de hueso tol como 

osteopenioyosteoporosis.En todovio otros modolidodes^ los compuestos de 

lo invención pueden se^ útiles poro trotordoloryneuropotio doloroso.

En otro ospecto^enerol^ los compuestos de lo invención tomhién 

pueden ser útiles poro trotor síndrome de Intestino corto. El síndrome de 

intestino corfo^ o síndrome viscerol cortos significo un síndrome 

qostrointestinolcorocterizodoporsintomosqueresultondelomoloohsorción 

de nutrientes tol como dolo^ohdominol^dio^reo^etención de liquidóse perdido 

depesoinvoluntorio^yfotigoextremodehidoo unintestinosuhdeso^ollodo 

duronte lo gestoclón o después de corte quirúrgico de uno longitud 

significotivo del intestino delgodo. Por consiguientes como se utilizo en lo 

presenten el término "síndrome de intestino corto" tomhién incluye el síndrome 

viscerolcortoycorte deintestinodelgodomosivo. Los reflejos hormonales 

intestinolesycircuitos de retroolimentoción pueden ser interrumpidos llevando 

o un oumento en el volumen de los secciones gástricos próximos y del 

intestino delgodoyopot^onesolte^odos de motilidod. Los pérdidas de oguo  ̂

d e s o d io y d e  magnesio pueden llevoro perturbaciones de los electrolitos. 

Ciertos funciones especificas de absorción también pueden ser doñodos que 

sonúnicasdeciertasportesdelintestino^tolcomoloobsorcióndevitom ina 

sales biliares y otros vitaminas solubles grosos por el ileon. Los 

compuestos de lo invenciónpuedenproporcionorunomejora substancial en
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los hábitos del intestino, estado nutricional y calidad dé vida de los pacientes 

con síndrome de intestino corto, y además puede reducir la necesidad de 

nutrición parenterai y trasplante de intestino delgado.

V, Ensayos

Los métodos para la producción y ensayo de los compuestos 

descritos en la presente están disponibles en general para el experto en la 

técnica. Siguen ensayos representativos para los compuestos y para ios 

métodos descritos en la presente.

Ingesta de alimento

Sin desear limitarse por alguna teoría, se cree que la ingesta de
/ o::;.

alimento es útil para la evaluación de la utilidad de un compuesto como se 

describe en la presente. Por ejemplo, es sabido que varias patologías 

15 metabólicas están relacionadas a la ingesta de alimento (por ejemplo, la 

diabetes, la obesidad). Por consiguiente, una investigación inicial puede ser 

realizada para determinar el grado al cual se modula la ingesta de alimento 

por la administración de compuestos descritos en la presente, y una 

investigación inicial positiva puede ser útil en el desarrollo subsiguiente de un 

20 compuesto.

Una variedad de ensayos de ingesta de alimento está disponible 

para un experto en la técnica. Por ejemplo, en el llamgdp. "modelo de jaula de 

casa" de toma de alimento, los sujetos (por ejemplo, ratas) son mantenidas en
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su de de amento junto con del sujeto se

mide después de O inyección del compuesto de prueba En el lOm^do 

"modelo de p io le s  de ^llmentaclón^de ensayo de Incesta de alimentosos 

sujetos (porejemplo^ratas) son ^costumb^d^saunacém^ra de alimentación 

5 y a Inyecciones antes de O prueba. Oespués de O administración del

compuesto de prueba los sujetos son colocados inmediatamente en O 

cámara de alimentación^ y O incesta de alimento es determinada 

automáticamente como un^ función del tiempo (por ejemplos intervalosde 1 

min). Para ambas pruebas^el alimento es comidaestándarocualquierade 

10 una variedad de comidas (por ejemplos alta en ^rasa) conocido en la técnica.

Enelllam adoensayode"in^esta dealimento de ratóne un compuesto de 

prueba puede ser probado para la supresión de apetito^opara un efecto en la 

ganancia de peso corporal en ratones con obesidad inducida por la dieta 

(OIO). En un ensayo típico de incesta de alimento de ratóne ratones hembras 

15 l^ll^suizos (8^24 semanas de edad) son agrupados engrupo con un ciclo de

12:12 horas de lu^oscuridad con luces encendidas alas 0600. A^uayuna 

dieta estándar decom idaderatónencroquetasestádisponiblead libitum^ 

excepto como se indique. Los animales son puestos en ayuno 

aproximadamentealas 1500 1̂ 1oraŝ 1 día antes delexperimento.La mañana 

20 del experimentos los animales son divididos en grupos experimentales. En un

estudio tipico^n^4jaulascon3ratones^aula.En el tiempo^Omin^ todos los 

animales reciben una inyección intraperitoneal de vehículo o compuestos 

típicamente en una cantidad que varia de aproximadamentelOnm oles^a
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75 nmoles/kg, y reciben inmediatamente una cantidad pre-pesada (10-15 g) 

de la comida estándar. El alimento es quitado y es pesado varias veces, 

típicamente en 30, 60, y 120 minutos, para determinar la cantidad de alimento 

consumido. Vea por ejemplo, Morley et al., 1994, Am. J. Phys/'o/.267:R178- 

5 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). Dónde 

una diferencia significativa existe, los medios de prueba son comparados al 

10 medio de control utilizando la prueba de Dunnett (Prism V. 2,01, GraphPad 

Software Inc. San Diego, Calif.). Para cualquier prueba descrita en la

presente, la administración de un compuesto de prueba puede ser por

cualquier medio, incluyendo inyección (por ejemplo, subcutánea, 

intraperitoneal, y similares), oral, u otros métodos de administración conocidos 

15 en la técnica.

Ensayos in vitro

Sin desear limitarse por alguna teoría o mecanismo de acción, se 

cree que existen correlaciones entre los resultados de los ensayos in vitro (por 

20 ejemplo, receptor), y la utilidad de los agentes para el tratamiento de

enfermedades y trastornos metabólicos. Por consiguiente, los ensayos in vitro

(por ejemplo, ensayos a base de células) son útiles como una estrategia de 

investigación para agentes metabólicos potenciales, como se describe en la



87

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

incluyendo esos descritos a continuación.

Ensayo de calcitonina adenilato ciclasa (Ensayo funcional)

5 La activación 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 02 y un anticuerpo monoclonal anti-cAMP marcado con el donador 

10 Criptato de Europio. Se registra el aumento en los niveles de cAMP como 

disminución de transferencia de energía de fluorescencia resuelta en tiempo 

entre el donador y el aceptor. Los péptidos pueden ser diluidos en serie con 

búfer y transferidos a, por ejemplo, una placa de compuesto de 384 pozos. 

Las células Cla-HEK que expresan establemente el receptor de calcitonina 

15 Cía de rata pueden ser separadas de los matraces de cultivo celular y 

resuspendidas a 2 x 106 células/ml en búfer de estimulación que contiene 500 

pM de 1BMX, y fluoroforo d2 a 1:40. Las células pueden ser añadidas a la 

placa de compuesto en una densidad de 12,500 por pozo e incubadas en la 

oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente para la activación del 

20 receptor. Las células pueden ser subsiguientemente Usadas por la adición de 

solución de anti-cAMPCriptato diluida con el kit de conjugado/búfer de lisis 

(1:40). Después de 1 a 24 horas de incubación en la oscuridad, el placa puede 

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

Ensayo de unión al receptor de amilina

Membranas de ARN pueden ser incubadas con 

5 aproximadamente 20 pM (concentración final) de 125l- amilina de rata (Bolton-

Hunter labeled, PerkinElmer, Waltham, MA) y concentraciones increméntales 

del compuesto de prueba por 1 hora a temperatura ambiente en, por ejemplo, 

placas de poliestireno de 96 pozos. Las fracciones unidas de! contenido del 

pozo pueden ser recolectadas en una placa de fibra dé vidrio de 96 pozos 

10 (pre-bloqueada por lo menos por 30 minutos en 0,5% de PEI (polietilenimina))

y lavada con 1 X PBS utilizando un cosechador de placa 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.

15 Ensayo de unión al receptor de CGRP.

Membranas celulares SK-N-MC pueden ser incubadas con 

aproximadamente 50 pM (concentración final) de 125l-humo CGRP 

(PerkinElmer, Waltham, MA) y concentraciones increméntales del compuesto 

de prueba por 1 hora a, temperatura ambiente en placas.de poliestireno de 96 

20 pozos. Las fracciones unidas del contenido del pozo pueden ser recolectadas

en una placa de fibra de vidrio de 96 pozos (pre-bloqueáda 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
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combinadas con centelleante y contadas en un contador de centelleo de multi- 

pozo Perkin Elmer.

Ensayo de unión al receptor de calcitonina 

5 Membranas celulares de C1a-HEK pueden ser incubadas con

aproximadamente 50 pM (concentración final) de calcitonina 125l-humana 

(PerkinElmer, Waltham, MA) y concentraciones increméntales del compuesto 

de prueba por 1 hora a temperatura ambiente wn, por ejemplo, placas de 

poliestireno de 96 pozos. Las fracciones unidas del contenido del pozo 

10 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.

15

20

VI. Composiciones farmacéuticas

En un aspecto, se proporciona una composición farmacéutica 

que incluye un compuesto de la invención como se describe en la presente en 

combinación 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 dosificación oral,
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invención pueden

adm in^ado^ ^or inyección (^or ejem^io, intravenosamente, 

intramu^cuiarmente, intracutáneamente, subcutáneamente,

intraduodenaimente, ointra^eritoneaimente). También, ios compuestos aqui 

5 descritos pueden ser administrados ^or inhalación, ^or ejemplo,

intranasaimente. Adicionaimente, ios compuestos de ia presente invención 

pueden ser administrados transdérmicamente. También está revisto que se 

pueden usar múltiples r u ^  de administración (^or ejemplo, intramuscular, 

oral, transdérmica) ^ara administrar los compuestos de la invención. En 

10 consecuencia, la presente invención también proporciona composiciones

farmacéuticas que comprenden un^ortadoroexci^iente farmacéuticamente 

ace^tableyunoomás compuestos de la invención.

Para^re^arar composiciones farmacéuticas de los compuestos 

de la invención presente, los cortadores farmacéuticamente aceptables 

15 pueden ser ya sea sólidos o liquidos. Las preparaciones en forma sólida

incluyen polvos, tabletas, pildoras, cápsulas, sellos, su^ositoriosy ^ránulos 

di^ersables.Un cortador sólido ^uede^erunaomás sustancias que también 

pueden actuar como diluyentes, agentes saborizantes, aglutinantes, 

conservadores, agentes desintegradores de tabletas, o un material 

20 enca^ulante.

En los polvos, el cortador es un sólido finamente dividido en una 

mezcla con el componente activo finamente dividido. En las tabletas, el 

componente activo es mezclado con ei cortador que tiene las propiedades de



unión necesarias en proporciones adecuadas y compactado en la forma y 

tamaño 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, azúcar, lactosa, pectina, dextrina, almidón, 

gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosá de sodio, una cera de 

bajo punto de fusión, manteca de cacao y similares. El término "preparación" 

pretende incluir la formulación del compuesto activo con material 

encapsulante como un portador que proporciona una cápsula en la que el 

componente activo con o sin otros portadores, es rodeado por un portador, 

que está en asociación con él. Similarmente, se incluyen los sellos y 

comprimidos. Se pueden usar tabletas, polvos, cápsulas, pildoras, sellos y 

comprimidos como formas de dosificación sólidas adecuadas para 

administración oral.

Para preparar supositorios, una cera de bajo punto de fusión, tal 

como una mezcla de glicéridos de ácido graso o manteca de cacao, primero 

se funde y el componente activo se dispersa homogéneamente en la misma, 

como por agitación. Después, la mezcla homogénea fundida se vacía en 

moldes dimensionados convenientemente, se deja enfriar y con ello solidificar.

Las preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, 

suspensiones, y emulsiones, por ejemplo, soluciones de agua/propilenglicol. 

Para inyección parenterai, las preparaciones líquidas pueden ser formuladas 

en solución en una solución acuosa de polietilenglicol.
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Cuando se requiere o desea la aplicación parenterai, las mezclas 

particularmente adecuadas para los compuestos de la invención son 

soluciones inyectables, estériles, preferiblemente soluciones oleosas o 

acuosas, así como suspensiones, emulsiones, o implantes, incluyendo 

5 supositorios. En particular, los portadores para administración parenterai 

incluyen soluciones acuosas de dextrosa, salina, agua pura, etanol, glicerol, 

propilenglicol, aceite de cacahuate, aceite de sésamo, polímeros de bloque de 

polioxietileno y similares. Las ampollas son unidades de dosificación 

convenientes. Los compuestos de la invención pueden también ser 

10 incorporados en liposomas o administrados mediante bombas transdérmicas o 

parches. Las mezclas farmacéuticas adecuadas para uso en la invención 

presente incluyen esas descritas, por ejemplo, en Pharmaceutical Sciences 

(17ma Ed., Mack Pub. Co., Easton, PA) y WO 96/05309, y las enseñanzas de 

ambas están incorporadas aquí como referencia.

15 Las soluciones acuosas adecuadas para uso oral pueden

prepararse al disolver el componente activo en agua y agregando 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 

20 viscoso, como gomas naturales o sintéticas, resinas, metilcelulosa, 

carboximetilcelulosa de sodio y otros agentes de suspensión bien conocidos.

También se incluyen las preparaciones en forma sólida que 

pretenden convertirse, poco antes de su uso, en preparaciones en forma

43



liquida para administración orai. Taiosformas liquidad incluyan soluciona 

susp^nsionesyomuision^s. Estas preparaciones puedan cont^nor, además 

d^icomponont^activo, colorante saberos, estabilizadores, r^guladorosdo 

pH, oduicorant^s artificiaos o naturales, dispersantes, esposantes, agentes 

solubilizadoresysimilares.

La preparación farmacéutica ostápreteribómente^n una forma 

de dosis unitaria. En tal forma la preparación se subdivide^n dosis unitarias 

qu^ contionon cantidades apropiadas d^l compon^nt^ activo. La forma d^ 

dosificación unitaria puede ser una preparación empaquetada, conteniendo el 

paquete cantidades discretas de preparación, tales como tablotas, cápsulas, y 

polvos empaquetados en vialesoampollas.También,la forma do dosificación 

unifariapuedeserunacápsula, tablota, sello, ocomprim ido^n si misma, o 

puedo ser el número apropiado de cualquiera de éstas on forma 

empaquetada

La cantidad de componente activo en una preparación de unidad 

de dosis puede variaroajustarse de 0 .1 m g a 10000mg,más tipicamonte 1.0 

mg a 1000 mg, más típicamente 10 mg a 500 mg, según la aplicación

particularyla potencia del componente activo.La composición puede,si se 

desea, también contener otros ag^ntos terapéuticos compatibles.

Algunos compuestos puedon tenor solubilidad limitada ^naguay 

por lo tanto puedonroquerir un surfactanteuotroco^solvente adecuado on la 

composición.Oicboscosolventes incluyen: Poiisorbato 2 0 ,6 0 ,y80;Pluronic 

FD66, E 84, y P 10^  ciclodextrina; y polioxi 35 aceited^ ricino. Oichos co^
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son a un niv^l ^ntr^ aproximadamente

0.01%yaproximadament^2%^np^5o.

Puede ser deseare una viscosidad mayor que esa de ias 

soiucion^ acuosas simples para disminuiría variabilidad en ei surtido de ias 

5 formuiaciones,paradisminuiríaseparaciónfisicadeloscompon^ntesdeuna 

suspensión o emulsión detormulación, y /od ^  lo contrario para mejorar la 

formulación Oicbos agentes tormadores de viscosidad incluyan, por ejemplo, 

alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona, metilc^lulo^a, 

hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietil celulosa, carboxim^til celulosa, 

10 hidroxipropilcelulosa, sulfato de condroitina y sales de los mismos, ácido

hialurónico y sales del mismo, y combinaciones d^ los anterioras. Dichos

agentes son típicamente ^m pl^ado^aunniv^l^ntr^ aproximadamente 0.01% 

yaproximadamente2%enpeso.

Las composiciones de la invención presente pueden incluir 

15 además componentes para proporcionar liberación sostenida y/o confort.

Dichos componentes incluyen peso molecular alto, polímeros mucomiméticos 

aniónicos, polisacárídos melificantes, y sustratos portadores de fármaco 

finamente divididos. Estos componentes son discutidos en más detalle en las 

Pat d^ EE UU ^os 4,911,920; 5,403,841; 5,212,152; y 4,851,750 El 

20 contenido completo de estas patentas está incorporado aquí como referencia

en su totalidad para todos I05 propósitos.
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^  Dosis ac tiva s

Las oomposicion^s farmacéuticas proporcionadas por ia 

invención presente incluyen composiciones en donde el ingrediente activo 

^stá contenidoen unacantidad terapéuticamente efectiva, ^sdecir, en una 

5 cantidad efectiva para lograr su propósito destinado. La cantidad efectiva real 

para unaaplicación particular d^p^nd^rá, ^ntre otras co^a^ d^ lacondición 

gue se ^stétratando. Por 5^mplo, cuando se administra ^n métodos para 

tratar una enfermedadotrastorno metabólico,tales composiciones contendrán 

una cantidad de ingrediente activo efectiva para lograr el resultado deseado 

1̂0 (por ejemplo alivio de los síntomas de la enfermedadotrastorno metabólico).

La frecuencia d^ la dosis (dosis sencilla o múltipla del 

compuesto administrado pu^d^ variar dependiendo de una variedad de 

factores, incluyendo la ruta de administración^ tamaño, edad, se^o, salud, 

pesocorporal, Indice demasa corporal, y dietadel recipi^nt^ naturalezay 

1̂5 grado de los síntomas de la enfermedad que se tratad presenclade otras 

enfermedades uotrosproblemas de salud relacionados^ tipo de tratamiento 

concurrentes y complicaciones de cualquier régimen de enfermedad o 

tratamiento. Otros regímenes terapéuticos o agentes se pueden usar en 

conjunción con los métodosycompuestosd^ la invención.

20 Para cualquiercompu^sto descritoen la presente, la cantidad

terapéuticamente efectiva puede s^r determinada inicialmente de una 

variedad de ensayos,incluyendo pero no limitadoaensayos de cultivo celular 

yensayosd^ingesta de alimento. Las concentraciones objetivo serán esas

^ 6
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apuesta en un ensayo de ou ^yoc^u^o  producir una respuesta

en la incesta de alimento.

Cantidades terapéuticamente efectivas para uso en humanos 

5 pueden determinarse d^ modelos animales. Por e^mplo^ una dosis para 

humanos puede ser formulada para alcanzar una concentración que ha sido 

halladaefectlva^n animales. La dosis ^n humanos puede ser ajustada al 

vallar la ^nf^rmedadotrastorno metahóllco suhyac^nteyajustando la dosis 

hacia arrlbaohacla abajos como se sabe en la técnica y/o como se describe 

1̂0 ^nlapres^nt^.

Las dosis pueden variar dependiendo de los requerimientos d^l 

paclenteyel compuesto que 5^ emplea.La dosis admlnlstradaaun pacienten 

en el contento de la presente Inv^nclón^d^b^s^r suficiente para efectuar una 

respuesta terapéutica benéfica en el paciente con el paso del tiempo. El 

1̂5 tamaño de la dosis también será determinado por la existencias naturalezas

extensión de cualquier ^ c t o  secundario adverso. Generalmente^ el

tratamiento eslnlclado con dosificaciones máspequeñas^que son menores 

que la dosis óptima del compuesto. Posteriormente^ la dosificación es 

Incrementada en Incrementos pequeños hasta que se alcanzad! efecto óptimo 

20 bajo las circunstancias. En una modalidad de la Invención^ 1̂ Intervalo de

dosificación e sd e  0.00^%a t0% p/v En otra modalidad^ el Int^rvalode 

dosificación es de O.^I%a5%p/v.

Lascantldad^selntervalosde la dosis pueden ajustarse para
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proporcionar niveles del compuesto administrado efectivas para la indicación 

clínica particular que es tratada. Esto proporcionará un régimen terapéutico 

que es conmensurado con la severidad del estado de la enfermedad del 

individuo.

5 Utilizando las enseñanzas proporcionadas en la presente, puede

planearse un régimen de tratamiento profiláctico o terapéutico efectivo que no 

cause toxicidad sustancial y que sea enteramente efectivo para tratar los 

síntomas clínicos demostrados por el paciente particular. Esta planeacíón 

debe involucrar la elección cuidadosa del compuesto activo considerando 

10 factores como la potencia del compuesto, biodisponíbilidad relativa, peso 

corporal del paciente, presencia y severidad de efectos secundarios adversos, 

modo preferido de administración y el perfil de toxicidad del agente 

seleccionado.

15 C. Toxicidad

La proporción entre la toxicidad y el efecto terapéutico para un 

compuesto particular es su índice terapéutico y puede expresarse como la 

proporción entre LD50 (la cantidad de compuesto letal en 50% de la población) 

y E D 5 0  (la cantidad de compuesto efectiva en 50% de la población). Se 

20 prefieren los compuestos que exhiben índices terapéuticos altos. Los datos de 

índice terapéutico a partir de ensayos de cultivo celular y/o estudios animales 

pueden ser usados enJa formulación de un intervalo de dosificaciones para 

usarse en humanos. La dosificación de dichos compuestos preferiblemente

q B



yace dentro de un ¡ntervaío de concentraciones de plasma que incluye la E D 5o 

con poca o nula toxicidad. La dosificación puede variar dentro de este 

intervalo dependiendo de la forma de dosificación empleada y la ruta de 

administración utilizada. Vea, por ejemplo Fingí et al.Jn: T he

P h a r m a c o l o g ic a l  Ba s is  o f  T h e r a p e u t ic s , C h .1 , p.l, 1975 . La formulación 

exacta, ruta de administración, y dosificación pueden ser elegidas por el 

médico individual en vista de la condición del paciente y el método particular 

en el que el compuesto es usado.

VII. EJEMPLOS

EJEMPLO 1 

Preparación de compuestos

Los compuestos de la invención fueron sintetizados por varios

métodos.

a) Por ejemplo, el Compuesto 19 se preparó tratando 

mPEG40K-aldehído con el N-terminal del Compuesto 1 en una reacción de 

alquilación reductiva para generar específicamente el Compuesto 1 pegilado 

en N-terminal.

b) En otro ejemplo, el Compuesto 20 se preparó al 

reaccionar el grupo amino N-terminal del Compuesto 2 con un mPEG40K- 

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-NHS :----- ->■ Fmoc-KI(fmoc)-

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

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

Los análogos del Compuesto 1 con üsina 1 protegida con Fmoc y 

10 una Usina mutada en las posiciones 21, 26 y 31 se trataron con mPEG40K-

NHS en DMF con DIEA. El péptido pegilado resultante fue desprotegido por 

piperidina para dar péptido libre pegilado.

d) En otro ejemplo, los Compuestos 26, 22, y 24 se

prepararon por pegilación selectiva en una cadena secundaria de Usina. Los

15 análogos del Compuesto 2 con una Usina mutada en las posiciones 21, 24-29

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

purificado y fue analizado para la regio-especificidad.

EJEMPLO 2

20 Actividad de unión al receptor

Métodos

El ensayo de unión a amilina se realizó en membranas

preparadas de la porción del núcleo accumbens del cerebro (rata), probando
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compuestos de péptido en dilución serial de prueba descritos en la presente.

Primero, los péptidos se solvataron en agua destilada estéril a 

concentración de 200 pM (donde el peso del péptido es aprox. 80%). Luego 

los péptidos son diluidos a una concentración de inicio de 2X a 10"6M con 1X 

5 búfer (20mM HEPES, 5mM MgCla, ImM Cada, 0.5% BSA) y diluidos

serialmente con búfer usando un robot Perkln Elmer Multi-Probe II. Las 

membranas preparadas se diluyeron a (16 veces) o a 32.5 pg/pozo y se 

combinaron con IX búfer o diluciones seriales con los controles o compuestos 

de péptido y 125l- rAmilina, respectivamente (Perkin Elmer Life Science, ID #l-

10 3248). La placa fue incubada durante 1 hora a temperatura ambiente en un

sacudidor. La placa se secó por 1.5 horas a 50°C, luego durante la noche a 

temperatura ambiente. Se agregó centelleante (Microscint 20, Perkin Elmer 

Cat#6013621) y se determinó el CPM leyendo en un contador de centelleo de 

multipozo Perkin Elmer/Wallac TriLux capaz de leer yodo radiomarcado.

15 La actividad de unión al receptor puede expresarse, por ejemplo

en el Cuadro 3, como un valor ICso, calculado de datos en bruto usando un 

programa iterativo de ajuste de curva usando una ecuación de logística de 4 

parámetros {PRISM®, GraphPAD Software, La Jolla, CA), como se sabe en la 

técnica.

20

Resultados
------------------------------------------------------------ v:X?

Como se muestra en el Cuadro 3 siguiente, los compuestos 

pegilados de la invención demuestran actividad de unión nanomolar en el

ID!
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receptor de amilina.

CUADRO 3

Ensayo de unión al receptor

i
10

15

Se realizó un segundo ensayo de unión al receptor de amilina 

para medir la potencia de los compuestos de prueba, por ejemplo, ios 

20 polipéptidos descritos en la presente, en desplazar 125l-amilina (rata) del 

receptor de amilina humana 3 (AMY3) ectópicamente expresada en una linea 

celular, por ejemplo, una línea celular Codex ACTOne™. Esta linea celular se 

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

Compuesto Unión 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

102-
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258) que expresa establemente RAMP3 humano (base de datos de proteína 

NCBI CAA04474) para producir el receptor de AMY3 humano.

Las membranas crudas de los cultivos celulares de AMY3 se 

prepararon por homogeneización en 20 mM HEPES enfriado en hielo que 

5 contenía inhibidores de proteasa (Roche Cat#11873580001). Las membranas

crudas fueron incubadas con 20 pM 125I- amilina (Perkin Elmer Cat#NEX4480) 

(2000 Ci/mmoles) y concentración i nc re mental de péptido de prueba. La 

incubación se realizó en 20 mM HEPES con 5 mM MgCI2 y 1 mM CaCI2 por 60 

minutos a temperatura ambiente en placas de poliestireno de 96 pozos 

10 (Costar Cat#3797). Las incubaciones se terminaron por filtración rápida a

través de UniFilter® de 96 placas GF/B (Perkin Elmer, Cat#6005199), pre- 

remojado por al menos 30 minutos en 0.5% polietilenimina. Las placas 

Unifilter® se lavaron varias veces usando PBS enfriado en hielo usando un 

Cosechador de Células MicroMate 96 (Perkin Elmer). Las placas sin filtrar se 

15 secaron, se agregó centelleante (Microscint 20, Perkin Elmer Cat#6013621) y

se determinó el CPM leyendo en un contador de centelleo Perkin 

Elmer/Wallac TriLux de multipozo capaz de leer el yodo radiomarcado.

La potencia (IC5o) del péptido de prueba se determinó por el 

análisis de una curva de concentración-respuesta usando análisis de 

20 regresión no lineal ajustado a una curva de 4 parámetros. Las afinidades de

unión se calcularon usando el software GraphPad Prism® (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA). Los resultados se muestran en el Cuadro 4 

siguiente.

10



Resultados

Como se muestra en el Cuadro 4 siguiente, los compuestos 

pegilados de la invención demuestran actividad de unión nanomolar en el 

receptor AMY3.

CUADRO 4 

Ensayo de unión al receptor

Compuesto Unión 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 amilina '

Método

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

(cAMP) en la línea celular Codex ACTOne™ vía la activación inducida por



péptido del receptor sobreexpresado humano de Amilina 3 (hAMY3, Gs 

acoplado). La acumulación de cAMP se midió 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 (EC50) de los péptidos se 

determinó por el análisis de la curva de concentración-respuesta usando 

análisis de regresión no lineal ajustado a un modelo de 4 parámetros.

Resultados

Como se muestra en el Cuadro 5 abajo, los compuestos 

pegilados de la invención demuestran actividad funcional subnanomolar a 

nanomolar en el receptor AMY3.

CUADRO 5

Ensayo funcional de amilina

Compuesto EC50 (nM)
1 0.005- ■

28 2.577
29 0.114-
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
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EJEMPLO 4

Efecto de la pegilación en la ingesta de alimento: Cmps21> 25. 24. 22. 26

Ratas magras recibieron una inyección subcutánea (SC) una vez 

5 por semana de compuesto de prueba o vehículo. Las figuras 1A-1B

proporcionan el resultado de un ensayo de ingesta de alimento de multi-dia. 

Se investigó el efecto de la ingesta de alimento en 24 horas para los Cmps21, 

25, 24, 22, y 26, utilizando vehículo como control. Los resultados de las 

figuras 1A-1B demuestran que cada uno de los compuestos probados fue 

10 eficaz en reducir el peso corporal y la ingesta de alimento durante tres días.

En el caso de algunos de los compuestos, la pérdida de peso fue todavía 

evidente aún después de una semana.

EJEMPLO 5

15 Efecto de la pegilación en la ingesta de alimento: Cmps 26. 23

- i '
Se investigó el efecto en la pérdida de peso, como se juzgó con 

inyección SC, de una dosis dos veces por semana o una dosis una vez por 

semana del Cmp 26. Cuando se dosificó dos veces por semana a 125 

20 nmoles/kg en una rata DIO ("obesa inducida por dieta") , el Cmpd 26 tuvo

eficacia similar como una infusión continua de 12.5 nmoles/kg/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 mostró una disminución 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 pegilación en la ingesta de alimento: Cmps 19, 23. 27

Se investigó el efecto en la ingesta de alimento de 24 horas, 

10 como se juzga por inyección 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- 

terminal, Cmp 19, no fueron tan eficaces como el vehículo en reducir el peso 

corporal en ratas DIO. El compuesto pegilado y-ramificado, Cmp 27, no fue 

15 tan eficiente como la versión pegilada lineal, Cmp 23, en reducir peso corporal 

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

EJEMPLO 7

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

20

Se investigó el efecto de la ingesta de alimento en 24 horas, 

como se juzga con inyección SC, para los Cmps 26, 28, 29 y 30. Como se 

muestra en las figuras 5A-5B, cada uno de los compuestos pegilados de

I R -



prueba 28, 29, y 30 fueron al menos tan eficaces como el Cmpd 26 en la 

reducción de peso corporal e ingesta de alimentos en ratas magras. El 

compuesto pegilado y-ramificado, Cmpd 31, no fue tan eficaz como la versión 

pegilada lineal, Cmpd 29, en la reducción de peso corporal e ingesta de 

alimento en ratas magras, como se muestra en las figuras 6A-8B. El Cmp 29 

también mostró una eficacia dependiente de la dosis, como se demuestra en 

las figuras 6A-6B.

EJEMPLO 8

Efecto de la pegilación en la ingesta de alimento: Cmps 29. 32. 33, 34, 35

1L36

Se investigó el efecto acumulativo en la reducción de ingesta de 

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

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

compuestos pegilados probados fue eficaz en la reducción 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 aún 

después de una semana.
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EJEMPLO 9

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

Se investigó el efecto acumulativo de la reducción de peso 

5 corporal e ingesta de alimento, como se juzga con inyección 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 reducción 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 

10 Ejemplos 4-9 proporcionan observaciones valiosas con respecto a la eficiencia 

y el efecto en la duración de la acción de la pegilación del elemento de 

polipéptido en los compuestos probados. Específicamente, los derivados de 

PEG 40KD de los componentes de polipéptido exhibieron un tiempo extendido 

de curso de la acción en comparación con el péptido no pegilado. La unión del 

15 PEG en las posiciones 21, 26 ó 31 aumentaron ambas la duración de la

acción y la magnitud de la respuesta de ingesta de alimento. Los compuestos 

lineales de PEG demuestran eficacia más grande en el ensayo de ingesta de 

alimento en comparación a los compuestos ramificados de PEG.
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NOVEDAD DE LA INVENCIÓN

REIVINDICACIONES

5 1- Un conjugado de polipéptido que comprende un componente

de polipéptido enlazado covalentemente a una porción que aumenta la 

duración, en donde el componente de polipéptido comprende una secuencia 

de aminoácidos de residuos 1 a 37 de la Fórmula (I): X’-Xaa1-Cys2-Asn3-Thr4- 

Ala5-Thr6-Cys7-Ala8-Thr9-Gln10-Arg11-Leu12-Ala13-Asn14-Phe15-Leu16-Val17- 

10 Xaa18-Ser19-Ser20-Xaa21-Asn22-Phe23-Xaa24-Xaa25-Xaa26-Xaa27-Xaa2B-Xaa29- 

Thr30-Xaa31-Val32-Gly33-Xaa34-Xaa35-Thr3B-Tyr37-X (SEQ ID NO: 4) (I) en donde 

hasta 25% de los aminoácidos establecidos en la Fórmula (!) pueden ser 

eliminados o sustituidos con un aminoácido diferente; en donde X' es 

hidrógeno, un grupo tapón de N-terminal, un enlace a una porción que 

15 aumenta la duración, o un enlazador a una porción que aumenta la duración; 

Xaa1 es Lys o un enlace; Xaa18 es Lys, Cys, o His, Xaa21 es Lys, Cys, o Asn; 

Xaa24 es Lys, Cys, o Gly; Xaa25 es Lys, Cys, o Pro; Xaa26 es Lys, Cys, o He; 

Xaa27 es Lys, Cys, o Leu; Xaa28 es Lys, Cys, o Pro; Xaa29 es Lys, Cys, o Pro; 

Xaa31 es Lys, Cys, o Asn; Xaa34 es Lys, Cys, o Ser; y Xaa35 es Lys, Cys, o 

20 Asn, X es amino sustituido o no sustituido, aiquilamino 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 sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no

lYO
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sustituido, a lqu ilox i sustituido o no sustituido, hidroxiio, un eniaoo a una 

porción que auméntala duración,ouneniazadorauna porción que aumenta 

ia duración; en donde ia porción que aumenta ia duración está engazada 

covaientemente, opcionalmente a través de un enlazador, a una cadena 

5 secundaria de un residuo de aminoácido enlazante,X^oX^

El conjugado de polipéptido de conformidad con la 

reivindicación 1, caracterizado además porque la porción que aumenta la 

duraciones un polietilenglicoloun derivado del mismo

3 ^ E l conjugado depolipéptidodeconformidad con cualquiera 

10 de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado además porque el residuo de 

aminoácido enlazador es cisteinaolisina^

4-E lconjugado de polipéptido de conformidad con cualquiera 

delasreivindicacionesl a3,caracterizado además porque el polietilenglicol 

es del tipo lineal,ramificadoodepeine^

15 5 El conjugado de polipéptido de conformidadcon cualquiera

delasreivindicacionesl a4,caracterizado además porque el conjugado de 

polipéptido comprende una porción que aumenta la duración

^  Elconjugadodepolipéptidodeconformidadconcualquiera 

délas reivindicaciones 1 a 5 , caracterizado ademásporquelaporciónque 

20 aumenta la duración está unida al residuo de aminoácido ^-terminal del 

polipéptido^

El conjugado de polipéptido de conformidad concualquiera 

de lasreivindicaciones 1 a 5 , caracterizado además porque la porción que
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aumenta la duración está unida al residuo de aminoácido C-terminal del 

polipéptido.

8 - El conjugado de polipéptido de conformidad con cualquiera 

de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado además porque la porción que

5 aumenta la duración está unida a la cadena secundaria del aminoácido en la 

posición 11, 18, 24 a 29, 31, 34, ó 35.

9 - Una composición farmacéutica que comprende un conjugado 

de polipéptido de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y 

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

10 10.- El uso de una composición farmacéutica de conformidad con

la reivindicación 9, en la preparación de un medicamento para tratar una 

enfermedad o trastorno en un sujeto.

11.- El uso como el que se reclama en la reivindicación 10, en 

donde la enfermedad o trastorno es un trastorno de la alimentación,

15 resistencia a insulina, obesidad, sobrepeso, hiperglucemia anormal después 

de las comidas, diabetes Tipo I, diabetes Tipo II, diabetes gestacional, 

síndrome metabólico, síndrome de Dumping, hipertensión, dislipídemia, 

enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, apnea de sueño, cáncer, 

hipertensión pulmonar, colecistitis, osteoartritis o síndrome de intestino corto.

20 12.- La composición farmacéutica de conformidad con la

reivindicación 9, para usarse en el tratamiento de una enfermedad o trastorno 

en un sujeto.



112

13.- La composición farmacéutica de conformidad con la 

reivindicación 12, caracterizada además porque la enfermedad o trastorno es 

un trastorno de la alimentación, resistencia a insulina, obesidad, sobrepeso, 

hiperglucemia anormal después de las comidas, diabetes Tipo I, diabetes Tipo 

5 II, diabetes gestacional, síndrome metabólico, síndrome de Dumping, 

hipertensión, dislipídemia, enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, apnea 

de sueño, cáncer, hipertensión pulmonar, colecistitis, osteoartritis o síndrome 

de intestino corto.

*

10



RESUMA OE LA

Se proporcionan conjugados de polipéptido que tienen un 

aumento en ia duración de ia actividad biológicas ios métodos de uso de ios 

mismos; iosconjugadosdepoiipéptidoinciuyen porciones queaumentan ia 

duración, incluyendo poiimeros soiubies en agua, unidosalos componentes 

de polipéptido de secuencia definida; los métodos de uso son proporcionados 

para el tratamiento de trastornos metabólicos; los métodos de uso son 

proporcionados para el tratamiento de un trastorno de la alimentación, 

resistencia deinsulina, obesidad, sobrepeso, hiperglucemia anormal después 

de las comidas, diabetes tipo I y tipo II, diabetes gestacional, síndrome 

metabólico, síndrome de Dumping, hipertensión, dislipidemia, enfermedad 

cardiovascular, hiperlipidemia, apnea de sueño, cáncer, hipertensión 

pulmonar,colescistitis,la osteoartritis,osindrome de intestino corto.

4 1 8



1

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Solicitante: AMYLIN PHARMACEUTICAL5, INC.
ASTRA2ENECA PHARMACEUTICAL LP

<120> Titulo de la invención: PÉPTIDOS DE AMILINA Y DERIVADOS
MISMOS

< 1 3 0 Número de referencia: 0123W01

< 1 4 0 Número de solicitud actual: PCT/US2012/039431
<141> Fecha de presentación actual: 2012-05-24

< 1 5 0 Número de solicitud previa: 61/489,781
<151> Fecha de presentación de la solicitud previa: 2011-05-25

<1 60> Número de secuencias: 57

<170> Software: Patentln versión 3.5

< 2 1 0 SEQ ID NO;: 1
<211> Longitud: 37
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo:: Rattus sp.

< 4 00> Secuencia : 1
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 NO: 2

<400> Secuencia: 2
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu 
1 5  10 15

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala lie Leu Ser Ser Thr Asn Val 
20 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr 
35

< 2 1 0  SEQ ID NO: 3

A O



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

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<400> Secuencia: 3
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu 
1 5  10 15

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

Gly Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 4 
<211> Longitud: 37 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: N-term es hidrógeno, un grupo tapón de N-terminal, 

un enlace a una porción que mejora la duración, o un enlazador 
a una porción que mejora la duración

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (1)..(1)
<223> Otra información: Puede o no estar presente

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD RES
<222> Ubicación: (18).. (18)
<223> Otra información: Lys, Cys, 0 His

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD RES
<222> Ubicación: (21).. 721)
<223> Otra información: Lys, Cys, o Asn

<220> Característica:
<221> Nombre/C1ave: MOD RES'
<222> Ubicación: (24).. (24)
<223> Otra información: Lys, Cys, 0 Gly
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* f

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (25).. (25)
<223> Otra información: Lys, Cys, o Pro

<220> Característica:
<221> Nombre/Cíave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (26)..(26)
<223> Otra información: Lys, Cys, o lie

<220> Característica: ■-
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (27).. (27)
<223> Otra información: Lys, Cys, o Leu

<220> Característica:
<22l> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (2B)..(29)
<223> Otra información: Lys, Cys, o Pro

<220> Característica:.
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (31)..731)'
<223> Otra información: Lys, Cys, o Asn

<220> Característica:
<221> Nombre/Cíave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (34).. (34)
<223> Otra información: Lys, Cys, o Ser

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (35)..(35)
<223> Otra información: Lys, Cys, o Asn

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term amino sustituido o no sustituido, aiquilamino 

sustituido o no sustituido, dialquilamino sustituido o no sustituido, 
cicloalquilamino sustituido o no sustituido, 
alilamino sustituido o no sustituido

<220> Característica:
<223> Otra información: cont. de la sección anterior; aralquilamino 
sustituido

o 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 porción que mejora la duración 

<4 00> 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 Xaa Xaa Thr Xaa Val
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20

Gly Xaa Xaa Thr Tyr 
35

25 30-

<210> SEQ ID NO: 5 
<211> Longitud: 4 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Péptido 
sintético

<400> Secuencia: 5 
Gly Gly Gly Gly

#
<210> SEQ ID NO: 6 
<211> Longitud: 5 
<2Í2> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Péptido 
sintético

< 4 0 0  Secuencia: 6 
Gly Gly Gly Gly Gly 
1 5

<210> SEQ ID NO: 7 
<211> Longitud: B 
<212> Tipo: PRT ...
<213> Organismo: Secuencia Artificial 0123W01 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción 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> Característica:

U0



<223> Otra información: Descripción 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción 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: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción 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 

< 2 2 0  Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Péptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: misc_caracteristica 
<222> Ubicación: (1) . . (12)
<223> Otra información: Esta secuencia puede abarcar las unidades de 
repetición "Gly Ser" 1, 2, 3, 4, 5, ó 6

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

l H
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<210> SEQ ID NO: 12 
<211> Longitud: 18 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Péptido 
sintético

#

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: misc_caracteristica 
<222> Ubicación: (1).. (18)
<223> Otra información: Esta secuencia puede abarcar las unidades de 
repetición "Gly Gly Ser" 1, 2, 3, 4, 5, ó 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

< 2 1 0  SEQ ID NO: 13 
<211> Longitud: 24 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Péptido 
sintético

s s

< 2 2 0  Característica:
<221> Nombre/Clave: mise característica 
<222> Ubicación: (1) .. (24)
<223> Otra información: Esta secuencia puede abarcar las unidades de 
repetición "Gly Gly Gly Ser" 1, 2, 3, 4, 5, 6 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

f2P
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#

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: misc_caracteristica 
<222> Ubicación: (1). . (30)
<223> Otra información: Esta secuencia puede abarcar las unidades de 
repetición "Gly Gly Gly Gly Ser" 1, 2, 3, 4, 5, o 6

<400> Secuencia: 14
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 
1 5  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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Péptido 
sintético

<<300> Secuencia: 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 Leu Gly Pro Val Leu Pro Pro Thr Asn Val 
20 25 30
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Gly Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 17 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 17
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 Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 10 
<211> Longitud: 37 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 18
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu 
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
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<210> SEQ ID NO: 19 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Qtra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 19
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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: 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

123



<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 21
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 Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 22 
<211> Longitud: 37 
<2Í2> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 22
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 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético
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<220> Característica:
<223> Otra información: 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: 3"7 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

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

Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro lie 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

125
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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 lie 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 21 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 27
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val
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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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 28
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 lie Leu Pro Pro Thr Lys Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 29 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly

í B -
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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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 31 
<2I1> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 31
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 lie Lys Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

(72-
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35

<210> SEQ ID NO: 32 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 32
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 lie Leu Lys Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

<210> SEQ ID NO: 33 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

*
<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 33
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 lie Leu Pro Lys Thr Asn Val Gly
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr
35

< 2 1 0  SEQ ID NO: 34
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<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 lie 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> Característica: % . ,
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 35
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 lie 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 36
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 lie 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: N-term mPEG40KD

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia l. 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 NO: 38 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
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<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<220> Característica:
<223> Otra información: N-term mPEG4 0KD

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 38
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 Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 39 
<211> Longitud: 37 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (21).. (21)
<223> Otra información: Lys(mPEG4OKD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 39
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu 
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: 4 0 
<211> Longitud: 36
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<212> Tipo: PRT
<213> Organismo; Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (20)..(20)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: 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
<2Í3> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

# »
<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (26)..(26)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<4 00> Secuencia: 41
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
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Gly Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 42 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (25).. (25)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 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 Pro 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> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (31)..(31)
<223> Otra información: Lys(mPEG4QKD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 43
Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala 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 
35

<210> SEQ ID NO: 44 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (30)..(30)
<223> Otra información: Lys(mPEG4 0KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 44
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: 45 
<211> Longitud: 37 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: M0D_RES 
<222> Ubicación: (26)..(26)
<223> Otra información: Lys(Y-shaped-mPEG4OKD)
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*

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> 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 25 30

Gly Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 46 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (20)..(20)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 4 6
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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO; 47 - 1
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético
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<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (25)..(25)
<223> Otra información: Lys(mPEG4 0KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 47
Cys ñsn 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: 48 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (30)..(30)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

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

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

Ser Asn Thr Tyr 
35

< 2 1 0  SEQ ID NO: 49 
<2ll> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
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<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (25)..(25)
<223> Otra información: Lys(mPEG4OKD en forma de Y)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> 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 Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 50 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (23)..(23)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> 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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr

1

1 0 8



<210> SEQ ID NO: 51 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (24)..(24)
<223> Otra información: Lys(mPEG4OKD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

< 4 0 0  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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 52 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: ¡26)..(26)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<4 00> Secuencia: 52
Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr Gln Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val 
1 5  10 15

xt.
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His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Pro lie Lys Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 53 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (2"7) . . (27)
<223> Otra información: Lys(mPEG4 OKD)

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 lie Leu Lys Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 54 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial

<220> Característica: (
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Cíave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (28)..(28)
<223> Otra información: Lys(mPEG4OKD)

<220> Característica:
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<223> Otra información: 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 lie Leu Pro Lys Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Asn Thr Tyr 
35

<210> SEQ ID NO: 55 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Synthetic 
Polipéptido sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (17)..(17)
<223> Otra información: Lys(mPEG40KD)

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term NH2

<400> Secuencia: 55
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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 . 30

Ser Asn Thr Tyr
'35

<210> SEQ ID NO: 56 
<211> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

m
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<22D> Característica:
<221> Nombre/Clave: MOD_RES 
<222> Ubicación: (33)..(33)
<223> Otra información: Lys(mPEG4OKD)

<220> Característica:
<223> Otra información: 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 ñsn Asn Phe Gly Pro lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Lys Asn Thr Tyr

#

<210> SEQ ID NO: 57 
<2I1> Longitud: 36 
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Secuencia Artificial 

<220> Característica:
<223> Otra información: Descripción de la Secuencia Artificial: Polipéptido 
sintético

<220> Característica:
<221> Nombre/Clave: MQD_RES 
<222> Ubicación: (34)..(34)
<223> Otra información: Lys(mPEG4 0KD) :

<220> Característica:
<223> Otra información: C-term RH2

<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 lie Leu Pro Pro Thr Asn Val Gly 
20 25 30

Ser Lys Thr Tyr 
35
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components o f defined sequence. Methods o f use are provided for treatment o f metabolic disorders. Methods o f use are provided for 
treatment o f an eating disorder, insulin resistan ce, obesity, overweight, abnormal postprandial hyperglycemia, Type I diabetes, Type 
II diabetes, gestational diabetes, metabolic syndrome, dumping syndrome, hypertension, dyslipidemia, cardiovascular disease, hyper- 
lipidemia, sieep apnea, cáncer, pulmonary hypertension, cholescystitis, osteoarthritis, or short bowel syndrome.



Clarke, Modet & C°
COLOMBIA

Cañera 11 N° 86-53 Piso 6 Bogotá Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax: (57 1) 6350824 Email: info@clarkemodet.com.co 
PODER POW ER OF ATTO R NEY

Yo (nosotros), abajo firmante(s) I (we), the undersigned A 0 0 1 2 3 - C O - P C T

en mi (nuestro) carácter de representante(s) legales de

A M Y L IN  PH AR M AC EU TIC ALS, LL C

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de

Y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en 9360 
Towne Centre Drive San Diego, C aliforn ia  92121, Estados Unidos de 
América

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor 
de S ILV A N A  M A R IA  LÓ P E Z D ÍA Z , con Cédula de Ciudadanía No. 
22.468.787 de Barranquilla, y tp. 147463 y/o C A R O LIN A  
MERCEDES D A ZA  M O N T A LV O , con Cédula de Ciudadanía No. 
66.783.790 de Palmira Valle, y tp. 141563 con domicilio en Bogotá, 
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 invención, modelos de 
utilidad; diseños industriales, variedades vegetales; marcas, lemas, 
nombres y enseñas 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 así como la protección de secretos industriales y 
know-how.
3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos 
y/o licencias de funcionamiento; así como sus renovaciones o prórrogas, 
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.
4) Ejercer acciones de oposición, observación, reclamos, reconsideración, 
reposición, apelación, cancelación administrativa o judicial, nulidad, 
protección al consumidor, concesión de licencias, protección de secretos 
industriales y demás acciones y recursos relacionados con derechos 
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia 
desleal, acciones derivadas de la obtención o explotación de licencias, 
acciones de indemnización de perjuicios. También podrá(n) intervenir en 
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas 
y de policía; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante o en 
contra el (e lla ).
5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.
6) En el ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados 
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en 
árbitros, desistir, recibir y tomar posesión de la cosa objeto de litigio y 
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de concesión, 
admitir los hechos del proceso.
7) Ratificar o no la agencia oficiosa.
8) Así mismo faculto (facultamos) 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

a los días de

legal representative(s) o f

A M Y L IN  PH AR M A C E U TIC A LS , L L C

an organizador existing under the laws o f

And in present execution o f its business activity, domiciled at 9360 Towne 
Centre Drive San Diego, C a lifo rn ia  92121, United States o f America

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to S ILV A N A  M A R IA  LÓPEZ 
D ÍA Z, Identification card No. 22.468.787of Barranquilla, and tp. 147463 
and/or C A R O LIN A  MERCEDES D A ZA  M O N TALVO , Identification card 
No. 66.783.790 o f Palmira Valle, and tp. 141563 residing in Bogotá 
Colombia, to act in the order o f their appointment in behalf o f grantor before 
any entity, authority and/or natural or jurid ical person, specially before those 
Administrative, Administrative-Contentious, Judicial, arbitration courts, 
and/or any other, in all matters conceming the following: 
PCT/US2012/039431

1) To apply, procesa, obtain and/or register any o f the modaüties o f Industrial 
Property, such as: Patents o f Invention, U tility  Models; Designs, plant 
varieties; Marks, Slogans, Trade Ñames and emblems and appellations o f 
Origin; as well as their renewals, assignments, changes o f ñame and/or 
domicile, agreements and licenses.
2) To apply, process, obtain and/or register copyrights o f any kind as well as 
protection o f 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 o f ñame and/or domicile, agreements and licenses.
4) To bring actions o f opposition, observations, claims, reconsideraron, 
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer, 
granting o f licenses, protection o f 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 o f licenses, 
recovering damages actions. They can al so intervene or particípate in C ivil, 
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Triáis; the actions for 
writ mandamus, pólice actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by 
the grantor or against him.
5) To register domain ñames before the competent entity.
6) To the effect o f this mandate the above-named proxy are empowered to: 
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and 
take possession o f the litigation related objet and waive or renounce the rights 
granted or in process o f granting, admít the facts o f the case.
7) To ratify or not the officious agency.
8) I (we) hereby appoint the afore mentioned attomeys with powers to receive 
notifications and to desígnate judicial and extrajudicial attomeys, substítute 
thís Power o f Attomey and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at

on this..  d a vo f K of

Firma /  signar Jira 
Barry H. Jacobsen, Assistant General Counsel



PCT/US2012/039431 01.10.2013
Copy for (RO-US) 37 P C T /U S 2 0 1 2 /0 3 9 4 3 1

PATENT COOPERATION TREATY

From  the IN T E R N A T IO N A L  B U R E A U

PCT
N O T IF IC A T IO N  O F  T H E  R E C O R D IN G  

O F  A  C H A N C E

(P C T  R u le  92bis.l and 
• A d m in is tra tive  Instructions, Section 422)

To:

P IN O , M ark J.
W o m b le  Carlyle S andridge & R ice , LLP  
1200  19th Street, N W  
Suite 5 0 0
W ashington, D .C . 2 0 03 6  
E T A T S -U N IS  D 'A M E R IQ U E

Date of mailing (day/nionth/year)
0 1  O cto ber 2 0 1 3  (0 1 .1 0 .2 0 1 3 )

Applicant's or aftent's file reference
1 A 6 8 7 6 1  15 9G W O IMPORTANT NOTIFICATION

Internationa] application No.
P C T /U  S 2 0 1 2 /0 3 9 4 3 1

Internationa] filing dale (day/month/year)
2 4  M a y  2 0 1 2  (2 4 .0 5 .2 0 1 2 )

1. The fo llow ing indications appeared on record conceming:

50 the applicant [%] the inventor Q  the agent Q  the common representative

Ñame and Address

A M Y L IN  P H A R M A C E U T IC A L S , IN C . 
9360  T ow n e C en tre  D rive  
San D iego , C a lifo rn ia  9 2 1 2 1  
United S ta tes  of A m erica

State of Nationality 

U S

State of Residence 

U S

Telephone No. 

8 5 8 -5 5 2 -2 2 0 0

Facsímile No. 

8 5 8 -5 5 2 -1 9 3 6

E-mail address 

p aten ts@ am ylin .com

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

[~1 the person 53  the ñame □  the address □  the nationality □  the residence

Ñame and Address

A M Y L IN  P H A R M A C E U T IC A L S , LLC  
93 60  T o w n e C entre  D rive  
San D iego , C a lifo rn ia  9 2 1 2 1  
United S ta tes  of A m erica

State of Nationality 

U S

State of Residence 

U S

Telephone No. 
8 5 8 -5 5 2 -2 2 0 0

Facsímile No. 
8 5 8 -5 5 2 -1 9 3 6

E-mail address 
paten ts@ am ylin .com
gg Notifications by e-mail authorized

3. Further observaüons, ¡f necessary:

4. A copy of this notification has been sent to: □  the International Preliminary Examining Authority 
50  the receiving Office g¡¡ the designated Offices concerned 
F I the International Searching Authority Q  the elected Offices concerned 
1 1 the Aulhority(ies) specified for supplementary search □  other:

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

Authorized officer

Schraner Franziska

Facsímile No. +41 22 338 89 75
e-mail pt05.pct@wipo.int 
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009)

\ t ¡ 3



PCT/US12/39431 03-10-2012 PCT/US2012/039431 03.10.2012
Copy for (RO-US) 3 7  P C T /U S 2 0 1 2 /0 3 9 4 3 1

PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL
From  the IN T E R N A T IO N A L  B U R E A U

PCT
N O T IF IC A T IO N  O F  T H E  R E C O R D IN G  

O F  A C H A N G E

(PCT R ule 9 2 b ¡s .l and  
A dm in istra tive  Instructions, Section 422)

To:

A M Y L IN  P H A R M A C E U T IC A L S , IN C . 
intellectual Property Group  
9 3 60  Tow n e C entre  Drive  
S an  Diego, C a liforn ia 9 2 1 2 1  
E T A T S -U N IS  D 'A M E R IQ U E

Daie of mailing (day/m onth/year)
03 O ctober 2012  (0 3 .1 0 .2 0 1 2 )

Applicant’s or agent's file reference
^ 0 1 23  W O l IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.
P C T /U S 2 0 1 2 /0 3 9 4 3 1

International filing date (day/m onth/year)
2 4  M ay  2 0 1 2  (2 4 .0 5 .2 0 1 2 )

1. The following indicaüons appeared on record conceming:

53  the applicant 81  the inventor Q  the agent □  the common representa tive

Ñame and Address State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsímile No.

E-mail address

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

1 1 the person Q  the ñame □  the address [ ]  the nationality Q  the residence

Ñame and Address

N E R A V E T L A , Sw etha  
Am ylin  Pharm aceuticals, LLC  
Intellectual Property Group  
9 3 6 0  Tow ne C entre Drive  
S an  Diego, Californ ia 9 2 1 2 1  
United S tates of A m erica

State of Nationality 

IN

State of Residence 

U S

Telephone No.

Facsímile No.

E-mail address
f~~| 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 o f this notification has been sent to: □  the International Preliminary Examining Authority 
( g  the receiving Office Q  the designated Offices concerned 
|~ | the International Searching Authority Q  the elected Offices concerned 
| | the Authority(ies) specified for supplementary search □  other:

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

Facsímile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Gagliardi Ghislaine
e-mail pt05.pct@wipo.im 
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009)



PCT/US2012/039431 01.10.2013
C opy for (RO-US) 37 PCT/US2012/039431

PATENT COOPERATION TREATY

From  the IN T E R N A T IO N A L  B U R E A U

PCT
N O T IF IC A T IO N  O F  T H E  R E C O R D IN G  

O F  A C H A N G E

(P C T  R u le  9 2 b is .l and 
A dm in istrative Instructions, Section 422 )

To:

P IN O , M ark J.
W o m b le  C arlyle S an d ridg e &  R ice, LLP  
12 00  19th S treet, N W  
Suite 50 0
W ashington, D .C . 2 0 0 3 6  
E T A T S -U N IS  D 'A M E R IQ U E

Dale of mailing (day/m onth/year)
01 October 2 0 1 3  (0 1 .1 0 .2 0 1 3 )

Applicant's or agent's file reference
A68761 15 90 W G IM PORTANT NOTIFICATION

International application No.
P C T /U S 20 12 /0 39 43 1

Intemaüonal filing date (day/m onth /year)
24  M a y  2 0 1 2  (2 4 .0 5 .2 0 1 2 )

1. The following indications appeared on record conceming:

8  (he applicant Q  the inventor Q  the agent Q  the common representativa

Ñame and Address State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsímile No.

E-mail address

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

E5 the person □  the ñame Q  the address Q  the nationality Q  the residence

Ñame and Address

ASTR A ZEN EC A  P H A R M A C E U T IC A L S  LP  
1800 Concord Pike  
Wilmington, D elaw are 1 9 8 5 0  
United States of A m erica

State o f Nationality 

U S

State of Residence 

U S

Telephone No.

Facsímile No.

E-mail address
| | Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, i f  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: Q  the International Prelim inary Examining Authority 
50 the receiving O ffice [ g  the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority Q  the elected Offices concerned 
[~] 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

Facsímile No. +41 22 338 89 75
e-mail pt05.pct@wipo.int 
Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009) 1
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Industria y Co m e r c i o
S  U P EE R  i hTY E N D E  N  C  I A

PATENTE DE INVENCIÓN □

LISTA DE CHEQUEO 
ADMISIÓN A TRÁMITE -  NUEVAS CREACIONES

MODELO DE UTILIDAD Q Art 33 Decisión 486/00

| | Indicación que se solicita una patente.

| | Datos de identificación del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

| | Descripción de la invención

1 | Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa | | Incompleta | [

PATENTE DE INVENCION PCT □ MODELO DE UTILIDAD PCT d  Art.33 Decisión 486/00, Circular Única

□
□
□
□

Indicación que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en español, tal como fue presentada inicialmente (capítulo descriptivo, 

reivindicatorío, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa | | Incompleta | |

DISEÑO INDUSTRIAL □ (Art. 119 Decisión 486/00)

□□
□
□

Indicación que se solicita Diseño industrial

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

Representación gráfica y fotográfica del Diseño industrial o muestra del material que incorpora fe! 

diseño

Comprobante de pago de las tasas establecidas 

Completa | | Incompleta | |

ESQUEMA DE TRAZADO □ (Art. 92 Decisión 486/00)

j | Indicación que se solicita un esquema de trazado

j | Datos de identificación del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

| ~j Representación gráfica de un esquema de trazado

j | Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa Q ] Incompleta

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 

No. 13-296527- -00000-0000 PI02-F08 (2009- 1-18)

Fecha: 2013-12-19 15:05:59 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR 
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI 
Act. 411 PRESENTACION Folios: 157


