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1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

|:| atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.
2. |:| Certain claims were found unsearchable (See Box No. II)
3. [ ] unity of invention is lacking (see Box No Ill)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
|:| the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 1
as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
|:| as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. |:| none of the figures is to be published with the abstract
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International application No.
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Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)
1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search was

carried out on the basis of a sequence listing:

in the form of an Annex C/ST.25 text file.

D onh paper or in the form of an image file.

only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

3. Additional comments:

a. forming part of the international application as filed:

I:l in the form of an Annex G/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

b. D furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of international search

c. D furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:

D on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section 713).

2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that forming part of the application as
filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. CO7K14/64 A61K38/22
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Co7K A61K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, WPI Data

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

[284], [318],[319],[284]

Table 5.

X US 2013/237481 Al (KRAYNOV VADIM [US] ET
AL) 12 September 2013 (2013-09-12)

Claims, Example 6, Figure 5, [0262],

X US 2012/046229 Al (KRAYNOV VADIM [US] ET
AL) 23 February 2012 (2012-02-23)

Claim 10, Example 9, [0151], [263] and

1-22,
28-34,
36,53-75

1-22,
28-34,
36,53-75

_/__

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

"E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

10 April 2018

Date of mailing of the international search report

24/04/2018

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Gomez Ortiz, Mariola
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C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

XIAOYING CHEN ET AL: "Fusion protein
linkers: Property, design and
functionality",

ADVANCED DRUG DELIVERY REVIEWS,

1 September 2012 (2012-09-01),
XP055062583,

ISSN: 0169-409X, DOI:
10.1016/j.addr.2012.09.039

Items 5.3 and 5.5

RAKTIM KUMAR GHOSH ET AL: "Serelaxin in

acute heart failure: Most recent update on

clinical and preclinical evidence",
CARDIOVASCULAR THERAPEUTICS,

vol. 35, no. 1,

13 December 2016 (2016-12-13), pages
55-63, XP055464311,

ISSN: 1755-5914, DOI:
10.1111/1755-5922.12231

the whole document

M. A. HOSSAIN ET AL: "The Minimal Active
Structure of Human Relaxin-2",
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
vol. 286, no. 43,

28 October 2011 (2011-10-28), pages
37555-37565, XP055060937,

ISSN: 0021-9258, DOI:
10.1074/3jbc.M111.282194

abstract

23-54

55-69

1-75
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Date of mailing
(day/month/iear) see form PCTASA2210 (second sheet)
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FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below

International application No.

PCTAUS2018/017436

International filing date (day/monthiear)
08.02.2018

Priority date (day/month/ear)
08.02.2017

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. C07K14/64 A61K38/22

Applicant

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. Il Priority

KOO KROOOKX

2. FURTHER ACTION

Box No. | Basis of the opinion

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. VI Certain documents cited
Box No. VIl Certain defects in the international application

Box No. VIII  Certain observations on the international application

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/R220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

whichever expires later.

For further options, see Form PCTASAR220.

Name and mailing address of the ISA:

g)) European Patent Office

D-80298 Munich
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTUS2018/017436

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

X
(]

4. O

the international application in the language in which it was filed.

a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing:

a. X forming part of the international application as filed:
X in the form of an Annex C/ST.25 text file.

L1 on paper or in the form of an image file.

b. O furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of
international search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. U furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:
O in the form of an Annex C/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

O on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section
713).

In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
forming part of the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were
furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTUS2018/017436

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 23-27, 29-75
No: Claims 1-22, 28

Inventive step (1S) Yes: Claims 23-27, 35, 37-52

No: Claims 1-22, 28-34, 36. 53-75
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-75

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2018/017436

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1 US 2013/237481 A1 (KRAYNOV VADIM [US] ET AL) 12 September
2013 (2013-09-12)

D2 US 2012/046229 A1 (KRAYNOV VADIM [US] ET AL) 23 February 2012
(2012-02-23)

D3 XIAOYING CHEN ET AL: "Fusion protein linkers: Property, design and
functionality”,
ADVANCED DRUG DELIVERY REVIEWS, 1 September 2012
(2012-09-01), XP055062583,
ISSN: 0169-409X, DOI: 10.1016/j.addr.2012.09.039

The present application generally relates to modified relaxin polypeptides, such as
modified human relaxin 2 polypeptides, comprising a non-naturally encoded amino
acid which is linked to a pharmacokinetic enhancer, and therapeutic uses of such
polypeptides, such as for the treatment of cardiovascular conditions (such as heart
failure) and/or conditions relating to fibrosis.

Claim 1 is directed to a modified relaxin comprising a non-naturally encoded amino
acid at certain positions of the chains A (SEQ ID NO:4) and/or B (SEQ ID NO:5/6) of
the closed group listed in claim 1, wherein the non-naturally encoded amino acid is
linked to a pharmacokinetic enhancer comprising a peptide components between 2
and 30 amino acids and a half-life extending moiety.

Claim 38 is directed to a modified relaxin of Formula Ill: AQ1-Relaxin..., wherein the
modified para-acetyl-phenylalanine is located at the N-terminus of said relaxin A
chain.

Claim 42 related to a modified relaxin comprising AQ1-GGGGS-Glugamms-C14-
COOQOH as depicted in Formula 11l

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2018/017436

The working examples in the description show production and purification of mature
relasin with pAcF at A chain residue 1 and conjugation of this one to PK enhancer
comprising a peptide linked to a fatty acid. preparation of a number of similar pK
enhancers. The intracellular cAMP assay was done with the compounds WT-RLX,
RLX-AQ1 and RLX-BM25/AN1 (N at position 1 of chain A and pAcF in position 25 of
chain B) conjugated to PK enhancers (Table 3). The in vivo PK data is summarised in
Table 4.

D1 shows in [0284] FIG. 5 an SDS-PAGE gel of the prorelaxin produced by these
methods with a chain B1 amino acid as Ala and a para-acetyl phenylalanine in the
13<th >amino acid position of the A chain, substituted for valine.

Example 6 demonstrates a method for the generation of a relaxin polypeptide that
incorporates a ketone-containing non-naturally encoded amino acid that is
subsequently reacted with an aminooxy-containing PEG of approximately 20,000
MW. Each of the residues before position 1 (i.e. at the N-terminus), 1, 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, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54 (i.e., at the carboxyl terminus of the protein of SEQ ID NO: 1 or the
corresponding amino acids in SEQ ID NOs: 2 and 3), or any other position in a
relaxin, relaxin variant, or prorelaxin containing said relaxin or relaxin variant, is
separately substituted with a non-naturally encoded amino acid.

It appears that this document does not disclose a non-naturally amino acid linked to a
peptide component of only 2 to 30 amino acids. However, since claim 1(c) is not clear
(see item VIII) then the subject-matter of D1 which corresponds to the pro-relaxin with
a non-naturally amino acid is considered as novelty destroying for claims 1-22, 28.

Fatty acids conjugated to the relaxin are as well disclosed therein (see [0194] and
[0414]). [0414]: "In some embodiments, the relaxin polypeptide comprises one or
more non-naturally encoded amino acids for glycosylation, acetylation, acylation, lipid-
modification, palmitoylation, palmitate addition, phosphorylation, or glycolipid-
linkage" .

Claim 29-34, 36, 53-75 are not novel or not inventive in view of D1: their features
correspond to the common derivatives or to the medical uses associated with relaxin
which are known in the art.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2018/017436

D2 discloses as well a relaxin polypeptide, wherein a non-naturally encoded amino
acid is substituted at a position selected from the group consisting of residues before
position 1 (i.e. at the N-terminus), 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 (see claim 10).

Paragraph [0151] reads: "An amino terminus modification group” refers to any
molecule that can be attached to the amino terminus of a polypeptide. Similarly, a
“carboxy terminus modification group” refers to any molecule that can be attached to
the carboxy terminus of a polypeptide. Terminus modification groups include, but are
not limited to, various water soluble polymers, peptides or proteins such as serum
albumin, or other moieties that increase serum half-life of peptides".

In Example 9 (see as well [0263]) each of the residues before position 1 (i.e. at the
N-terminus), 1, 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, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46,47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 (i.e., at the carboxyl terminus of the protein of
SEQ ID NO: 1 or the corresponding positions in SEQ ID NOs: 2 and 3) is separately
substituted with the non-naturally encoded amino acid pAcF and further introduction
of PEG. The PK properties are analysed and the results are shown in Table 5.

For the same reasons exposed above D2 is novelty destroying for the subject-matter
of claims 1-22 and 28.

Claim 29-34, 36, 53-75 are not novel or not inventive in view of D2: their features
correspond to common derivatives or to the medical uses associated with relaxin
which are known in the art.

Other prior art:

D3 is a review about fusion protein linkers and explains that besides the basic role in
linking the functional domains together (as in flexible and rigid linkers) or releasing the
free functional domain in vivo (as in in vivo cleavable linkers), linkers may offer many
other advantages for the production of fusion proteins, such as improving biological
activity, increasing expression yield, and achieving desirable pharmacokinetic profiles.

In items 5.3 and 5.5. the linkers used in the present application are defined as
commonly used flexible linkers.

Re Item VIII

Certain observations on the international application

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2018/017436

Claim 1 lacks clarity because the expression 1(c) is vague due to the use of unclear
expressions such as "a pharmacokinetic enhancer" comprising a peptide component
between 2 and 30 amino acids and a "half-life extending moiety". Both expressions in
quotation marks are just a result to be achieve encompassing any compound which
could fulfill the function meant including other peptides. In addition, the link between
the non-naturally encoded amino acid and the PK enhancer is not defined: any length
or nature are encompassed therein. As a consequence claim 1 encompasses the pro-
relaxin protein with a non-naturally amino acid in one of the positions claimed which is
then considered to be linked to a pharmacokinetic enhancer comprising 2 to 30 amino
acids and a half-like extending moiety. In addition, the expression "comprising” does
not exclude other peptides to be present in the enhancer. This lack of clarity affects
as well the independent claim 70.

Claim 42 lacks clarity because the expression "AQ1" is not defined in this
independent claim (Art. 6 PCT).

Claim 55-69 related to methods of treatment by therapy Rule 39.1(iv) PCT, the search
has been carried out and based on the alleged effects of the compound/composition.

Claim 1 lacks support from the description (Art. 6 PCT): combinations of modified
relasin polypeptide with non-naturally amino acids at 5 possible positions in chain A
and 3 different ones in chin B are claimed. The description shows two different
modified relaxins, at position 1 of chain A and at position 25 of chain B and with only
one artificial amino acids namely p-AcF. It appears that the remaining mutants are not
supported by the description because it is not guaranteed that they are
conformationally stable and that they would fulfil the physiological function of the wild

type.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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POLIPEPTIDOS DE RELAXINA MODIFICADA QUE COMPRENDEN UN

MEJORADOR FARMACOCINETICO Y SUS USOS

Campo de la Invencién

En general, la presente invencién se refiere a
polipéptidos de relaxina modificada, tales como los
polipéptidos de relaxina humana 2 modificada, que comprenden
un mejorador farmacocinético, y los usos terapéuticos de
tales polipéptidos, por ejemplo, para el tratamiento de
afecciones cardiovasculares (tales como insuficiencia
cardiaca) vy/o afecciones relacionadas con la fibrosis. En
modalidades ejemplares, el mejorador farmacocinético esta
ligado a un aminocdcido cocodificado de manera no natural, que
se puede incorporar ribosbdmicamente en el polipéptido de
relaxina.

Antecedentes de la Invenciédn

La insuficiencia cardiaca (HF") representa una
enorme carga para el sistema de asistencia médica actual, con
una prevalencia estimada de 5.8 millones en los Estados
Unidos de América y més de 23 millones a nivel mundial (Roger
et al., 2012. Circulation, 125(1l): e2-e220). Los sintomas de
HF son el resultado de un gasto cardiaco insuficiente y puede
ser debilitante segin cudn avanzado sea el estadio de 1la
enfermedad. Los principales sintomas y signos de HF incluyen:

1) disnea (dificultad para respirar) como resultado del edema
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pulmonar debido a un flujo anterdgrado inefectiva del
ventriculo izquierdo y el aumento de la presidén en el lecho
capilar pulmonar; 2) edema de miembros inferiores, que se
presenta cuando el ventriculo derecho no logra llevar a cabo
el retorno venoso sistémico; vy 3) fatiga debido a la
incapacidad del corazdén para mantener el gasto cardiaco
suficiente para cumplir con las necesidades metabdlicas del
cuerpo (Kemp & Conte, 2012. Cardiovascular Pathology, 21:365-
371) .

Muchas enfermedades contribuyentes, factores de
riesgo y cambios patoldgicos pueden producir, en Ultima
instancia, la insuficiencia cardiaca (Jessup & Brozena, 2003.
N Engl J Med, 348 (20): 2007-2018). Los eventos perjudiciales
que se consideran parte de la patofisiologia de HF varian de
las lesiones muy agudas, tales como el infarto de miocardio,
a las mas croénicas, tales como la hipertensién de por vida.
La tasa de mortalidad permanece alta, ya que ~50 % de las
personas con HF mueren dentro de los 5 afios posteriores al
diagnéstico (Roger et al., 2012. Circulation, 125(1): e2-
e220; Roger et al., 2004. Jama, 292 (3) : 344-50) . La
insuficiencia cardiaca claramente presenta una necesidad
médica fundamental e insatisfecha.

La hormona relaxina humana 2 (también denominada
relaxina H2) es un péptido de 6 kDa compuesto por 53

aminocacidos responsable de remodelar el aparato reproductor
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antes del parto, lo que facilita el proceso de nacimiento. Si
bien la relaxina es, principalmente, una hormona del
embarazo, también se ha detectado en mujeres no embarazadas
al igual que en hombres. La relaxina humana es un miembro de
la familia de péptidos de insulina, que incluye insulina,
varios péptidos similares a insulina (INSL3-6) y los factores
de crecimiento similares a insulina (IGFI y IGFII) (Van Der
Westhuizen et al., 2007. Curr Drug Targets, 8(1l): 91-104).
Todos estos péptidos heterodiméricos estdn estructuralmente
relacionados entre si, en donde cada uno esta compuesto por
dos cadenas de péptidos (A & B), que estan conectadas por dos
enlaces disulfuro, y la cadena A contiene un solo enlace
disulfuro intramolecular. El1 receptor para relaxina 2 (H2),
denominado receptor 1 del péptido de la familia de relaxina
(RXFP1), se mantiene entre ratdédn y ser humano con 85 % de
identidad de aminodcidos y se expresa de manera esencialmente
extendida en seres humanos y en otras especies (Halls et
al., 2007. Br J Pharmacol, 150(6c): 677-91).

Durante la gestacidén humana, a fin de cumplir con
las demandas nutricionales que le impone el feto, el cuerpo
humano sufre una disminucién considerable de ~30 % en la
resistencia vascular sistémica (SVR) % un aumento
concomitante de ~50 % en el gasto cardiaco (Jeyabalan, 2010:
Renal and Electrolyte Disorders. Lippincott Williams &

Wilkins. 462-518; Clapp and Capeless, 1997. Am J Cardiol,
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80(11l): 1469-73). Otras adaptaciones vasculares incluyen un
aumento de ~30 % en la distensibilidad arterial global, que
es 1mportante para mantener un acoplamiento ventricular-
arterial efectiva, asi como un aumento de ~50 % en el flujo
sanguineo renal (RBF) vy la tasa de filtracidén glomerular
(GFR), que son 1importantes para la supresidén de desechos
metabdlicos (Jeyabalan, 2010: Renal and Electrolyte
Disorders. Lippincott Williams & Wilkins. 462-518; Poppas et
al., 1997. Circulation, 95(10): p. 2407-15). Tanto 1los
estudios preclinicos en roedores como los estudios clinicos
realizados en diversas situaciones de pacientes proporcionan
pruebas de que la relaxina estd implicada, al menos en cierta
medida, en la mediacién de estos cambios fisioldgicos de
adaptacién (Conrad, 2011. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol, 301(2), R267-275; Teichman et al., 2009. Heart Fail
Rev, 14(4), 321-329.). Es probable gue muchas de estas
respuestas de adaptacién beneficien a los pacientes con HF,
dado que la fibrosis excesiva, la Dbaja distensibilidad
arterial y la insuficiencia renal son todas caracteristicas
comunes entre los pacientes con insufiencia cardiaca
(Mohammed et al., 2015. Circulation, 131 (06), 550-559),
(Wohlfahrt et al., 2015. Eur J Heart Fail, 17(1), 27-34;
Dammon et al., 2011. Prog Cardiovasc Dis, 54(2), 144-153).
Debido a gque alrededor de 30 % de los pacientes con HF

padecen insuficiencia renal moderada a grave (Triposkiadis vy
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Skoularigis, 2012. Curr Heart Fail Rep, (4) :354-62), un
agente como relaxina, que mejora el flujo wvascular y el
tratamiento de electrolitos, puede ser particularmente
beneficioso para los pacientes con HF.

El péptido relaxina tiene una semivida
farmacocinética corta: Serelaxina, un péptido de relaxina
humana recombinante, que se desarrolld para el tratamiento de
HF, tiene una semivida farmacocinética corta de primera fase
de 5-15 minutos, y exigidé 48 horas de infusidén intravenosa
continua para tener utilidad terapéutica (REASANZ (serelaxin)
Briefing Document Prepared by Novartis for FDA Cardiovascular
and Renal Drugs Advisory Committee Meeting. February 26,
2014) . Para las enfermedades crénicas como la insuficiencia
cardiaca, una molécula de relaxina con un perfil
farmacocinético mejorado proporciona la oportunidad de tener
mediantes alternativas de administracién de férmacos, ademas
de la infusidén intravenosa continua, probablemente méas
confiables como tratamiento para los pacientes que tienen
enfermedades crénicas.

Breve Descripcién de la Invencién

En la presente se proporcionan polipéptidos de
relaxina modificada que comprenden un aminodcido codificado
de manera no natural, en donde (a) el polipéptido de relaxina
comprende el polipéptido de la cadena A de relaxina de SEQ ID

NO: 4 y el polipéptido de la cadena B de relaxina de SEQ ID
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NO: 5 o SEQ ID NO: 6, sustituido con un aminodcido codificado
de manera no natural en una posicidn seleccionada del grupo
que consiste en: residuo 1 de la cadena A, residuo 2 de la
cadena A, residuo 5 de la cadena A, residuo 13 de la cadena
A, residuo 18 de la cadena A, residuo 5 de 1la cadena B,
residuo 7 de la cadena B y residuo 25 de la cadena B, y que
tienen opcionalmente hasta dos sustituciones, inserciones y/o
supresiones de aminoadcidos adicionales en la cadena A de
relaxina y/o la cadena B de relaxina; (b) tal aminoéacido

codificado de manera no natural tiene la siguiente

estructura:l-liEN CD#{,

en donde el grupo R es cualquier sustituyente
diferente de la cadena lateral gque se encuentra en alanina,
arginina, asparagina, &cido aspartico, cisteina, glutamina,
dcido glutédmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptédfano, tirosina o wvalina; y (c) el aminoacido codificado
de manera no natural esté ligado a un mejorador
farmacocinético que comprende un componente peptidico de 2 a
30 aminoadcidos y una porcidén de prolongacidn de semivida.

En la presente también se proporciona un

polipéptido de relaxina modificada que comprende AQl-GGGGS-

Glu’ (SEQ ID NO: 139)-C14-COOH que tiene la siguiente
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estructura:

o

AQ1-Relaxina \)b”“z

: HO
B e
(Férmula III),

En donde AQl-relaxina comprende un polipéptido de
la cadena A de relaxina que tiene al menos 90 % de identidad
de secuencia de aminoacidos «con SEQ ID NO: 35 vy un
polipéptido de cadena B de relaxina que tiene al menos 90 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6, en donde la para-acetil-fenilalanina modificada
que se 1ilustra en la Férmula III esta ubicada en el N-
terminal del polipéptido de la cadena A de relaxina.

En la presente también se proporciona un
polipéptido de relaxina modificada que comprende AQl-
relaxina-GGGGS-Glu"Y (SEQ ID NO: 139)-Cl4-COOH, que tiene la
estructura de la Férmula III descrita en la presente, en
donde AQl-relaxina comprende un polipéptido de la cadena A de
relaxina de SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de la cadena B de
relaxina de SEQ ID NO: o, en donde la para-acetil-
fenilalanina modificada que se ilustra en la Férmula III esta
ubicada en el N-terminal del polipéptido de la cadena A de
relaxina.

También se proporciona en la presente un

polipéptido de relaxina modificada que comprende la
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estructura que se muestra en la Figura 8.

También se proporciona en la presente un
polipéptido de relaxina modificada que comprende la
estructura que se muestra en la Figura 9.

En otro aspecto, en la presente se proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende un polipéptido de
relaxina modificada como se describe en la presente y un
portador aceptable farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, en la presente se proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende una cantidad efectiva
de un polipéptido de relaxina modificada como se describe en
la presente para el tratamiento de un trastorno asociado a
relaxina y un portador aceptable farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para tratar una enfermedad asociada a relaxina que
comprende administrar una cantidad efectiva de un polipéptido
de relaxina modificada o una composicién gque comprende un
polipéptido de relaxina modificada como se describe en la
presente.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para tratar una enfermedad cardiovascular que
comprende administrar, a un paciente que lo necesita, una
cantidad efectiva de un polipéptido de relaxina modificada o
una composicién que comprende un polipéptido de relaxina

modificada como se describe en la presente.
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En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para tratar o aliviar un sintoma de insuficiencia
cardiaca que comprende administrar, a un paciente que 1lo
necesita, una cantidad efectiva de un polipéptido de relaxina
modificada o una composicidén que comprende un polipéptido de
relaxina modificada como se describe en la presente.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para tratar una enfermedad asociada a la fibrosis, que
comprende administrar, a un paciente que lo necesita, una
cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de
relaxina modificada o wuna composicidén que comprende un
polipéptido de relaxina modificada como se describe en 1la
presente.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para tratar o prevenir la insuficiencia renal, que
comprende administrar, a un paciente que lo necesita, una
cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de
relaxina modificada o una composicidén que comprende un
polipéptido de relaxina modificada como se describe en 1la
presente.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para mejorar, estabilizar o restablecer la funciédn
renal en un paciente gque lo necesita, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente

efectiva de un polipéptido de relaxina modificada o una
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composicidén  que comprende un polipéptido de relaxina
modificada como se describe en la presente.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
método para elaborar un polipéptido de relaxina modificada
como se describe en la ©presente, gue comprende: (a)
proporcionar un polipéptido que comprende la cadena A de
relaxina y la cadena B de relaxina, en donde el polipéptido
comprende el aminocdcido codificado de manera no natural; vy
(b) unir el aminocdcido codificado de manera no natural con el
mejorador farmacocinético.

Breve Descripcién de las Figuras

Figura 1. Secuencia de un polipéptido de relaxina
humana 2 sin un aminodcido codificado de manera no natural.
Los polipéptidos de la cadena A (SEQ ID NO: 4) y la cadena B
(SEQ ID NO: 6) estan ligados mediante enlaces disulfuro como
se ilustra en la Figura 5. La posicién 1 en la cadena B se
modifica con respecto a la cadena B del polipéptido de
relaxina humana 2 (SEQ ID NO: 5) (la posicidén estd subrayada,
el 4cido aspartico se sustituye con alanina como se muestra),
que, seguln se observd, mejora la elaboracidédn sin perjudicar
considerablemente la potencia. En los ejemplos de trabajo en
la presente, este polipéptido se denomina “de tipo silvestre”
o WT-RLX.

Figura 2. Secuencia de RLX-AQ1 (“AQ1™), un

polipéptido de relaxina humana 2 donde la posicidén 1 de la
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cadena A se sustituye con un aminodcido codificado de manera
no natural, para-acetil-fenilalanina (pAcF, subrayado). La
cadena A (SEQ ID NO: 35) y la cadena B (SEQ ID NO: 6) estéan
unidas mediante enlaces disulfuro en las posiciones que se
ilustran en la Figura 5.

La Figura 3. Secuencia de RLX-BM25/AN1
("BM25/AN1”), un polipéptido de relaxina humana 2 donde la
posicidén 25 de la cadena B se sustituye con un aminoacido
codificado de manera no natural, para-acetil-fenilalanina
(pAcF, subrayado), y ademas, la posicidén 1 de la cadena A
contiene la sustitucidén de glutamina con asparagina
(subrayado) . La cadena A (SEQ ID NO: 36) y la cadena B (SEQ
ID NO: 37) estédn unidas mediante enlaces disulfuro en las
posiciones que se ilustran en la Figura 5.

La Figura 4. Esquema de un polipéptido de
preprorrelaxina para la expresién de RLX-AQl. Un polipéptido
de preprorrelaxina (SEQ ID NO: 38) se expresa en E. coli u
otro sistema de expresiéNo. Un aminodcido codificado de
manera no natural, tal como ©pAcF, se puede incorporar
ribosdémicamente en la secuencia del polipéptido de
preprorrelaxina, lo que facilita 1la unidén posterior a un
mejorador farmacocinético (“prolongador PK”). La secuencia
lider especifica para la expresién de E. coli se indica con
circulos grises. El péptido C (péptido conector), derivado de

la proinsulina con adicidén de sitios de escisidn peptidica y
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una sustitucidén de Lys con Gly, se indica mediante circulos

negros. La secuencia lider y un péptido C se eliminan

mediante escisidédn enzimdtica (los sitios de escisidn se
indican mediante flechas no etiquetadas). La sustitucidén de
alanina en el residuo 1 de la cadena B (“Bl”) (presente en

SEQ ID NO: 6) ayuda en la supresidén de la secuencia lider. Se
indica el residuo de pAcF para la unidén especifica de sitio
al mejorador PK. Las cadenas A y B se alinean con la
denominada RLN2 segun nomenclatura HUGO y derivan del cADN de
la variante 1 del transcripto de relaxina 2 (secuencia de
referencia NM 134441).

La Figura 5. TIlustracidén estructural de RLX-AQl
maduro gque comprende una cadena A (SEQ ID NO: 36) vy una
cadena B (SEQ ID NO: 6), gque estd ligado, mediante un
aminodcido codificado de manera no natural en la posicién 1
de la cadena A, a un mejorador farmacocinético (“prolongador
PK") .

Figuras 6A-6B. Efectos de WT-RLX (Figura 6A) y AQl-
GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139)-Cl4-COOH (Figura 6B) sobre los
cambios en la expresidén génica de alfa-actina del muasculo
liso en fibroblastos cardiacos humanos tratados con TGF-beta
usando gRT-PCR para medir las concentraciones de mARNo. Lo
numeros sobre las barras indican el porcentaje de reduccidn
con respecto a TGF-beta solo con el vehiculo establecido como

valor inicial. Medias * SEM; *P < 0.05. Veh = vehiculo. nM =
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nanomolar.

Figuras 7A-7D. Vacuolizacidén epitelial de tubulos
corticorrenales relacionada con PEG en ratas Sprague Dawley
hembras. Rifibn de ratas tratadas por mediante subcutédnea (SQ)
una vez por dia con vehiculo o andlogos de relaxina. Los
analogos de relaxina que contienen PEG (Figuras 7B y 7C)
muestran vacuolizacidén tubular cortical caracterizada por la
presencia de vacuolos coalescentes grandes. No se observan
vacuolos en los animales tratados con vehiculo (Figura 7A) o
con relaxina no pegilada (Figura 7D). Figura 7A: Vehiculo
(150 mM de Arg en 10 mM de amortiguador de citrato, pH 5,5)
SQ durante 10 dias. Figura 7B: AQl-PEG36-Glu-C13-COOH (1,5 kD
de PEG) SQ a 40 mg/kg/dia durante 7 dias. Figura 7C: AQ1-20-
kDa-PEG (20 kD de PEG) SQ a 15 mg/kg/dia durante 10 dias.
Figura 7D: AQ1-GGGGS-Glu'Y (SEQ ID NO: 139)-C14-COOH SQ a 40
mg/kg durante 7 dias. Magnificacidén 40x, H&E.

Figura 8. Estructura de AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO:
139)-C14-COOH ilustrado en la Foérmula IIT.

Figura 9. Estructura de AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO:
139)-Cl4-COOH ilustrado en la Férmula III.

Descripcién Detallada de la Invencién

Definiciones

Como se usan en la presente % en las

A\Y ” A\Y

un”, “una

4

reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

y “el/la” incluyen la referencia al plural, a menos que el



10

15

20

25

14

contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por
ejemplo, cuando se mencionan “relaxina”, “polipéptido de
relaxina” o “polipéptido de relaxina modificada”, se hace
referencia a wuna o mas de esas proteinas e 1incluyen
equivalentes de estas conocidos por las personas de
experiencia en la técnica, etcétera.

A menos que se definan de otro modo, todos 1los
términos técnicos y cientificos que se usan en la presente
tienen el mismo significado que le otorga habitualmente una
persona experta en la técnica a quien pertenece esta
invencidNo.

Las expresiones “prolongador farmacocinético”,
“mejorador farmacocinético”, “prolongador PK” y “mejorador
PK” se usan de manera indistinta, y cada una hace referencia
a una porcién, un dominio o una molécula farmacéuticamente
aceptable ligados de manera covalente (“conjugados” ©
“fusionados”) al polipéptido de relaxina modificada descrito
en la presente, opcionalmente mediante un aminoacido
codificado de manera no natural, que evita, retrasa o atenla
la degradacidén proteolitica in vivo u otra modificacidn
quimica que reduzca la actividad del polipéptido de relaxina
modificada, aumenta la semivida (semivida en suero vVy/o
semivida terapéutica) y/o mejora o altera otras propiedades
farmacocinéticas o Dbiofisicas que incluyen, entre otras,

aumentar la velocidad de absorcidén, reducir 1la toxicidad,
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mejorar la solubilidad, reducir la agregacidén, aumentar la
actividad Dbioldégica y/o la selectividad objetivo del
polipéptido de relaxina modificada y/o reducir la
inmunogenicidad del polipéptido de relaxina modificada, en
comparacidédn con un comparador, tal como una forma no
conjugada del polipéptido de relaxina modificada o del
polipéptido de relaxina de tipo silvestre. El1 mejorador PK
descrito en la presente puede comprender un componente
peptidico, que comprende uno o mas aminoacidos, y una porcidn
de prolongacidén de semivida.

La expresidén “porcidn de prolongacidén de semivida”
hace referencia a una porcidén, un dominio o una molécula
aceptables farmacéuticamente aceptable ligados de manera
covalente (“conjugados” o “fusionados”) con el polipéptido de
relaxina modificada descrito en la presente, por ejemplo,
como un componente de un prolongador PK, opcionalmente
mediante un aminodcido <codificado de manera no natural,
directamente o mediante un ligador (por ejemplo, un
componente peptidico o PEG), qgque aumenta la semivida
(semivida en suero y/o semivida terapéutica) y/o mejora o
altera otras propiedades farmacocinéticas o biofisicas que
incluyen, entre otras, aumentar la velocidad de absorciédn,
reducir la toxicidad, mejorar la solubilidad, reducir 1la
agregacién, aumentar la actividad bioldégica y/o la

selectividad objetivo del polipéptido de relaxina modificada,
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aumentar la facilidad de elaboracién y/o reducir la
inmunogenicidad del polipéptido de relaxina modificada, en
comparacidé4n con un comparador, tal como una forma no
conjugada del polipéptido de relaxina modificada o del
polipéptido de relaxina de tipo silvestre. La expresidn
“porcidén de prolongacidén de semivida” incluye, entre otras,
porciones de prolongacidén de semivida no proteinaceas, tales
como un acido graso o derivado de este, un polimero soluble
en agua, tal como polietilenglicol (PEG) o PEG discreto,
almidébn de hidroxietilo (HES), wun 1lipido, un grupo acilo
ramificado o no ramificado, un grupo acilo C8-C30 ramificado
0 no ramificado, un grupo alquilo ramificado o no ramificado
y un grupo alquilo C8-C30 ramificado o no ramificado; vy
porciones de prolongaciédn de semivida proteinadceas, tales
como albUmina de suero, transferrina, adnectina (por ejemplo,
adnectina de prolongacién de farmacocinética (PKE) o de
fijacidén a albumina), dominio Fc % polipéptido no
estructurado, tal como polipéptido XTEN y PAS (por ejemplo,
secuencias de ©polipéptidos de conformacidédn desordenada
compuestas por los aminodcidos Pro, Ala vy/o Ser), y un
fragmento de cualquiera de las anteriores. Los términos
“ligador” o “espaciador” pueden ser cualquier componente que
une una porcidén de prolongacidén de semivida al polipéptido de
relaxina modificada. Los ejemplos de ligadores incluyen,

entre otros, compuestos organicos pequefios, polimeros soluble
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en aguas de varias longitudes, tales como poli(etilenglicol)
o polidextrano, y péptidos o polipéptidos, por ejemplo, de
hasta 50. 40. 30. 25, 20. 15, 10 o hasta © aminoacidos de
longitud.

A\Y

La expresidn “componente peptidico” hace referencia
a un componente de un prolongador PK y comprende un péptido
de hasta 50 aminodcidos de longitud. Los ejemplos de
componentes peptidicos incluyen, entre otros, péptidos de
hasta 40. 30. 25, 20. 15, 10. 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o1
aminoacidos de longitud. Tal componente peptidico puede unir
de manera covalente una porcidén de prolongacidn de semivida
con el polipéptido de relaxina modificada descrito en la
presente. En algunas modalidades, el componente peptidico
puede comprender 2-50 aminodcidos. En algunas modalidades, el
componente peptidico puede comprender 2-30 aminocdcidos. En
algunas modalidades, el componente peptidico puede comprender
3-20 aminodcidos. En algunas modalidades, el componente
peptidico puede comprender 5-10 aminoacidos.

Las expresiones “estabilidad” o) “estabilidad
térmica” se refieren a la capacidad de un polipéptido para
resistir el desplegamiento al calentarse. Generalmente,
cuanto mas alta es la estabilidad térmica de una molécula,
mas alta es la temperatura gque se necesita para que el
polipéptido se desplieqgue. Algunos ejemplos de métodos para

determinar la estabilidad térmica de un polipéptido son la
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calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la fluorescencia
por barrido térmico. La estabilidad térmica se puede
determinar con respecto a un compuesto comparador, Ppor
ejemplo, para identificar un polipéptido que tiene mayor
estabilidad térmica.

El término “agregacidén” se refiere a la tendencia
de un polipéptido de formar complejos ligados de manera no
covalente a otras moléculas (tales como otras moléculas del
mismo polipéptido) vy asi formar complejos de alto peso
molecular. Los ejemplos de métodos para medir la formacidn de
agregados incluyen la cromatografia de exclusidn por tamafio
analitica. Las cantidades relativas de agregacidén se pueden
determinar con respecto a un compuesto comparador, Ppor
ejemplo, para identificar un polipéptido gque tiene menor
agregacioéNo.

El término “desamidacién” se refiere a la tendencia
de los residuos de aminocacidos dentro de un polipéptido para
experimentar la reaccién de desamidacidn de manera
esponténea, y asi cambiar la estructura guimica del
aminoacido % afectar potencialmente la funcioén del
polipéptido. Los ejemplos de métodos para medir la
desamidacién incluyen enfoque isoeléctrico capilar de
imdgenes (icIEF). La cantidad relativa de desamidacién se
puede determinar con respecto a un compuesto comparador, por

ejemplo, para identificar un polipéptido gque tiene menor
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desamidaciéNo.

La expresidén “proteindlisis in vivo” se refiere a
la escisidén de un polipéptido cuando se introduce en un
sistema viviente (por ejemplo, cuando se inyecta en un
organismo), que puede ser el resultado de proteasas presentes
en tal organismo. La proteindlisis puede afectar
potencialmente la actividad bioldgica o la semivida de un
polipéptido. Por ejemplo, la relaxina de tipo silvestre puede
experimentar escisidn, lo que da como resultado un
polipéptido inactivo truncado. Un ejemplo de método para
medir proteindlisis in vivo de relaxina es el ensayo de
inmunoabsorcidén electroquimioluminiscente (ECLIA) basado en
Meso Scale Discovery (MSD) . La cantidad relativa de
proteindlisis in vivo se puede determinar con respecto a un
compuesto comparador, por ejemplo, para identificar un
polipéptido que tiene una reduccidén de proteindlisis in vivo.

El término “solubilidad” se refiere a la cantidad
de una sustancia que se puede disolver en otra sustancia, por
ejemplo, la cantidad de un polipéptido de relaxina modificada
o no modificada gque se puede disolver en una solucidn acuosa.
Un ejemplo de método para medir la solubilidad de un
polipéptido de relaxina modificada o no modificada es 1la
prueba de solubilidad en flujo de tapdNo. La solubilidad
relativa se puede determinar con respecto a un compuesto

comparador, por ejemplo, para identificar un polipéptido que
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tiene mayor solubilidad.

La expresidén “actividad bioldgica” o “bioactividad”
se refiere a la capacidad de wuna molécula para afectar
cualquier propiedad fisica o Dbioquimica de un sistema
bioldébgico, mediante, molécula o interaccidédn en relacidn con
un organismo, lo que incluye, entre otros, virus, bacterias,
bacteriéfagos, transposdn, pridn, insectos, hongos, plantas,
animales y seres humanos. Por ejemplo, en el contexto de una
relaxina modificada o no modificada, la actividad bioldgica
incluye cualquiera de las funciones realizadas por relaxina.
Por ejemplo, un polipéptido de relaxina modificada
“bioldgicamente activo” puede presentar una o mas de las
actividades bioldgicas de relaxina de tipo silvestre, que
incluyen, entre otras: activacidédn de un receptor 2 de
relaxina RXFP1 que incluye ortdélogos de RXFP1 humanos y no
humanos, activacidén de otro receptor de relaxina, tal como
RXFP2, que incluye ortdélogos humanos y no humanos, actividad
antifibrética in vitro o in vivo, eficacia en el tratamiento
de la insuficiencia cardiaca o una enfermedad fibrética, vya
sea en un animal humano, animal no humano y/o sistema modelo,
y otras actividades bioldégicas descritas en la presente, por
ejemplo, disminuir la resistencia vascular sistémica (SVR),
aumentar el gasto cardiaco, aumentar la distensibilidad
arterial global, aumentar el flujo sanguineo renal (RBF) vy/o

la tasa de filtracidén glomerular (GFR). Los ejemplos de
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métodos para determinar si una molécula tiene al menos una
actividad bioldgica de relaxina de tipo silvestre (tal como
el polipéptido de relaxina de tipo silvestre de SEQ ID NO: 4
y SEQ ID NO: 5) pueden incluir los ensayos de actividad in
vitro o ensayos de fijacidén al receptor, por ejemplo, el
ensayo de acumulacidén de cAMP intracelular. El nivel relativo
de actividad bioldégica se puede determinar con respecto a un
compuesto comparador, por ejemplo, para identificar un
polipéptido que tiene actividad Dbioldégica o que tiene
actividad bioldbgica lo suficientemente alta para un uso
terapéutico deseado, por ejemplo, que tiene un EC50 menos de
5 veces, menos de 10 veces, menos de 20 wveces, menos de 50
veces o menos de 100 wveces mayor que el EC50 de un
comparador, en un ensayo de actividad in vitro o in vivo.

El compuesto comparador descrito en la presente
puede ser otra secuencia que no tenga una modificacién, tal
como una modificacidén descrita en la presente. Por ejemplo,
el compuesto comparador puede ser la misma secuencia del
polipéptido de relaxina modificada sin enlace a un
prolongador PK. Los ejemplos de compuestos comparadores
incluyen, entre otros, el polipéptido de relaxina de tipo
silvestre de SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5, un polipéptido de
relaxina modificada de SEQ ID NO: 4 vy SEQ ID NO: 6, un
polipéptido de relaxina modificada de SEQ ID NO: 36 y SEQ ID

NO: 6, un polipéptido de relaxina modificada de SEQ ID NO: 35
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y SEQ ID NO: 6, u otro compuesto comparador. En algunas
modalidades, el compuesto comparador puede contener al menos
un aminodcido codificado de manera no natural, que puede
estar ligado a un ligador, polimero, molécula bioldgicamente
activa, péptido, polipéptido o porcidébn de prolongacidédn de
semivida descritos en la presente (por ejemplo, PEG o un
acido graso). En algunas modalidades, un compuesto comparador
puede contener al menos un aminodcido codificado de manera no
natural, que puede estar o no ligado a un ligador, polimero,
molécula Dbioldbgicamente activa, péptido, polipéptido o
porcidén de prolongaciédn de semivida descritos en la presente.
En algunas modalidades, un compuesto comparador puede
contener sustituciones, supresiones y/0 inserciones de
aminoacidos adicionales. En algunas modalidades, la
comparacién se puede realizar con una forma acilada o no
acilada del polipéptido; en el caso anterior, la comparacidn
se puede realizar con un polipéptido gque comprende o no
comprende un aminodcido codificado de manera no natural.

El término “correspondiente” se refiere a una
posicidn (“posicidén correspondiente”) o regibn (“regidn
correspondiente”) dentro de una secuencia de polipéptidos o
polinucledtidos que se identifica mediante la comparacidédn con
una secuencia de referencia. La secuencia de referencia puede
ser una secuencia de tipo silvestre o no modificada, tal como

el polipéptido de relaxina de tipo silvestre de SEQ ID NO: 4
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y SEQ ID NO: 5. Una posicidén o regidn correspondientes se
pueden identificar mediante la alineacidén de la secuencia con
una secuencia de referencia. Por ejemplo, la “posicidn
correspondiente al aminoacido 1 en la cadena A de relaxina”
se refiere a la posicidén en la secuencia que estd en la misma
columna de alineacidédn que el aminoacido 1 en SEQ ID NO: 4
cuando esta secuencia estd alineada con SEQ ID NO: 4. En la
alineacidén, el aminodcido o nucledtido pueden o no coincidir
con el aminoadcido o nucledtido en la posicidn correspondiente
en la secuencia de referencia.

La alineacidén usada para identificar una posicidn
correspondiente o una regidn correspondiente se puede
proporcionar usando un algoritmo de alineacidén convencional,
tal como Blast (Altschul et al., J Mol Biol. 5 de octubre de
1990;215(3) :403-10), Smith-Waterman (Smith y Waterman, J Mol
Biol., 25 de marzo de 1981;147(1):195-7) o Needleman-Wunsch
(Needleman y Wunsch, J Mol Biol., marzo de 1970,;48(3) :443-
53). E1 algoritmo de Needleman-Wunsch se puede usar para
proporcionar la alineacidén global con calificacidédn més alta
(es decir, una alineacidén que contenga cada residuo en ambas
secuencias, a pesar de que una alineacidén pueda comenzar y/o
terminar en los espacios). Ya sea que se utilice Blast,
Smith-Waterman o} Needleman-Wunsch, la alineacidn con
calificacién més alta se puede identificar usando pardmetros

“predeterminados”, tal como el uso de la matriz de
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calificacidén BLOSUM62, una penalidad de apertura de espacios
de 11, vy una penalidad de extensidén de espacio de 1, vy
(cuando se usa Blast para la alineacidén de pares) un tamafio
de palabra de 3.

La expresidn “enfermedad asociada a la fibrosis”
incluye enfermedades, trastornos y afecciones en los cuales se
observdé que la fibrosis se presentd o en los cuales se sabe o
se cree que la fibrosis estda asociada o contribuye a la
etiologia, progresidén y los sintomas de enfermedad, o en los
cuales se sabe o se cree que la fibrosis se presenta a medida
que la enfermedad avanza. La fibrosis puede afectar un &6rgano
o tejido, tal como péancreas, pulmbn, corazdn, rifidén, higado,
ojos, sistema nervioso, médula &ésea, ganglios linfaticos,
endomiocardio o) retroperitoneo. Algunos ejemplos de
enfermedades asociadas a la fibrosis incluyen, entre otros,
esteatohepatitis no alcohdélica (NASH), fibrosis hepatica,
precirrosis, cirrosis, enfermedad pulmonar parenquimatosa
difusa, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar o de pulmébn,
fibrosis masiva progresiva, fibrosis pulmonar idiopatica,
fibrosis por inyeccidén, fibrosis renal o de rifién, enfermedad
renal crénica, enfermedad renal diabética, glomeruloesclerosis
focal vy segmentaria, nefropatia membranosa, nefropatia por
IgA, mielofibrosis, insuficiencia cardiaca, insuficiencia
cardiaca metabdlica, fibrosis cardiaca, fibrosis por

cataratas, cataratas, cicatrizacidn ocular, fibrosis
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pancreatica, fibrosis dérmica, fibrosis intestinal, estenosis

intestinal, fibrosis endomiocérdica, fibrosis auricular,
fibrosis mediastinica, enfermedad de Crohn, fibrosis
retroperitoneal, <queloide, fibrosis sistémica nefrogénica,

escleroderma, esclerosis sistémica, artrofibrosis, sindrome de

Peyronie, contractura de Dupuytren, neuropatia diabética,

capsulitis adhesiva, enfermedad hepatica alcohélica,
hepatoesteatosis, hepatitis viral, enfermedad biliar,
hemocromatosis primaria, cirrosis relacionada con los
fadrmacos, cirrosis criptdgena, enfermedad de Wilson,

deficiencia de alfa 1l-antitripsina, enfermedad pulmonar
intersticial (ILD), enfermedad pulmonar fibrdética humana,
degeneracidén macular, retinopatia retinal, retinopatia vitrea,
fibrosis miocardica, oftalmopatia de Grave, ergotismo inducido
por farmacos, enfermedad cardiovascular,
ateroesclerosis/reestenosis, cicatrices hipertrdéficas,
mielofibrosis primaria o idiopatica y enfermedad intestinal
inflamatoria (gque incluye, entre otras, colitis colagenosa).
En algunas modalidades, la enfermedad asociada a la fibrosis
puede incluir fibrosis hepatica, fibrosis renal o de rifidn,
fibrosis pulmonar o de pulmbédn vy fibrosis cardiaca o del
corazdéNo. En algunas modalidades, la enfermedad asociada a la
fibrosis puede ser fibrosis hepédtica. En algunas modalidades,
la enfermedad asociada a la fibrosis puede ser NASH.

La expresidn “sustancialmente purificado” se
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refiere a un polipéptido de relaxina modificada o no
modificada que puede ser sustancialmente o esencialmente
libre de componentes que normalmente acompafian o interactian
con la proteina tal como se encuentra en la naturaleza, es
decir, una célula nativa, o una célula hospedera en el caso
de polipéptidos de relaxina modificada o no modificada
producidos de manera recombinante. El polipéptido de relaxina
modificada o no modificada que puede ser sustancialmente
libre de material celular incluye preparaciones de proteina
que tienen menos de alrededor de 30 %, menos de alrededor de
25%, menos de alrededor de 20%, menos de alrededor de 15%,
menos de alrededor de 10%, menos de alrededor de 5%, menos de
alrededor de 4%, menos de alrededor de 3%, menos de alrededor
de 2%, o menos de alrededor de 1 $ (en peso seco o humedo) de
proteina contaminante. Por lo tanto, el polipéptido de
relaxina modificada o no modificada “sustancialmente

purificado” producido por los métodos de la presente

descripcidén puede tener un nivel de pureza de al menos

o°

alrededor de 30 %, al menos alrededor de 35 , al menos

alrededor de 40

o\°
o°

, al menos alrededor de 45 , al menos

alrededor de 50

o\°
o°

, al menos alrededor de 55 , al menos

alrededor de 60

o\°
o°

, al menos alrededor de 65 , al menos
alrededor de 70 %, especificamente, un nivel de pureza de al
menos alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, y mas especificamente,

un nivel de pureza de al menos alrededor de 90 %, un nivel de
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pureza de al menos alrededor de 95 %, un nivel de pureza de
al menos alrededor de 99 % o mas, segun se determine mediante
los métodos adecuados, tales como andlisis SDS/PAGE, RP-HPLC,
SEC y electroforesis capilar.

Una “célula hospedera recombinante” o “célula
hospedera” se refiere a una célula que incluye un
polinucledtido exdgeno, independientemente del método usado
para la insercidn, por ejemplo, absorcidén directa,
transduccidn, apareamiento f u otros métodos conocidos en el
estado de la técnica para crear células hospedera
recombinantes. El1 polinucledtido exdbgeno se puede mantener
como un vector no integrado, por ejemplo, un plasmido, o de
manera alternativa, puede estar integrado en el genoma
hospedera.

Como se usa en la presente, el término “eucariota”
se refiere a organismos que pertenecen al dominio
filogenético Eucarya, tales como animales (que incluyen,
entre otros, mamiferos, insectos, reptil, aves, etc.),
ciliatos, plantas (que incluyen, entre otras,
monocotileddneas, dicotileddneas, algas, etc.), hongos,
levaduras, flagelados, microsporidia, protistas, etc.

Como se usa en la presente, la expresién “no
eucariota” se refiere a organismos no eucariotas o
procariotas. Por ejemplo, un organismo no eucariota puede

pertenecer al dominio filogenético Eubacteria (que incluye,
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entre otros, Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus
stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, etc.) o) al dominio
filogenético Archaea (que incluye, entre otros, Methanococcus
jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum,
Halobacterium, tal como Haloferax volcanii y especie de
Halobacterium  NRC-1, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus
furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix, etc.).
Como se usa en la presente, el término “medio”
incluye cualgquier medio de cultivo, solucidn, s6lido,
semisdélido o soporte rigido que pueda soportar o contener
cualquier célula hospedera, lo que incluye células hospedera
bacterianas, células hospedera de levadura, células hospedera
de insectos, células hospedera vegetales, células hospedera
eucariotas, células hospedera de mamiferos, células CHO,
células hospedera procariotas o células hospedera de E. coli
y Pseudomonas, y contenidos celulares. Por 1lo tanto, el
término puede abarcar el medio en el cual se cultivd la
célula hospedera, por ejemplo, el medio en el cual se secretd
el polipéptido de relaxina modificada o no modificada, que
incluye el medio antes o después de una etapa de
proliferacidNo. E1l término también puede abarcar
amortiguadores o reactivos que contienen lisados de células
hospedera, tal como cuando el ©polipéptido de relaxina

modificada o no modificada se produce de manera intracelular
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y las células hospedera son lisadas o alteradas para que
liberen el polipéptido de relaxina modificada o no
modificada.

El término “relaxina”, como se usa en la presente,
se refiere a la relaxina humana, especificamente, la relaxina
humana 2 (también denominada relaxina H2 o RLN2), a menos que
el contexto indique lo contrario, cuya secuencia de
aminoacidos y estructura espacial son conocidas. La relaxina
humana estd compuesta por una cadena A de 24 aminoacidos vy
una cadena B de 29 aminocadcidos que se reticulan mediante
enlaces disulfuro (véase la Figura 5). Una relaxina de tipo
silvestre reticulada de manera adecuada contiene tres puentes
disulfuro: uno entre la posicién 11 de la cadena A y la
posicién 11 de la cadena B, un segundo entre la posicidén 24
de la cadena A y la posicién 23 de la cadena B, y un tercero
entre las posiciones 10 y 15 de la cadena A.

Como se wusa en la presente, “polipéptido de
relaxina modificada” o “relaxina modificada” se wusan de
manera indistinta e incluyen aquellos polipéptidos %
proteinas que son diferentes de la relaxina de tipo silvestre
(por ejemplo, la relaxina humana de tipo silvestre de SEQ ID
NO:4 y SEQ 1ID NO:5) vy, en general, tienen al menos una
actividad bioldgica de una relaxina 2, asi como anadlogos de
relaxina, isoformas de relaxina, miméticos de relaxina,

polimorfismos (por ejemplo, variantes de la secuencia de
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relaxina natural), fragmentos de relaxina, proteinas hibridas
de relaxina, proteinas de fusidén, oligbmeros y multimeros,
homélogos, variantes del patrdén de glucosilacidn, variantes
de empalme y muteinas de aquella. Las expresiones
“polipéptido de relaxina modificada” y “relaxina modificada”
abarcan polipéptidos de relaxina que comprenden una O mas
sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos.

Las sustituciones en una amplia variedad de
posiciones de aminocadcidos en la relaxina natural se pueden
incorporar en un polipéptido de relaxina modificada. Las
sustituciones que incluyen, entre otras, las que modulan la
solubilidad o estabilidad, aumentan la actividad agonista,
aumentan la semivida in vivo o 1in vitro, aumentan 1la
resistencia a la proteasa, reducen la inmunogenicidad o 1la
toxicidad, facilitan 1la purificacién o la facilidad de
fabricacién, etc. vy estidn comprendidas en la expresidn
“polipéptido de relaxina modificada” o “relaxina modificada”.
En algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos
codificados de manera no natural descritas en la presente se
pueden combinar con otras adiciones, sustituciones o
supresiones dentro del polipéptido de relaxina modificada
para afectar los rasgos Dbioldgicos del polipéptido de
relaxina modificada con respecto a otro polipéptido de
relaxina (por ejemplo, el polipéptido de relaxina de tipo

silvestre de SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5 u otro polipéptido
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de relaxina, tal como el mismo polipéptido de relaxina sin la
adicién, sustitucidédn o supresién, u otro polipéptido
modificado o no modificado de relaxina modificada o no
modificada). En algunas modalidades, las otras adiciones,
sustituciones o supresiones pueden aumentar la estabilidad
(que incluye, entre otros, la resistencia a la degradacidn
proteolitica) del polipéptido de relaxina modificada o
aumentar la afinidad del polipéptido de relaxina modificada
hacia su receptor. En algunos casos, las otras adiciones,
sustituciones o supresiones pueden aumentar la estabilidad
farmacéutica del ©polipéptido de relaxina modificada. En
algunas modalidades, 1las otras adiciones, sustituciones o
supresiones pueden aumentar la solubilidad (por ejemplo,
cuando se expresa en E. coli o en otras células hospedera),
aumentar la facilidad de elaboracién o disminuir 1la
agregacién del polipéptido de relaxina modificada. En algunas
modalidades, las adiciones, sustituciones o supresiones
pueden aumentar la solubilidad del polipéptido después de 1la
expresién en E. coli o en otras células hospedera
recombinantes. En algunas modalidades, se pueden seleccionar
sitios para sustitucidén con un aminocadcido no natural o
codificado de manera natural, ademds de otro sitio para la
incorporacién de un aminodcido no natural que da como
resultado una mayor solubilidad de un polipéptido después de

la expresién en E. coli o en otras células hospedera
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recombinantes.

En algunas modalidades, los polipéptidos de
relaxina modificada también comprenden  una insercién,
sustitucidén o supresidn adicional que modula la actividad
bioldgica del ©polipéptido de —relaxina modificada. Por
ejemplo, las adiciones, sustituciones o supresiones pueden
modular una o mas propiedades o actividades de relaxina
modificada. Por ejemplo, las adiciones, sustituciones o
supresiones pueden modular la afinidad al receptor del
polipéptido de relaxina, las proteinas de fijacidén o el
ligando asociado, modular la transduccidén de sefial después de
la fijacidén al receptor de relaxina, modular la semivida in
vivo o en circulacién, modular la semivida terapéutica,
modular la estabilidad del polipéptido, modular la escisidn
mediante proteasas, modular la dosis, modular la liberacidén o
biodisponibilidad, facilitar 1la purificacién, disminuir la
desamidacién, disminuir la agregacidén, mejorar la vida atil o
la semivida in vitro, o mejorar o alterar una mediante de
administracién particular. De manera similar, los
polipéptidos de relaxina modificada pueden comprender
secuencias de escisidén de proteasa, grupos reactivos,
dominios de fijacién al anticuerpo (que incluyen, entre
otros, FLAG o poli-His) u otras secuencias basadas en
afinidad (gue incluyen, entre otras, FLAG, poli-His, GST,

etc.) o moléculas 1ligadas (que incluyen, entre otras,
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biotina) que mejoran la deteccidn (que incluyen, entre otras,
GFP), la purificacidén u otros rasgos del polipéptido.

La expresidn “polipéptido de relaxina modificada”
también incluye fragmentos bioldgicamente activos, variantes
bioldbégicamente activas y estereoisdmeros de la relaxina
natural, ademas de variantes agonistas, miméticas y
antagonistas de la relaxina natural vy las fusiones de
polipéptidos de estos. Las fusiones que comprenden
aminoacidos adicionales en el amino-terminal, carboxi-
terminal o ambos estdn comprendidas en la expresidn
“polipéptido de relaxina modificada”. Los ejemplos de
fusiones incluyen, por ejemplo, relaxina de metionilo, en
donde una metionina estd ligada al N-terminal de una cadena A
y/o una cadena B de relaxina, que resulta de la expresidn
recombinante de la forma madura de relaxina que carece del
péptido lider o péptido de sefial o una porcidén de estos (por
ejemplo, una metionina estd 1ligada al N-terminal de una
cadena A vy/o una cadena B de relaxina, que resulta de 1la
expresién recombinante, por ejemplo, en E. coli), fusiones
con fines de purificacién (que incluyen, entre otros, a
polihistidina o a epitopos de afinidad), fusiones con
péptidos de fijacidén a albumina de suero, tales como
adnectina PKE y fusiones con proteinas séricas, tales como
albtmina de suero, vy proteinas de fusidén gque comprenden

relaxina y una o mas moléculas diferentes (“componente de
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fusidén”), que incluyen, entre otros, albumina de suero,
dominio Fc, regidén constante de inmunoglobulina, polipéptido
no estructurado, adnectina, y un fragmento de estos.
Cualquiera de esos fragmentos se puede preparar de las
proteinas mediante métodos bioquimicos estandares, o mediante
la expresidn de un polinucledtido que codifica el fragmento.

A menos que se indique lo contrario, en general,
como se usan en la presente, las expresiones “polipéptido de
relaxina” y “relaxina” abarcan tanto polipéptidos de relaxina
no modificada (es decir, de tipo silvestre) como polipéptidos
de relaxina modificada.

La expresién “polipéptido de relaxina modificada”
incluye polipéptidos conjugados con un polimero, tal como PEG
o un prolongador PK, y puede comprender opcionalmente una o
mas derivatizaciones de cisteilna, lisina u otros residuos. En
algunas modalidades, el polipéptido de relaxina modificada
puede comprender un ligador, un polimero o un prolongador PK,
en donde el aminodcido al cual se conjuga el 1ligador, el
polimero o el prolongador PK puede ser un aminodcido no
natural de conformidad con la presente descripcidén, o un
aminoacido codificado de manera natural (por ejemplo, lisina
0 cisteina) utilizando técnicas conocidas en el estado de la
técnica, tales como acoplamiento a lisina o cisteina.

La expresidn “polipéptido de relaxina modificada”

también incluye polipéptidos de relaxina conjugados o ligados
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al prolongador PK descrito en la presente mediante un
aminoacido codificado de manera natural, por ejemplo,
cisteina o lisina, en el polipéptido de relaxina. En algunas
modalidades, el aminodcido codificado de manera natural puede
ser una sustitucidén o insercidédn en el ©polipéptido de
relaxina.

La expresidén “polipéptido de relaxina modificada”
también incluye relaxina modificada glucosilada, tal como
polipéptidos glucosilados en cualquier posicidn de
aminoacido, formas glucosiladas ligadas a N o ligadas a O del
polipéptido. Asimismo, se incluyen las variantes de empalme.

Todas las referencias a las posiciones de
aminodcidos en la relaxina modificada o no modificada que se
describen en la presente se basan en la posicidn
correspondiente en la cadena A de SEQ ID NO: 4 o la cadena B
de SEQ ID NO:5, a menos que se especifique lo contrario. Las
personas de experiencia en la técnica comprenderdn gque las
posiciones de aminodcidos correspondientes a las posiciones
en SEQ ID NO: 4 o 5, u otra secuencia de relaxina se pueden
identificar facilmente en cualquier otra molécula de
relaxina, tal como fusiones, variantes, fragmentos, etc. de
relaxina. Por ejemplo, se pueden usar programas de alineaciédn
de secuencias, tales como BLAST, para alinear e identificar
una posicidén particular en una proteina que corresponde a una

posicidén en SEQ ID NO: 4 o 5, u otra secuencia de relaxina.
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Las sustituciones, supresiones o adiciones de aminoacidos
descritas en la presente en referencia a SEQ ID NO: 4 o 5, u
otra secuencia de relaxina también se refieren a
sustituciones, supresiones o adiciones en las posiciones
correspondientes en fusiones, variantes, fragmentos, etc. de
relaxina que se describen en la presente o que se conocen en
el estado de la técnica y quedan abarcadas expresamente por
la presente descripcidNo.

La expresién “polipéptido de relaxina modificada”
también abarca homodimeros, heterodimeros, homomultimeros vy
heteromultimeros que se forman mediante componentes de
fusidén, tales como dominios Fc, o que estan ligados, entre
otros, a aquellos ligados directamente a través de cadenas
laterales del aminoédcido codificado de manera no natural, vya
sea a las mismas cadenas laterales del aminocdcido codificado
de manera no natural o a cadenas laterales diferentes de
este, a cadenas laterales del aminodcido codificado de manera
natural, o indirectamente a través de un ligador. Los
ejemplos de ligadores incluyen, entre otros, compuestos
orgadnicos pequefios, polimeros soluble en aguas de varias
longitudes, tales como poli(etilenglicol) o polidextrano, o
péptidos o polipéptidos, por ejemplo, de hasta 50. 40. 30.
25, 20. 15, 10. 9, 8, 7, ©, 5, 4, 3, 2 o hasta 1 aminoacidos
de longitud.

Como se usa en la presente, el término “modificado”



10

15

20

25

37

se refiere a cualgquier cambio hecho a un polipéptido
determinado, tal como cambios en la longitud del polipéptido,
la secuencia de aminoécidos, la estructura quimica, la
modificacidédn simultdnea a la traduccidn, o la modificaciédn
después de la traduccidén de un polipéptido. La expresidn
“modificada después de la traduccidédn” se refiere a cualquier
modificacidén de un aminocdcido natural o aminodcido no natural
que se produce en ese aminoacido después de ser incorporado
en una cadena de polipéptidos. El1 término abarca, uUnicamente
a modo de ejemplo, modificaciones in vivo simultaneas a la
traduccidn, modificaciones in vitro simultaneas a la
traduccidén (como ocurre en un sistema de traduccidédn libre de
células), modificaciones in vivo después de la traduccidn y
modificaciones in vitro después de la traduccidNo.

Un “aminodcido codificado de manera no natural” se
refiere a un aminodcido que no es uno de los 20 aminoacidos
comunes, pirrolisina ni selenocisteina. Otra expresidén que se
puede usar como sindénimo de “aminocdcido codificado de manera
no natural” es “aminodcido no natural”. La expresidn
“aminoacido codificado de manera no natural” también incluye,
entre otros, aminodcidos que se producen por modificacidn
(por ejemplo, modificaciones después de la traduccidn) de un
aminocacido codificado de manera natural (que incluye, entre
otros, los 20 aminoéacidos comunes o pirrolisina y

selenocisteina), pero gue no se 1incorporan naturalmente en



10

15

20

25

38

una cadena de polipéptidos de crecimiento por medio de un
complejo de traduccidNo. Los ejemplos de tales aminoacidos
codificados de manera no natural incluyen, entre otros, N-
acetilglucosaminil-L-serina, N-acetilglucosaminil-L-treonina
y O-fosfotirosina.

En el contexto de un polipéptido de relaxina
modificada, como se usan en la presente, los términos “para-
acetil-fenilalanina” y “para-acetil-L-fenilalanina” (que
incluyen las abreviaturas pAcF y pAF) también abarcan 1los
productos de reacciones quimicas en donde el grupo acetilo en
la posicidén para estd ausente y, en su lugar, un enlace a
otra molécula esta presente. Por ende, por ejemplo, en un
polipéptido de relaxina modificada que comprende una para-
acetil-fenilalanina (tal como para-acetil-L-fenilalanina), la
para-acetil-fenilalanina puede comprender una oxima, un
triazol, una amida u otro enlace en la posicidén para, por
ejemplo, que tenga un enlace oxima que surja como resultado
de la reaccién del grupo carbonilo de para-acetil-L-
fenilalanina con un grupo aminooxi, y que carezca de un
carbono carbonilo, en la posicidébn para. Tal para-acetil-
fenilalanina se puede denominar ‘“para-acetil-fenilalanina
modificada”, por ejemplo, “para-acetil-L-fenilalanina
modificada”.

Un ejemplo de aminoédcido codificado de manera no

natural es para-acetil fenilalanina (pACF) . Se puede



10

15

20

25

39

sintetizar usando el procedimiento descrito anteriormente en
Zhang, 7., Smith, B. A. C., Wang, L., Brock, A., Cho, C. &
Schultz, P. G., Biochemistry, (2003) 42, 6735-6746, que se
incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

Un “grupo de modificacidén del amino-terminal” se
refiere a cualquier molécula que se puede unir al amino-
terminal de un polipéptido. De manera similar, un “grupo de
modificacidén del carboxi-terminal” se refiere a cualquier
molécula que se puede unir al carboxi-terminal de un
polipéptido. Los grupos de modificacidén del terminal
incluyen, entre otros, distintos polimeros solubles en aguas,
metionina, péptidos o proteinas, tales como albumina de
suero, dominio Fc, regién constante de inmunoglobulina,
polipéptido no estructurado, adnectina o un fragmento de
estos, A&cidos grasos o derivados de estos, u otras porciones

que aumentan la semivida en suero (in vivo) de polipéptidos.

Las expresiones “grupo funcional”, “porcidn
activa”, “grupo activador”, “grupo saliente”, “sitio
reactivo”, “grupo gquimicamente reactivo” y “porcidn

quimicamente reactiva” se usan en el estado de la técnica y
en la presente para diversas porciones o unidades definibles
de una molécula. Los términos son de alguin modo sindénimos en
el campo de la guimica y se usan en la presente para indicar
las porciones de moléculas que realizan alguna funcidén o

actividad y que son reactivas con otras moléculas.
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En la presente, el término “enlace” se usa para
referirse a grupos o enlaces que normalmente se forman como
resultado de una reaccidn quimica y, en general, son enlaces
covalentes. “Enlaces hidroliticamente estables” significa que
los enlaces son sustancialmente estables en agua y no
reaccionan con agua a valores de pH ttiles, lo que incluye,
entre otros, en condiciones fisioldgicas durante un periodo
prolongado, tal vez indefinidamente. “Enlaces
hidroliticamente inestables o degradables” significa que 1los
enlaces son degradables en agua o en soluciones acuosas, 1lo
que incluye, por ejemplo, sangre. “Enlaces enzimaticamente
inestables o degradables” significa que el enlace puede ser
degradado por una o mas enzimas. Como se comprende en el
estado de la técnica, PEG, &cidos grasos y otros polimeros
pueden incluir enlaces degradables en la estructura principal
del polimero o en el grupo ligador entre 1la estructura
principal del polimero y uno o més de los grupos funcionales
del terminal de la molécula polimérica. Por ejemplo, los
enlaces de éster formados por la reaccidén de Acidos
carboxilicos o Aacidos carboxilicos activados con grupos
alcohol en un agente bioldgicamente activo generalmente se
hidrolizan en condiciones fisioldgicas ©para 1liberar el
agente. Otros enlaces hidroliticamente degradables incluyen,
entre otros, enlaces de carbonato; enlaces de imina dque

pueden resultar de la reaccidédn de una amina y un aldehido;
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enlaces de ésteres de fosfato que se pueden formar mediante
la reaccidén de un alcohol con un grupo fosfato; enlaces de
hidrazona, que pueden ser el producto de la reaccidén de
hidrazida y un aldehido; enlaces de acetal, que pueden ser el
producto de la reaccidédn de un aldehido y un alcohol; enlaces
de ortoésteres, que pueden ser el producto de la reaccidn de
un formiato y un alcohol; enlaces de péptidos que pueden
estar formados por un grupo amina, por ejemplo, entre otros,
en un extremo de un polimero, y un grupo carboxilo de un
péptido; oxima, o enlaces de semicarbazona que pueden ser el
producto de reaccidén de una funcionalidad carbonilo y un
reactivo que contiene hidroxilamina o semicarbazida; vy
enlaces de oligonucledétidos que pueden estar formados por un
grupo fosforamidita, por ejemplo, entre otros, en el extremo
de un polimero, % un grupo hidroxilo 57 de un
oligonucledétido.

Cuando los grupos sustituyentes se especifican
mediante sus fdérmulas gquimicas convencionales, escritas de
izquierda a derecha, abarcan de igual modo los sustituyentes
quimicamente idénticos que resultarian de escribir 1la
estructura de derecha a izquierda, por ejemplo, la estructura
CH20 es equivalente a la estructura -OCH2. Las composiciones
que se describen en la presente pueden incluir compuestos
etiquetados de manera 1isotdépica con uno o més Atomos

reemplazados por un atomo que tiene una masa atdmica o un
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numero masico diferentes de la masa atdmica o el numero
masico hallados generalmente en la naturaleza. Las
composiciones ©presentadas en la presente pueden incluir
isémeros, que incluyen, entre otros, diasteredémeros,
enantibémeros y mezclas de estos, por ejemplo, L-aminoacidos
y/o D-aminodcidos (tales como para-acetil-D-fenilalanina y/o
para-acetil-L-fenilalanina) .

El término “sustituyentes” incluye, entre otros,
“sustituyentes que no interfieren”. Los “sustituyentes gque no
interfieren” son aquellos grupos que producen compuestos
estables. Los radicales o sustituyentes adecuados que no
interfieren incluyen, entre otros, halo, alquilo C;-Cip.
alquenilo C,-Cip. alquinilo C,-Cyp. alcoxi Ci1-Cyp. aralquilo Ci-
Ci2, alcarilo C;-Cip, cicloalquilo C3-Cip, cicloalquenilo C3-Cip,
fenilo, fenilo sustituido, toluoilo, xilenilo, Dbifenilo,
alcoxialquilo C;-Cy,, alcoxiarilo C,-Ci,, ariloxialquilo C;-Cio,
oxiarilo C3-Cip, alquilsulfinilo C;-Cg¢, alquilsulfonilo C;-Cip.
--(CH2)m --0--(algquilo C;-Ciy), en donde m es de 1 a 8, arilo,
arilo sustituido, alcoxi sustituido, fluorocalquilo, radical
heterociclico, radical heterociclico sustituido,
nitroalquilo, --NO2, --CN, --NRC(O)--(algquilo C;-Cip), —--C(O)-
-(alguilo C;-Ci9), algquilo C,-Cjig-tiocalquilo, --C(0)O--(algquilo
Ci-C19), --OH, --S0,, =S, --COOH, --NR,, carbonilo, --C(0O)--(
alquilo C;-Cpp)-CF3, --C(0O)—CF3, --C(O)NR2, --(arilo C;-Cig)-S-

-(arilo CgCqi9), --C(O)--( arilo C;-Cig9), --(CH2)m --0--(--



10

15

20

25

43

(CH2)m--0--(alquilo C;-Cip), en donde cada m es de 1 a 8, --
C(O)NR2, --C(S)NR2, -- SO0O2NR2, --NRC(O) NR2Z2, --NRC(S) NR2Z,
sales de estos, y similares. Como se usa en la presente, cada
R es H, alquilo o algquilo sustituido, arilo o arilo
sustituido, aralquilo o alcarilo.

El término “haldgeno” incluye fluoro, cloro, yodo y
bromo.

A menos que se indique 1lo contrario, el término
“alquilo” en si mismo o como parte de otro sustituyente
significa wuna cadena lineal o ramificada, o wun radical
hidrocarburo ciclico, o una combinacidén de estos, que puede
ser totalmente saturados, mono o poliinsaturados vy pueden
incluir radicales divalentes y multivalentes, qgque tienen 1la
cantidad de &tomos de carbono designada (es decir, C1-C10
significa 1 a 10 <carbonos). Los ejemplos de radicales
hidrocarburo saturados incluyen, entre otros, grupos, tales
como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-
butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo,
(ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo, homélogos e 1isdmeros
de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo vy
similares. Un grupo alquilo insaturado es agquel gque tiene uno
o més enlaces dobles o enlaces triples. Los ejemplos de
grupos alquilo insaturados incluyen, entre otros, vinilo, 2-
propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2—- (butadienilo), 2,4-

pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- v 3-
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propinilo, 3-butinilo, y homdélogos e isdmeros mas altos. A
menos que se indique 1lo contrario, el término “alquilo”
también incluye los derivados de algquilo definidos a
continuacidén en mayor detalle, tales como “heteroalquilo”.
Los grupos alquilo que se limitan a grupos hidrocarburo se
denominan “homoalquilo”.

El término “alquileno” en si mismo o como parte de
otro sustituyente significa un radical divalente derivado de
un alcano, como se ejemplifica, entre otros, mediante las
estructuras -CH2CH2- y -CH2CH2CH2CH2-, y también incluye los
grupos descritos a continuacidén como “heterocalquileno”.
Generalmente, un grupo alquilo (o alquileno) tendrd de 1 a 24
dtomos de carbono, en donde esos grupos que tienen 10 o menos
dtomos de carbono son una modalidad particular de los métodos
y las composiciones que se describen en la presente. Un
“Yalquilo inferior” o “algquileno inferior” es un grupo alquilo
o algquileno de cadena mas corta que tiene, en general, 8 o
menos atomos de carbono.

Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio”
(0 tioalcoxi) se wusan en su sentido convencional vy se
refieren a los grupos alquilo unidos al resto de la molécula
a través de un atomo de oxigeno, un grupo amino o un atomo de
azufre, respectivamente.

A menos que se indique 1lo contrario, el término

“heteroalquilo”, en si mismo o en combinacidédn con otro
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término, significa una cadena lineal o ramificada estable, o
un radical hidrocarburo ciclico, o combinaciones de estos,
que consisten en la cantidad indicada de atomos de carbono y
al menos un heterodtomo seleccionado del grupo que consiste
en O, N, Si y S, y en donde los &tomos de nitrdégeno y azufre
se pueden oxidar opcionalmente, y el heterodtomo de nitrdgeno
se puede cuaternizar opcionalmente. Los heterodtomos O, N, S
y Si pueden estar ubicados en cualquier posicidén interna del
grupo heterocalquilo o en la posicidén en la que el grupo
alquilo estd unido al resto de la molécula. Los ejemplos
incluyen, entre otros, -CH2-CH2-0-CH3, -CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-
CH2-N (CH3) -CH3, -CH2-S-CH2-CH3, -CH2-CH2,-S(0)-CH3, -CH2-CH2-
S(0)2-CH3, -CH=CH-0O-CH3, -Si(CH3)3, -CH2-CH=N-OCH3 y -CH=CH-
N (CH3)-CH3. Hasta dos hetercdtomos pueden ser consecutivos,
tales como -CH2-NH-OCH3 y —-CH2-0-Si(CH3)3. De manera similar,
el término “heterocalquileno”, en si mismo o como parte de
otro sustituyente, significa un radical divalente derivado de
heteroalquilo, como se ejemplifica, entre otros, mediante -
CH2-CH2-S-CH2 CH2- y -CH2-S-CH2-CH2-NH-CH2-. Para los grupos
heteroalquileno, los mismos o diferentes heterodtomos también

pueden ocupar uno de los terminales de la cadena o ambos (que

incluyen, entre otros, alquilenoxi, alquilendioxi,
alquilendioxi, alquilenamino, alquilendiamino,
aminooxialgquileno y similares). Asimismo, en el caso de 1los

grupos de enlace alquileno y heteroalquileno, no se puede
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inferir la orientacidén del grupo de enlace a partir de la
direccidén en la que estda escrita la fédrmula del grupo de
enlace. Por ejemplo, la férmula -C(0O)2R’ representa -C(0)2R’
y —R’C(0) 2.

A menos que se indique lo contrario, los términos
“cicloalquilo” vy “heterocicloalgquilo”, en si mismos o en
combinacidn con otros términos, representan versiones
ciclicas de “alquilo” y “heterocalquilo”, respectivamente. Por
lo tanto, wun cicloalquilo o Theterocicloalquilo incluye
enlaces de anillos saturados, parcialmente insaturados vy
totalmente insaturados. De manera adicional, en el caso de
heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicidn
en la que el heterociclo estéd unido al resto de la molécula.
Los ejemplos de cicloalquilo incluyen, entre otros,
ciclopentilo, ciclohexilo, 1-ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo,
cicloheptilo y similares. Los ejemplos de heterocicloalquilo
incluyen, entre otros, 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo), 1-
piperidinilo, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo,
3-morfolinilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo,
tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrothien-3-ilo, 1-piperazinilo,
2-piperazinilo y similares. De manera adicional, el término
abarca las estructuras de anillos biciclicos y triciclicos.
De manera similar, el término “heterocicloalquileno”, en si
mismo o como parte de otro sustituyente, significa un radical

divalente derivado de Theterocicloalquilo, vy el término
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“cicloalgquileno”. en si mismo o como ©parte de otro
sustituyente, significa un radical divalente derivado de
cicloalqgquilo.

A menos que se indique lo contrario, el término
“arilo” significa un sustituyente hidrocarburo
poliinsaturado, aromdtico que puede ser un solo anillo o
miltiples anillos (lo que incluye, entre otros, de 1 a 3
anillos) que se fusionan o se ligan de manera covalente. E1
término “heteroarilo” se refiere a grupos (o anillos) arilo
que contienen de 1 a 4 heteroatomos seleccionados de N, O y
S, en donde 1los &tomos de nitrdégeno y azufre se oxidan
opcionalmente, vy los &atomos de nitrdgeno se cuaternizan
opcionalmente. Un grupo heteroarilo se puede unir al resto de
la molécula a través de un heterodtomo. Los ejemplos no
limitativos de grupos arilo y heteroarilo incluyen fenilo, 1-
naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, l-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-
pirrolilo, 3-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo,
pirazinilo, 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazolilo, 5-
oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-
tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilo, 3-furilo, 2-
thienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-
pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2-
bencimidazolilo, 5-indolilo, 1l-isoquinolilo, 5-isoquinolilo,
2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo y 6-quinolilo.

Los sustituyentes de cada uno de los sistemas de anillos de
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arilo y hetercarilo antes mencionados se seleccionan del
grupo de sustituyentes aceptables que se describen a
continuacidéNo.

Para mayor brevedad, el término “arilo”, cuando se
usa en combinacidén con otros términos (que incluyen, entre
otros, ariloxi, ariltioxi, arilalquilo) incluye los anillos
de arilo y heteroarilo definidos anteriormente. Por lo tanto,
el término “arilalquilo” incluye los radicales en donde un
grupo arilo estd unido a un grupo alquilo (que incluye, entre
otros, bencilo, fenetilo, piridilmetilo y similares), que
incluye los grupos alquilo en donde un atomo de carbono (que
incluye, entre otros, un grupo metileno) se reemplazd, por
ejemplo, con un &tomo de oxigeno (que incluye, entre otros,
fenoximetilo, 2-piridiloximetilo, 3-(1l-naftiloxi)propilo vy
similares) .

Cada uno de los términos anteriores (que incluyen,
entre otros, “Yalquilo”, “heteroalquilo”, “Yarilo” y
“heteroarilo”) incluyen formas sustituidas o no sustituidas
del radical indicado. A continuacidén se indican los ejemplos
de sustituyentes para cada tipo de radical.

Los sustituyentes de 1los radicales alquilo vy
heteroalgquilo (que incluyen los grupos que suelen denominarse
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo,
alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalgquenilo y

heterocicloalquenilo) pueden ser uno o0 mas de varios grupos
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seleccionados, entre otros, de: -OR’, =0, =NR’, =N-OR’, -
NR’R”, -SR’, -halbgeno, -SiR’R”R”’, OC(O)R’, -C(O)R’, -CO2R’,
-CONR'R”, -0OC (O)NR’'R", -NR”C (O)R’, NR’ C(O)NR"R"', -
NR”C (0) 2R’, -NR-C(NR’R”R’”)=NR”“, NR C(NR’R”)=NR’”, -S(O)R’,
-S5(0)2R", =-S(0)2NR’R”, NRSO2R’, -CN y -NO2 en una cantidad
que varia de 0 a (2m’'+1), en donde m’ es la cantidad total de
adtomos de carbono en ese radical. Cada uno de R’, R”, R"' y
R”™ se refiere independientemente a hidrdégeno, heterocalquilo
sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido,
que incluye, entre otros. arilo sustituido con 1-3 haldgenos,
alquilo sustituido o no sustituido, grupos alcoxi o
tiocalcoxi, o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto de 1la
invencién incluye més de un grupo R, por ejemplo, cada uno de
los grupos R se selecciona independientemente como cada grupo
R, R”, R'” y R”%, cuando mads de uno de estos grupos estéa
presente. Cuando R’ y R” estan unidos al mismo &tomo de
nitrbégeno, se pueden combinar con el 4dtomo de nitrdégeno para
formar un anillo de 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, -NR’'R”
debe incluir, entre otros, 1l-pirrolidinilo y 4-morfolinilo.
Del anédlisis anterior sobre sustituyentes, una persona
experta en la técnica comprenderd que el término “alquilo”
debe incluir grupos que incluyen &atomos de carbono unidos a
otros grupos en lugar de grupos hidrdégeno, tales como
haloalgquilo (que incluye, entre otros, -CF3 vy -CH2CF3) vy

acilo (que incluye, entre otros, -C (0)CH3, -C (0O)CF3,
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C(O)CH20CH3 y similares).

De manera similar a lo que ocurre con 1los
sustituyentes descritos para el radical alquilo, los
sustituyentes de los grupos arilo y heteroarilo son variados
y se seleccionan, por ejemplo, de: haldbgeno, OR’, =0, =NR’,
=N-OR’, -NR’'R”, -SR’, -haldgeno, -SiR’R”R"', OC(O)R', -
C(O)R", CO2R’, —-CONR'R", -OC (O)NR'R”, -NR”C (O)R’, NR'
C (O)NR”R”', -NR”C (0) 2R, NR-C (NR’R”R’”)=NR"", NR
C(NR’R”)=NR’”, -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)2NR’R”, NRSO2R’, -CN vy
-NO2, -R’, -N3, -CH(Ph)2, fluoro(Cl-C4d)alcoxi y fluoro(Cl-
Cd4)alguilo, en una cantidad que vwvaria de 0 a la cantidad
total de wvalencias abiertas en el sistema de anillos
aromadticos; y en donde R’, R”, R”’" y R”%Y se seleccionan
independientemente de hidrdégeno, alquilo, heteroalquilo,
arilo y heteroarilo. Cuando un compuesto de 1la invencién
incluye mads de un grupo R, por ejemplo, cada uno de 1los
grupos R se selecciona independientemente como cada grupo R’,
R”, R’'” vy R”Y, cuando mds de uno de estos grupos estéa
presente.

La expresidén “acido graso” se refiere a una cadena
de acilo saturado o insaturado que tiene de 6 a 20 atomos de
carbono o un derivado de estos. En algunas modalidades, el
dcido graso puede estar ligado a un componente peptidico del
mejorador de PK descrito en la presente y terminar en un

adcido carboxilico o un grupo metilo. En algunas modalidades,
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el acido graso ligado al componente peptidico del mejorador
PK puede terminar en un acido carboxilico. En algunas
modalidades, el &cido graso puede estar ligado al componente
peptidico mediante un enlace de amida. En algunas
modalidades, el acido graso puede tener de 10 a 18 atomos de
carbono. En algunas modalidades, el &cido graso puede tener
de 12 a 17 &tomos de carbono. En algunas modalidades, el
acido graso puede tener 14, 15 o 16 &tomos de carbono. En
algunas modalidades, el &acido graso puede tener 15 atomos de
carbono.

Como se usa en la presente, la expresidén “polimero
soluble en agua” se refiere a cualquier polimero que es
soluble en solventes acuosos. El enlace de polimeros soluble
en aguas con polipéptidos de relaxina modificada puede dar
como resultado cambios que incluyen, entre otros, mayor
semivida en suero (in vivo) o semivida en suero (in vivo)
modulada, o mayor semivida terapéutica o semivida terapéutica
modulada, con respecto a la forma no modificada, toxicidad o
inmunogenicidad reducida o modulada, caracteristicas de
asociacién fisica modulada, tales como menor agregaciédn vy
formacién de multimeros, fijacidén al receptor alterada,
fijacidén alterada a uno o mas componentes de fijacidén, vy
dimerizacidédn o multimerizacién del receptor alterada. E1
polimero soluble en agua puede o no tener su propia actividad

bioldbgica, y se puede usar como un ligador para unir la
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relaxina modificada a otras sustancias, que incluyen, entre
otros, uno o mas polipéptidos de relaxina modificada o no
modificada, o una o mas moléculas bioldgicamente activas. Los
polimeros adecuados incluyen, entre otros, polietilenglicol,
polietilenglicol propionaldehido, mono alcoxi Cl1-Cl0 o
derivados de ariloxi de estos (descritos en la patente

o

estadounidense No." 5.252.714 que se incorpora en la presente
por referencia), monometoxi-polietilenglicol, PEG discreto,
polivinilpirrolidona, polivinilalcohol, poliaminoacidos,
anhidrido maleico diviniléter, N- (2-hidroxipropil) -
metacrilamida, dextrano, derivados de dextrano que incluyen
sulfato de dextrano, polipropilenglicol, copolimero de &éxido
de polipropileno/éxido de etileno, poliol polioxietilado,
heparina, fragmentos de heparina, polisacéaridos,
oligosacaridos, glucanos, celulosa y derivados de celulosa,
que incluyen, entre otros, metilcelulosa %
carboximetilcelulosa, almiddn y derivados de almiddn,
polipéptidos de dos o mas aminocdcidos, polialquilenglicol vy
derivados de estos, copolimeros de polialgquilenglicoles vy
derivados de estos, poliviniletiléteres y alfa-beta-polil[(2-
hidroxietil)-DL-aspartamida, y similares, o mezclas de estos.
Los ejemplos de tales polimeros soluble en aguas incluyen,
entre otros, polietilenglicol y albumina de suero.

Como se usa en la presente, el término

“polialgquilenglicol” (PEG) o “poli(alquenglicol)” se refiere
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a polietilenglicol (poli(etilenglicol)), polipropilenglicol,
polibutilenglicol y derivados de estos. El término
“polialquilenglicol” abarca polimeros lineales y ramificados,
y pesos moleculares promedio de 0.1 kDa a 100 kDa. Se
enumeran otras modalidades de ejemplo, por ejemplo, en
catdlogos de proveedores comerciales, tales como el catdlogo
de Shearwater Corporation “Polyethylene Glycol and
Derivatives for Biomedical Applications” (2001).

Como se usan en la presente, las expresiones
“semivida en suero modulada” o “semivida in vivo modulada” vy
expresiones similares se refieren al cambio positivo o
negativo en la semivida en circulacidén de una relaxina
modificada con respecto a un comparador, tal como su forma no
modificada, o la relaxina de tipo silvestre. La semivida en
suero se puede medir tomando muestras de sangre en distintos
puntos temporales después de la administracién de una
relaxina modificada, y determinando la concentracidén de esa
molécula en cada muestra. La correlacién de la concentraciédn
sérica con el tiempo permite calcular la semivida en suero.
Una mayor semivida en suero (in vivo) puede tener,
convenientemente, un aumento de al menos alrededor del doble,
pero puede resultar util un aumento menor, por ejemplo, en
donde este permite un régimen de dosis satisfactorio o evita
un efecto téxico. En algunas modalidades, el aumento puede

ser de al menos alrededor de 3 veces, al menos alrededor de 5
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veces, al menos alrededor de 10 veces, al menos alrededor de
20 veces o0 al menos alrededor de 50 veces.

Como se usa en la presente, la expresidn “semivida
terapéutica modulada” significa el cambio positivo o negativo
en la semivida en suero o in vivo de la cantidad
terapéuticamente efectiva del polipéptido de relaxina
modificada descrito en la ©presente, con respecto a un
comparador, tal como su forma no modificada o la relaxina de
tipo silvestre. La semivida terapéutica se calcula midiendo
las propiedades farmacocinéticas y/o farmacodindmicas de la
molécula en distintos puntos temporales después de la
administracidéNo. El aumento de la semivida terapéutica
permite convenientemente un régimen de dosis particular, una
dosis total beneficiosa particular, o evita un efecto no
deseado. En algunas modalidades, el aumento de la semivida
terapéutica resulta de una mayor potencia, mayor o menor
fijacién de la molécula modificada a su objetivo, mayor o
menor descomposicién de la molécula por parte de enzimas,
tales como proteasas, o un aumento o una disminucidédn en otro
parametro o mecanismo de accidén de la molécula no modificada
o un aumento o una disminucidén de la depuracidén mediada por
el receptor de la molécula. En algunas modalidades, el
aumento en la semivida terapéutica puede ser de al menos
alrededor de 2 veces, al menos alrededor de 3 veces, al menos

alrededor de 5 veces, al menos alrededor de 10 wveces, al
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menos alrededor de 20 veces o al menos alrededor de 50 veces.

Cuando se aplica a un acido nucleico o a una
proteina, el término “aislado” indica que el acido nucleico o
la proteina es libre de al menos algunos de los componentes
celulares con gque se asocia en el estado natural o que el
acido nucleico o la proteina se concentraron a un nivel mayor
que la concentracidén de su produccidén in vivo o 1in vitro.
Puede ser en un estado homogéneo. Las sustancias aisladas
pueden estar en un estado seco o semiseco, o en solucidn, 1lo
que incluye, entre otros, una solucidén acuosa. Puede ser un
componente de una composicién farmacéutica que comprende
portadores y/o excipientes aceptables farmacéuticamente
aceptable adicionales. Generalmente, la pureza % la
homogeneidad se determinan usando técnicas de quimica
analitica, tales como electroforesis en gel de poliacrilamida
o cromatografia de ligquidos de alta resolucidNo. Una proteina
que es la especie predominante presente en una preparacidén se
purifica sustancialmente. En particular, un gen aislado se
separa de marcos de lectura abiertos que flangquean el gen y
codifican una proteina que no es el gen de interés. E1
término ‘“purificado” indica que un Aacido nucleico o una
proteina genera, sustancialmente, una banda en el gel
electroforético. En particular, puede significar que el &cido

Q o)

nucleico o la proteina son al menos 85 % puros, al menos 90 %

Q Q

puros, al menos 95 % puros, al menos 99 % puros, O mas.
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La expresidn  “acido nucleico” se refiere a
desoxirribonucledétidos, desoxirribonucledsidos,
ribonucledésidos o ribonucledbdétidos y polimeros de estos, vya
sean monocatenarios o bicatenarios. A menos que se indique lo
contrario, el término abarca &cidos nucleicos que contienen
analogos conocidos de nucledtidos naturales que tienen
propiedades de fijacidén similares a las del &cido nucleico de
referencia vy se metabolizan de manera similar a 1los
nucledtidos naturales. A menos que se indique una limitacién,
el término también se refiere a andlogos de oligonucledtidos
que incluyen PNA (&cido peptidonucleico), andlogos de ADN
usados en tecnologia antisentido (fosforotioatos,
fosforoamidatos vy similares). A menos gque se 1indique 1o
contrario, una secuencia de &cido nucleico particular también
abarca, dimplicitamente, variantes de esta modificadas de
manera conservadora (lo que incluye, entre otros,
sustituciones del coddédn degenerado) y secuencias
complementarias, ademds de la secuencia indicada de manera
explicita.

En la presente, los términos “polipéptido”,
“péptido” y “proteina” se usan indistintamente para referirse
a un polimero de residuos de aminodcidos. Esto quiere decir
que una descripcidén dirigida a un polipéptido se aplica de
igual manera a la descripcidén de un péptido y a la

descripcidébn de una proteina, y viceversa. Los términos se
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aplican a polimeros de aminodcidos naturales, asi como a
polimeros de aminodcidos en donde uno o mas residuos de
aminoacidos son un aminocacido codificado de manera no
natural. Como se usa en la presente, los términos abarcan
cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, lo que incluye
proteinas de longitud completa, en donde los residuos de
aminoacidos se ligan mediante enlaces de péptidos covalentes.

Las “wvariantes modificadas de manera conservadora”
se refieren a secuencias de aminodcidos que contienen
sustituciones conservadoras. Algunos ejemplos de variantes
modificadas de manera conservadora incluyen sustituciones,
supresiones o inserciones a una sSecuencia de 4cidos
nucleicos, péptidos, polipéptidos o proteinas que alteran,
agregan o eliminan un UGnico aminodcido o un pequefio
porcentaje de aminodcidos en la secuencia de polipéptidos o
secuencia de polipéptidos codificados, por ejemplo, hasta 1,
2, 3, 4 o 5 aminodcidos, o hasta 0.5 %, 1 %, 1.5 %, 2 %, 2.5
% o 3.5 % de los aminoadcidos en la secuencia de polipéptidos
o0 secuencia de polipéptidos codificados, gque opcionalmente
puede ser o puede incluir la sustitucién de aminodcidos con
aminoacidos quimicamente similares. Las personas de
experiencia en la técnica conocen las tablas de sustituciones
conservadoras dgue proporcionan aminodcidos de funcionalidad
similar. Esas variantes modificadas de manera conservadora

son adicionales y no excluyentes de las variantes polimorfas,
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los homélogos interespecies y los alelos de los polipéptidos
de relaxina modificada descritos.

Las personas de experiencia en la técnica conocen
las tablas de sustituciones conservadoras gue proporcionan
aminoacidos de funcionalidad similar. Cada wuno de los
siguientes ocho grupos contiene aminoacidos que son

sustituciones conservadoras entre si:

1) Alanina (A o Ala), glicina (G o Gly);

2) Acido aspartico (D o Asp), &cido glutédmico (E
o Glu);

3) Asparagina (N o Asn), glutamina (Q o Gln);

4) Arginina (R o Arqg), lisina (K o Lys),

histidina (H o His);

5) Isoleucina (I o 1Ile), leucina (L o Leu),
metionina (M o Met), wvalina (V o Val);

0) Fenilalanina (F o Phe), tirosina (Y o Tyr),

triptéfano (W o Trp);

7) Serina (S o Ser), treonina (T o Thr); vy
8) Cisteina (C o Cys), metionina (M o Met)
(Véase, por ejemplo, Creighton, Proteins:

Structures and Molecular Properties (W H Freeman & Co.; 2.°
edicidén (diciembre de 1993)

Los términos “idéntico” o) porcentaje de
“identidad”, en el contexto de dos o mas &cidos nucleicos o

secuencias de polipéptidos, se refieren a dos o mas
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secuencias o subsecuencias que son iguales. Las secuencias
son “sustancialmente idénticas” si tienen un porcentaje de
residuos de aminoadcidos o nucledétidos que son iguales (es

decir, alrededor de 60 %, alrededor de 65 %, alrededor de 70

o\

%, alrededor de 75 %, alrededor de 80 %, alrededor de 85

o\

alrededor de 90 %, alrededor de 95 %, alrededor de 96
alrededor de 97 %, alrededor de 98 %, alrededor de 99 % de
identidad en una regidén especifica), cuando se compararan y
se alinean para lograr una correspondencia méxima en una
ventana de comparacién o en una regidén designada medida
utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacidén de
secuencias (u otros algoritmos disponibles para las personas
de experiencia en la técnica) o mediante la alineacidén manual
y la inspeccién wvisual. La identidad puede existir en una
regién o ventana de comparacién que tiene una longitud de al
menos alrededor de 20 aminoadcidos o nucledétidos, o en una
regién que tiene una longitud de al menos alrededor de 25
aminoadcidos o nucledétidos o, cuando no se especifica, en la
totalidad de la secuencia de un polinucledétido o polipéptido.
Como se usa en la presente, una “wentana de comparacidédn”
incluye la referencia a cualquier segmento de posiciones
contiguas, por ejemplo, al menos alrededor de 10. 15, 20. 25
o 30 aminoadcidos, en donde una secuencia se puede comparar
con una secuencia de referencia del mismo numero de

posiciones contiguas después de alinear Optimamente dos
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secuencias. Algunos ejemplos de algoritmos que pueden ser
adecuados para determinar el ©porcentaje de identidad de
secuencias y similitud de secuencias son los algoritmos BLAST
y BLAST 2.0. que se describen en Altschul et al. (1997) Nuc.
Acids Res. 25:3389-3402 y Altschul et al. (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-410. respectivamente, al igual que los
algoritmos Smith-Waterman (Smith and Waterman, J Mol Biol. 25
de marzo de 1981;147 (1) :195-7) o Needleman-Wunsch (Needleman
y Wunsch, J Mol Biol., 1970 Mar;48(3):443-53), qgque se pueden
ejecutar con los parametros por defecto, por ejemplo, como se
describen en las respectivas publicaciones.

Como se usa en la presente, el término “sujeto” se
refiere a un animal, en algunas modalidades, a un mamifero, vy
en otras modalidades, a un ser humano, que es el objeto del
tratamiento, la observacidén o el experimento. Un animal puede
ser un animal de compainia (por ejemplo, perros, gatos vy
similares), un animal de granja (por ejemplo, vacas, ovejas,
cerdos, caballos y similares) o un animal de laboratorio (por
ejemplo, ratas, ratones, conejillos de Indias y similares).

Como se usa en la presente, la expresidén “cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad del compuesto (por
ejemplo, un polipéptido de relaxina modificada descrito en la
presente) que se administra, que puede prevenir, curar,
aliviar, retrasar la aparicidén, disminuir la gravedad o

reducir, en cierta medida, uno o mas de los sintomas de la
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enfermedad, afeccidén o trastorno que se esté tratando. Las
composiciones que contienen el polipéptido de relaxina
modificada descrito en la presente se pueden administrar para
tratamientos profildcticos, potenciadores y/o terapéuticos.

Los términos “mejorar” o “mejorador” significan
aumentar o prolongar, ya sSea en potencia o en duracidn, un
efecto deseado. Por lo tanto, en relacién con la mejora del
efecto de los agentes terapéuticos, el término “mejorar” se
refiere a la capacidad de aumentar o prolongar, ya sea en
potencia o en duracidn, el efecto de otros agentes
terapéuticos en un sistema.

En aplicaciones profilacticas, las composiciones
que contienen el polipéptido de relaxina modificada se
administran a un paciente susceptible o en riesgo de
contraer una enfermedad, un trastorno o una afeccidn
particulares. Esa cantidad se define como una “cantidad
profiladcticamente efectiva”.

En aplicaciones terapéuticas, las composiciones
que comprenden el polipéptido de aminodcido no natural
modificado se administran a un paciente gque ya tiene una
enfermedad, afeccidn e} trastorno, en una cantidad
suficiente para curar o al menos detener parcialmente o
aliviar los sintomas de la enfermedad, el trastorno o 1la
afeccién. ©Esa cantidad se define como una “cantidad

terapéuticamente efectiva” y puede depender de la gravedad
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y el curso de la enfermedad, el trastorno o la afeccidn,
un tratamiento anterior, el estado de salud del paciente vy
la respuesta a los farmacos, ademds del criterio del
médico. Se considera que una persona experta en la técnica
sabrad determinar esas cantidades terapéuticamente eficaces
mediante la experimentacidén de rutina (por ejemplo, un
ensayo clinico de incremento de dosis).

El término “tratar” se usa para referirse a
tratamientos profilédcticos y/o tratamientos terapéuticos.

Como se usa en la presente, “agente reductor”,
con respecto al replegamiento de proteinas, se define como
cualquier compuesto 0 material que mantiene grupos
sulfhidrilo en el estado reducido y que reduce puentes
disulfuro intramoleculares o intermoleculares. Los agentes
reductores adecuados incluyen, entre otros, ditiotreitol
(DTT), 2-mercaptoetanol, cisteilna, cisteamina (2-
aminoetantiol) vy menos glutatidéNo. Resulta evidente para
las personas de experiencia en la técnica que una amplia
variedad de agentes reductores son adecuados para usar en
los métodos y las composiciones de la presente invencidéNo.

Como se usa en la presente, “agente de
oxidacién”, con respecto al replegamiento de proteinas, se
define como cualquier compuesto o material que puede
eliminar un electrédn de un compuesto que se oxida. Los

agentes de oxidacidén adecuados incluyen, entre otros,
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glutatidn oxidado, cistina, cistamina, ditiotreitol
oxidado, eritreitol oxidado y oxigeno. Resulta evidente
para las personas de experiencia en la técnica gue una
amplia variedad de agentes de oxidacidén son adecuados para

usar en los métodos de la presente invencidNo.

Como se usan en la presente, “agente
desnaturalizante” o “desnaturalizante” se definen como
cualquier compuesto o material que causara el
desplegamiento reversible de una proteina. La

concentracién de un agente desnaturalizante o de un
desnaturalizante se determinard mediante las propiedades vy
la concentracidn del agente desnaturalizante o) el
desnaturalizante particular. Los agentes desnaturalizantes
o los desnaturalizantes adecuados pueden ser caotrépicos,
detergentes, solventes organicos, solventes miscibles en
agua, fosfolipidos, o una combinacidén de dos o méas
agentes. Los caotrdépicos adecuados incluyen, entre otros,
urea, guanidina vy tiocianato de sodio. Los detergentes
Utiles pueden incluir, entre otros, detergentes fuertes,
tales como dodecilsulfato de sodio, o éteres de
polioxietileno (por ejemplo, detergentes Tween o Triton),
sarcosilo, detergentes suaves no 1idénicos (por ejemplo,
digitonina), detergentes catidénicos suaves, tales como N-
»2,3-(dioleioxi)-propil-N,N,N-trimetilamonio, detergentes

iénicos suaves (por ejemplo, colato de sodio o
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desoxicolato de sodio) o detergentes zwitteridnicos, que
incluyen, entre otros, sulfobetainas (Zwittergent), 3-(3-
clolamidopropil)dimetilamonio-1l-propansulfato (CHAPS) y 3-
(3-clolamidopropil)dimetilamonio-2-hidroxi-1-
propansulfonato (CHAPSO) . Se pueden usar solventes
organicos miscibles en agua, tales «como acetonitrilo,
alcanoles inferiores (en especial, C2 - CC4 alcanoles,
tales como etanol o isopropanol), o alcandioles inferiores
(en especial, C2 - o} alcandioles, tales Ccomo
etilenglicol) como desnaturalizantes. Los fosfolipidos
utiles en la presente invencidén pueden ser fosfolipidos
naturales, tales como fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol, o
derivados o variantes fosfolipidicos sintéticos, tales
como dihexanoilfosfatidilcolina o
diheptanoilfosfatidilcolina.

Como se wusa en la presente, “replegamiento”
describe cualqguier proceso, reaccidn o) método que
transforma el puente disulfuro gque contiene polipéptidos
de un estado desplegado o incorrectamente plegado a una
conformacidén nativa o correctamente plegada con respecto a
los puentes disulfuro.

Como se usa en la presente, el “coplegamiento” se
refiere especificamente a procesos, reacciones o métodos

de replegamiento que utilizan al menos dos polipéptidos
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que 1interacttan entre si y que dan como resultado la
transformacidn de polipéptidos desplegados o)
incorrectamente plegados a polipéptidos nativos,
correctamente plegados.

El término “protegido” se refiere a la presencia
de un “grupo protector” o porcidédn que previene la reaccidn
del grupo funcional gquimicamente reactivo en determinadas
condiciones de reaccidéNo. E1 grupo protector variara en
funcién del tipo de grupo gquimicamente reactivo que se
desea proteger. Por ejemplo, si el grupo quimicamente
reactivo es una amina o una hidrazida, el grupo protector
se puede seleccionar del grupo de terc-butiloxicarbonilo
(t-Boc) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Si el grupo
quimicamente reactivo es un tiol, el grupo protector puede
ser ortopiridildisulfuro. Si el grupo quimicamente
reactivo es un &cido carboxilico, tal como &cido butanoico
o propidénico, o un grupo hidroxilo, el grupo protector
puede ser un grupo bencilo o alquilo, tal como metilo,
etilo o terc-butilo. Otros grupos protectores conocidos en
el estado de la técnica también se pueden usar en métodos
y composiciones descritos en la presente, o con estos, 1lo
que 1incluye grupos fotolédbiles, tales como Nvoc y MeNvoc.
Otros grupos protectores conocidos en el estado de 1la
técnica también se pueden usar en los métodos y las

composiciones descritos en la presente, o con estos.
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A modo de ejemplo Unicamente, los grupos

protectores/bloqueadores se pueden seleccionar de:

Bse L
H,C? ©/ H,C \ﬂ/ HsC

alilo Bn alloc Me
H2 H3C CH3 \ O
-~ — s, v P W
HsC C(CHa)s C(CHa)s™ ™ ™ P
Et t-butilo TBDMS Teoc
(@)
H,
(CH3)sC~ \ﬂ/ O/ (CeHs)3C— H CJ\ O’
3
" e O
Boc pMBn tritilo acetilo
Fmoc

Otros grupos protectores se describen en Greene vy
Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 3.°% ed., John
Wiley & Sons, Nueva York, NY, 1999, que se incorpora en la
presente por referencia en su totalidad.

Las expresiones “trastornos del Sistema
cardiovascular” o “trastornos cardiovasculares” incluyen, por
ejemplo, los siguientes trastornos: hipertensién (presidn
sanguinea alta), trastornos vasculares periféricos y
cardiacos, cardiopatia coronaria, angina de pecho estable e
inestable, infarto de miocardio, insuficiencia miocéardica,
frecuencias cardiacas anormales (o arritmias), disfuncidn

isquémica persistente (“miocardio hibernado”), disfuncidn
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posisquémica temporal (“miocardio aturdido”), insuficiencia
cardiaca, alteraciones del flujo de sangre periférica,
sindrome coronario agudo, enfermedad del muasculo cardiaco
(miocardiopatia) vy enfermedad vascular (enfermedad de 1los
vasos sanguineos) .

La expresidn “insuficiencia cardiaca” incluye
manifestaciones tanto agudas como crénicas de insuficiencia
cardiaca, al igual que tipos de enfermedades mas especificos
o relacionados, tales como insuficiencia cardiaca avanzada,
insuficiencia cardiaca posaguda, sindrome cardiorrenal,
insuficiencia cardiaca con insuficiencia renal, insuficiencia
cardiaca crdédnica, insuficiencia cardiaca crdénica con fracciodn
de expulsién en intervalo medio (HFmEF), dinsuficiencia
cardiaca compensada, insuficiencia cardiaca descompensada,
insuficiencia wventricular derecha, insuficiencia ventricular
izquierda, insuficiencia global, miocardiopatia isquémica,
miocardiopatia dilatada, insuficiencia cardiaca asociada a
defectos cardiacos congénitos, defectos de la valvula
cardiaca, insuficiencia cardiaca asociada a defectos de 1la
valvula cardiaca, estenosis mitral, insuficiencia mitral,
estenosis aértica, insuficiencia aértica, estenosis
tricuspidea, insuficiencia tricuspidea, estenosis pulmonar,
insuficiencia de la valvula pulmonar, insuficiencia cardiaca
asociada a defectos conjuntos de la véalvula cardiaca,

inflamacidédn miocédrdica (miocarditis), miocarditis crénica,
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miocarditis aguda, miocarditis wviral, insuficiencia cardiaca
diabética, miocardiopatia alcohdlica, insuficiencia cardiaca
asociada a trastornos del almacenamiento cardiaco,
insuficiencia cardiaca diastdélica, insuficiencia cardiaca
sistdlica, fases agudas de insuficiencia cardiaca progresiva,
insuficiencia cardiaca con fraccidén de expulsidn conservada
(HFrEF), insuficiencia cardiaca crdénica con fraccidén de
expulsidén reducida (HFrEF), insuficiencia cardiaca crénica
con fraccidén de expulsidn conservada (HFpEF) ,
reestructuracién posterior al infarto de miocardio, angina,
hipertensidén, hipertensidén pulmonar e hipertensidédn arterial
pulmonar.

La expresién “trastornos fibréticos” abarca
enfermedades y trastornos caracterizados por la fibrosis, que
incluyen, entre otros, las enfermedades vy los trastornos
siguientes: fibrosis  hepéatica, cirrosis hepéatica, NASH,
fibrosis pulmonar, fibrosis cardiaca, fibrosis
endomiocardica, nefropatia, glomerulonefritis, fibrosis renal
intersticial, dafio fibrético como resultado de la diabetes,
fibrosis de médula oésea y trastornos fibréticos similares,
escleroderma, morfea, dgqueloides, cicatrizacidén hipertrdfica
(también luego de procedimientos quirdargicos), nevos,
retinopatia diabética, vitreorretinopatia proliferativa vy
trastornos del tejido conector (por ejemplo, sarcoidosis).

Las expresiones “trastorno asociado a relaxina” vy
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“enfermedad asociada a relaxina” abarcan enfermedades vy
trastornos que se pueden prevenir, tratar, aliviar o afectar
de otro modo mediante modulacidén del nivel de relaxina en el
cuerpo, tal como mediante el aumento del nivel de proteina
relaxina en suero. Los trastornos asociados a relaxina
incluyen, entre otros, los trastornos del sistema
cardiovascular y los trastornos fibrdéticos descritos en la
presente.

Los polipéptidos que comprenden aminoacidos
codificados de manera no natural que se describen en la
presente pueden incluir compuestos etiquetados de manera
isotdépica con uno o mas atomos reemplazados por un atomo que
tiene una masa atdémica o un nUlmero masico diferentes de la
masa atdémica o el numero masico hallados generalmente en la
naturaleza. Los ejemplos de isdétopos que se pueden incorporar
en los compuestos de la presente incluyen isdétopos de
hidrbégeno, carbono, nitrdégeno, oxigeno, fluor y cloro, tales
como 2H, 3H, 13C, 14c, 15N, 180, 170, 35s, 18F, 36C1,
respectivamente. Determinados compuestos etiquetados
isotdépicamente descritos en la ©presente, por ejemplo,
aquellos en los que se incorporan isdétopos radiactivos, tales
como 3H y 14C, pueden ser uUtiles en ensayos de distribuciédn
de farmacos y/o tejidos de sustrato. Asimismo, la sustituciédn
con 1sdétopos, tales como deuterio, es decir, 2H, puede

producir algunas ventajas terapéuticas gque surgen de una
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mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, mayor semivida 1in
vivo 0 menos requisitos de dosificacidNo.

I. Descripcidn general

En la descripcidn, se proporcionan moléculas de
relaxina modificada unidas a un mejorador PK. Se demostrd que
las modalidades de ejemplo presentan al menos una propiedad
ventajosa seleccionada de mayor semivida in vivo, menor
formacidén de vacuolos renales, mayor flujo sanguineo renal,
mayor solubilidad, menor agregacidn, menor viscosidad, mayor
facilidad de elaboraciédn, en comparacidn con otros
polipéptidos de relaxina modificada o de tipo silvestre.

En un aspecto, la presente descripcidn proporciona
un polipéptido de relaxina modificada que comprende un
aminodcido codificado de manera no natural, en donde:

(a) el polipéptido de relaxina modificada comprende
el polipéptido de la cadena A de relaxina de SEQ ID NO: 4 vy
el polipéptido de la cadena B de relaxina de SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6, sustituido con un aminodcido codificado de
manera no natural en una posicidén seleccionada del grupo que
consiste en: residuo 1 de la cadena A, residuo 2 de la cadena
A, residuo 5 de la cadena A, residuo 13 de 1la cadena A,
residuo 18 de la cadena A, residuo 5 de la cadena B, residuo
7 de la cadena B y residuo 25 de la cadena B, y qgque tienen
opcionalmente hasta dos sustituciones, inserciones y/o

supresiones de aminodcidos adicionales en la cadena A de
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relaxina y/o la cadena B de relaxina;
(b) el aminoacido codificado de manera no natural
tiene la estructura:
R

H,N CO,H

14

en donde el grupo R es cualquier sustituyente
diferente de la cadena lateral que se encuentra en alanina,
arginina, asparagina, &cido aspartico, cisteina, glutamina,
acido glutémico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanin, prolina, serina, treonina,
triptédfano, tirosina o wvalina;

(c) el aminoadcido codificado de manera no natural
estd ligado a un mejorador farmacocinético gque comprende un
componente peptidico de 2 a 30 aminoadcidos y una porcidn de
prolongacidén de semivida.

En algunas modalidades, el polipéptido de la cadena
A de relaxina puede comprender SEQ ID NO: 4 sustituida con el
aminodcido codificado de manera no natural en el residuo 1 y
que opcionalmente tiene hasta sustituciones, inserciones y/o
supresiones adicionales de aminoacidos. El1l polipéptido de 1la
cadena A de relaxina puede comprender SEQ ID NO: 4 sustituida
con el aminocdcido codificado de manera no natural en el
residuo 1 y que opcionalmente tiene una sustitucidn,

insercién o supresidn adicional de aminoacidos. El



10

15

20

25

72

polipéptido de la cadena B de relaxina puede comprender SEQ
ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 que tienen opcionalmente hasta dos
sustituciones, inserciones o supresiones adicionales de
aminoacidos. E1l polipéptido de la cadena B de relaxina puede
comprender SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 que tienen
opcionalmente una sustitucidn, insercidn o supresidn
adicional de aminoacidos. El1 polipéptido de la cadena A de
relaxina puede comprender SEQ ID NO: 4 sustituida con el
aminodcido codificado de manera no natural en el residuo 1, y
tal polipéptido de la cadena B de relaxina puede comprender
SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

En algunas modalidades, el al menos un aminoacido
codificado de manera no natural puede comprender un Jgrupo
carbonilo, un grupo aminooxi, un grupo hidrazida, un grupo
hidrazina, un grupo semicarbazida, un grupo azida o un grupo
alquino. El1 aminodcido codificado de manera no natural puede
comprender un derivado de fenilalanina. El aminoacido
codificado de manera no natural se puede seleccionar de una
fenilalanina parasustituida, ortosustituida o metasustituida.
El aminoacido codificado de manera no natural se puede
seleccionar de una fenilalanina parasustituida,
ortosustituida o metasustituida gque comprende un grupo
carbonilo, un grupo aminooxi, un grupo hidrazida, un grupo
hidrazina, un grupo semicarbazida, un grupo azida © un grupo

alquino. El aminocacido codificado de manera no natural puede
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comprender para-acetil-L-fenilalanina. El aminoacido
codificado de manera no natural puede estar ligado al
mejorador farmacocinético. Por ejemplo, el aminoacido
codificado de manera no natural puede estar ligado al
mejorador farmacocinético mediante un enlace oxima o enlace
triazol, por ejemplo, un enlace oxima.

En algunas modalidades, el polipéptido de la cadena
A de relaxina puede comprender SEQ ID NO: 35, y el
polipéptido de la cadena B de relaxina puede comprender SEQ
ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, y en donde la cadena A o la cadena B
de relaxina pueden tener opcionalmente hasta dos
sustituciones, inserciones o supresiones adicionales de
aminodcidos. El1 polipéptido de relaxina modificada puede
comprender un polipéptido de 1la cadena A de relaxina gue
tiene al menos 90 % de identidad de secuencia de aminoéacidos
con SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de cadena B de relaxina
que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia de

aminoadcidos con SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6. El polipéptido

de

o°

de la cadena A de relaxina puede tener al menos 95
identidad de secuencia de aminocacidos con SEQ ID NO: 35. EI1
polipéptido de la cadena B de relaxina puede tener al menos
95 % de identidad de secuencia de aminodcidos con SEQ ID NO:
5 o SEQ ID NO: 6. El polipéptido de la cadena A de relaxina
puede comprender SEQ ID NO: 35, y el polipéptido de la cadena

B de relaxina puede comprender SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.
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En algunas modalidades, el polipéptido de la cadena A de
relaxina puede comprender SEQ ID NO: 35, y el polipéptido de
la cadena B de relaxina puede comprender SEQ ID NO: 6.

En algunas modalidades, el componente peptidico
puede comprender de 1 a 25 aminoacidos, por ejemplo, de 2 a
20 aminodcidos, de 3 a 10 aminodcidos o de 4 a 8 aminoacidos.
El componente peptidico puede comprender Glu, GluY, GGGGS-Glu"
(SEQ ID NO: 139), DRDDRD (SEQ ID NO: 102), KKKKKK-Glu' (SEQ
ID NO: 103), RGGEEKKKEKEK-Glu'Y (SEQ ID NO: 104), GGGEEE-Glu"
(SEQ ID NO: 105), EEEGGG-GluY (SEQ ID NO: 106), KKKGGG-Glu"
(SEQ ID NO: 107), GETGSSGEGT-Glu” (SEQ ID NO: 108), GGGKKK-
Glu¥ (SEQ ID NO: 109), GSHHHHHGS-Glu' (SEQ ID NO: 110), Sar-
Sar-Sar-Sar-Ser-Sar-Sar-Sar-Sar-Glu” (SEQ ID NO: 111), Sar-
Sar-Sar-Sar-Ser-Glu’Y (SEQ ID NO: 112), Sar-Sar-Sar-Glu-Glu-
Glu¥ (SEQ ID NO: 113), KKKSGGSGG-Glu' (SEQ ID NO: 118),
KKSGGSGG-Glu” (SEQ ID NO: 114), KKSGGSGG-Glu® (SEQ ID NO:
115), KKSAGSAG-Glu"” (SEQ ID NO: 116), KSGGSGG-Glu'Y (SEQ ID NO:
117), KKSGGSGGEE-GluY (SEQ ID NO: 119), dKdKJKdKdKdK-Glu" (SEQ
ID NO: 120), EESGGSGG-Glu'Y (SEQ ID NO: 121), GSGSGSGS-Glu"
(SEQ ID NO: 123), EEEGGG-dGlu¥ (SEQ ID NO: 128), EGGGGSK-Glu"
(SEQ ID NO: 130), EEEEEE-G1luY (SEQ ID NO: 131),
EEEEPEEEEPEEEEPEEEE-GluY (SEQ ID NO: 133),
EEEEPEEEEPEEEEPEEGGG (SEQ ID NO: 135), EEEEGEEEEGEEEEGEEEE-
GluY (SEQ ID NO: 136), KGGEEKKKEKEKEPKGGEEKKKEKEK-Glu' (SEQ ID

NO: 137), EAQKAQAEAQKAQAEAQKAQA-Glu’ (SEQ ID NO: 138), KK-Glu'
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(SEQ ID NO: 140), GluY, KGPKGP-Glu'Y (SEQ ID NO: 146), SGGGS-
Glu¥Y (SEQ ID NO: 147), KGGGS-Glu'Y (SEQ ID NO: 148), KGGGSE-
Glu¥Y (SEQ ID NO: 149), GSPGSP-GluY (SEQ ID NO: 150), GGGGP-
Glu¥ (SEQ ID NO: 151), EGGS-Glu’ (SEQ ID NO: 152), EGGGP-Glu”
(SEQ ID NO: 153), KGPGSE-GluY (SEQ ID NO: 154), Espermina-Glu"
o0 KKGGS-Glu” (SEQ ID NO: 156).

El componente peptidico puede comprender GGGGS-Glu"
(SEQ ID NO: 139), DRDDRD (SEQ ID NO: 102), KKKKKK-GluY (SEQ
ID NO: 103), RGGEEKKKEKEK-Glu'Y (SEQ ID NO: 104), GGGEEE-Glu"
(SEQ ID NO: 105), EEEGGG-GluY (SEQ ID NO: 106), KKKGGG-Glu"
(SEQ ID NO: 107), GGGKKK-Glu' (SEQ ID NO: 109), GSHHHHHGS-Glu"
(SEQ ID NO: 110), Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Glu” (SEQ ID NO: 112),
Sar-Sar-Sar-Glu-Glu-Glu' (SEQ ID NO: 113) o KSGGSGG-Glu" (SEQ
ID NO: 117).

El componente peptidico puede comprender Glu'Y. Por
ejemplo, el componente peptidico puede comprender GGGGS-Glu”
(SEQ ID NO: 139).

En modalidades ejemplares, el polipéptido de
relaxina modificada puede comprender el polipéptido de 1la
cadena A de relaxina de SEQ ID NO: 4 y el polipéptido de 1la
cadena B de relaxina de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: o,
sustituidas con un aminoadcido codificado de manera no natural
en el residuo 1 de la cadena A, en donde el aminoacido
codificado de manera no natural estd ligado al mejorador

farmacocinético, y tal mejorador farmacocinético comprende el
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componente peptidico GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139). En algunas
modalidades, el componente peptidico puede estar ligado de
manera covalente al aminoacido <codificado de manera no
natural, por ejemplo, mediante un enlace oxima.

En modalidades ejemplares, la porcidn de
prolongacidén de semivida puede comprender un acido graso o un
derivado de este, en donde el &cido graso, o el derivado de
este, puede estar ligado de manera covalente al componente
peptidico. La porcidén de prolongacién de semivida puede
comprender un acido graso saturado o un derivado de este. La
porcidén de prolongacidén de semivida puede comprender un acido
graso terminado con un Aacido carboxilico. La porcidédn de
prolongacién de semivida puede comprender un acido graso de
la Férmula I: -Cn-COOH (Fbérmula I), en donde n puede ser de
10 a 18, tal como de 12 a 17, o 13, 14, 15 o 16. En algunas

modalidades, -Cn- de la Férmula I puede comprender un primer

carbono carbonilo y - (CH;),-1—. Por ejemplo, -Cl3- puede ser -
(C=0)-(CHz)12—-; -Cl4- puede ser —(C=0)-(CHy)i3—-; -Cl5- puede
ser - (C=0)-(CHz)14—. En algunas modalidades, el primer carbono

carbonilo del &cido graso puede estar unido a un residuo Glu
(gamma), opcionalmente mediante un enlace amida. En algunas
modalidades, el primer carbono carbonilo del &cido graso
puede estar unido a un residuo Glu gamma mediante un enlace
amida.

En otras modalidades de ejemplo, la porcidn de
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prolongacidén de semivida puede comprender -Cl14-COOH.
En otras modalidades de ejemplo, el mejorador
farmacocinético puede comprender la estructura:

HO
H oy o Y o H
H5N. N )J\/N /U\/N ~ )K/\/N\H/\/\/\/\/\/\/\rroH
o7 \C[)]/\H \[0(\H \@.(\H ‘o o

HO Yo

GGGGS-Glu'-C14-COOH
(Férmula ITI)

en donde el grupo aminooxi de la Férmula II esta
ligado al aminodcido no natural en el polipéptido de relaxina
modificada, por ejemplo, mediante un enlace oxima.

En otras modalidades de ejemplo, la porcidédn de
prolongacién de semivida puede estar conjugada con el
componente peptidico mediante un enlace amida.

En otras modalidades de ejemplo, el polipéptido de
relaxina puede comprender el polipéptido de la cadena A de
relaxina de SEQ ID NO: 4 y el polipéptido de la cadena B de
relaxina de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, sustituidas con un
aminodcido codificado de manera no natural en el residuo 1 de
la cadena A; en donde el aminodcido codificado de manera no
natural comprende para-acetil-L-fenilalanina; en donde el
aminoadcido codificado de manera no natural estd ligado al
mejorador farmacocinético que comprende un componente
peptidico que comprende GGGGS-GluY (SEQ ID NO: 139); y una
porcién de prolongacidén de semivida que comprende -C14-COOH,

tal como — (C=0)-(CH,)13—-COOH.
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En otra modalidad, 1la descripcidén proporciona un
polipéptido de relaxina modificada que comprende la

estructura:

o]

AQ1-Relaxina \)Q"”z

: HO
H 2 H 7 H 30 i OH

wijifb”\mﬂfﬁj\/E/HJN/E/ﬂJV»Y/WAVAVAVAVAVAVAT

(Férmula III),

en donde AQl-relaxina comprende un polipéptido de
la cadena A de relaxina que tiene al menos 90 % de identidad
de secuencia de aminoacidos «con SEQ ID NO: 35 vy un
polipéptido de cadena B de relaxina que tiene al menos 90 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6, en donde la para-acetil-L-fenilalanina que se
ilustra en la Férmula III estd ubicada en el N-terminal del
polipéptido de la cadena A de relaxina. El polipéptido de 1la

cadena A de relaxina puede tener al menos 95 % de identidad

de secuencia de aminodcidos con SEQ ID NO: 35. El polipéptido

o\°

de la cadena B de relaxina puede tener al menos 95 de
identidad de secuencia de aminodcidos con SEQ ID NO: 5 o SEQ
ID NO: 6. La AQl-relaxina puede comprender un polipéptido de
la cadena A de relaxina de SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de
la cadena B de relaxina de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

En otra modalidad, 1la descripcidén proporciona un

polipéptido de relaxina modificada que comprende el conjugado

de relaxina “AQl1-GGGGS-Glu'(SEQ ID NO: 139) -Cl4-COOH” due
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comprende un polipéptido de la cadena A de relaxina de SEQ ID
NO: 35 y un polipéptido de la cadena B de relaxina de SEQ ID
NO: 6, en donde la para-acetil-L-fenilalanina ubicada en el
N-terminal del polipéptido de la cadena A de relaxina puede
estar ligada al mejorador PK GGGGS-GluY (SEQ ID NO: 139)-Cl4-

COOH, como se ilustra en la Férmula III:

o

AQ1-Relaxina W"“Z
2 HO\
gt ol S
N_ N
AAGS TS AN
3

CH

H o
o ©

HO
(Férmula III).

En una modalidad adicional, el polipéptido de
relaxina modificada comprende la estructura gque se muestra en
la Figura 8.

En una modalidad adicional, el polipéptido de
relaxina modificada comprende la estructura que se muestra en
la Figura 9.

En modalidades ejemplares, el polipéptido de
relaxina modificada puede ser bioldgicamente activo. EI1
polipéptido de relaxina modificada puede ser terapéuticamente
efectiva para el tratamiento de una o mas enfermedades o
afecciones asociadas a la relaxina. El1 polipéptido de
relaxina modificada puede presentar una menor formacién de
vacuolos renales, en comparacidén con un compuesto comparador,
tal como AQl1-PEG de 20 kDa (relaxina AQl conjugada con PEG

con un peso molecular promedio de 20 kDa). El polipéptido de
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relaxina modificada puede presentar menor insuficiencia renal
0 no presentarla, en comparacidn con un compuesto comparador,
tal como AQl1-PEG de 20 kDa. La funcidn renal se puede medir
determinando uno o mas de los siguientes: tasa de filtracidn
glomerular estimada, depuracidén de creatinina, tasa de
filtracidén glomerular de insulina o tasa de filtracidn
glomerular isotdpica.

En modalidades ejemplares, el polipéptido de
relaxina modificada no presenta menor flujo sanguineo renal
y/o0 puede ser capaz de aumentar el flujo sanguineo renal
después de la administracidNo. E1 flujo de sangre renal se
puede medir determinado la depuracidén de paraaminohipurato.

E1l polipéptido de relaxina modificada puede
presentar una mayor semivida in vivo, por ejemplo, con al
menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos
30 veces o al menos 50 veces de aumento, en comparacidén con
un compuesto comparador, tal como relaxina de tipo silvestre.

En otro aspecto, la descripcidén proporciona una
composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de
relaxina modificada como se describe en la presente y un
portador aceptable farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, 1la descripcidén proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende una cantidad efectiva
de un polipéptido de relaxina modificada como se describe en

la presente para el tratamiento o la prevencidédn de un
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trastorno asociado a relaxina y un portador farmacéuticamente
aceptable.

En otro aspecto, la descripcidén proporciona un
método para tratar o prevenir una enfermedad asociada a la
relaxina, que comprende administrar, a un paciente que 1lo
necesita, una cantidad efectiva de un polipéptido de relaxina
modificada o una composicidén que comprende un polipéptido de
relaxina modificada como se describe en la presente.

En otro aspecto, la descripcidén proporciona un
método para tratar o prevenir una enfermedad cardiovascular
que comprende administrar, a un paciente que lo necesita, una
cantidad efectiva de un polipéptido de relaxina modificada o
una composicién que comprende un polipéptido de relaxina
modificada como se describe en la presente. La enfermedad
cardiovascular se puede seleccionar de arteriopatia
coronaria, infarto de miocardio, arritmia, insuficiencia
cardiaca, miocardiopatia y enfermedad vascular.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un
método para tratar, ©prevenir o aliviar un sintoma de
insuficiencia cardiaca que comprende administrar, a un
paciente que 1o necesita, una cantidad efectiva de un
polipéptido de relaxina modificada o una composicidn que
comprende un polipéptido de relaxina modificada como se
describe en la presente. La insuficiencia cardiaca se puede

seleccionar de insuficiencia cardiaca avanzada, sindrome
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cardiorrenal, insuficiencia cardiaca con insuficiencia renal,
insuficiencia cardiaca crbébnica, insuficiencia cardiaca
crbnica con fraccién de expulsidn en intervalo medio
(HFmEF), insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
posaguda, insuficiencia cardiaca compensada, insuficiencia
cardiaca descompensada, insuficiencia wventricular derecha,
insuficiencia wventricular izquierda, insuficiencia cardiaca
global, miocardiopatia isquémica, miocardiopatia dilatada,
insuficiencia cardiaca asociada a defectos cardiacos
congénitos, insuficiencia cardiaca asociada a defectos de la
valvula cardiaca, insuficiencia cardiaca asociada a defectos
combinados de 1la wvalvula cardiaca, insuficiencia cardiaca
diabética, miocardiopatia alcohélica, insuficiencia cardiaca
asociada a trastornos del almacenamiento cardiaco,
insuficiencia cardiaca diastdélica, insuficiencia cardiaca
sistoélica, reestructuracidén posterior al infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca con fraccidén de expulsiodn
conservada (HFpEF), insuficiencia cardiaca con fraccidén de
expulsidn reducida (HFrEF) , angina, hipertensidn,
hipertensidén pulmonar e hipertensidén arterial pulmonar.

En algunas modalidades, la insuficiencia cardiaca
se puede seleccionar de insuficiencia cardiaca <crénica,
insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiliaca
posaguda, insuficiencia cardiaca crénica con fraccidédn de

expulsidén reducida (HFrEF), insuficiencia cardiaca crénica
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con fraccidén de expulsidédn conservada (HEpEF), insuficiencia
cardiaca crdénica con fraccidén de expulsidédn en intervalo
medio (HFmEF) , insuficiencia cardiaca diastédélica,
insuficiencia cardiaca sistdlica, reestructuracidn posterior
al infarto de miocardio, angina, hipertensidén, hipertensidn
pulmonar e hipertensidén arterial pulmonar.

En algunas modalidades, 1la insuficiencia cardiaca
se puede seleccionar de insuficiencia cardiaca posaguda,
insuficiencia cardiaca avanzada, sindrome cardiorrenal e
insuficiencia cardiaca con insuficiencia renal.

Los métodos de tratamiento también pueden
comprender administrar, en combinacién, de manera concurrente
o secuencial, con el polipéptido de relaxina modificada, al
menos un agente terapéutico adicional seleccionado de
inhibidores de ACE, blogqueadores B, diuréticos, antagonistas
del receptor mineralocorticoide, moduladores del receptor de
rianodina, activadores SERCA2a, inhibidores de renina,
bloqueadores del canal de calcio, agonistas del receptor Al
de adenosina, receptor Al de adenosina parcial, inhibidores
de dopamina (-hidroxilasa, antagonistas del receptor de
angiotensina II, antagonistas del receptor de angiotensina II
con agonismo sesgado para seleccionar mediantes de
transduccidén de sefial celular, combinaciones de antagonistas
del receptor de angiotensina II e inhibidores de la enzima

neprilisina, inhibidores de la enzima neprilisina,
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activadores de guanilato ciclasa soluble, activadores de
miosina ATPasa, inhibidores de rho-quinasa 1, inhibidores de
rho-quinasa 2, agonistas del receptor de apelina, compuestos
donantes de nitroxilo, inhibidores de la quinasa II
dependiente de calcio, agentes antifibrdéticos, inhibidores de
galectina-3, antagonistas del receptor de vasopresina,
moduladores del receptor de FPR2, agonistas del receptor de
péptidos natriuréticos, bloqueadores del canal receptor de
potencial transitorio wvaniloide 4, agentes antiarritmicos,
bloqueadores del canal de la corriente “funny” Ir , nitratos,
compuestos digitalicos, agentes inotrdpicos y agonistas del
receptor [, agentes reselladores de la membrana celular, por
ejemplo, Poloxamer 188, agentes antihiperlipidémicos, agentes
que aumentan HDL en plasma, agentes
antihipercolesterolémicos, inhibidores del colesterol o 1la
biosintesis (tales como inhibidores de HMG CoA reductasa),
agonista de LXR, agonista de FXR, probucol, raloxifeno, &cido
nicotinico, niacinamida, inhibidores de 1la absorcién del
colesterol, secuestrantes del 4&cido Dbiliar, resinas de
intercambio anidnico, aminas cuaternarias, colestiramina,
colestipol, inductores del receptor de lipoproteinas de baja
densidad, clofibrato, fenofibrato, bezafibrato, ciprofibrato,
gemfibrizol, vitamina B6, vitamina B12, vitaminas
antioxidantes, agentes contra la diabetes, inhibidores de 1la

agregacién de plaquetas, antagonistas del receptor de
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fibrindgeno, derivados de aspirina y acido fibrico,
inhibidores de PCSK9, aspirina, e inhibidores de P2Y12, tales
como Clopidogrel.

En otro aspecto, la descripcidn proporciona un
método para tratar, prevenir o aliviar un sintoma de una
enfermedad asociada a la fibrosis, que comprende administrar,
a un paciente que lo necesita, una cantidad terapéuticamente
efectiva de un polipéptido de relaxina modificada o una
composicidén  que comprende un polipéptido de relaxina
modificada como se describe en la presente. La enfermedad
asociada a la fibrosis puede comprender fibrosis del corazbdn,
pulmédn, rifibn, médula 6ésea o higado, fibrosis dermatoldgica o
un sindrome de fibrosis ocular. La enfermedad asociada a la
fibrosis se puede seleccionar de fibrosis hepética,
esteatohepatitis no alcohdélica (NASH), cirrosis, precirrosis,
enfermedad pulmonar parenquimatosa difusa, fibrosis quistica,
fibrosis pulmonar, fibrosis masiva progresiva, fibrosis
pulmonar idiopatica, fibrosis por inyeccién, fibrosis renal,
enfermedad renal crdnica, enfermedad renal diabética,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, nefropatia
membranosa, nefropatia por IgA, mielofibrosis, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia cardiaca metabdlica, fibrosis
cardiaca, fibrosis por cataratas, cataratas, cicatrizacidn
ocular, fibrosis pancreéatica, fibrosis dérmica, fibrosis

intestinal, estenosis intestinal, fibrosis endomiocéardica,
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fibrosis auricular, fibrosis mediastinica, enfermedad de

Crohn, fibrosis retroperitoneal, queloide, fibrosis sistémica

nefrogénica, escleroderma, esclerosis sistémica,
artrofibrosis, sindrome de Peyronie, contractura de
Dupuytren, neuropatia diabética, capsulitis adhesiva,

enfermedad hepatica alcohdélica, hepatoesteatosis, hepatitis
viral, enfermedad biliar, hemocromatosis primaria, cirrosis
relacionada con los farmacos, cirrosis criptdgena,
enfermedad de Wilson, deficiencia de alfa l-antitripsina,
enfermedad pulmonar intersticial (ILD), enfermedad pulmonar
fibrética humana, degeneracidn macular, retinopatia
retinal, retinopatia vitrea, fibrosis miocardica,
oftalmopatia de Grave, ergotismo inducido por féarmacos,
enfermedad cardiovascular, ateroesclerosis/reestenosis,
cicatrices hipertréficas, mielofibrosis primaria o
idiopatica, enfermedad intestinal inflamatoria vy colitis
colagenosa.

El método para tratar una enfermedad asociada a la
fibrosis también puede comprender administrar, en
combinacién, de manera concurrente o Secuencial, con el
polipéptido de relaxina modificada, al menos un agente contra
la fibrosis a tal paciente. El1 agente antifibrdético se puede
seleccionar de nintedanib, Pirfenidone, antagonistas de LPAI,
antagonistas del receptor de LPAl, andlogos de GLP1,

tralokinumab (IL-13, AstraZeneca), vismodegib (antagonista de
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hedgehog, Roche), PRM-151 (pentraxin-2, TGF beta-1,
Promedior), SAR-156597 (Mab biespecifico IL-4&IL-13, Sanofi),
simtuzumab (anticuerpo de tipo anti-lisil oxidasa 2 (anti-
LOXL2), Gilead), CKD-942, PTL-202 (PDE inh./pentoxifilina/NAC
oral de liberacidén control., Pacific Ther.), omipalisib (oral
PI3K/mTOR inhibidor, GSK), IW-001 (mod. de solucidn oral de
coldgeno de tipo V bovino, ImmuneWorks), STX-100 (integrin
alfa V/ Dbeta-6 ant, Stromedix/ Biogen), Actimmune (IFN
gamma), PC-SOD (midismase; inhalado, LTT Bio-Pharma / CKD
Pharm), lebrikizumab (mAb anti-IL-13 SC humanizado, Roche),
AQX-1125 (activador de SHIP1l, Aquinox), CC-539 (inhibidor de
JNK, Celgene), FG-3019 (FibroGen), SAR-100842 (Sanofi) vy
dcido obeticdélico (OCA o INT-747, Intercept).

En otro aspecto, la descripcién proporciona un
método para tratar o prevenir la insuficiencia renal, dJue
comprende administrar, a un paciente que lo necesita, una
cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de
relaxina modificada o una composicidédn que comprende un
polipéptido de relaxina modificada como se describe en 1la
presente.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un
método para mejorar, estabilizar o restablecer la funciédn
renal en un paciente gque lo necesita, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente

efectiva de un polipéptido de relaxina modificada o una
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composicidén  que comprende un polipéptido de relaxina
modificada como se describe en la presente.

En otro aspecto, la descripcidn proporciona un
método para elaborar un polipéptido de relaxina modificada
como se describe en la ©presente, que comprende: (a)
proporcionar un polipéptido que comprende una cadena A de
relaxina y wuna cadena B de relaxina, en donde el
polipéptido comprende un aminoacido codificado de manera no
natural; y (b) unir el aminodcido codificado de manera no
natural con el mejorador farmacocinético. El1 aminoacido
codificado de manera no natural puede estar unido a tal
mejorador farmacocinético mediante un enlace oxima, por
ejemplo, gque una tal aminocdcido codificado de manera no
natural a un componente peptidico del mejorador
farmacocinético. El1 enlace oxima se puede formar mediante
la reaccidén de un grupo carbonilo y un grupo aminooxi. EI1
grupo carbonilo puede ser un sustituyente del aminoéacido
codificado de manera no natural, y el grupo aminooxi puede
ser un constituyente del mejorador farmacocinético. E1
grupo aminooxi puede ser un sustituyente del aminoacido
codificado de manera no natural, y el grupo carbonilo puede
ser un constituyente del mejorador farmacocinético, por
ejemplo, un constituyente de un componente peptidico del
mejorador farmacocinético. El aminocdcido codificado de

manera no natural se puede incorporar ribosdmicamente en el
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polipéptido.

II. Acidos nucleicos recombinantes generales vy

métodos para usar con los polipéptidos de relaxina modificada

descritos

En modalidades de 1la presente descripcidn, 1los
acidos nucleicos que codifican un polipéptido de relaxina
modificada de interés se pueden aislar, clonar y, a menudo,
modificar usando métodos recombinantes. Tales modalidades se
pueden usar, entre otras, para la expresidén de proteinas o
durante la generacidén de variantes, derivados u otras
secuencias derivadas de un polipéptido de relaxina
modificada. En algunas modalidades, las secuencias que
codifican los polipéptidos de relaxina modificada de 1la
descripcidén se ligan operativamente a un promotor heterdlogo.
En algunas modalidades, el wuso del coddén de ADN en las
secuencias de polinucledtidos que codifican el polipéptido de
relaxina modificada se puede optimizar para la expresidn de
E. coli o de una célula de mamifero (por ejemplo, CHO) usando
técnicas que son conocidas en el estado de la técnica

En la presente se proporcionan polinucledtidos de
ejemplo que codifican una cadena A de relaxina (SEQ ID NO:
10), una cadena B de relaxina (SEQ ID NO: 11), las cadenas A
y B de relaxina (SEQ ID NO: 12) y las secuencias lider (SEQ
ID NO: 13-14).

Una secuencia de nucledétidos que codifica un
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polipéptido de relaxina modificada descrito en la presente se
puede sintetizar sobre la base de la secuencia de aminoacidos
del polipéptido de origen, que incluye, entre otros, tener la
secuencia de aminodcidos que se muestra en SEQ ID NO: 4, 5,
6, 35, 36 o 37 y luego cambiar la secuencia de nucledbdtidos
para realizar la introduccidén (es decir, incorporacidén o
sustitucidn) o supresidn (es decir, supresidn o sustitucidn)
de los residuos de aminodcidos correspondientes. La secuencia
de nucledtidos se puede modificar convenientemente mediante
mutagénesis dirigida al sitio de conformidad con métodos
convencionales. De manera alternativa, la secuencia de
nucledtidos se puede preparar mediante sintesis quimica, que
incluye, entre otros, el uso de un sintetizador de
oligonucledétidos, en donde los oligonucledétidos se disefian en
funcién de la secuencia de aminodcidos del ©polipéptido
deseado y, preferentemente, la seleccidén de los codones gue
resultan favorecidos en la célula hospedera en donde se
producird el polipéptido recombinante.

Ademés, un coddn selector que codifica un
aminoacido codificado de manera no natural se puede
incorporar en la secuencia de polinucleétido, como se
describe adicionalmente en la presente.

La descripcidén también se refiere a células
hospedera eucariotas, células hospedera no eucariotas vy

organismos para la incorporacidédn in vivo de un aminoadcido no
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natural a través de pares de tARN/RS ortogonales. Las células
hospedera se modifican por 1ingenieria genética (lo que
incluye, entre otros, células transformadas, transducidas o
transfectadas) con los polinucledétidos de la descripcidédn o
constructos que incluyen un polinucledétido de la descripcidn,
que incluye, entre otros, un vector de la descripcidn, gue
puede ser, por ejemplo, un vector de clonacidén o un vector de
expresidNo. Por ejemplo, las regiones codificantes del tARN
ortogonal, la sintetasa de tARN ortogonal y la proteina que
se desea derivatizar estan operativamente ligadas elementos
de control de la expresidén génica que son funcionales en la
célula hospedera deseada. El1 vector puede ser, por ejemplo,
en forma de un plésmido, un cbésmido, un fago, una bacteria,
un virus, un polinucledétido desnudo o un polinucledtido
conjugado. Los vectores se pueden introducir en células y/o
microrganismos mediante métodos estandares.

IIT. Codones selectores

Los codones selectores de la descripcidén expanden
el marco de coddén genético de la maguinaria biosintética de
proteinas. Por ejemplo, un coddédn selector incluye, entre
otros, un coddédn Unico de tres bases, un coddn sin sentido,
tal como un coddn de detencidn, que incluye, entre otros, un
codédn Aambar (UAG), un coddn ocre o un coddédn opalo (UGA), un
codén no natural, un coddn de cuatro o més bases, un coddn

extrafio, o similares. Resulta evidente ©para la persona
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experta en la técnica que existe una amplia variedad de
cantidad de codones selectores que pueden introducirse en un
gen deseado o polinucledtido, que incluye, entre otros, 1 o
mads, 2 o mads, 3 o méas, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10 o mads en un solo
polinucledtido que codifica al menos una porcidén del
polipéptido de relaxina modificada.

En una modalidad, los métodos abarcan el uso de un
coddn selector que es un coddn de detencidén para la
incorporacién de uno o mas aminodcidos no naturales (es
decir, codificados de manera no natural) in wvivo. Por
ejemplo, se produce un O-tARN que reconoce el codbdn de
detencidén, lo que incluye, entre otros, UAG, y se aminoacila
mediante un O-RS con un aminodcido no natural deseado. Este
O-tARN no se reconoce mediante las aminoacil-tARN sintetasas
hospedera natural. La mutagénesis dirigida al sitio
convencional se ©puede usar para introducir el coddén de
detencidén, que incluye, entre otros, TAG, en el sitio de
interés en un polipéptido de interés. Véase, por ejemplo,
Sayers, J.R., et al. (1988), Nucleic Acids Res, 16:791-802.
Cuando el O-RS, O-tARN y el &cido nucleico que codifica el
polipéptido de interés se combinan in vivo, el aminoacido no
natural se incorpora en respuesta al codén UAG para
proporcionar un a polipéptido que contiene el aminocdcido no
natural en la posicidn especifica.

La incorporacién de aminodcidos no naturales 1in
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vivo se puede realizar sin alterar de manera considerable la
célula hospedera eucariota. Por ejemplo, debido a que la
eficacia de supresidédn del coddn UAG depende de la competencia
entre los O-tARN, que incluye, entre otros, el tARN supresor
ambar y un factor de 1liberacidén eucaridtico (que incluye,
entre otros, eRF) (que se fija a un coddn de detencidn e
inicia la liberacidén del péptido en crecimiento desde el
ribosoma), la eficacia de supresidédn se puede modular
mediante, por ejemplo, el aumento del nivel de expresidn de
O-tARN y/o el tARN supresor.

Los aminoacidos no naturales también se pueden
codificar con codones raros. Por ejemplo, cuando se reduce la
concentracién de arginina en una reaccidén de sintesis de
proteinas in vitro, el codbdn raro de arginina, AGG, demostrd
ser efectiva en la insercidén de Ala mediante un tARN de
sintesis acilado con alanina. Véase, por ejemplo, Ma et al.,
Biochemistry, 32:7939 (1993). En este <caso, el tARN de
sintesis compite con el tARNArg natural, que existe como una
especie secundaria en Escherichia coli.

Los codones selectores también comprenden codones
prolongados, que incluyen, entre otros, codones de 4 o mas
bases, por ejemplo codones de 4, 5, 6 o més bases. Los
ejemplos de codones de 4 bases incluyen, entre otros, AGGA,
CUAG, UAGA, CCCU y similares. Los ejemplos de codones de 5

bases incluyen, entre otros, AGGAC, CCCCU, CCCUC, CUAGA,
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CUACU, UAGGC y similares.

En una modalidad, los codones prolongados en
funcidén de codones raros o codones sin sentido se pueden usar
en la presente descripcidn, lo cual puede reducir la lectura
completa de contrasentido y la supresidén del desplazamiento
del marco de lectura en otros sitios no deseados.

Para un sistema determinado, un coddn selector
también puede incluir wuno de los codones de tres Dbases
naturales, en donde el sistema enddbgeno no usa (o rara vez
usa) el coddn de base natural. Por ejemplo, esto incluye un
sistema que carece de un tARN que reconoce el coddn de tres
bases natural, y/o un sistema en donde el coddédn de tres bases
es un coddén raro.

Los genes que codifican proteinas o polipéptidos de
interés, tales como un polipéptido de relaxina modificada, se
pueden mutagenizar mediante métodos conocidos por las
personas de experiencia en la técnica y, segln se describe en
la presente, incluyen, por ejemplo, uno o mas codones
selectores para la incorporacién de un aminodcido no natural.
Por ejemplo, un &cido nucleico para una proteina de interés
se mutageniza para incluir uno o mas codones selectores, 1lo
que permite la incorporaciédn de uno o méds aminodcidos no
naturales. La descripcidn incluye cualqgquiera de esas
variantes, entre otras, versiones mutantes de cualquier

proteina, por ejemplo, que incluye al menos un aminoacido no
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natural.

Las moléculas de &cido nucleico que codifican una
proteina de interés, tales como un polipéptido de relaxina
modificada, pueden ser facilmente mutadas para introducir una
cisteina en cualquier posicidén deseada del polipéptido. La
cisteina suele utilizarse para introducir moléculas
reactivas, agua, polimeros solubles, proteinas o una amplia
variedad de otras moléculas, en una proteina de interés.

IV. Aminodcidos codificados de manera no natural

Una variedad muy amplia de aminoadcidos codificados
de manera no natural es adecuada para usar en la presente
descripcidéNo. Se puede introducir cualquier cantidad de
aminoacidos codificados de manera no natural en un
polipéptido de relaxina modificada. En general, los
aminoadcidos codificados de manera no natural introducidos son
sustancialmente inertes en términos quimicos con respecto a
los 20 aminoadcidos comunes genéticamente codificados (es
decir, alanina, arginina, asparagina, adcido aspartico,
cisteina, glutamina, &cido glutédmico, glicina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptdéfano, tirosina y valina). En
algunas modalidades, los aminoacidos codificados de manera no
natural incluyen grupos funcionales de la cadena lateral que
reaccionan de manera efectiva y selectiva con grupos

funcionales no hallados en los 20 aminodcidos comunes (que
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incluyen, entre otros, grupos azido, cetona, aldehido vy
aminooxi) para formar conjugados estables. Por ejemplo, un
polipéptido de relaxina modificada que incluye un aminoacido
codificado de manera no natural que contiene un grupo
funcional azido se puede hacer reaccionar con un polimero o
prolongador PK, o, de manera alternativa, un segundo
polipéptido gque contiene una porcidén algquino para formar un
conjugado estable que se produce para la reaccidn selectiva
de 1los grupos funcionales alquino y azida para formar un
producto de cicloadicidén Huisgen [3+2].

La estructura genérica de un aminoadcido alfa se
ilustra de la siguiente manera (Férmula IV):

IV

R

A

H,N CO.H

Un aminodcido codificado de manera no natural
es, en general, cualquier estructura que tiene 1la
férmula mencionada anteriormente, en donde el grupo R es
cualquier sustituyente que no se use en los 20
aminoacidos naturales, y puede ser adecuado para usar en
los polipéptidos de relaxina modificada de la presente
descripcidéNo. Debido a que los aminodcidos codificados
de manera no natural de la descripcidén difieren, en
general, de los aminoéacidos naturales solo en la

estructura de la cadena lateral, los aminoécidos
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codificados de manera no natural forman enlaces de amida
con otros aminoacidos, que incluyen, entre otros,
aminodcidos codificados de manera natural o no natural,
de la misma manera que se forman en polipéptidos
naturales. Sin embargo, los aminocdcidos codificados de
manera no natural tienen grupos de la cadena lateral que
se distinguen de los aminoacidos naturales. Por ejemplo,
R comprende, opcionalmente, un grupo alquilo, arilo,
acilo, ceto, azido, hidroxilo, hidrazina, c¢iano, halo,
hidrazida, alquenilo, alquinilo, éter, tiol, seleno,
sulfonilo, Dborato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina,
heterociclico, enona, imina, aldehido, éster, tioéacido,
hidroxilamina, amino o) similares, o cualquier
combinacidén de estos.

Los ejemplos de aminoadcidos <codificados de
manera no natural que pueden ser adecuados para usar en
la presente descripcién vy gque son uUtiles para las
reacciones con prolongadores PK y polimeros soluble en
aguas incluyen, entre otros, aquellos con grupos
reactivos carbonilo, aminooxi, hidrazina, hidrazida,
semicarbazida, azida y algquino. En algunas modalidades,
los aminoacidos codificados de manera no natural
comprenden una porcidén sacidrido. Los ejemplos de estos
aminoacidos incluyen N-acetil-L-glucosaminil-L-serina,

N-acetil-L-galactosaminil-L-serina, N-acetil-L-
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glucosaminil-L-treonina, N-acetil-L-glucosaminil-L-
asparagina y O-manosaminil-L-serina.

Muchos de los aminodcidos codificados de manera
no natural proporcionados en la presente estéan
disponibles en el comercio, por ejemplo, de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.), Novabiochem (una
divisidén de EMD Biosciences, Darmstadt, Alemania) o
Peptech (Burlington, MA, EE.UU.). Aquellos dgue no se
encuentran disponibles en el comercio se sintetizan,
opcionalmente, como se indica en la presente o mediante
métodos estéandares conocidos por las personas de
experiencia en la técnica. Con respecto a técnicas de
sintesis orgénica, véase, por ejemplo, Organic Chemistry
por Fessendon 'y Fessendon, (1982, segunda edicién,
Willard Grant Press, Boston Mass.); Advanced Organic
Chemistry por March (tercera edicidén, 1985, Wiley and
Sons, Nueva York); vy Advanced Organic Chemistry por
Carey y Sundberg (tercera edicidén, Partes A y B, 1990.
Plenum Press, Nueva York). Véanse también las patentes
estadounidenses No.°® 7.045.337 'y 7.083.970. que se
incorporan por referencia en la presente. Ademéds de los
aminoacidos no naturales gque contienen cadenas laterales
novedosas, los aminodcidos no naturales gque pueden ser
adecuados para usar en la presente descripcidédn también

comprenden, opcionalmente, estructuras principales
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modificadas, que incluyen, entre otras, las que se

ilustran mediante las estructuras de las Fdérmulas V vy

VI:
v
R
A
u
VI
R R’
H2N><C oH
en donde Z comprende, en general, OH, NHZ, SH, NH-R'
o S-R'; X e Y, que pueden ser iguales o diferentes,

comprenden, en general, S u O, y R vy R/, que son
opcionalmente iguales o diferentes, se seleccionan, en
general, de la misma lista de constituyentes para el grupo R
descrito anteriormente para los aminodcidos no naturales que
tienen la Férmula I asi como hidrdégeno. Por ejemplo, los
aminodcidos no naturales de la descripcidén comprenden,
opcionalmente, sustituciones en el grupo amino o carboxilo,
como se ilustra mediante las Férmulas V y VI. Los aminodcidos
no naturales de este tipo incluyen, entre otros, &cidos o-
hidroxi, o-tiocdcidos, o«o-aminotiocarboxilatos, que incluyen,
entre otros, con cadenas laterales correspondientes a los 20

aminodcidos naturales comunes o con cadenas laterales no
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naturales. Asimismo, las sustituciones en o-carbono incluyen,
opcionalmente, entre otros, aminodcidos L, D o o-

adisustituidos, tales como D-glutamato, D-alanina, D-metil-O-
tirosina, 4cido aminobutirico y similares. Otras alternativas
estructurales incluyen aminodcidos ciclicos, tales como
andlogos de prolina, asi como andlogos de prolina con anillos
de 3, 4, o6, 7, 8 y 9 miembros, aminocacidos B y Vv, tales como
B-alanina sustituida y acido y-aminobutirico.

Muchos aminodcidos no naturales se basan en
aminoacidos naturales, tales como tirosina, glutamina,
fenilalanina y similares, y son adecuados para usar en la
presente descripcidNo. Los andlogos de tirosina incluyen,
entre otros, tirosinas parasustituidas, tirosinas
ortosustituidas y tirosinas metasustituidas, en donde 1la
tirosina sustituida comprende, entre otras, un grupo ceto
(que incluye, entre otros, un grupo acetilo), un grupo
benzoilo, un grupo amino, una hidrazina, una hidroxiamina, un
grupo tiol, un grupo carboxi, un grupo isopropilo, un grupo
metilo, un hidrocarburo Cg - Cpg de cadena 1lineal o
ramificada, un hidrocarburo saturado o insaturado, un grupo
O-metilo, un grupo poliéter, un grupo nitro, un grupo
alquinilo o similares. Asimismo, también se contemplan
anillos de arilo sustituidos de manera multiple. Los anadlogos

de glutamina gque pueden ser adecuados para usar en la
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presente descripcidén incluyen, entre otros, derivados de oa-
hidroxi, derivados sustituidos con v, derivados ciclicos vy
derivados de glutamina sustituida con amida. Los ejemplos de
andlogos de fenilalanina que pueden ser adecuados para usar
en la presente descripcidn incluyen, entre otros,
fenilalaninas parasustituidas, fenilalaninas ortosustituidas
y fenilalaninas metasustituidas, en donde el sustituyente
comprende, entre otros, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un
grupo metilo, un grupo alilo, un aldehido, un azido, un iodo,
un bromo, un grupo ceto (que incluye, entre otros, un grupo
acetilo), un benzoilo, un grupo algquinilo o similares. Los
ejemplos especificos de aminodcidos no naturales que pueden
ser adecuados para usar en la presente descripcidédn incluyen,
entre otros, p-acetil-L- fenilalanina, O-metil-L-tirosina, L-
3-(2-naftil)alanina, 3-metil-fenilalanina, 0-4-alil-L-
tirosina, 4-propil-L-tirosina, tri-O-acetil-GlcNAcB-serina,
L-dopa, fenilalanina fluorinada, isopropil-L-fenilalanina, p-
azido-L-fenilalanina, p-acil-L-fenilalanina, p-benzoil-L-
fenilalanina, L-fosfoserina, fosfonoserina, fosfonotirosina,
p-iodo-fenilalanina, p-bromofenilalanina, p-amino-L-
fenilalanina, isopropil-L-fenilalanina y p-propargiloxi-
fenilalanina, y similares.

En una modalidad, se proporcionan composiciones de
un polipéptido de relaxina modificada que comprenden un

aminoacido no natural (tal como p-acetil-L-fenilalanina). Se
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proporcionan también diversas composiciones que comprenden p-
acetil-L-fenilalanina y que incluyen, entre otras, proteinas
y/o células. En un aspecto, una composicién que incluye el
aminoacido no natural p-acetil-L-fenilalanina también incluye
tARN ortogonal. El aminoacido no natural se puede unir (por
ejemplo, de manera covalente) a tARN ortogonal, por ejemplo,
se puede unir de manera covalente a tARN ortogonal mediante
un enlace de amino-acilo, se puede unir de manera covalente a
3’0H o 2’0H de un azucar ribosa terminal de tARN ortogonal,
etcétera.

El polipéptido de relaxina modificada descrito en
la presente puede comprender un aminodcido codificado de
manera no natural descrito en la patente estadounidense No.°
8.735.539, titulada “Polipéptidos de relaxina que comprenden
aminoadcidos <codificados de manera no natural”, gque se
incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

V. Estructura vy sintesis de aminodcidos no

naturales

En algunas modalidades, 1la presente descripcidn
proporciona un polipéptido de relaxina modificada ligado a un
prolongador PK, por ejemplo, gque comprende un acido graso,
mediante un enlace oxima. Muchos tipos de aminoacidos
codificados de manera no natural son adecuados para formar
enlaces de oxima. Estos incluyen, entre otros, aminoacidos

codificados de manera no natural gque contienen un grupo
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carbonilo, dicarbonilo, tipo carbonilo, carbonilo oculto,
carbonilo protegido, O un grupo hidroxilamina. Estos
aminoacidos, asi como su estructura y sintesis, se describen
en las patentes estadounidenses Nos. 8,012,931 y 8,735,539,
que se incorporan en la presente por referencia en su
totalidad.

Los ejemplos de estructuras y métodos de sintesis
de aminocdcidos codificados de manera no natural, gue incluyen
los aminoacidos que contienen hidroxilamina, se conocen en el
estado de la técnica, por ejemplo, como se describe en la
patente estadounidense No. 7,332,571, las publicaciones de
patente estadounidense ©Nos. 2006/0194256, 2006/0217532 vy
2006/0217289 y WO 2006/069246, cada una de 1las cuales se
incorpora en la presente en su totalidad.

SINTESIS QUIMICA DE AMINOACIDOS CODIFICADOS DE

MANERA NO NATURAL

Muchos de los aminodcidos no naturales adecuados
para usar en la presente descripcién se encuentran
disponibles en el comercio, por ejemplo, de Sigma (EE.
UU.) o Aldrich (Milwaukee, WI, EE. UU.). Aquellos que no
se encuentran disponibles en el comercio se sintetizan,
opcionalmente, como se 1indica en la presente, como se
indica en diversas ©publicaciones o mediante métodos
estidndares conocidos por las personas de experiencia en la

técnica.
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A. Grupos reactivos carbonilo

Los aminoacidos con un grupo reactivo carbonilo
permiten que varias reacciones liguen moléculas (que
incluyen, entre otras, PEG u otras moléculas soluble en
aguas, tales como componentes peptidicos) mediante adicidn
nucleofilica o reacciones de condensacidén alddlica, entre
otras.

La sintesis de p-acetil-(+/-)-fenilalanina y m-
acetil-(+/-)-fenilalanina se describe en Zhang, Z., et al.,
Biochemistry 42: 6735-6746 (2003), que se incorpora por
referencia en la presente. Una persona experta en la técnica
puede preparar de manera similar otros aminodcidos que
contienen carbonilo.

En algunas modalidades, un polipéptido de relaxina
modificada que comprende un aminodcido codificado de manera
no natural se puede modificar quimicamente para generar un
grupo funcional carbonilo reactivo. Por ejemplo, una
funcionalidad de aldehido Util para reacciones de conjugacién
se puede generar de una funcionalidad gque tiene grupos
adyacentes amino e hidroxilo.

En la presente descripcidn, un aminodacido
codificado de manera no natural, que tiene grupos hidroxilo vy
amino adyacentes, se puede incorporar en el polipéptido como
una funcionalidad de aldehido “oculta”. Por ejemplo, 5-

hidroxilisina tiene un grupo hidroxilo adyacente a la amina
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epsiloNo. Las condiciones de reaccidén para generar el
aldehido, en general, incluyen la adicidén de metaperiodato de
sodio en exceso molar en condiciones leves para evitar la
oxidacidédn en otros sitios dentro del polipéptido. E1 pH de la
reaccidén de oxidacidédn es, en general, alrededor de 7.0. Una
reaccidén tipica incluye la adicidn de metaperiodato de sodio
en un exceso molar de alrededor de 1,5 a wuna solucidn
amortiguada del polipéptido, que luego se incubd durante
alrededor de 10 minutos en la oscuridad. Véase, por ejemplo,
la patente estadounidense No. 6,423,685, gque se incorpora en
la presente por referencia.

La funcionalidad de <carbonilo se ©puede hacer
reaccionar de manera selectiva con un reactivo que contiene
hidrazina, hidrazida, hidroxilamina o semicarbazida en
condiciones leves en una solucidén acuosa, para formar 1los
enlaces de hidrazona, oxima o semicarbazona, respectivamente,
que son estables en condiciones fisioldégicas. Véanse, por
ejemplo, Jencks, W. P., J. Am. Chem. Soc. 81, 475-481 (1959);
Shao, J. and Tam, J. P., J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899
(1995). Ademés, la reactividad unica del grupo carbonilo
permite la modificacidén selectiva en presencia de las otras
cadenas laterales de aminoacidos. Véase, por ejemplo,
Cornish, V. W., et al., J. Am. Chem. Soc. 118:8150-8151
(1996); Geoghegan, K. F. & Stroh, J. G., Bioconjug. Chem.

3:138-146 (1992); Mahal, L. K., et al., Science 276:1125-1128
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(1997) .

B. Grupos reactivos hidrazina, hidrazida o

semicarbazida

Los aminoacidos codificados de manera no natural
que contienen un grupo nucleofilico, tal como hidrazina,
hidrazida o semicarbazida, permiten la reaccidén con varios
grupos electrofilicos para formar conjugados.

Los aminoadcidos que contienen hidrazida, hidrazina
y semicarbazida se encuentran disponibles en  fuentes
comerciales. Por ejemplo, L-glutamato-y-hidrazida se
encuentra disponible de Sigma Chemical (San Luis, MO). Una
persona experta en la técnica puede preparar otros
aminodcidos no disponibles en el comercio. Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense No. 6,281,211, que se
incorpora en la presente por referencia.

Los polipéptidos de relaxina modificada que
contienen aminodcidos codificados de manera no natural, que
tienen funcionalidades de hidrazida, hidrazina o}
semicarbazida, se pueden hacer reaccionar de manera efectiva
y selectiva con varias moléculas que contienen aldehidos u
otros grupos funcionales con reactividad qguimica similar.
Véase, por ejemplo, Shao, J. and Tam, J., J. Am. Chem. Soc.
117:3893-3899 (1995). La reactividad tUnica de los grupos
funcionales hidrazida, hidrazina vy semicarbazida 1los hace

considerablemente més reactivos a aldehidos, cetonas y otros
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grupos electrofilicos, en comparacidén con los grupos
nucleofilicos presentes en los 20 aminodcidos comunes (que
incluyen, entre otros, el grupo hidroxilo de serina o
treonina, o los grupos amino de lisina y el N-terminal).

C. Aminodcidos que contienen aminooxi

Los aminoacidos codificados de manera no natural
que contienen un grupo aminooxi (también denominado
hidroxilamina) permiten la reaccidn con varios grupos
electrofilicos para formar conjugados (por ejemplo, con PEG u
otros componentes peptidicos). Como hidrazinas, hidrazidas vy
semicarbazidas, la nucleofilicidad mejorada del grupo
aminooxi le permite reaccionar de manera eficiente vy
selectiva con varias moléculas gque contienen aldehidos u
otros grupos funcionales <con actividad guimica similar.
Véase, por ejemplo, Shao, J. and Tam, J., J. Am. Chem. Soc.
117:3893-3899 (1995); H. Hang and C. Bertozzi, Acc. Chem.
Res. 34: 727-736 (2001). Si bien el resultado de la reaccién
con un grupo hidrazina es la hidrazona correspondiente, una
oxima surge, en general, como resultado de la reaccidén de un
grupo aminooxi con un grupo que contiene carbonilo, tal como
cetona.

Los aminoadcidos que contienen aminooxi se pueden
preparar de precursores de aminoédcidos de facil acceso
(homoserina, serina vy treonina). Véase, por ejemplo, M.

Carrasco and R. Brown, J. Org. Chem. 68: 8853-8858 (2003).
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Determinados aminodcidos que contienen aminooxi, tales como
dcido L-2-amino-4-(aminooxi)butirico, se aislaron de fuentes
naturales (Rosenthal, G., Life Sci. 60: 1635-1641 (1997). Una
persona experta en la técnica puede preparar otros
aminoacidos que contienen aminooxi.

D. Grupos reactivos azida y alquino

La reactividad dunica de los grupos funcionales
azida vy alquino 1los hace Utiles para la modificacidn
selectiva de polipéptidos y otras moléculas bioldgicas. Las
azidas orgéanicas, en particular, azidas alifaticas, %
alquinos, en general, son estables en condiciones guimicas de
reaccidén comunes. En particular, los grupos funcionales azida
y alguino son inertes con respecto a las cadenas laterales
(es decir, grupos R) de los 20 aminodcidos comunes
encontrados en polipéptidos naturales. Sin embargo, al
aproximarse, se revela la naturaleza “de accidén por resorte”
de los grupos azida y alquino, y estos reaccionan de manera
selectiva y eficiente mediante la reaccidén de cicloadicidn
Huisgen [3+2] para generar el triazol correspondiente. Véase,
por ejemplo, Chin J., et al., Science 301:964-7 (2003); Wang,
Q., et al., J. Am. Chem. Soc. 125, 3192-3193 (2003); Chin, J.
W., et al., J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002).

Dado que la reaccién de cicloadicién Huisgen
implica una reaccién de cicloadicién selectiva (véase, por

ejemplo, Padwa, A., en Comprehensive Organic Synthesis, Vol.
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4, (ed. Trost, B. M., 1991), p. 1069-1109; Huisgen, R. en
1,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry, (ed. Padwa, A., 1984) ,
p. 1-176 ), mas qgue una sustitucidn nucleofilica, la
incorporacién de aminocdcidos codificados de manera no natural
que tienen cadenas laterales que contienen azida y alquino
permite que los polipéptidos resultantes se modifiquen de
manera selectiva en la posiciédn de los aminoacidos
codificados de manera no natural. La reaccién de
cicloadiciédn, que incluye un polipéptido de relaxina
modificada que contiene azida o alquino, se puede realizar a
temperatura ambiente en condiciones acuosas, mediante la
adicidén de Cu(II) (por ejemplo, en forma de una cantidad
catalitica de CuSQO4), en presencia de un agente reductor para
reducir Cu(II) a Cu(I), in situ, en una cantidad catalitica.
Véase, por ejemplo, Wang, Q., et al., J. Am. Chem. Soc. 125,
3192-3193 (2003); Tornoce, C. W., et al., J. Org. Chem.
67:3057-3064 (2002); Rostovtsev, et al., Angew. Chem. ed.
int. 41:2596-2599 (2002). Los ejemplos de agentes reductores
incluyen, entre otros, ascorbato, cobre metdlico, guinina,
hidroquinona, vitamina K, glutatién, cisteina, Fe®’, Co®" y un
potencial eléctrico aplicado.

En algunos casos, en donde se desea una reaccidn de
cicloadicidén de Huisgen [3+2] entre una azida y un alquino,
el polipéptido de relaxina modificada puede comprender un

aminoacido codificado de manera no natural, que comprende una
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porcidén algquino, y el mejorador PK que debe wunirse al
aminoacido puede comprender una porcién azida. De manera
alternativa, también se puede realizar la reaccidn inversa
(es decir, con la porcidn azida en el aminoacido y la porcidn
alquino en el polimero soluble en agua) .

El grupo funcional azida también se puede hacer
reaccionar de manera selectiva con un polimero soluble en
agua que contiene un éster de arilo, y se puede funcionalizar
de manera adecuada con una porciédn arilfosfina para generar
un enlace de amida. El grupo arilfosfina reduce la azida in
situ, y la amina resultante luego reacciona de manera
eficiente con un enlace de éster préximo para generar la
amida correspondiente. Véase, por ejemplo, E. Saxon y C.
Bertozzi, Science 287, 2007-2010 (2000). El1 aminodcido que
contiene azida puede ser una azida de alquilo (que incluye,
entre otros, &cido 2-amino-6-azido-l-hexanoico) o una azida
de arilo (p-azido-fenilalanina).

El grupo funcional azida también se puede hacer
reaccionar de manera selectiva con un polimero soluble en
agua que contiene un tioéster, y se puede funcionalizar de
manera adecuada con una porcidén arilfosfina para generar un
enlace de amida. El1 grupo arilfosfina reduce 1la azida 1in
situ, vy la amina resultante 1luego reacciona de manera
eficiente con el enlace de tioéster para generar la amida

correspondiente.
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Los aminoacidos que contienen alquino estan
disponibles en el comercio. De manera alternativa, 1los
aminoacidos que contienen alquino se pueden preparar de
conformidad con métodos estandares. Por ejemplo, p-
propargiloxifenilalanina se puede sintetizar, por ejemplo,
como se describe en Deiters, A., et al., J. Am. Chem. Soc.
125: 11782-11783 (2003), y 4-alquinil-L-fenilalanina se puede
sintetizar como se describe en Kayser, B., et al.,
Tetrahedron 53 (7): 2475-2484 (1997). Una persona experta en
la técnica puede preparar otros aminoadcidos que contienen
alquino.

Los aminoadcidos que contienen azida se encuentran
disponibles de fuentes comerciales. Para aquellos aminoacidos
que contienen azida y no estédn disponibles en el comercio, el
grupo azida se puede preparar de manera relativamente facil,
usando métodos estadndares conocidos por las personas de
experiencia en la técnica, gque incluyen, entre otros, el
desplazamiento de un grupo saliente adecuado (por ejemplo,
haluro, mesilato, tosilato) o 1la apertura de una lactona
protegida de manera adecuada. Véase, por ejemplo, Advanced
Organic Chemistry por March (tercera edicidén, 1985, Wiley vy
Sons, Nueva York).

Las moléculas que se pueden agregar a una proteina
de la descripcidén a través de una cicloadicidédn [3+2] incluyen

casi cualquier molécula con un derivado de azida o alquinilo.
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Las moléculas incluyen, entre otras, tinturas, fluordéforos,
agentes de reticulacidén, derivados de sacarido, polimeros
(que incluyen, entre otros, polimeros que comprenden
polietilenglicol), fotorreticulantes, compuestos citotdxicos,
etiquetas de afinidad, derivados de Dbiotina, resinas,
microesferas, un péptido, una segunda proteina o un segundo
polipéptido (o mas), polinucledtidos (que incluyen, entre
otros, ADN, ARN, etc.), quelantes de metal, cofactores,
acidos grasos, hidratos de carbono vy similares. Estas
moléculas se pueden agregar a un aminoacido no natural con un
grupo alquinilo, que incluye, entre otros, P-
propargiloxifenilalanina, o un grupo azido, que incluye,
entre otros, p-azido-fenilalanina, respectivamente.

E. Grupos reactivos aminotiol

La reactividad unica de grupos funcionales
aminotiol beta-sustituidos los hace atiles para la
modificacién selectiva de polipéptidos y otras moléculas
bioldégicas que contienen  grupos aldehido mediante la
formacidédn de tiazolidina. Véase, por ejemplo, J. Shao and J.
Tam, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117 (14) 3893-3899. En algunas
modalidades, los aminodcidos de aminotiol beta-sustituidos se
pueden incorporar en los polipéptidos de relaxina modificada
y luego hacerse reaccionar con un mejorador PK que comprende
una funcionalidad aldehido. En algunas modalidades, un

mejorador PK, conjugado de farmaco u otra carga util se puede
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acoplar a un polipéptido de relaxina modificada que comprende
un aminocdcido de aminotiol Dbeta-sustituido mediante 1la
formacidén de tiazolidina.

F. Grupos reactivos adicionales

Los grupos reactivos adicionales y aminoacidos
codificados de manera no natural que se pueden incorporar en
polipéptidos de relaxina modificada de la descripcidn, se
describen en las siguientes solicitudes de patentes que se
incorporan por referencia en su totalidad en la presente: la
publicacién de patente estadounidense No. 2006/0194256, 1la
publicacién de patente estadounidense No. 2006/0217532, 1la
publicacién de patente estadounidense No. 2006/0217289 y la
publicacién de 1la solicitud de patente internacional No.
Wo/2007/070659.

VI. Generacidédn in vivo de polipéptidos de relaxina

modificada que comprenden aminodcidos codificados de manera

no natural

Los polipéptidos de relaxina modificada de 1la
descripcidn se pueden generar in vivo usando tARN y tARN
sintetasas modificadas para agregar o sustituir aminoéacidos
que no estéan codificados en sistemas naturales. Estos métodos
se describen en la patente estadounidense No. 8,735,539, que
se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

Los métodos para generar tARN y tARN sintetasas,

que usan aminoadcidos gque no estdn codificados en sistemas
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naturales, se describen, por ejemplo, en las ©patentes
estadounidenses Nos. 7,045,337 y 7,083,970 que se incorporan
en la presente por referencia. Estos métodos implican generar
una maquinaria de traduccidén que funciona independientemente
de las sintetasas y tARN enddgenos al sistema de traduccidn
(y, por lo tanto, a veces se denominan “ortogonales”). En
general, el sistema de traduccidn comprende un tARN ortogonal
(O-tARN) vy una aminoacil tARN sintetasa ortogonal (O-RS). En
general, la O-RS, preferentemente, aminocacila el O-tARN con
al menos un aminoadcido no natural en el sistema de
traduccidén, y el O-tARN reconoce al menos un coddn selector
que otros tARN no reconocen en el sistema. De esta manera, el
sistema de traduccién inserta el aminodcido codificado de
manera no natural en una proteina producida en el sistema, en
respuesta a un coddn selector codificado, y asi “sustituye”
un aminodcido en una posicidén en el polipéptido codificado.
El uso de O-tARN/aminoacil-tARN sintetasas incluye
la seleccién de un coddén especifico que codifica el
aminocacido codificado de manera no natural. Si bien se puede
usar cualgquier coddn, en general, es conveniente seleccionar
un coddn que se usa con poca frecuencia o gue no se usa nunca
en la célula en la que se expresa O-tARN/aminoacil-tARN
sintetasa. Los ejemplos de codones incluyen codones sin
sentido, tales como codones de detencidén (admbar, ocre vy

6palo), cuatro o mas codones de 1inicio y otros codones
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naturales de tres bases que no se usan O Se usan con poca
frecuencia.

Los codones selectores especificos se pueden
introducir en posiciones adecuadas en la secuencia
codificante del polinucledétido de relaxina modificada usando
métodos de mutagénesis conocidos en el estado de la técnica
(que incluyen, entre otros, mutagénesis especifica de sitio,
mutagénesis por insercidén de un casete, mutagénesis de
restriccidén y seleccidn, etc.).

VII. Expresidn en no eucariotas y eucariotas

Sistemas de expresidn, cultivo y aislamiento

Los polipéptidos de relaxina modificada o no
modificada se pueden expresar en cualquier cantidad de
sistemas de expresidén adecuados gque incluyen, por ejemplo,
levadura, células de insecto (por ejemplo, células de insecto
infectadas por baculovirus), células de mamifero y bacterias.
A continuacidén, se proporciona una descripcidén de sistemas de
expresién de ejemplo.

Levadura: Como se usa en la presente, el término
“levadura” incluye cualquiera de las diversas levaduras
capaces de expresar un gen que codifica un polipéptido de
relaxina modificada, que incluyen, entre otros, P. pastoris,
P. guillerimondii, S. cerevisiae, S. carlsbergensis, S.
diastaticus, S. douglasii, S. kluyveri, S. norbensis, S.

oviformis, K. lactis, K. fragilis, C. albicans, C. maltosa y
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H. polymorpha. WO  2005/091944, que se incorpora por
referencia en la presente, describe la expresidn de relaxina

en levadura.

E. Coli, especies de Pseudomonas y otras
procariotas:
La expresidén “hospedera Dbacteriano” o “célula

hospedera bacteriana” se refiere a una bacteria que se puede
usar, o se usd, como un receptor para vectores recombinantes
u otro ADN de transferencia. La expresidén incluye la progenie
de la célula hospedera bacteriana original que se transfectd.
Cabe destacar que la progenie de una sola célula parental
puede no ser necesariamente idéntica por completo a la célula
parental original en cuanto a la morfologia o al complemento
de ADN gendémico o total, debido a una mutacidén accidental o
deliberada. La progenie de 1la célula parental gque es 1lo
suficientemente similar a la célula parental para gue se
caracterice por la propiedad relevante, tal como la presencia
de una secuencia de nucledétidos que codifica un polipéptido
de relaxina modificada o no modificada, se incluye en la
progenie que tiene por fin la presente definicidNo.

En la seleccidédn de hospederaes bacterianos para la
expresidén, los hospederaes adecuados pueden incluir aquellos
que muestran tener, entre otros, buena capacidad de formacidn
de cuerpos de inclusidén, baja actividad proteolitica vy

solidez general. En general, la fermentacidn
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industrial/farmacéutica usa bacterias derivadas de cepas K
(por ejemplo, W3110) o bacterias derivadas de cepas B (por
ejemplo, BL21). Otros ejemplos de hospederaes de E. coli
adecuados incluyen, entre otros, cepas de BL21, DH10B, o sus
derivados. En otra modalidad de los métodos de la presente
descripcidén, el hospedera de E. coli es una cepa deficiente
en proteasas que incluyen, entre otras, OMP y LONo. La cepa
de la célula hospedera puede ser una especie de Pseudomonas,
que incluye, entre otras, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida. Se sabe que el
biovar 1 de Pseudomonas fluorescens, designada como cepa
MB101, es Util para 1la produccidén recombinante vy esté
disponible para los procesos terapéuticos de produccidén de
proteinas.

Una vez que una cepa de la célula hospedera
recombinante se establecié (es decir, el constructo de
expresién se introdujo en la célula hospedera, y las células
hospedera con el constructo de expresidén adecuado se
aislaron), la cepa de la célula hospedera recombinante se
cultiva en condiciones adecuadas para la produccidén de
polipéptidos de relaxina modificada.

Las células hospedera recombinantes se pueden
cultivar en formatos continuos o de lote, con la cosecha de
células (en el <caso donde el polipéptido de relaxina

modificada se acumula de manera intracelular) o la cosecha de



10

15

20

25

118

sobrenadante de cultivo en formatos continuos o de lote.

Los polipéptidos de relaxina modificada producidos
en células hospedera bacterianas pueden ser poco solubles o
insolubles (en forma de cuerpos de inclusidén). En una
modalidad de la presente descripcidn, las sustituciones de
aminoacidos se pueden realizar facilmente en el polipéptido
de relaxina modificada, y, por lo tanto, se seleccionan para
aumentar la solubilidad de la proteina producida de manera
recombinante. El polipéptido de relaxina modificada se puede
solubilizar, por ejemplo, con urea o guanidina clorhidrato.

En el caso de wuna proteina relaxina modificada
soluble, la relaxina se ©puede segregar en el espacio
peripléasmico o en el medio de cultivo. Por ejemplo, la
relaxina modificada se segrega en el espacio periplésmico de
las células W3110-B2 usando pléasmidos que codifican
constructos que incluyen 8 secuencias lider diferentes, que
incluyen aquellas enumeradas en SEQ ID NO: 39-44, y
transformando aquellos en células W3110-B2; luego las células
se cultivaron a 37 °C hasta que la OD alcanzdé alrededor de
0.8, en cuyo punto la expresiédn se indujo con 0.01 & de
arabinosa. Luego de 5 horas, las muestras de liberacidn
periplasmica se pueden preparar de los cultivos. Asimismo, la
relaxina modificada soluble puede estar presente en el
citoplasma de las células hospedera. Puede ser conveniente

concentrar la relaxina modificada soluble antes de realizar



10

15

20

25

119

las etapas de purificacidn.

Cuando el polipéptido de relaxina modificada se
produce como una proteina de fusidn, la secuencia de fusidn
se puede eliminar. La supresidén de una secuencia de fusidn se
puede lograr mediante escisidén enzimatica o quimica. La
supresidén enzimadtica de secuencias de fusidn se puede lograr
usando métodos conocidos por la persona experta en la
técnica. La eleccidén de enzimas para la supresidén de la
secuencia de fusidén se puede determinar mediante la identidad
de la fusidén, vy las condiciones de reaccidn se pueden
especificar mediante la eleccidén de enzimas, como sera
evidente para la persona experta en la técnica. La escisidn
quimica se puede lograr usando reactivos conocidos por 1la
persona experta en la técnica, que incluyen, entre otros,
bromuro de ciandégeno, proteasa TEV y otros reactivos. E1
polipéptido de relaxina modificada escindido se puede
purificar de la secuencia de fusién escindida mediante los
métodos conocidos por la persona experta en la técnica.

En general, se desea ocasionalmente desnaturalizar
y reducir los polipéptidos expresados y luego hacer que los
polipéptidos se vuelvan a plegar en la conformacidn
preferida. Por ejemplo, se pueden agregar guanidina, urea,
DTT, DTE y/o una chaperonina a un producto de traduccidn de
interés. Las proteinas se pueden volver a plegar en un

amortiguador redox que contiene, entre otros, glutatidn
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oxidado vy L-arginina. Los reactivos de replegamiento se
pueden hacer fluir o, de otra manera, mover para que entren
en contacto con uno o mas polipéptidos u otro producto de
expresidén, o viceversa.

En el <caso de la produccidén procaridética del
polipéptido de relaxina modificada, el ©polipéptido de
relaxina modificada asi producido se puede plegar de manera
incorrecta y, por lo tanto, tiene menor actividad bioldgica o
carece de esta. La Dbiocactividad de 1la proteina se puede
recuperar mediante el “replegamiento”. En general, el
polipéptido de relaxina modificada o no modificada mal
plegado se vuelve a plegar mediante la solubilizacidn (en
donde el ©polipéptido de relaxina modificada también es
insoluble), el desplegamiento y la reduccidén de la cadena de
polipéptidos usando, por ejemplo, uno © mas agentes
caotrbépicos (por ejemplo, urea y/o guanidina) y un agente
reductor capaz de reducir puentes disulfuro (por ejemplo,
ditiotreitol, DTT o 2-mercaptoetanol, 2-ME) . En una
concentracidén moderada de caotrdpicos, luego se agrega un
agente de oxidacidn (por ejemplo, oxigeno, cistina o
cistamina), que permite que se vuelvan a formar puentes
disulfuro. E1 polipéptido de relaxina modificada se puede
volver a plegar usando los métodos estadndares conocidos en el
estado de la técnica, tales como los descritos en las

patentes estadounidenses Nos. 4,511,502, 4,511,503 %
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4,512,922, que se incorporan en la presente por referencia.
El polipéptido de relaxina modificada también se puede
coplegar con otras proteinas para formar heterodimeros o
heteromultimeros.

Después del replegamiento, la relaxina modificada
se puede purificar adicionalmente. La purificacidén de la
relaxina modificada se puede lograr usando diversas técnicas
conocidas por la persona experta en la técnica, que incluyen
cromatografia de 1interaccidén hidrdfoba, cromatografia de
exclusién por tamafio, cromatografia de intercambio idbnico,
cromatografia de liquidos de alta resolucidén de fase inversa,
cromatografia de afinidad % similares, o cualquier
combinacién de estos. La purificacién adicional también puede
incluir una etapa de secado o precipitacidédn de la proteina
purificada.

Después de la purificacidén, la relaxina modificada
se puede intercambiar en diferentes amortiguadores vy/o se
puede concentrar mediante diversos métodos conocidos en el
estado de la técnica, que incluyen, por ejemplo,
diafiltracién vy didlisis. La relaxina modificada que se
proporciona como una sola proteina purificada se puede
someter a agregacidén y precipitacidNo.

La relaxina modificada purificada puede ser al
menos 90 % pura (como se mide mediante cromatografia de

liguidos de alta resolucidén de fase inversa, RP-HPLC, o
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electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio, SDS-PAGE) o al menos 95 % pura, o al menos 98 % pura,
o al menos 99 % pura o mas. Independientemente del valor
numérico exacto de la pureza de la relaxina modificada, 1la
relaxina modificada es lo suficientemente pura como para que
se use como un producto farmacéutico o para procesamiento
adicional, tal como la conjugacidén con un mejorador PK.

Determinadas moléculas de relaxina modificada se
pueden usar como agentes terapéuticos en ausencia de otros
ingredientes activos o proteinas (que no sean excipientes,
portadores, estabilizantes, albumina de suero y similares), o
pueden formar un complejo con otra proteina o un polimero.

En algunas modalidades de la presente descripcidn,
el rendimiento de 1la relaxina modificada, después de cada
etapa de purificacidén, puede ser de al menos alrededor de 30

%, al menos alrededor de 35 %, al menos alrededor de 40 %, al

menos alrededor de 45 %, al menos alrededor de 50 %, al menos

o

alrededor de 55 %, al menos alrededor de 60 , al menos

o°

alrededor de 65 %, al menos alrededor de 70 , al menos

o°

alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 , al menos

o°

alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 , al menos

o°

alrededor de 91 %, al menos alrededor de 92 , al menos

o°

alrededor de 93 %, al menos alrededor de 94 , al menos

o°

alrededor de 95 %, al menos alrededor de 96 , al menos

o°

alrededor de 97 %, al menos alrededor de 98 , al menos
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alrededor de 99 %, al menos alrededor de 99.9 % o al menos
alrededor de 99.99 % de la relaxina modificada o no
modificada en el material de inicio para cada etapa de
purificacidn.

VIII. Expresidén en sistemas alternativos

Los polipéptidos de relaxina modificada de 1la
presente descripcidédn se pueden expresar usando un sistema de
traduccién libre de células (por ejemplo, in vitro). Los
sistemas de traduccidén pueden ser celulares o libres de
células, ©procaridéticos o eucaridticos. Los sistemas de
traduccidén celulares incluyen, entre otros, preparaciones de
células completas, tales como células o cultivos celulares
permeabilizados, en donde una secuencia de &cido nucleico
deseada se puede transcribir a mARN, y mARN puede ser
traducido. Los sistemas de traduccién libres de células estéan
disponibles en el comercio, de los cuales se conocen diversos
tipos y sistemas. Algunos ejemplos de sistemas libres de
células incluyen, entre otros, lisados procaridéticos, tales
como lisados de Escherichia coli, vy lisados eucaridticos,
tales como extractos de germen de trigo, lisados de células
de insectos, lisados de reticulocitos de conejos, lisados de
oocitos de <conejos vy lisados de células humanas. Los
extractos membranosos, tales como los extractos pancredticos
caninos que contienen membranas microsomales, también se

encuentran disponibles y son utiles para traducir proteinas
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secretoras.

IX. Proteinas de fusidén que contienen polipéptidos

de relaxina modificada

La descripcidén también proporciona polipéptidos de
relaxina modificada, o fragmentos de estos, que comprenden
la secuencia del polipéptido de relaxina modificada y un
componente de fusidéNo. E1 componente de fusidn puede
conferir una propiedad funcional, que incluye, entre otras,
la prolongacidén de la semivida, facilitar la purificacidn
y/o fabricacién de proteinas, propiedades biofisicas
mejoradas, tales como el aumento de la solubilidad o
estabilidad, e inmunogenicidad o toxicidad reducidas, o
cualquier otro fiNo. Por ejemplo, 1la proteina de fusidn
puede exhibir semivida in vivo prolongada vy, de esta
manera, facilitar una dosis menos frecuente (por ejemplo,
una dosis dos veces por semana, una vez pOr semana O una
vez cada dos semanas, etc.) en un régimen terapéutico. Las
proteinas de fusidén de ejemplo comprenden una relaxina
modificada fusionada a un componente de fusidn, tal como
una albumina (por ejemplo, albumina de suero humano),
adnectina de prolongacidén de farmacocinética (PKE), XTEN,
dominio Fc, una regidén constante de la inmunoglobulina o un
fragmento o una combinacidén de cualquiera de los
anteriores. Una proteina de fusién se puede producir

expresando un acido nucleico que codifica la secuencia del
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polipéptido de relaxina modificada y la secuencia de un
componente de fusién en el mismo marco de lectura,
opcionalmente separados por una secuencia que codifica un
péptido de conexidbNo. La proteina de fusidén puede
comprender el polipéptido de relaxina modificada y el
componente de fusidén en cualquier orden, por ejemplo, uno o
mads componentes de fusién ligados al N-terminal y/o al C-
terminal de la secuencia del polipéptido de relaxina
modificada, o uno o mas componentes de fusidén ligados al N-
terminal y al C-terminal.

X. Glucosilacién de polipéptidos de relaxina

modificada y no modificada

La presente descripcién incluye polipéptidos de
relaxina modificada que comprenden uno o mas aminoacidos
codificados de manera no natural que tienen residuos de
sacaridos. Los residuos de sacaridos pueden ser naturales
(que incluyen, entre otros, N-acetilglucosamina) O no
naturales (que incluyen, entre otros, 3-fluorogalactosa). Los
sacaridos pueden estar ligados a los aminoacidos codificados
de manera no natural ya sea por un enlace glucosidico ligado
por N u O (gque incluye, entre otros, N-acetilgalactosa-L-
serina) o un enlace no natural (que incluye, entre otros, una
oxima o el glucdsido unido por C o S correspondiente).

Las porciones sacarido (que incluyen, entre otras,

glicosilo) se pueden agregar a polipéptidos de relaxina
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modificada ya sea in vivo o in vitro. En algunas modalidades
de la presente descripcidén, un polipéptido de relaxina
modificada que comprende un aminodcido codificado de manera
no natural que contiene carbonilo se puede modificar con un
sacadrido derivatizado con un grupo aminooxi para generar el
polipéptido glucosilado correspondiente ligado mediante un
enlace de oxima. Una vez que se unidé al aminoacido codificado
de manera no natural, el sacdrido se ©puede elaborar
adicionalmente mediante tratamiento con glicosiltransferasas
y otras enzimas para generar un oligosacarido wunido al
polipéptido de relaxina modificada. Véase, por ejemplo, H.
Liu, et al. J. Am. Chem. Soc. 125: 1702-1703 (2003).

XI. Administracidén y composiciones farmacéuticas

En la presente, también se proporcionan
composiciones que comprenden una cantidad terapéuticamente
efectiva del polipéptido de relaxina modificada, descrito en
la presente, y un portador o) excipiente aceptable
farmacéuticamente aceptable. E1l portador o) excipiente
incluye, entre otros, solucidén salina, solucidén salina
amortiguada, dextrosa, sacarosa, histidina, agua, glicerol,
PS80 (polisorbato 80), etanol y/o combinaciones de estos. La
formulacidén se prepara segin el modo de administraciédn.

Por ejemplo, un polipéptido de relaxina modificada
descrito en la presente se puede administrar a un paciente en

una concentracién de entre 0.1 y 100 mg/kg de peso corporal
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del paciente receptor. En una modalidad, un polipéptido de
relaxina modificada descrito en la ©presente se puede
administrar a un paciente en una concentracién de entre 0.5-5
mg/kg de peso corporal del paciente receptor. En otra
modalidad, un polipéptido de relaxina modificada descrito en
la presente se puede administrar a un paciente receptor con
una frecuencia de entre una vez por dia y una vez cada dos
semanas, tres semanas o cuatro semanas, ©por ejemplo,
alrededor de una vez por semana o0 dosS veces por semana, una
vez cada dos dias, una vez cada tres dias, una vez cada
cuatro dias, una vez cada cinco dias o una vez cada seis
dias. En otra modalidad, un polipéptido de relaxina
modificada descrito en la presente se puede administrar a un
paciente una vez por semana.

Debe comprenderse que la concentracién del
polipéptido de relaxina modificada administrado a un paciente
determinado puede ser mayor © menor que las concentraciones
de administracidén de ejemplo establecidas anteriormente.

En funcién de la informacidn proporcionada en la
presente descripcidn, una persona experta en la técnica seré
capaz de determinar una dosis y frecuencia de administracidédn
eficaces mediante experimentos de rutina, por ejemplo,
guidndose  por la descripcidédn en la presente % las
explicaciones en Goodman et al., (2006). Goodman & Gilman's

the pharmacological Dbasis of therapeutics. Nueva York:
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McGraw-Hill; o) Howland et al., (20006) . Pharmacology.
Lippincott's illustrated reviews. Filadelfia: Lippincott
Williams & Wilkins.

Las cantidades promedio de relaxina modificada
pueden variar vy, en particular, deben basarse en 1las
recomendaciones y la receta de un médico calificado. La
cantidad exacta de relaxina modificada es una cuestidén de
preferencia sujeta a factores, tales como el tipo exacto de
afeccidn que se trata, la afeccidn del paciente que se trata,
asi como los otros ingredientes de la composicidéNo. La
presente descripcidén también proporciona la administracidn de
una cantidad terapéuticamente efectiva de otro agente activo.
Una persona experta en la técnica puede determinar facilmente
la cantidad que debe administrarse.

Una “composicién farmacéutica” se refiere a una
composicioén quimica o biolégica adecuada para la
administracién a un mamifero. Estas composiciones se pueden
formular especificamente para la administracidén mediante una
o mads mediantes de administracidén, que incluyen, entre otras,
bucal, epicuténea, epidural, inhalaciédn, intraarterial,
intracardiaca, intracerebroventricular, intradérmica,
intramuscular, intranasal, intraocular, intraperitoneal,
intraespinal, intratecal, intravenosa, oral, parenteral,
rectal mediante un enema o) supositorio, subcuténea,

subdérmica, sublingual, transdérmica y transmucosa. Ademas,
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la administracidén puede ser mediante inyeccidn, polvo,
liguido, gel, gotas y otros medios de administracidn.

Como se usa en la presente, un “portador aceptable
farmacéuticamente aceptable” o “excipiente” incluye todos 1los
solventes, medios de dispersidn, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes demoradores de la
absorcidén e isotdnicos, que son fisioldgicamente compatibles.
En una modalidad, el portador es adecuado para la
administracidén parenteral. En otra modalidad, el portador es
adecuado para la administracidén subcutéanea. De manera
alternativa, el portador puede ser adecuado para la
administracidén intravenosa, intraperitoneal, intramuscular o
sublingual. Los portadores aceptables farmacéuticamente
aceptable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacidén extempordanea
de soluciones o dispersiones inyectables estériles.

En algunas modalidades, la composicidén farmacéutica
puede estar presente en una forma liofilizada. La composicidn
se puede formular como solucidén, microemulsidédn, liposoma u
otra estructura ordenada adecuada ©para proporcionar una
concentracidén farmacoldgica alta. El1l portador puede ser un
solvente o medio de dispersidén que contiene, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de estos. En

algunas modalidades, la composicién farmacéutica comprende un
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estabilizador. La correcta fluidez se puede mantener, por
ejemplo, manteniendo el tamafio de particula requerido en el
caso de dispersiones y usando tensioactivos.

En algunas modalidades, la composicidén farmacéutica
comprende un agente isotdénico, por ejemplo, azlUcares, tales
como sacarosa, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o
cloruro de sodio en la composicidNo. Al incluir un agente tal
como sales de monoestearato y gelatina, la absorcidén de las
composiciones inyectables se puede prolongar. Ademéds, el
polipéptido se puede formular en una formulacidén de
liberacidén programada, por ejemplo, en una composicidn que
incluye un polimero de liberacién lenta. Los compuestos
activos se pueden preparar con portadores que pueden proteger
el compuesto contra la liberacidén répida, tal como una
formulacién de liberacidén controlada, que incluye implantes y
sistemas de administracidén microencapsulados. Se pueden usar
polimeros biodegradables biocompatibles, tales como etileno
vinil acetato, polianhidridos, &cido poliglicdélico, coléageno,
poliortoésteres, acido polilactico y copolimeros
poliglicélicos polilacticos (PLG).

Los polipéptidos de relaxina modificada vy las
composiciones de la presente descripcidn se pueden
administrar mediante cualquier mediante de administracidn
convencional adecuada para proteinas o) péptidos, que

incluyen, entre otras, inyecciones, por ejemplo,
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parenterales, e incluyen, entre otras, subcuténeas e}
intravenosas, o cualquier otra forma de inyeccidén o
infusid6No. Las composiciones de polipéptidos se pueden
administrar mediante varias mediantes de administracidén, que
incluyen, entre otras, la administracidédn por mediante oral,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, transdérmica,
subcutanea, toépica, sublingual o rectal. Las composiciones
que comprenden relaxina modificada también se pueden
administrar mediante liposomas. El polipéptido de relaxina
modificada se puede wusar solo o combinado con otros
componentes adecuados, tales como un portador farmacéutico.
El polipéptido de relaxina modificada se puede usar en
combinacién con otros agentes como se describe en la
presente.

Las formulaciones adecuadas para la administracidn
parenteral, por ejemplo, por mediante de administracién
intraarticular (en las articulaciones), intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal vy subcuténea,
incluyen soluciones inyectables estériles isotdnicas acuosas
\ no acuosas, que pueden contener antioxidantes,
amortiguadores, bacteriostdticos y solutos que hacen que la
formulacién se torne isotdédnica con la sangre del receptor
previsto, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas dJue
pueden incluir agentes de suspensidn, solubilizantes, agentes

espesantes, estabilizantes y conservadores. Las formulaciones
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de relaxina modificada se pueden presentar en recipientes
sellados de dosis uUnica o de multiples dosis, tales como
ampollas y viales.

La dosis administrada a un paciente, en el contexto
de la presente descripcidn, es suficiente para tener una
respuesta terapéutica favorable en el paciente en el
transcurso de un tiempo, u otra actividad adecuada, segun la
aplicaciéNo. La dosis se determina por la eficacia de la
formulacidén, y la actividad, estabilidad o semivida en suero
del polipéptido de relaxina modificada usado y el estado del
paciente, asi como el peso corporal o area de superficie del
paciente que se trata.

La dosis administrada, por ejemplo, a un paciente
de 70 kilogramos, estd, en general, dentro del intervalo
equivalente a las dosificaciones de proteinas terapéuticas
que se usan en la actualidad, ajustada seguin la actividad
alterada o la semivida en suero de la composicidén relevante.

Para la administracidén, las formulaciones de la
presente descripcidn se administran a una frecuencia
determinada por la LD-50 o ED-50 de la formulacidén relevante
y/o la observacién de cualquier efecto secundario de 1los
polipéptidos de relaxina modificada en diversas
concentraciones, que incluyen, entre otras, como se aplican a
la masa y a la salud general del paciente. La administracién

se puede lograr mediante una dosis Unica o dosis divididas.
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Los polipéptidos de relaxina modificada de 1la
presente descripcidén se pueden administrar directamente a un
sujeto que es un mamifero. Los polipéptidos de relaxina
modificada de la presente descripcidn se pueden preparar en
una mezcla en una forma inyectable de dosis unitaria (que
incluye, entre otras, solucidn, suspensidn o emulsidn) con un
portador aceptable farmacéuticamente aceptable. Los
polipéptidos de relaxina modificada de la presente
descripcidén también se pueden administrar mediante infusidn
continua (usando, entre otros, minibombas, tales como bombas
osméticas), un solo bolo o formulaciones de depdsitos de
liberacidén lenta.

Las formulaciones adecuadas para la administracidn
incluyen soluciones acuosas y no acuosas, soluciones
estériles isotédnicas, que pueden contener antioxidantes,
amortiguadores bacteriostdticos y solutos gue hacen que la
formulacién se torne isotdnica, y suspensiones estériles
acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de
suspensioén, solubilizantes, agentes espesantes,
estabilizantes y conservadores. Las soluciones y suspensiones
se pueden preparar de polvos, granulos y comprimidos
estériles del tipo descrito anteriormente.

Los portadores aceptables farmacéuticamente
aceptable incluyen, entre otros, amortiguadores gque contienen

succinato, fosfato, borato, HEPES, citrato, histidina,
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imidazol, acetato, bicarbonato vy otros acidos organicos;
antioxidantes, que incluyen, entre otros, acido ascdrbico;
polipéptidos de Dbajo peso molecular, que incluyen, entre
otros, aquellos con menos de alrededor de 10 residuos;
proteinas, que incluyen, entre otros, albumina de suero,
gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, que
incluyen, entre otros, polivinilpirrolidona; aminoacidos, que
incluyen, entre otros, glicina, glutamina, asparagina,
arginina, histidina o derivados de histidina, metionina,
glutamato o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros
carbohidratos, que incluyen, entre otros, trehalosa,
sacarosa, glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, que
incluyen, entre otros, EDTA vy edentato disddico; iones
metdlicos divalentes, que incluyen, entre otros, zinc,
cobalto o cobre; alcoholes de azlcar, gque incluyen, entre
otros, manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales,
que incluyen, entre otros, sodio y cloruro de sodio; vy/o
tensioactivos no idénicos, que incluyen, entre otros, Tween™
(que incluye, entre otros, Tween 80 (polisorbato 80 o PS80) vy
Tween 20 (polisorbato 20), Pluronics™ 'y otros acidos
plurdnicos, que incluyen, entre otros, otros acidos
plurdénicos, gque incluyen, entre otros, A&cido plurdnico F68
(poloxamero 188) o PEG. Los tensioactivos adecuados incluyen,
por ejemplo, poliéteres a base de poli(6xido de etileno)-

poli(6bxido de propileno)-poli(déxido de etileno), es decir,
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(PEO-PPO-PEO), o poli(déxido de propileno)-poli(béxido de
etileno)-poli (6xido de propileno), es decir, (PPO-PEO-PPO), o
una combinacién de estos. PEO-PPO-PEO y PPO-PEO-PPO estéan
disponibles en el comercio con las marcas Pluronics™, R-
Pluronics™, Tetronics™ y R-Tetronics™ (BASF Wyandotte Corp.,
Wyandotte, Mich.) vy se describen con mas detalle en la
patente estadounidense No.° 4,820.352 que se incorpora en la
presente en su totalidad por referencia. Otros polimeros en
bloque de etileno/polipropileno pueden ser tensioactivos
adecuados. Un tensioactivo o una combinaciédn de tensioactivos
se pueden usar para estabilizar la relaxina modificada
pegilada contra uno o méds tipos de estrés, que incluyen,
entre otros, el estrés que resulta de la agitaciéNo. Algunos
de los anteriores se pueden denominar “agentes volumétricos”.
Algunos también se pueden denominar “modificadores de la
tonicidad”. Los conservadores antimicrobianos también se
pueden aplicar para lograr la estabilidad del producto vy
eficacia antimicrobiana; los conservadores adecuados
incluyen, entre otros, alcohol de Dbencilo, cloruro de
benzalconio, metacresol, metil/propil parabeno, cresol vy
fenol, o una combinacién de estos. En algunas modalidades, la
composicidén farmacéutica puede comprender un amortiguador que
contiene succinato, fosfato, borato, HEPES, citrato,
histidina, imidazol, acetato, bicarbonato y/u otros acidos

organicos; un carbohidrato (por ejemplo, monosacéaridos,
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disacaridos y otros carbohidratos), tales como trehalosa,
sacarosa, glucosa, manosa o dextrina; y un tensioactivo, tal
como Tween™ 80 (polisorbato 80 o PS3S80) o Tween 20
(polisorbato 20). En algunas modalidades, la composicidn
farmacéutica puede comprender un amortiguador gque contiene
histidina, un carbohidrato, tal como sacarosa, y un
tensioactivo, tal como PS80.

Los polipéptidos de relaxina modificada de 1la
presente descripcidén, que incluyen aquellos 1ligados a un
mejorador PK también se pueden administrar mediante sistemas
de liberacidén sostenida o como parte de estos. Las
composiciones de liberacidén sostenida incluyen, entre otros,
matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos de
diferentes formas, que incluyen, entre otros, peliculas o
microcapsulas. Las matrices de liberacién sostenida incluyen
materiales biocompatibles, tales como poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo), etileno vinil acetato (o &cido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico, polilactidas (Acido poliléctico),
poliglicélido (polimero de &acido glicdélico), polianhidridos
de polilédctido coglicdélido (copolimeros de &cido lactico vy
dcido glicdlico), copolimeros de &cido L-glutdmico y gamma-
etil-L-glutamato, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido
hialurénico, coléageno, sulfato de condroitina, adcidos
carboxilicos, A&cidos grasos, fosfolipidos, ©polisacéaridos,

adcidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoédcidos, tales como
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fenilalanina, tirosina, isoleucina, polinucledbtidos,
polivinil propileno, polivinilpirrolidona vy silicona. Las
composiciones de liberacidédn sostenida también incluyen un
compuesto encapsulado en liposomas.

La dosis administrada a un paciente en el contexto
de la presente descripcidén debe ser suficiente para causar
una respuesta favorable en el sujeto en el transcurso del
tiempo. En general, la cantidad total efectiva
farmacéuticamente aceptable del polipéptido de relaxina
modificada de la presente descripcidn que se administra por
mediante parenteral (por ejemplo, intravenosa o subcutanea)
por dosis puede estar en el intervalo de alrededor de 0.01
ng/kg a alrededor de 500 mg/kg, alrededor de 0.01 ug/kg a
alrededor de 100 mg/kg, alrededor de 0.05 mg/kg a alrededor
de 50 mg/kg, alrededor de 100 ug/kg a alrededor de 40 mg/kg,
alrededor de 0.2 mg/kg a alrededor de 20 mg/kg o alrededor de
0.5 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, o es de alrededor de 0.5
mg/kg, alrededor de 1 mg/kg, alrededor de 2 mg/kg, alrededor
de 3 mg/kg, alrededor de 4 mg/kg, alrededor de 5 mg/kg,
alrededor de 6 mg/kg, alrededor de 7 mg/kg, alrededor de 8
mg/kg, alrededor de 9 mg/kg, alrededor de 10 mg/kg,
alrededor de 12 mg/kg, alrededor de 15 mg/kg, alrededor de
20 mg/kg, alrededor de 30 mg/kg, alrededor de 40 mg/kg,
alrededor de 50 mg/kg o alrededor de 100 mg/kg, del peso

corporal del paciente, aunque esto estd sujeto al criterio
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terapéutico. En algunas modalidades, el polipéptido de
relaxina modificada de la presente descripcidén que se
administra por mediante parenteral (por ejemplo,
intravenosa o subcutédnea) por dosis puede estar en el
intervalo de alrededor de alrededor de 0.2 mg/kg a
alrededor de 5 mg/kg, 0.5 mg/kg a alrededor de 3 mg/kg, o 1
mg/kg a alrededor de 3 mg/kg, o es de alrededor de 0.5
mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, 20 mg/kg, 30 mg/kg, 50 mg/kg o 80 mg/kg. En algunas
modalidades, el polipéptido de relaxina modificada de la
presente descripcidédn que se administra por mediante
parenteral (por ejemplo, intravenosa o subcutédnea) por
dosis puede ser de alrededor de 1 mg/kg. En algunas
modalidades, el polipéptido de relaxina modificada de 1la
presente descripcidén que se administra por mediante
parenteral (por ejemplo, intravenosa o subcuténea) por
dosis puede ser wuna dosis fija en el intervalo de
alrededor de 0.1 mg a alrededor de 10.000 mg, de alrededor
de 1 mg a alrededor de 5000 mg, de alrededor de 10 mg a
alrededor de 2500 mg, de alrededor de 100 mg a alrededor de
1000 mg, de alrededor de 200 mg a alrededor de 800 mg, de
alrededor de 400 mg a alrededor de 600 mg, de alrededor de
1 mg a alrededor de 10 mg, de alrededor de 10 mg a
alrededor de 50 mg, de alrededor de 50 mg a alrededor de

100 mg, de alrededor de 100 mg a alrededor de 300 mg, de
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alrededor de 300 mg a alrededor de 500 mg, de alrededor de
500 mg a alrededor de 700 mg, de alrededor de 700 mg a
alrededor de 900 mg, de alrededor de 900 mg a alrededor de
1200 mg, de alrededor de 1000 mg a alrededor de 2000 mg, de
alrededor de 2000 mg a alrededor de 3000 mg, de alrededor
de 3000 mg a alrededor de 4000 mg, de alrededor de 4000 mg
a alrededor de 5000 mg, de alrededor de 5000 mg a alrededor
de 6000 mg, de alrededor de 6000 mg a alrededor de 7000 mg,
de alrededor de 7000 mg a alrededor de 8000 mg, de
alrededor de 8000 mg a alrededor de 9000 mg, o de alrededor
de 9000 mg a alrededor de 10.000 mg.

XIT. Usos terapéuticos de polipéptidos de

relaxina modificada

La presente descripcidén proporciona el uso de
polipéptidos de relaxina modificada en el tratamiento de
enfermedades que incluyen enfermedad cardiovascular o)
enfermedad fibrética, tal como insuficiencia cardiaca,
pancreatitis, inflamacién, cancer, escleroderma, fibrosis
pulmonar, fibrosis renal, fibrosis hepética o fibrosis
cardiaca.

La enfermedad cardiovascular puede incluir, entre
otros, arteriopatia coronaria, infarto de miocardio, arritmia
o frecuencias cardiacas anormales, insuficiencia cardiaca,
enfermedad de la valvula cardiaca, enfermedad cardiaca

congénita, miocardiopatia (enfermedad del muasculo cardiaco),
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enfermedad pericardica, enfermedad de la aorta, sindrome de
Marfan o enfermedad wvascular (enfermedad de los vasos
sanguineos) .

En algunas modalidades, la insuficiencia cardiaca
puede comprender uno o mas de insuficiencia cardiaca
avanzada, sindrome cardiorrenal, insuficiencia cardiaca con
insuficiencia renal, insuficiencia cardiaca crbnica,
insuficiencia cardiaca crdénica con fraccidén de expulsidn en
intervalo medio (HFmEF), insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca posaguda, tal como insuficiencia
cardiaca descompensada posaguda, insuficiencia cardiaca
compensada, insuficiencia cardiaca descompensada,
insuficiencia wventricular derecha, insuficiencia ventricular
izquierda, insuficiencia cardiaca global, miocardiopatia
isquémica, miocardiopatia dilatada, insuficiencia cardiaca
asociada a defectos cardiacos congénitos, insuficiencia
cardiaca asociada a defectos de la valvula cardiaca,
estenosis mitral, insuficiencia mitral, estenosis adrtica,
insuficiencia adbrtica, estenosis tricuspide, insuficiencia
tricUGspide, estenosis pulmonar, insuficiencia de la valvula
pulmonar, angina, hipertensién, hipertensién pulmonar o
hipertensién arterial pulmonar, insuficiencia cardiaca
asociada a defectos combinados de 1la valvula cardiaca,
inflamacién miocdrdica (miocarditis), miocarditis crébnica,

miocarditis aguda, miocarditis wviral, insuficiencia cardiaca
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diabética, miocardiopatia alcohdlica, insuficiencia cardiaca
asociada a trastornos del almacenamiento cardiaco,
insuficiencia cardiaca diastdélica, insuficiencia cardiaca
sistdlica, disfuncidn diastdlica, reestructuracidn posterior
al infarto de miocardio, i1insuficiencia cardiaca crdénica con
fraccidén de expulsidén conservada (HEpEF) o insuficiencia
cardiaca crénica con fraccidn de expulsidn reducida (HFrEF).

En algunas modalidades, 1la insuficiencia cardiaca
se selecciona de insuficiencia cardiaca crbénica,
insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
posaguda, insuficiencia cardiaca crdédnica con fraccidén de
expulsidén reducida (HFrEF), insuficiencia cardiaca crénica
con fraccidén de expulsidén conservada (HFpEF), insuficiencia
cardiaca crdénica con fraccidén de expulsidn en intervalo
medio (HFmEF) , insuficiencia cardiaca diastdélica,
insuficiencia cardiaca sistdélica, reestructuracidén posterior
al infarto de miocardio, angina, hipertensidén, hipertensidn
pulmonar e hipertensién arterial pulmonar. En algunas
modalidades, la insuficiencia cardiaca se selecciona de
insuficiencia cardiaca posaguda, insuficiencia cardiaca
avanzada, sindrome cardiorrenal e insuficiencia cardiaca con
insuficiencia renal.

La fibrosis es la formacidén de un exceso de tejido
conectivo fibroso en un o6rgano o tejido. El exceso en el

depdsito de tejido fibroso se asocia a las condiciones



10

15

20

25

142

patoldgicas que pueden producir una disfuncidén orgénica o
tisular. Los o6rganos afectados pueden incluir pulmones
(fibrosis pulmonar o de pulmdn), higado (fibrosis hepatica o
de higado), rifiébn (fibrosis renal o de rifién) vy corazdn
(fibrosis cardiaca). La fibrosis también puede afectar otros
tejidos y brganos que incluyen articulaciones, piel,
intestino, médula &ésea, entre otros. Algunos ejemplos de
afecciones o enfermedades fibrdéticas incluyen, entre otras,
esteatohepatitis no alcohdélica (NASH), que afecta al higado;
enfermedad renal diabética o nefropatia diabética, que afecta
al rifién; e insuficiencia cardiaca metabdlica, que afecta al
corazbéNo. Por ejemplo, NASH se caracteriza por la presencia
de grasa, inflamacién y dafio en el higado en personas gue
consumen poco o nada de alcohol y puede producir cirrosis
hepadtica. NASH tiende a diagnosticarse en personas de
meobjetivo edad obesas o© con sobrepeso, que suelen tener
niveles altos de lipidos en sangre y diabetes o prediabetes.

La actividad bioldégica de 1los polipéptidos de
relaxina modificada para posible uso terapéutico se puede
determinar mediante ensayos in vitro o in vivo conocidos o
estidndares. Los polipéptidos de relaxina se pueden analizar
para determinar la actividad biolégica mediante métodos
conocidos en el estado de la técnica. Tales ensayos incluyen,
entre otros, ensayos de fijacidén al receptor.

Con respecto a enfermedades tales como
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insuficiencia cardiaca y enfermedad fibrdética, la actividad
de una relaxina modificada se puede determinar usando uno o
mas ensayos 1in vivo. En general, estos ensayos implican la
administracién de una relaxina en un modelo de animal de tal
enfermedad y la determinacién del efecto sobre la progresidn
de la enfermedad, la gravedad de 1la enfermedad u otros
indicios de tratamiento efectiva. Tales ensayos se pueden
usar para determinar dosis eficaces y regimenes de
tratamiento en el sistema modelo vy, en funcidén de esto,
predecir un régimen de dosificacidén para uso clinico, por
ejemplo, para pacientes humanos. Los ejemplos de ensayos de
HF que se pueden utilizar incluyen: 1) el modelo de ratdn con
ligadura coronaria descendente anterior izquierda (LAD) dgue
imita los cambios cardiacos de pacientes gque padecen un
infarto de miocardio y la progresién a HF (Samuel et al.,
Lab. Investigation 91:675-690. 2011); 2) el modelo limitado
de infusidén de AngII en donde se usan concentraciones minimas
de AngII para inducir la fibrosis cardiaca (Xu et al., J.
Cardiovasc. Pharmacol. 51:62-70. 2008); 3) el modelo de rata
Dahl-sensible a la sal que se caracteriza por hipertensién,
insuficiencia &renal y sobrecarga del volumen sanguineo
(Sakata et al., Circulation 109:2143-2149, 2004); 4) el
modelo de rata espontdneamente hipersensible (SHR) vieja con
fibrosis cardiaca y renal que se utilizdé anteriormente para

demostrar la eficacia de WT-RLX (Lekgabe et al., Hypertension
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46:412-418, 2005); y 5) el modelo de rata con constriccidn de
la aorta toracica de sobrecarga de presidén (Kuster et al.,
Circulation 111:420-427, 2005). Ademéds de estos modelos, la
actividad de relaxinas modificadas también se puede
determinar en un modelo canino, tal como en perros normales y
con HF inducida por electroestimulacidén cardiaca. Asimismo,
estos ensayos se pueden realizar para determinar si una
relaxina modificada es efectiva cuando se administra, no solo
a modo de prevencién, sino también a modo de tratamiento.
Ademas, las relaxinas modificadas se pueden evaluar en
modelos de fibrosis que incluyen fibrosis renal (Yoshida et
al., Nephrol. Dialysis Transplant 27: 2190-2197, 2012),
pulmonar (Huang et al., Am. J. Pathol. 179:2751-2765, 2011) vy
hepatica (Williams et al., Gut 49:577-583, 2001) . Por
ejemplo, la eficacia de una relaxina modificada se puede
comparar con la eficacia de una relaxina de tipo silvestre
(por ejemplo, una relaxina humana de tipo silvestre).

Las cantidades administradas de relaxina,
polipéptidos de relaxina vy/o andlogos de relaxina de la
presente 1invencidén pueden variar vy, en particular, deben
basarse en las recomendaciones vy la receta de un médico
calificado. La cantidad exacta de relaxina, polipéptidos de
relaxina y/o anadlogos de relaxina de la presente invencidén es
una cuestidén de preferencia sujeta a factores tales como el

tipo exacto y/o la gravedad de la afeccidn que se trata, la
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afeccidn del paciente que se trata, asi como 1los otros
ingredientes de la composicidNo. La invencidn también puede
proporcionar la administracidn de una cantidad
terapéuticamente efectiva de otro agente activo. Una persona
experta en la técnica puede determinar facilmente la cantidad
que debe administrarse en funcidén del tratamiento con
relaxina, los tratamientos con relaxina disponibles y/u otros
andlogos de relaxina.

Los compuestos de la presente descripcidn se pueden
usar para reducir el A&rea de miocardio afectada por un
infarto y para la profilaxis de infartos secundarios. También
se proporciona el uso de los compuestos de la presente
descripcidén para la profilaxis vy/o el tratamiento de
trastornos tromboembdélicos, dafio por isquemia-
revascularizacidn, lesiones micro- % macrovasculares
(vasculitis), trombosis arterial y venosa, edemas, isquemias,
tales como infarto de miocardio, apoplejia vy accidentes
isquémicos transitorios, para la proteccidn cardiaca
relacionada con operaciones de derivacdn coronario (injerto
de derivacdén coronario, CABRG) , angioplastias coronarias
trasluminales percutaneas (PTCA), PTCA posteriores a la
trombdlisis, PTCA de rescate, trasplantes cardiacos vy
operaciones a corazdn abierto, y para la proteccidén de
6brganos relacionada con trasplantes, operaciones de

derivacédn, examenes de catéter 'y otros procedimientos
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quirtrgicos. También se proporciona el uso de los compuestos
de la presente descripcién para la profilaxis vy/o el
tratamiento de trastornos respiratorios, tales como
enfermedad pulmonar obstructiva crdénica (bronquitis crénica,
COPD), asma, enfisema pulmonar, bronquiectasia, fibrosis
quistica (mucoviscidosis) e hipertensidn pulmonar, en
particular, hipertensidén arterial pulmonar.

Las modalidades de ejemplo de la presente
descripcidén proporcionan el uso de una relaxina modificada de
la descripcidén como medicamento para la profilaxis y/o el
tratamiento de enfermedades renales, que incluyen, entre
otras, enfermedades renales agudas y crbnicas e
insuficiencias renales agudas % crbnicas, asi como
insuficiencia renal aguda y crdénica, lo gque incluye etapas
agudas vy crénicas de insuficiencia renal con y sin el
requisito de didlisis, asi como las enfermedades renales
subyacentes o relacionadas, tales como hipoperfusidén renal,
hipotensidén inducida por dialisis, glomerulopatias,
proteinuria glomerular vy tubular, edema renal, hematuria,
glomerulonefritis primaria, secundaria, al igual gque aguda y
crbébnica, glomerulonefritis membranosa y
membranoproliferativa, sindrome de Alport,
glomeruloesclerosis, enfermedades tubulares intersticiales,
enfermedades nefropaticas, tales como enfermedades primarias

y congénitas del rifidn, inflamacidén renal, enfermedades
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inmunitarias renales, como el rechazo del trasplante de
rifién, enfermedades renales inducidas por el complejo
inmunitario, al igual que las enfermedades nefropaticas
inducidas por intoxicacidn, enfermedades renales diabéticas y
no diabéticas, pielonefritis, rifilones quisticos,
nefroesclerosis, nefroesclerosis hipertensa, sindrome
nefrético, que se caracterizan y se asocian mediante
diagnbéstico con una reduccidén anormal de la depuracidn de
creatinina vy/o la excrecién de agua, aumento anormal de
concentraciones en sangre de urea, nitrdgeno, potasio y/o
creatinina, alteracién de 1la actividad de enzimas renales,
tales como glutamilsintetasa, osmolaridad de la orina vy
volumen de la orina, aumento de la microalbuminuria,
macroalbuminuria, lesiones glomerulares % arteriolares,
dilatacién tubular, hiperfosfatemia vy/o el requisito de
didlisis.

Ademds, una relaxina modificada de la descripcién
se puede usar como medicamento para la profilaxis vy/o el
tratamiento de carcinomas renales, después de la reseccidn
incompleta del rifién, deshidratacidén después del abuso de
diuréticos, aumento descontrolado de la presidn sanguinea con
hipertensidén maligna, obstruccidén e infeccidn del tracto
urinario, amiloidosis, asi como enfermedades sistémicas
asociadas al dafio glomerular, tales como estenosis arterial

renal, trombosis arterial renal, trombosis venosa renal,
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nefropatia inducida por analgésicos y acidosis tubular renal.

Asimismo, la presente descripcidn proporciona el
uso de una relaxina modificada de 1la descripcidén como un
medicamento para la profilaxis vy/o el tratamiento de
enfermedades renales intersticiales agudas y crbnicas
inducidas por medio de contraste e inducidas por farmacos,
sindrome metabdlico y dislipidemia.

Ademéds, la presente descripcidn proporciona el uso
de una relaxina modificada de la descripcidédn como un
medicamento para la profilaxis, el alivio y/o el tratamiento
de las secuelas o los sintomas asociados a las enfermedades
renales agudas y/o crbnicas, tales como edema pulmonar,
insuficiencia cardiaca, uremia, anemia, perturbaciones
electroliticas (por ejemplo, hipercalemia, hiponatremia), asi
como metabolismo 6seo y de los carbohidratos.

Ademéds, la presente descripcidén proporciona el uso
de una relaxina modificada de la descripcidén como un
medicamento para mejorar, estabilizar o restablecer 1la
funcidédn renal en un paciente que lo necesita, por ejemplo, un
paciente que tiene una enfermedad renal como se describid
anteriormente.

Otras modalidades de ejemplo proporcionan el uso de
la relaxina modificada para el tratamiento y/o la profilaxis
de enfermedades pulmonares, en especial, de trastornos

asmaticos, hipertensidén arterial pulmonar (PAH) y otras
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formas de hipertensién pulmonar (PH), que incluyen enfermedad
del ventriculo izquierdo, VIH, anemia de células falciformes,
tromboembolias (CTEPH) , sarcoidosis, COPD o hipertensidn
pulmonar asociada a la fibrosis pulmonar, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD), sindrome de dificultad
respiratoria aguda (ARDS), lesidén pulmonar aguda (ALI),
deficiencia de alfa-1 antitripsina (AATD), fibrosis pulmonar,
enfisema pulmonar (por ejemplo, enfisema pulmonar inducido
por humo de cigarrillos) y fibrosis quistica (CF).

Otras modalidades de ejemplo proporcionan el uso de
la relaxina modificada para el tratamiento y/o la profilaxis
de trastornos fibrdéticos, que incluyen trastornos fibrdbéticos
de los 6érganos internos, tales como el pulmdén, el corazdn, el
rifién, la médula o6sea y, en particular, el higado, y también
fibrosis dermatoldgica y trastornos de fibrosis ocular.

La presente descripcidén también proporciona el uso
de relaxina modificada para preparar un medicamento para el
tratamiento y/o la prevencidén de trastornos, en particular,
los trastornos mencionados anteriormente.

La presente descripcidén también proporciona un
método para el tratamiento y/o la prevencidn de trastornos,
en particular, los trastornos mencionados anteriormente,
usando una cantidad efectiva de al menos una relaxina
modificada de la descripcidNo.

La presente descripcidén también proporciona una
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relaxina modificada para wusar en un método para el
tratamiento vy/o la profilaxis de arteriopatia coronaria,
sindrome coronario agudo, insuficiencia cardiaca (por
ejemplo, insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
crbnica o 1insuficiencia cardiaca avanzada) e infarto de
miocardio.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el
uso en los métodos y las composiciones de la presente
descripcién incluyen composiciones que contienen los
ingredientes activos en una cantidad efectiva para lograr la
finalidad prevista, por ejemplo, tratar la insuficiencia
cardiaca. Las personas de experiencia en la técnica pueden
determinar wuna dosis efectiva en vista de la presente
descripcidNo.

Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente
efectiva se puede estimar inicialmente ya sea en ensayos 1in
vitro, por ejemplo, activacidén del receptor RXFP1l, ex vivo en
corazones de rata aislados perfundidos, o en modelos de
animales, generalmente ratones, ratas, conejos, perros o
cerdos. El modelo de animal también se usa para lograr un
intervalo de concentracién y una mediante de administracién
convenientes. Luego, se puede usar esa informacidén para
determinar las dosis y las mediantes de administracidén UGtiles
en seres humanos.

Una dosis terapéuticamente efectiva se refiere a la
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cantidad de una relaxina modificada que alivia los sintomas
o la afeccidén. La eficacia terapéutica y la toxicidad de
tales compuestos se puede determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandares in vitro o animales
experimentales, por ejemplo, ED50 (la dosis
terapéuticamente efectiva en 50 % de la poblacidén) y LD50
(la dosis letal para 50 % de la poblacidn). La relacidn de
dosis de 1los efectos terapéuticos con respecto a 1los
efectos téxicos es el indice terapéutico vy se puede
expresar como la relacién ED50/LD50. Las composiciones
farmacéuticas de ejemplo presentan indices terapéuticos
altos. Los datos obtenidos de los ensayos 1In vitro vy
estudios en animales se usan para formular un intervalo de
dosis para usar en seres humanos. La dosis de tales
compuestos se encuentra, por ejemplo, dentro de un
intervalo de concentraciones circulatorias que incluyen la
ED50 con toxicidad leve o nula. La dosis wvaria dentro de
este intervalo en funcidén de la forma de dosis utilizada,
la sensibilidad del paciente % la mediante de
administracién.

Las cantidades de dosis normales pueden variar de
0.1 a 100.000 miligramos de dosis total, segun la mediante de
administracién. En la literatura se proporciona orientacién
con respecto a las dosis particulares y los métodos de

administracidén. Véanse las patentes estadounidenses Nos.
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4,657,760; 5,206,344; o 5,225,212.

XITT. Combinaciones

Una relaxina modificada de la descripcidn se puede
administrar sola o en combinacidén con otros compuestos
activos. En este contexto, el término “combinacidén” abarca
cualquier medio de administracidén concurrente o secuencial,
independientemente de que la relaxina modificada y el otro
agente estén contenidos en la misma composicidén o se
administren por separado, en donde la administracidén puede
ser mediante la misma mediante de administracidédn o mediantes
de administracién diferentes. La presente descripcién
proporciona medicamentos que comprenden al menos una relaxina
modificada y uno o méds ingredientes activos adicionales, en
composiciones farmacéuticas en donde se mezcla con
excipientes o) portadores aceptables farmacéuticamente
aceptable, para el tratamiento vy/o la prevencién de 1los
trastornos mencionados anteriormente.

Los ingredientes activos adecuados para la
combinacibén pueden incluir, por ejemplo: ingredientes activos
que modulan el metabolismo lipidico, antidiabéticos, agentes
hipotensos, agentes mejoradores de la perfusidén y/o agentes
antitrombdéticos, antioxidantes, antagonistas del receptor de
quimiocina, inhibidores de la gquinasa p38, agonistas de NPY,
agonistas de orexina, anorexigenos, inhibidores de PAF-AH,

antiflogisticos (inhibidores de COX, antagonistas del
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receptor de LTRy), analgésicos, por ejemplo, aspirina,
inhibidores de P2Y12, tales como Clopidogrel, inhibidores de
PCSK9, tales como evolocumab (REPATHA)
o alirocumab (PRALUENT), antidepresivos y otros
psicofarmacéuticos.

La presente descripcidn también proporciona
combinaciones de al menos una relaxina modificada con al
menos un 1ingrediente activo gque altera el metabolismo
lipidico, antidiabético, ingrediente activo reductor de la
presidn sanguinea y/o agente que tiene efectos
antitrombdéticos.

La relaxina modificada se puede combinar con uno o
més ingredientes activos que modulan el metabolismo lipidico,
por ejemplo, inhibidores de HMG-CoA reductasa, inhibidores de
la expresidén de HMG-CoA reductasa, inhibidores de la sintesis
de escualeno, inhibidores de ACAT, inductores del receptor de
LDL, inhibidores de la absorcidén del colesterol, adsorbedores
poliméricos de 4cido biliar, inhibidores de la reabsorcién de
adcido biliar, inhibidores de MTP, inhibidores de 1lipasa,
activadores de LpL, fibratos, niacina, agonistas del receptor
de niacina, inhibidores de CETP, agonistas de PPAR-a, PPAR-vy
y/0 PPAR-0J, moduladores de RXR, moduladores de FXR,
moduladores de LXR, hormonas tiroideas y/0 miméticos
tiroideos, inhibidores de ATP citrato liasa, antagonistas de

Lp(a), antagonistas del receptor canabinoide 1, agonistas del
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receptor de leptina, agonistas del receptor de bombesina,
inhibidores de PCSK9, agonistas del receptor de histamina vy
los barredores antioxidantes/radicales.

En algunas modalidades, una relaxina modificada se

administra en combinacién con un 1inhibidor de HMG-CoA

reductasa de la <clase de las estatinas, por ejemplo,
lovastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina,
atorvastatina, rosuvastatina o pitavastatina. En otra
modalidad, la relaxina modificada se administra en

combinacidén con un inhibidor de la sintesis de escualeno, por
ejemplo, BMS-188494 o TAK-475. En otra modalidad, la relaxina
modificada se administra en combinacidén con un inhibidor de
ACAT, por ejemplo, avasimibe, melinamide, pactimibe,
eflucimibe o SMP-797. En otra modalidad, 1la otra relaxina
modificada se administra en combinaciédn con un inhibidor de
la absorcién de colesterol, por ejemplo, ezetimibe, tiqueside
o0 pamaqueside. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacién con un inhibidor de MTP, por

ejemplo, implitapide, BMS-201038, R-103757 o JTT-130. En otra

modalidad, la relaxina modificada se administra en
combinacién con un inhibidor de lipasa, por ejemplo,
orlistat. En otra modalidad, la relaxina modificada se

administra en combinacidén con una hormona tiroidea vy/0 un
mimético tiroideo, por ejemplo, D-tiroxina o 3,5,3'-

triiodotironina (T3) . En otra modalidad, la relaxina
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modificada se administra en combinacidén con un agonista del
receptor de niacina, por ejemplo, niacina, acipimox, acifran
o radecol. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacién con un inhibidor de CETP, por
ejemplo, dalcetrapib, BAY 60-5521, anacetrapib o vacuna
contra CETP (CETi-1) . En otra modalidad, la relaxina
modificada se administra en combinacidédn con un agonista de
PPAR-vy, por ejemplo, de la clase de las tiazolidindionas, por
ejemplo, pioglitazona o rosiglitazona. En otra modalidad, 1la
relaxina modificada se administra en combinacidén con un
agonista de PPAR-0, por ejemplo, GW-501516 o BAY 68-5042. En
otra modalidad, 1la relaxina modificada se administra en
combinacién con un adsorbedor polimérico de &cido biliar, por
ejemplo, colestiramina, colestipol, colesolvam, CholestaGel o
colestimida. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacién con un inhibidor de la reabsorcidn
de 4cido biliar, por ejemplo, inhibidores de ASBT (= IBAT),
tales como AZD-7806, S$S-8921, AK-105, BARI-1741, SC-435 o SC-
©635. En otra modalidad, la relaxina modificada se administra
en combinacién con un Dbarredor antioxidante/radical, por
ejemplo, probucol, AGI-1067, BO-653 o AEOL-10150. En otra
modalidad, la relaxina modificada se administra en
combinaciédn con un antagonista del receptor canabinoide 1,
por ejemplo, rimonabant o SR-147778.

La relaxina modificada se puede combinar con uno o
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mas antidiabéticos, por ejemplo, insulina o derivados de
insulina, sulfonilureas, biguanidas, derivados de
meglitinida, inhibidores de glucosidasa, agonistas de PPAR-
gamma, inhibidores de dipeptidil-peptidasa IV (inhibidores de
DPP-1V), oxadiazolidinonas, tiazolidindionas, agonistas del
receptor de GLP 1, antagonistas de glucagdn, sensibilizadores
de insulina, agonistas del receptor de CCK 1, agonistas del
receptor de leptina, inhibidores de enzimas hepaticas
implicadas en la estimulacién de la gluconeogénesis y/o
glicogendélisis, moduladores de la absorcidédn de glucosa vy
también activadores del canal de potasio.

En algunas modalidades, la relaxina modificada se
administra en combinacién con insulina o un derivado de
insulina. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacién con una sulfonilurea, por ejemplo,
tolbutamida, glibenclamida, glimepirida, glipizida o)
gliclazida. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacién con una biguanida, por ejemplo,
metformina. En otra modalidad, 1la relaxina modificada se
administra en combinacién con un derivado de meglitinida, por
ejemplo, repaglinida o nateglinida. En otra modalidad, 1la
relaxina modificada se administra en combinacidén con un
inhibidor de glucosidasa, por ejemplo, miglitol o acarbosa.
En otra modalidad, la relaxina modificada se administra en

combinacié4n con un inhibidor de DPP-IV, por ejemplo,
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sitagliptin y vildagliptiNo. En otra modalidad, la relaxina
modificada se administra en combinacidédn con un agonista de
PPAR-gamma, por ejemplo, de la clase de las tiazolindionas,
por ejemplo, pioglitazona o rosiglitazona.

La relaxina modificada se puede combinar con uno o
mas ingredientes activos hipotensos, por ejemplo,
antagonistas de <calcio, antagonistas de angiotensina 1II,
inhibidores de ACE, inhibidores de renina, bloqueadores del
receptor beta, Dbloqueadores del receptor alfa, diuréticos,
antagonistas de aldosterona, antagonistas del receptor
mineralocorticoide, inhibidores de ECE, inhibidores de
ACE/NEP y los inhibidores de vasopeptidasa.

En algunas modalidades, la relaxina modificada se
administra en combinacidén con un antagonista de calcio, por
ejemplo, nifedipine, amlodipine, verapamil o diltiazem. En
otra modalidad, la relaxina modificada se administra en
combinacién con un antagonista de la angiotensina II, por
ejemplo, losartan, valsartan, candesartan, embusartan,
olmesartan o telmisartaNo. En otra modalidad, 1la relaxina
modificada se administra en combinaciédn con un inhibidor de
ACE, por ejemplo, enalapril, captopril, lisinopril, ramipril,
delapril, fosinopril, quinopril, perindopril o trandopril. En
otra modalidad, 1la relaxina modificada se administra en
combinacidén con un blogueador del receptor beta, por ejemplo,

propranolol, atenolol, timolol, pindolol, alprenolol,
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oxprenolol, penbutolol, bupranolol, metipranolol, nadolol,
mepindolol, carazalol, sotalol, metoprolol, betaxolol,
celiprolol, bisoprolol, carteolol, esmolol, labetalol,
carvedilol, adaprolol, landiolol, nebivolol, epanolol o
bucindolol. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacidén con un Dbloqueador del receptor
alfa, por ejemplo, prazosina. En otra modalidad, la relaxina

modificada se administra en combinacidén con un diurético, por

ejemplo, furosemida, bumetanida, torsemida,
bendroflumetiazida, clorotiazida, hidroclorotiazida,
hidroflumetiazida, meticlotiazida, politiazida,

triclorometiazida, clorotalidona, indapamida, metolazona,
quinetazona, acetazolamida, diclorofenamida, metazolamida,
glicerol, isosorbida, manitol, amilorida o triamtereno. En
otra modalidad, la relaxina modificada se administra en
combinacién con un antagonista de aldosterona o del receptor
mineralocorticoide, por ejemplo, espironolactona o)
eplerenona. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacidén con un antagonista del receptor de
vasopresina, por ejemplo, conivaptan, tolvaptan, lixivaptan o
SR-121463.

La relaxina modificada se puede combinar con uno o
méds de los siguientes: agentes antitromboembdéticos, por
ejemplo, inhibidores de la agregacidédn de plaquetas o 1los

anticoagulantes; diuréticos; antagonistas del receptor de
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vasopresina; nitratos orgdnicos y donantes de NO; compuestos
con actividad inotrdépica positiva; compuestos que inhiben 1la
degradacién del monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) vy/o
monofosfato de adenosina ciclico (cAMP), tal como inhibidores
de fosfodiesterasas (PDE) 1, 2, 3, 4 y/o 5, en particular,
inhibidores de PDE 5, tales como sildenafil, wvardenafil vy
tadalafil, vy también inhibidores de PDE 3, tales como

milrinona; péptidos natriuréticos, por ejemplo, “péptido

natriurético auricular” (ANP, anaritida), “péptido
natriurético tipo B” o “péptido natriurético cerebral” (BNP,
nesiritida), “péptido natriurético tipo C” (CNP) y también
urodilatina; agonistas del receptor de prostaciclina

(receptor 1IP), por ejemplo, iloprost, beraprost, cicaprost;
inhibidores del canal de If (canal “funny”), por ejemplo,
ivabradine; sensibilizadores de calcio, tales como
levosimendan; suplementos de potasio; estimuladores de
guanilato ciclasa independiente de NO pero dependientes de
heme, por ejemplo, los compuestos descritos en WO 00/06568,
WO 00/06569, WO 02/42301 y WO 03/095451; activadores de
guanilato ciclasa independientes de NO y heme, por ejemplo,
los compuestos descritos en WO 01/19355, WO 01/19776, WO
01/19778, woO 01/19780. WO 02/070462 'y WO 02/070510;
inhibidores de elastasa de neutréfilo humana (HNE), por
ejemplo, sivelestat 'y DX-890 (Reltran); compuestos que

inhiben la cascada de transduccidén de sefial, por ejemplo,
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inhibidores de tirosina quinasa, por ejemplo, sorafenib,
imatinib, gefitinib y erlotinib; y/o compuestos que modulan
el metabolismo energético del corazdn, por ejemplo, etomoxir,
dicloroacetato, ranolazina y trimetazidina.

En algunas modalidades, la relaxina modificada se
administra en combinacidén con un nitrato orgadnico o donante
de NO, por ejemplo, nitroprusiato, nitroglicerol, mononitrato
de isosorbida, dinitrato de isosorbida, molsidomina o SIN-1,
o en combinacidédn con NO inhalable. En otra modalidad, 1la
relaxina modificada se administra en combinacidén con un
compuesto inotrdpico positivo, por ejemplo, glucdsidos
cardiacos (digoxina), agonistas beta-adrenérgicos %
dopaminérgicos, tales como isoproterenol, adrenalina,
noradrenalina, dopamina o dobutamina. En otra modalidad, la
relaxina modificada se administra en combinacién con
antisimpatoténicos, tales como reserpina, clonidina o alfa-
metildopa, © en combinacién con agonistas del canal de
potasio, tales como minoxidil, diazdéxido, dihidralazina o
hidralazina, o con sustancias que liberan 6xido de nitrdgeno,
tales como nitrato de glicerol o nitroprusiato. En otra
modalidad, la relaxina modificada se administra en
combinacién con un inhibidor de la agregacidén de plaquetas,
por ejemplo, aspirina, clopidogrel, ticlopidina o
dipiridamol. En otra modalidad, la relaxina modificada se

administra en combinacidén con un inhibidor de trombina, por
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ejemplo, ximelagatran, melagatran, dabigatran, bivalirudin o
clexano. En otra modalidad, la relaxina modificada se
administra en combinacidén con un antagonista de GPIIb/IIIa,
por ejemplo, tirofiban o abciximab. En otra modalidad, la
relaxina modificada se administra en combinacidén con un
inhibidor del factor Xa, por ejemplo, rivaroxaban (BAY 59-
7939), DU-176b, apixaban, otamixaban, fidexaban, razaxaban,
fondaparinux, idraparinux, PMD-3112, YM-150. KFA-1982, EMD-
503982, MCM-17, MLN-1021, DX 9065a, DPC 906, JTV 803, SSR-
126512 o SSR-128428. En otra modalidad, la relaxina
modificada se administra en combinacién con heparina o un
derivado de heparina de bajo peso molecular (LMW). En otra
modalidad, la relaxina modificada se administra en
combinacién con un antagonista de la vitamina K, tal como
Coumadin (warfarina).

La presente descripcidn también proporciona
medicamentos que comprenden al menos una relaxina modificada,
usualmente Jjunto con uno o mas auxiliares inertes no toéxicos
adecuados farmacéuticamente aceptable, y también su uso para los
fines mencionados anteriormente. Opcionalmente, tal medicamento
puede comprender la relaxina modificada vy otro ingrediente
activo, tal como los que se identificaron anteriormente. Por
ejemplo, el medicamento puede comprender la relaxina modificada
y otro ingrediente activo en una cantidad efectiva para el

tratamiento o la prevencién de la insuficiencia cardiaca y/o una
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enfermedad asociada a la fibrosis.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Incorporacién ribosémica de un
aminodcido codificado de manera no natural en preprorrelaxina

Este ejemplo ilustra la clonacidn y expresidn de un
polipéptido de relaxina, lo que incluye un aminoacido
codificado de manera no natural en E. coli.

Los métodos para clonar relaxina son conocidos por
las personas de experiencia en la técnica. Las secuencias de
polipéptidos y polinucledtidos para la relaxina y clonacidn
de relaxina en las células hospedera se detallan en la
patente estadounidense No. 4,758,516; patente estadounidense
No. 5,166,191; patente estadounidense No. 5,179,195,
5,945,402; vy 5,759,807; las <cuales se incorporan a la
presente por referencia.

El cADN que codifica relaxina se muestra como SEQ
ID NO: 12 vy 1la secuencia de aminodcidos del polipéptido
maduro se muestra como SEQ ID NO: 1. Las secuencias de
relaxina de ejemplo se proporcionan en la Tabla 1.

TABLA 1: Secuencias de relaxina

SEQ Nombre de la | Secuencia

D secuencia

NO:

1 Secuencia de | QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC
aminoacidos de | DSWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWS
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relaxina (cadenas A

y B)

Secuencia de | QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC
aminodcidos de | ASWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWS
relaxina Ala B1

(cadenas A y B)

Secuencia de | DSWMEEVIKLCGRELVRAQIATICGMSTWSRREAEDLQVGQV
aminoacidos de | ELGGGPGAGSLQPLALEGSLOKRQLYSALANKCCHVGCTKR
prorrelaxina de | SLARFC

ejemplo

Secuencia de | QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC

aminodcidos de la

cadena A de relaxina

Secuencia de

aminodcidos de la

cadena B de relaxina

DSWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWS

Secuencia de

aminodcidos con Ala

Bl de la cadena B de

ASWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWS

relaxina
Secuencia de | RREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKR
aminoacidos de

péptido C (péptido

conector) de ejemplo

Secuencia lider de | MKKNIAFLLKR
aminoacidos de

relaxina de ejemplo

Secuencia lider de | MIEGGR

aminodcidos de
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insulina de ejemplo

10 Secuencia de 4&cidos | caactctacagtgcattggctaataaatgttgccatgttgg
nucleicos de la | ttgtaccaaaagatctcttgctagattttge
cadena A de relaxina
de ejemplo

11 Secuencia de 4&cidos | gactcatggatggaggaagttattaaattatgcggccgcecga
nucleicos de la | attagttcgcgcgcagattgccatttgcggcatgagcacct
cadena A de relaxina | ggagc
de ejemplo

12 Secuencia de A&cidos | caactctacagtgcattggctaataaatgttgccatgttgg
nucleicos de las | ttgtaccaaaagatctcttgctagattttgce
cadenas A y B de | gactcatggatggaggaagttattaaattatgcggccgecga
relaxina de ejemplo attagttcgcgcgcagattgccatttgcggcatgagcacct

ggagc

13 Secuencia lider de | atgaaaaagaatatcgcatttcttcttaaacgg
dcidos nucleicos de
relaxina de ejemplo

14 Secuencia lider de | atgattgaaggtggtcgt
dcidos nucleicos de
insulina de ejemplo

15 Ejemplo de una | MIEGGRDSWMEEVIKLCGRELVRAQTIAICGMSTWSRREAED
secuencia de | LQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRQLYSALANKCCH
aminodcidos del | VGCTKRSLARFC
constructo de
expresidn de
relaxina

35 Cadena A de relaxina | (pAcF)LYSALANKCCHVGCTKRSLARFC

sustituida con para-

acetil-L-
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fenilalanina en la

posicidén 1

36 Cadena A de relaxina | NLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC
sustituida con
asparagina en la

posicién 1

37 Cadena B de relaxina | ASWMEEVIKLCGRELVRAQIAICG (pAcF) STWS
sustituida con para-
acetil fenilalanina

en la posicidén 25

38 Secuencia de | MIEEGR
expresidn de | ASWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWS

preprorrelaxina de | RREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLOQPLALEGSLQGR

ejemplo (X  puede | XLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC
ser, por ejemplo,
PACF)
39 Secuencia lider de | MIEEGR
aminoacidos de

insulina de ejemplo

Un sistema de traduccidén introducido que comprende
tARN ortogonal (O-tARN) y una aminoacil-tARN sintetasa
ortogonal (O-RS) se usa para expresar relaxina o andlogos de
relaxina que contienen un aminodcido codificado de manera no
natural. La O-RS aminoacila, preferentemente, el O-tARN con
un aminocdcido codificado de manera no natural. A su vez, el
sistema de traduccién inserta el aminoadcido codificado de

manera no natural en la relaxina o el andlogo de relaxina, en
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respuesta a un coddn selector codificado. Las secuencias de
O-RS y O-tARN adecuadas se describen en WO 2006/068802, con
el titulo “Composiciones de aminocacil-tARN sintetasa y sus
usos” (E9; SEQ ID NO: 16) y en WO 2007/021297, con el titulo
“Composiciones de tARN y sus usos” (F13; SEQ ID NO: 17), que
se 1incorporan por referencia en su totalidad a la presente.
Las secuencias de ejemplo que se pueden usar se ilustran en
la Tabla 2.

TABLA 2: Secuencias usadas en los sistemas de

expresién

SEQ ID | v. jannaschii mtRNA?JA CARN
NO:18
SEQ ID | HLADO3; un tARN supresor ambar optimizado tARN
NO:19
SEQ ID | HL325A; wun tARN supresor del desplazamiento del | tARN
NO:20 marco de lectura AGGA optimizado
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacion de p- | RS
NO:21 azido-L-fenilalanina

p-Az-PheRS (6)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacion de p- | RS
NO:22 benzoil-L-fenilalanina

p-BpaRS (1)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidn de | RS
NO:23 propargil-fenilalanina Propargil-PheRS
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de | RS
NO:24 propargil-fenilalanina

Propargil-PheRS
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SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de | RS
NO:25 propargil-fenilalanina

Propargil-PheRS
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:26 azido-fenilalanina

p-Az-PheRS (1)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:27 azido-fenilalanina

p-Az-PheRS (3)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:28 azido-fenilalanina

p-Az-PheRS (4)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:29 azido-fenilalanina

p-Az-PheRS (2)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:30 acetil-fenilalanina (LW1)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:31 acetil -fenilalanina (LW5)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:32 acetil-fenilalanina (LW6)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:33 azido-fenilalanina (AzPheRS-5)
SEQ ID | Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidén de p- | RS
NO:34 azido-fenilalanina (AzPheRS-6)

La transformacién de E. coli con pléasmidos que
contienen el gen de relaxina modificada o analogos de

relaxina y el par tARN/aminoacil tARN

sintetasa ortogonal
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(especifico para el aminoacido <codificado de manera no
natural deseado) permite la incorporacidédn especifica de sitio
del aminocdcido codificado de manera no natural en el
polipéptido de relaxina, como se describe en la patente
estadounidense No. 8,735,539, 1la cual se incorpora a la
presente en su totalidad.

La relaxina madura de tipo silvestre se amplifica
mediante PCR de una reaccidén de sintesis de cADN con el uso
de protocolos y se clona en un vector de pléasmido, tal como
PET30 (NcoI-BamHI). La secuencia de relaxina se subclond en
un vector de supresidn que contiene un supresor ambar tirosil
tARNTyr/CUA de Methanococcus jannaschii (Mj tRNATyr/CUA) bajo
control consecutivo de un promotor de sintesis derivado de la
secuencia promotora de lipoproteina de E. coli (Miller, J.H.,
Gene, 1986), asi como la tirosil-tARN-sintetasa ortogonal
(MjTyrRS) (por ejemplo, E9) bajo control del promotor GI1nRS
de E. coli. La expresién de relaxina estaba controlada por el
promotor T7, el cual estaba indirectamente inducido por L-
arabinosa. Las mutaciones ambar se introdujeron usando
protocolos estandares de mutacién de cambios rapidos
(Stratagene; La Jolla, California). Se verificaron 1las
secuencias de los constructos.

Supresién con para-acetil-fenilalanina (pAcF)

Los plésmidos qgue contienen el gen de relaxina

modificada que comprende una mutacidédn ambar (que codifica SEQ
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ID NO: 38 con pAcF en el residuo 1 de la cadena A, véase la
Figura 4) y el par tARN/aminoacil tARN sintetasa ortogonal,
como se describid anteriormente, se usaron para transformar
en la cepa W3110B55 de Escherichia coli [F- 1IN (rrnD-rrnkE)
lambdaaraB::gl tetA fhulA::dhfr proS W375R::cat] para producir
cepas de E. coli en donde la expresidén de la polimerasa T7
estaba controlada por un promotor inducible por arabinosa.
Los cultivos bacterianos se diluyeron 1:100 durante la noche
en matraces de agitacidén que contenian medio de cultivo 2X YT
y se cultivaron a 37 °C a una ODgg de ~ 0.8. La expresidn
proteica se indujo mediante la adicidén de arabinosa (0.2 %
final) y para-acetil-fenilalanina (pAcF) hasta proporcionar
una concentracién final de 4 mM. Los cultivos se incubaron a
37 °C durante 5 horas. Las células se convirtieron en pelets
y se volvieron a suspender en amortiguador de 1lisis B-PER
(Pierce), 100ul/OD/ml + 10ug/ml de Dnasa, y se pueden incubar
a 37 °C durante 30 miNo. El material celular se retird
mediante centrifugacién, y el sobrenadante se retird. E1
pelet se volvidé a suspender en una cantidad igual de
amortiguador de <carga de proteinas SDS-PAGE. Todas las
muestras se cargaron en un gel de PAGE al 4-12 % con MES vy
DTT. La expresién de relaxina se confirmdé mediante SDS-PAGE,
analisis de transferencia Western o espectrometria de masa de
trampa de iones por ionizacidén de electrorrocio, y similares.

La secuencia génica de relaxina modificada puede
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incluir una etiqueta His del N-terminal, ©por ejemplo,
HHHHHHSGG (SEQ ID NO: 55). Las proteinas de relaxina mutantes
etiquetadas con His se pueden purificar usando métodos
conocidos por las personas de experiencia en la técnica. La
resina quelante de niquel ProBond (Invitrogen, Carlsbad, CA)
se puede usar mediante los procedimientos estandares de
purificacidén de proteinas etiquetadas con His proporcionados
por el fabricante. Las mediciones funcionales de 1las
proteinas se pueden realizar a través de métodos conocidos en
el estado de la técnica, métodos proporcionados en la
presente solicitud vy referencias incluidas, vy, de manera
alternativa, se puede desarrollar un ELISA en células vivas
para evaluar los polipéptidos de relaxina de la invencidNo.

Ejemplo 2: Produccién y purificacién de relaxina
madura que contiene un aminoacido codificado de manera no
natural

La preprorrelaxina (SEQ ID NO: 38 con pAcF en el
residuo 1 de 1la cadena A, véase la Figura 4) se produjo
mediante fermentacidén en células E. coli como cuerpos de
inclusidéNo. El1 aminocdcido codificado de manera no natural
para-acetil-fenilalanina se incorpord ribosdmicamente
mediante los métodos generales proporcionados en el Ejemplo
1.

Las células de E. coli gque contenian el plasmido

que expresaba un polipéptido de relaxina modificada se
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cultivaron en un fermentador que contenia medio de
fermentacidéNo. Se agregd kanamicina al fermentador para
promover la estabilidad del plasmido. Se agregd L-alanina-L-
para-acetilfenilalanina clorhidrato (L-Ala-pAcF) al
fermentador para permitir la incorporacidn de P-
acetilfenilalanina (pAcF) en la secuencia de aminodcidos de
preprorrelaxina. Finalmente, se agregd L-arabinosa para
inducir la expresién de preprorrelaxina. La preprorrelaxina
producida en el interior de las células produjo la formacidn
de cuerpos de inclusidén insolubles (IB) . El caldo de
fermentacidén se cultivd después de una duracidn posterior a
la induccidédNo. E1 titulo de fermentacidn era aproximadamente
4,5 g de preprorrelaxina por litro de fermentacidéNo.

Los cuerpos de inclusidén (IB) se separaron de las
células intactas por lisado de células en alto cizallamiento.
Los IB intactos se recuperaron mediante centrifugacioéNo.
Luego de la recuperacidén, los pelets de IB se volvieron a
suspender en agua y se volvieron a centrifugar para eliminar
las impurezas. Los IB lavados se solubilizaron a pH 8.5 en un
amortiguador de guanidina/Tris 5M que contenia 5 mM de
ditiotreitol (DTT). El replegamiento de la preprorrelaxina se
obtuvo mediante dilucién lenta de la solucién de 1IB
solubilizados aproximadamente 4.5 veces en un amortiguador de
Tris a pH 8.5 enfriado que contenia 5 mM de DIT y 8.5 mM de

cistamina. La solucidén de replegamiento se incubdé durante un
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minimo de 12 h antes de continuar con el procesamiento. Una
vez completado el periodo de incubacidén, el pH se bajd a 3.5-
4.0 mediante adicidén de &cido acético y acido clorhidrico,
para promover la precipitacién de impurezas. El material
precipitado se retird mediante centrifugacidén y luego
filtracidén en profundidad.

La solucidn de replegamiento filtrada en
profundidad se diluyd aproximadamente 6.5 veces con
amortiguador de acetato a pH 4 para reducir la conductividad
en la preparacidén para la carga en una columna de intercambio
catidénico Tosoh Bioscience SP550C. Luego de la carga, la
columna SP550C se lavd, y luego la preprorrelaxina se eluyd
con un gradiente de 10 $ - 90 % de 50 mM de amortiguador de
acetato a pH 5.5 que contenia NaCl 1 M. El eluato de SP550C
se diluydé con agua purificada hasta que la concentracidén de
preprorrelaxina fue de 1,5 mg/ml. El1 pH se ajustdé a 8,0
mediante adicidén de Tris 2 M, pH 8.0. luego se agregaron 2 mM
de CaCl2 en la preparacién para la conversidédn enzimatica.

La tripsina de tipo silvestre se modificdé con
anhidrido succinico (es decir, succinilacién) para facilitar
la supresidn de la mezcla de reaccidén de
preprorrelaxina/tripsina al completarse la etapa de
tratamiento de tripsina. La tripsina de tipo silvestre se
concentrd en 10 mM de HC1, 20 mM de CaCl2 se diluyeron en 5

mg/ml con agua purificada, luego se agregd amortiguador de
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borato 1 M a pH 7.6 para proporcionar una concentracidén final
de 0.2 M. Se agregd anhidrido succinico sélido a la solucidn
de tripsina diluida con pH ajustado en un exceso molar de 100
con respecto a tripsina en tres adiciones equimolares
(adiciones de exceso molar 3 x 33.3) mezclando durante 10
minutos entre cada adicidNo.

Se agregd tripsina succinilada a la solucidén de
preprorrelaxina incubada a 22 °C durante 4 horas para
asegurar la supresidén enzimadtica completa del péptido
conector y la secuencia lider de la molécula de
preprorrelaxina. La molécula relaxina-R resultante contiene
una arginina de C-terminal en la <cadena B. El material
tratado con tripsina luego se procesd a través de un filtro
de intercambio anidénico Sartobind STIC® PA dgque une la
tripsina succinilada mientras se recolectd la relaxina-R en
el flujo continuo. Se agregd carboxipeptidasa-B (CPB) al
filtrado STIC® PA incubado con agitacidén durante 2 horas para
asegurar la supresidén enzimédtica completa del residuo de
arginina del C-terminal de la cadena B. La reaccidén de CPB se

inactivé bajando el nivel del pH de la mezcla de reaccidn a

La relaxina madura se purificé usando la resina de
intercambio catidénico Tosoh Bioscience SP-5PW. La relaxina
madura se cargd en la columna, y luego la columna se lavd

tres veces; 1) 50 mM de acetato, pH 5.5, 2) 50 mM de acetato,
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pH 5.5, NaCl 0.1 M y 3) 50 mM de acetato, pH 4.0. La relaxina

[e)

unida se eluyd a pH 4 usando un gradiente lineal de 0 % a 100
% de KC1 2 M en 20 volumenes de columna. El1 pH de la de
relaxina eluida se ajustdé a 3.0 usando HC1 1 M antes de
continuar con el procesamiento. De manera alternativa, la
tripsina se retirdé de la mezcla de reaccidén mediante
precipitacidéNo. La relaxina se precipitd después de aumentar
el pH de la mezcla de reaccién a 8.0 durante 1 hora a
temperatura ambiente. La relaxina precipitada luego se
recuperd mediante centrifugacidNo. E1l pelet se lavd 3 veces
mediante resuspensidén del pelet en amortiguador de Tris a pH
8 y luego centrifugacidédNo. Después del lavado final, el pelet
se volvidé a solubilizar en 20 mM de acido acético. La
relaxina purificada no mostrdé actividad triptica. El1 producto
final fue relaxina madura.

Se usd esencialmente el mismo método de sintesis
para producir RLX-AQ1 (“AQl”") (Figura 2) vy RLX-BM25/AN1
("BM25/AN1”) (Figura 3), con la modificacién adecuada de la
secuencia de preprorrelaxina.

Ejemplo 3: Conjugacién de relaxina con el mejorador
PK que comprende un péptido ligado a un &acido graso

La relaxina purificada se concentrdé mediante
ultrafiltracidn a aproximadamente 10 mg/ml. E1l
mejorador PK activado por aminooxi gque comprende un

péptido y un &cido graso Cl5 (por ejemplo, GGGGS-Glu"
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(SEQ ID NO: 139)-C14-COOH) se agregd a la mezcla de
reaccidédn en un exceso molar de 1,5 con respecto a
relaxina. Un aditivo de hidrazida (es decir, 4 amino-
benzoico hidrazida) luego se agregd en un exceso
molar de 45 con respecto a relaxina. La solucidn se
ajustd seguin era necesario con HCl1 1 M para mantener
un pH de 3.5 a 4.0. y la temperatura se controld a 30
°C. La reaccidén de conjugacidén formdé un enlace oxima
estable entre el ligador peptidico ligado a un &cido
graso Cl15 (por ejemplo, GGGGS-GluY (SEQ ID NO: 139)-
cl4-COOH), que se prepard de conformidad con el
procedimiento descrito en el Ejemplo 4, y el residuo
de para-acetil-fenilalanina en la relaxina. La
reaccién se completd dentro de las 16 horas.

La mezcla de reaccidén de conjugacidén se
diluydé hasta £ 4 mS/cm con 10 mM de amortiguador de
acetato a pH 4.0. luego se cargd en una columna de
intercambio catiénico GE Healthcare SP HP. Una vez
que la carga se completd, la columna se lavd con 20
mM de histidina a pH 6,0 para eliminar las impurezas.
E1l conjugado relaxina-Cl15 (que comprende, por
ejemplo, AQl-relaxina-GGGGS-Glu’ (SEQ ID NO: 139)-
Cl4-COOH) luego se eluyd con 50 mM de bicarbonato de
amonio, pH 8,5. La estructura de la relaxina madura

se ilustra esquemdaticamente en la Figura 5 y en la



10

15

20

25

176

FOrmula III:

o]

AQ1-Relaxina %NHZ

o 0 N 0
H H H H OH
\©\//N 0/\/N Nk/NT(\NJ\/N\ﬂ/\NMNY\/\/W\/W
H H H : o
CH, 0 0 0 Ho o Y
(Férmula III).
El conjugado de relaxina purificada-C15 se

concentré y luego se diafiltrd en un amortiguador de
formulacién final adecuado. Un ejemplo de composicidén del
conjugado es 8 mg/ml de conjugado de relaxina-Cl5 en 20 mM de
histidina, sacarosa 0.25 M, 0.05 % (p/v) de polisorbato-80.
PH 5,5. La composicién se almacend congelada a £ -60 °C.

Otros conjugados de relaxina-acido graso se pueden
preparar usando procesos similares.

Ejemplo 4: Sintesis de mejoradores PK en fase
sélida

Los mejoradores PK descritos en la presente se
pueden preparar usando los procedimientos que se ejemplifican
mas adelante.

Las abreviaturas dque se usan en la ©presente
solicitud, que incluyen, en particular, los siguientes
esquemas y ejemplos ilustrativos, son conocidas por las
personas de experiencia en la técnica. Algunas de las
abreviaturas gue se usan son las siguientes: min para

minutos; h para horas; rt para temperatura ambiente; sat.



10

15

20

25

177

para saturado; TFA para acido trifluoroacético; DMF para N,N-
dimetilformamida; DCM para diclorometano; Fmoc para 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo; HATU = hexafluorofosfato de 1-
[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-blpiridinio
3-6xido; DIEA o DIPEA para diisopropiletilamina; NMP para N-
metilpirrolidona; EDC para l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; DMSO para dimetilsulfdxido;
MeOH para metanol; EtOAc para acetato de etilo; EtsN para
trietilamina; MeCN o ACN para acetonitrilo.

Datos analiticos: Espectrometria de masa: “ESI-
MS(+)” significa ionizacidén por electrorrocio-espectrometria
de masa realizadas en modo de ion positivo; “ESI-MS(-)”
significa ionizacidén por electrorrocio-espectrometria de masa
realizadas en modo de ion negativo; “ESI-HRMS (+)” significa
ionizacibén por electrorrocio-espectrometria de masa de alto
rendimiento realizadas en modo de ion positivo; “ESI-HRMS (-)”
significa ionizacidén por electrorrocio-espectrometria de masa
de alto rendimiento realizadas en modo de ion negativo. Las

masas detectadas se informan de conformidad con la

ANY ”
.

designacién de unidad “m/z En general, los compuestos con
masas exactas mayores de 1000 se detectaron como iones de
doble carga, de triple carga o de cuadruple carga. CAD:
Detector de aerosol cargado. ELSD: Detector de dispersidn de

luz evaporativa.

Condicién A del analisis de LCMS: Columna: Waters
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Acuity UHPLC BEH C18, 2.1 x 50 mm, particulas de 1.7 um; fase
mévil A: 5:95 acetonitrilo:agua con 0.05% de TFA; fase mévil
B: 95:5 acetonitrilo:agua con 0.05% de TFA; temperatura: 50
°C; gradiente: 0-100% de B durante 3 min, luego un
mantenimiento de 1.0 minutos a 100% de B; flujo: 1 ml/min;
deteccidén: masa.

Condicién B del analisis de LCMS: Columna: Waters
Acuity UHPLC BEH C18, 2.1 x 50 mm, particulas de 1.7 um; fase
mévil A: 5:95 acetonitrilo:agua con 10 mM de acetato de
amonio; fase mévil B: 95:5 acetonitrilo:agua con 10 mM de
acetato de amonio; temperatura: 50 °C; gradiente: 0-100 % de

B durante 3 min, luego un mantenimiento de 1.0 minutos a 100

0\°

de B; flujo: 1.0 ml/min; deteccidn: masa.

Condicién A del analisis de UHPLC-CAD: Columna:
Waters BEH Phenyl, 150 x 2.1 mm, particulas de 1.7 um; fase
mévil A: agua con 0.05 % de TFA, fase mévil B: acetonitrilo
con 0.05 % de TFA; temperatura: 35°C; perfil de gradiente:
10 $ de B a 35 %$ de B de 0 min a 15 min, 35 % de B a 95 % de
B de 16 min a 25 min, luego un mantenimiento de 1.0 min a
95 % de B; tiempo posterior a la corrida: 4 min (en las
condiciones iniciales de fase mévil); velocidad de flujo:
0.35 ml/min; volumen de inyeccidén: 3 pl de muestra de 2 mg/ml
en DMSO; deteccidén: CAD en un intervalo de 100 PA y gas a 35
psi (2.46 kgf/cm?).

Condicién B del analisis de UHPLC-CAD: Columna:
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Waters BEH Phenyl, 150 x 2.1 mm, particulas de 1.7 um; fase
mévil A: agua con 0.05 % de TFA, fase mévil B: acetonitrilo
con 0.05 % de TFA; temperatura: 35°C; perfil de gradiente: 10

$ de B a 95 % de B de 0 min a 25 min, luego un mantenimiento

de 1.0 min a 95

o°

de B; tiempo posterior a la corrida: 4 min
(en las condiciones iniciales de fase mévil); wvelocidad de
flujo: 0.35 ml/min; volumen de inyeccidén: 3 ul de muestra de
2 mg/ml en DMSO; deteccidédn: CAD en un intervalo de 100 PA y
gas a 34 psi (2.39 kgf/cm?).

Procedimientos generales:

Todas las manipulaciones se realizaron mediante
automatizaciédn en un sintetizador de péptidos Prelude
(Protein Technologies). A menos que se indique lo contrario,
todos los procedimientos se realizaron en un recipiente de
reaccidén de polipropileno de 40 ml equipado con una frita en
la parte inferior. El1 recipiente se conecta al sintetizador
de péptidos Prelude a través de la parte inferior y superior
del recipiente. Se puede agregar DMF a través de la parte
superior e inferior del recipiente, lo que produce el lavado
parejo de los laterales del recipiente. Los reactivos se
agregan Unicamente a través de la parte inferior del
recipiente y se hacen pasar a través de la frita para entrar
en contacto con la resina. Todas las soluciones se retiraron
a través de la parte inferior del recipiente. La “agitacidn

periddica” describe un impulso breve de gas de N, a través de
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la frita de la parte inferior; el impulso dura
aproximadamente 5 segundos y se produce cada 30 segundos. En
general, no se usaron soluciones de aminoacidos de mas de dos
semanas desde de la preparacidNo. Se usaron soluciones HATU
dentro de las dos semanas de preparacidNo. DMF =
dimetilformamida; HATU = hexafluorofosfato de 1-
[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-blpiridinium
3-6xido; DIPEA = diisopropiletilamina; resina de cloruro de
2-clorotritilo = resina de cloruro de 2-clorotrifenilmetilo
(Chem-Imprex, malla 100 - 200. microesferas amarillas, 1.1
meg/g). Los aminoadcidos comunes usados se enumeran a
continuacidén con grupos protectores de cadenas laterales que
se indican entre paréntesis. Fmoc-Ala-OH; Fmoc-Arg (Pbf)-OH;
Fmoc-Asn (Trt) -OH; Fmoc—Asp(OtBu)—OH; Fmoc-Bzt-0OH; Fmoc—
Cys (Trt) -OH; Fmoc-Dab (Boc) -0OH; Fmoc-Dap (Boc) —OH; Fmoc-
Gln(Trt)-0OH; Fmoc-Gly-OH; Fmoc-His (Trt)-0H; Fmoc—Hyp(tBu)—OH;
Fmoc-I1e-0H; Fmoc-Leu-0OH; Fmoc-Lys (Boc) —OH; Fmoc-N1le-0OH;
Fmoc-Met-OH; Fmoc—-[N-Me]Ala-OH; Fmoc-[N-Me]Nle-OH; Fmoc—-Phe-
OH; Fmoc-Pro-OH; Fmoc-Sar-OH; Fmoc-Ser (‘Bu)-0OH; Fmoc-Thr (‘Bu) -
OH; Fmoc-Trp (Boc)-OH; Fmoc-Tyr (‘Bu)-0H; Fmoc-Val-OH. Los
siguientes derivados de &cidos grasos se utilizaron para la
ultima etapa de acoplamiento, HO,C(CH,;),CH3, n = 10 - 18 vy
HO,C (CHy) , (CO,"Bu), n = 10 - 18.

El procedimiento general describe un experimento

realizado en una escala de 0.4 mmol, en donde la escala se
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determindé mediante la cantidad de (9H-fluoren-9-il)metil (2-
(aminooxi)etil)carbamato unido a la resina. Esta escala
corresponde aproximadamente a 364 mg de la resina descrita
anteriormente. Sin embargo, se usaron 800 mg de la resina ya
que se previd una eficacia de carga de 46 %$. El exceso de
cloruro de 2-clorotrifenilmetilo se inactivdé con metanol al
final de la reaccidén de carga. Todos los procedimientos se
pueden realizar a una escala menor de una escala de 0.400
mmol ajustando los volumenes descritos por el multiplo de la
escala. Antes del acoplamiento de los aminoadcidos, todas las
secuencias de sintesis de péptidos comenzaron con un
procedimiento de carga del 1ligador y un procedimiento de
expansioén de resina, descrito a continuacidn como
“procedimiento de carga del 1ligador” vy “procedimiento de
expansién de resina”. Luego, en el acoplamiento de 1los
aminodcidos al N-terminal de la amina primaria, se usd el
“procedimiento de acoplamiento a la amina primaria” descrito
a continuacidéNo. En el acoplamiento de los aminoadcidos al N-
terminal de la amina secundaria, se usdé el “procedimiento de
acoplamiento secundario” descrito a continuacidédNo. En la
desproteccidén global y escisidén de las resinas se usd el
“procedimiento de desproteccidn global” descrito a
continuacidédNo. Por ultimo, en la preparacién de solucidn
transparente que contiene productos crudos para la

purificacién mediante LC-MS se usd el ‘“procedimiento de
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preparacidén de muestra” descrito a continuacidNo.

Procedimiento de carga del 1ligador: Se usd6 la
escala de 0.4 mmol para preparar seis recipientes de reaccidn
(RV) con una carga de 0.4 mmol de (9H-fluoren-9-il)metil (2-
(aminooxi)etil)carbamato para las resinas en cada RV. Se
agregdé DIEA (2.95 ml, 16.9 mmol) a una mezcla de (9H-fluoren-
9-il)metil (2-(aminooxi)etil)carbamato clorhidrato (compuesto
4, 0.803 g, 2.4 mmol) en CHyCl, (72 ml) a 0 °C. Inmediatamente
después de que se volvidé homogénea, 12 ml de esta solucidn
transparente se agregaron a un vial de 30 ml que contenia 800
mg de resina de cloruro de 2-clorotritilo. Los 6 viales se
colocaron en un agitador durante 75 min a 750 rpm. Luego, se
agregaron 0.2 ml de MeOH a un vial por vez, cada uno de los
cuales se agitdé durante 2 min a 750 rpm. Las resinas se
transfirieron a un RV de 40 ml, se lavaron con CH,Cl, (8 ml x
3), DMF (8 ml x 3), CHxCl, (10 ml x 3). Este proceso
(inactivacidén con MeOH vy lavados con CH,Cl,/DMF/CH,Cl,) se
aplicé a los otros 5 wviales para proporcionar el compuesto
ligador 5 unido a la resina en seis RV.

Procedimiento de expansién de resina: Los RV due
contenian las resinas de la etapa anterior se conectaron con
el sintetizador de péptidos Prelude, y las resinas se lavaron
(se expandieron) tres veces de la siguiente manera: al RV se
agregbé DMF (10 ml), después de lo cual la mezcla se agitd

periddicamente durante 10 min, luego el solvente se drend a
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través de la frita.

Procedimiento de acoplamiento a la amina primaria:

Al RV que contenia la resina de la etapa previa, se
agregd piperidina:DMF (20:80 v/v, 10.0 ml). La mezcla se
agitd periddicamente durante 5 minutos, y luego la solucidn
drené a través de la frita. A la RV se volvid a agregar
piperidina:DMF (20:80 v/v, 10.0 ml). La mezcla se agitd
periddicamente durante 5 minutos, y luego la solucidédn drend a
través de la frita. La resina se lavd desde la parte inferior
una vez de la siguiente manera: se agregdé DMF (10.0 ml) a
través de la parte inferior del recipiente, y 1la mezcla
resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de que
la solucidén se drenara a través de la frita. La resina se
lavdé sucesivamente desde la parte superior cuatro veces
de la siguiente manera: para cada lavado, se agregd DMF
(10.0 ml) a través de la parte superior del recipiente, vy
la mezcla resultante se agitd periddicamente durante 2
min antes de que la solucidén se drenara a través de la
frita. Al RV se agregdé un aminocdcido o un &cido graso
(0.2 M en DMF, 4.0 ml, 2 eq), HATU (0.2 M en DMF, 4.0 ml,
2 eq) y DIPEA (0.8 M en DMF, 2.0 ml, 4 eqg) en ese ordeNo.
La mezcla se agitd periddicamente durante 15 min o 30
min, luego la mezcla de reaccidédn se drend a través de la
frita (el tiempo de reaccidén de 15 min se usd solo para

la primera reaccidn de acoplamiento para formar el primer
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enlace amida en el sintetizador Prelude; para todas las
otras secuencias, se aplicd el tiempo de reaccidn de 30
min) . La resina se lavd sucesivamente tres veces de 1la
siguiente manera: para cada lavado, se agregd DMF (8,0
ml) a través de la parte superior del recipiente, y 1la
mezcla resultante se agitd periddicamente durante 2 min
antes de que la solucidn se drenara a través de la frita.
Al RV se agregdé DMF (3.3 ml), DIPEA (0.8 M en DMF, 1.5
ml, 3 eqg). Una vez que la mezcla se agitd durante 30
segundos, se agregd anhidrido acético (1.0 M en DMF, 5.0
ml, 12.5 eqg). La mezcla se agitd periddicamente durante
10 min, luego la solucidén drend a través de la frita. La
resina se lavd desde la parte inferior una vez de la
siguiente manera: se agregd DMF (10.0 ml) a través de la
parte inferior del recipiente, y la mezcla resultante se
agitdé periddicamente durante 2 min antes de que 1la
solucién se drenara a través de la frita. La resina se
lavdé sucesivamente desde la parte superior cuatro veces
de la siguiente manera: para cada lavado, se agregd DMF
(10.0 ml) a través de la parte superior del recipiente, vy
la mezcla resultante se agitd periddicamente durante 2
min antes de que la solucidén se drenara a través de la
frita. La resina resultante se usdé directamente en 1la

siguiente etapa.
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Procedimiento de acoplamiento a la amina
secundaria:

Al RV que contenia las resinas de la etapa previa,
se agregd piperidina:DMF (20:80 v/v, 10.0 ml). La mezcla se
agitd periddicamente durante 5 minutos, y luego la solucidn
drené a través de la frita. Al RV se volvidé a agregar
piperidina:DMF (20:80 v/v, 10.0 ml). La mezcla se agitd
periddicamente durante 5 minutos, y luego la solucidédn drend a
través de la frita. La resina se lavd desde la parte inferior
una vez de la siguiente manera: se agregdé DMF (10.0 ml) a
través de la parte inferior del recipiente, y la mezcla
resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de que
la solucidén se drenara a través de la frita. La resina se
lavdé sucesivamente desde la parte superior cuatro veces de la
siguiente manera: para cada lavado, se agregdé DMF (10.0 ml) a
través de la parte superior del recipiente, y la mezcla
resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de gue
la solucidén se drenara a través de la frita. Al recipiente de
reaccidén se agregd un aminodcido o un acido graso (0.2 M en
DMF, 4.0 ml, 2 eq), HATU (0.2 M en DMF, 4.0 ml, 2 eq) y DIPEA
(0.8 M en DMF, 2.0 ml, 4 eq) en ese ordeNo. La mezcla se
agitd periddicamente durante 30 min, luego la solucidén de
reaccidén se drendé a través de la frita. La resina se lavd
sucesivamente desde la parte superior tres veces de la

siguiente manera: para cada lavado, se agregd DMF (8,0 ml) a
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través de la parte superior del recipiente, y la mezcla
resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de que
la solucidén se drenara a través de la frita. Al recipiente de
reaccidén se volvid a agregar un aminodcido o un acido graso
(0.2 M en DMF, 4.0 ml, 2 eqg), HATU (0.2 M en DMF, 4.0 ml, 2
eq) y DIPEA (0.8 M en DMF, 2.0 ml, 4 eq) en ese ordeNo. La
mezcla se agitd periddicamente durante 30 min, luego la
solucidén de reaccidn se drend a través de la frita. La resina
se lavd sucesivamente desde la parte superior tres veces de
la siguiente manera: para cada lavado, se agregd DME (8.0 ml)
a través de la parte superior del recipiente, y la mezcla
resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de que
la solucidén se drenara a través de la frita. Al RV se agregd
DMF (3.3 ml), DIPEA (0.8 M en DMF, 1.5 ml, 3 eqg). Una vez gque
la mezcla se agitdé durante 30 segundos, se agregd anhidrido
acético (1.0 M en DMF, 5.0 ml, 12.5 eq). La mezcla se agitd
peridédicamente durante 10 min, luego la solucién drend a
través de la frita. La resina se lavd desde la parte inferior
una vez de la siguiente manera: se agregdé DMF (10.0 ml) a
través de la parte inferior del recipiente, y la mezcla
resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de que
la solucidén se drenara a través de la frita. La resina se
lavd sucesivamente desde la parte superior cuatro veces de la
siguiente manera: para cada lavado, se agregdé DMF (10.0 ml) a

través de la parte superior del recipiente, y la mezcla



10

15

20

25

187

resultante se agitd periddicamente durante 2 min antes de que
la solucidén se drenara a través de 1la frita. La resina
resultante se usd directamente en la siguiente etapa.

Procedimiento de desproteccién global:

Una vez que termind el procedimiento en el Prelude,
cada RV se lavd con CH,Cl, (8 ml x 6) y se secd al aire. Una
vez que la resina fluia libremente, se transfiridé a un vial
de 30 ml, y se agregaron 8 ml de la solucidén de escisidn
(véase mas adelante). Una vez que el vial se agitd en un
agitador durante 75 min a 750 rpm, la mezcla de reaccidn se
filtrdé. La solucidn transparente de color tostado se dividid
en cuatro tubos de ensayo de 25 ml, cada uno de los cuales
contenia 16 ml de dietiléter, lo que produjo la formacidédn de
suspensiones blancas. Cada una se centrifugd, se lavd dos
veces con dietiléter para formar sdélidos blancos en cada uno
de los tubos de ensayo. La solucidén de escisidén (50 ml) se
prepard de la siguiente manera: a un matraz de Erlenmeyer de
250 ml, se agregaron 500 mg de ditiotreitol, 46 ml de TFA,
2.5 ml de agua y 1.0 ml de triisopropilsilano, con agitacidn
para formar una solucidén transparente.

Procedimiento de preparacidén de muestras:

A cada tubo de ensayo que contenia el producto
crudo obtenido de la etapa anterior, se agregaron, en orden,
0.4 ml de DMSO y 0.4 ml de MeOH. Después de agitar durante 1

min, en muchos casos se formdé una solucidn transparente. Sin



10

15

20

25

188

embargo, si los sd6lidos aun estaban presentes en el tubo de
ensayo, se agregaba mas DMSO (0.2 ml), y la mezcla se agitaba
durante 2 miNo. En este momento, si quedaban sdélidos, se
retiraba la solucidn transparente, y se agregaba mas DMSO
(hasta 1.0 ml). La solucidn transparente resultante se

sometidé a LC-MS preparativa a 2.0 ml por inyeccidn.

Sintesis de Reaccion del Compuesto A

0 OH 1-BuOH, (BockO 0
HOr’LL\_/‘WN\,/LK‘D OMAP, THR.S0C HD\I\/V\/\M
27% de rendimiento o 1 O'Bu
H HBr H
‘BuO._ N 1. KOH, EtOH 'BuO._ _N NH.
“OH +* NH —_— e e 19-""“&_,.-‘ 2 0\.
Er o Br N 2. 3NHCI lr wer T = o i "
en CPME 2
19% de rendimienio =
0 OMe
THF/HZ0 (3/1) 3N HCVCPME Fmoc o,
RT. 16 h me:-«..N.r‘-‘_\v_.o-.".J‘I\orBu - Et;0,RT, 18 h ‘%Hw NH;
—_— H H —_— = HCI
T6% de rendimiento 83% de rendimiento 4
3 OMe
DIEA, CHLCl; q'ﬂm
Agitador 75 min i = )
luego inactivacion con (1 W,
MaOH, 2 min O N_Dm" °
+ _— H H
5

| D'Bu
Sintetizador O o

g:ﬂ:‘ge \_f NF,I‘J TNJL\’,.N_TI/\HMT Y\j: J\QJ‘\G'BU
s N

0. _OH

TFA. EtsSiH 0 y 0 9 y e @

DTT, H,0 o AN N N J{%l

RT,75min  HN~ ~ N ETAHJLV fﬁ I VRS
HO

Compuesto A GGGGS-Glu'-C14-COOH

Se agregé DMAP (2.80 g, 23.0 mmol) a una mezcla de

acido pentadecandioico (25.0 g, 92.0 mmol) en 2-Me-THF (250
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ml) . Después de agitar a temperatura ambiente durante 10 min,
se agregd terc-butanol (13.2 ml, 138 mmol), y la agitacidn
continudé a temperatura ambiente durante 10 miNo. Una vez que
la suspensién resultante se calentd a 60 °C durante 10 min,
se torndé una solucidédn incolora transparente. Se agregd una
solucidén de anhidrido de BOC (26.0 g, 119 mmol) en THF (100
ml) durante 2 h en un embudo de adicidn de presidn compensada
a la mezcla de reaccidn anterior a 60 °C. Hacia el final de
la adicién, la mezcla de reaccidn se volvid una solucidn de
color rosa claro. La agitacidén continudé a 60 °C durante 18 h.
Después de enfriar hasta 0 °C, se agregaron 100 ml de HC1l 1.5
N durante 5 miNo. Luego, la mezcla se calentd hasta
temperatura ambiente y se agitdé durante 15 miNo. Después de
la separacidén, la capa orgédnica se lavd con salmuera (250 ml
X 2), se secd en Na,S50,, se filtrd y se concentrd. E1l material
resultante se suspendidé en acetonitrilo (250 ml), se agitd a
temperatura ambiente durante 1 h y se filtrdé para retirar el
material de inicio de didcido sin reaccionar. Luego, el
filtrado se concentrdé hasta aproximadamente 125 ml. La
suspensién resultante se agitdé a 0 °C durante 2 h y, con el
tiempo, se torndé més turbia. El1 sélido resultante se filtré,
se lavd con acetonitrilo (2 x 15 ml) frio (0 °C) y se secd,
para proporcionar acido 15-(terc-butoxi)-15-oxopentadecanoico

(compuesto 1. 8.20 g, 25.0 mmol, 27.2 % de rendimiento) como

un sélido blancuzco. RMN-'H (400 MHz, CDCls, ppm) o6 2.35 (t, J
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= 7.58 Hz, 2H), 2.20 (t, J = 7.46 Hz, 2H), 1.68 - 1.54 (m,
4H), 1.45 (s, 9H), 1.34 - 1.24 (m, 18H). RMN-'°C (125 MHz,
CDCl;, ppm) & 179.91. 173.44. 79.93, 35.64. 34.08, 29.57,
29.48, 29.46, 29.41. 29.39, 29.29, 29.23, 29.09, 29.06,
28.12. 25.12. 24.70.

Los siguientes compuestos se prepararon de
conformidad con el procedimiento anterior, HO,C (CH,) ,CO,"Bu, n
= 10 -18. La separacién del producto deseado, monoéster
HO,C (CH,) nCO,*Bu, del diacido sin reaccionar HO,C (CH,) ,CO.H y el
diéster sin reaccionar ‘BuO,C(CH,),CO,'Bu se logrd, en cada

caso, usando sus solubilidades diferentes en acetonitrilo.

o HBr 1. KOM, EtOH < o R NH

S, - " ‘ o

T Tf OH + Br—_-NH; 2. 3 NHClen CPME />< r° T He
o 19% de rendimiento ©

2

Se agregd hidréxido de potasio (74.1 g, 1122 mmol)
en porciones durante 10 min a una solucidén transparente de
terc-butil N-hidroxicarbamato (50.0 g, 376 mmol) en etanol
anhidro (500 ml) a 0 °C, usando un agitador mecé&nico. Después
de agitar a 0 °C durante 10 min, y luego a temperatura
ambiente durante 20 min, la mezcla de reaccidén se enfrid
hasta 0 °C, y se agregd 2-bromoetilamina bromhidrato (100 g,
488 mmol) en porciones durante 15 miNo. Después de agitar a O
°C durante 30 min, y luego a temperatura ambiente durante 5
h, las suspensiones blancas resultantes se filtraron, y la

torta de filtro se lavdé con EtOH (40 ml x 2). Los filtrados
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combinados se concentraron a un volumen de 100 ml, se
extrajeron con t-BuOMe (500 ml) y H,O (250 ml). Después de 1la
separacidén, la capa acuosa se extrajo con t-BuOMe (200 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x
200 ml), se secaron en Na,SO4., se filtraron, se concentraron y

se secaron en alto vaclio para proporcionar un liquido muy

viscoso (20.0 g). El1 1liguido resultante se disolvid en ¢t-
BuOMe (300 ml). Se agregd por goteo HC1 (3 M en
ciclopentilmetiléter) (40 ml, 120 mmol) a la solucidn

transparente anterior a temperatura ambiente. Se formd una
suspensidén blanca. Después de agitar a temperatura ambiente
durante 4 h, los sélidos blancos resultantes se filtraron, se
lavaron con t-BuOMe y se secaron al vacio durante 45 min para
proporcionar terc-butil 2-aminocetoxicarbamato clorhidrato
(compuesto 2. 15.5 g, 72.9 mmol, 19,4 % de rendimiento) como
un sélido blanco. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm) & 10.21 (br
s, 1H), 8.27 (br s, 2.6H), 3.92 (t, J = 5.26 Hz, 2H), 2.98
(t, J = 5.26 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H). RMN-"°C (125 MHz, DMSO-ds,

ppm) & 157.10. 80.79, 72.00. 37.46, 28.46.
THF/H20 (3/1)
RT, 16 h o, )(
A~ _NH % "D‘ N/\/ o
>< \g/ ©° : 76% de rendimiento . H
2 O 3

Se agregd bicarbonato de sodio (8.00 g, 95
mmol) a una mezcla agitada de terc-butil 2=

aminoetoxicarbamato clorhidrato (compuesto 2. 13.5 g,
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63.5 mmol), Fmoc-0Su (25.7 g, 76.0 mmol) en THF (450
ml) y agua (150 ml). Después de agitar a temperatura
ambiente durante la noche, todos los componentes
volatiles se retiraron al vacio. El residuo se extrajo
con EtOAc (400 ml, 200 ml) una vez gue la capa acuosa
se habia saturado con NaCl sdélido. Las capas orgéanicas
combinadas se secaron en Na;S0O4, se filtraron y se
concentraroNo. E1l residuo se sometidé a cromatografia
instantdnea en gel de silice, que se eluyd con
EtOAc/hexanos. Las fracciones mds puras se combinaron,
se concentraron, y el residuo se volvidé a purificar
usando las condiciones anteriores. Nuevamente, las
fracciones més puras se combinaron y se concentraroNo.
El residuo se purificdé por tercera vez en condiciones
idénticas. Las fracciones ©puras se combinaron, se
concentraron v se secaron en alto vacio para
proporcionar (compuesto 3,19,2 g, 48.2 mmol, 76 % de
rendimiento). 'H NMR (400 MHz, CDCls, ppm) & 7.78 (d, J
= 7.32 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 7.32 Hz, 2H), 7.63, (s,
1H), 7.42 (t, J = 7.32 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 7.232 Hz,

2H), 6.00 (br s, 1H), 4.40 (d, 2H), 4.26 (t, J = 7.10

Hz, 1H), 3.91 (t, J = 4.20 Hz, 2H), 3.49 - 3.46 (m,
2H), 1.52 (s, 9H). RMN-'’C (125 MHz, CDCls;, ppm) &
157.54. 156.90. 144.06, 141.32. 127.68, 127.08,

125.23, 119.9%96, 82.11. 75.66, 66.91. 47.30. 39.23,
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28.24.

H H > HCI

OMe o
O JOL )OL J< 4N HCl/dioxano O s o
o Et,O, RT, 18 h -
0" NN + 2 . >N o
83% de rendimiento O
OMe
dib' 3 4

Se agregd HCl1 (100 ml, 400 mmol, 4 M en dioxano)
a temperatura ambiente a una solucidén agitada de compuesto
3 (8.6 g, 21.6 mmol), 1l.4-dimetoxibenceno (7.46 g, 54.0
mmol) en dietiléter (100 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante la noche, la mezcla se volvid
una suspensidén espesa gque apenas se podia agitar. Se
agregdé mas éter (400 ml), y la suspensiédn resultante se
agitd a temperatura ambiente durante 30 miNo. Luego, se
filtrd en nitrdégeno, y los sbdélidos se lavaron con éter (3
x 100 ml) para proporcionar el compuesto 4 (6.36 g, 19.0
mmol, 87 % de rendimiento) como un sélido blanco. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d¢, ppm) o 11.10 (br, s, 2.60 H), 7.89 (d,
J = 7.58 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 7.34 Hz, 2H), 7.54 (br t, J

= 5.5 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 7.32 Hz, 2H), 7.34 (t, J

7.32 Hz, 2H), 4.31 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 4.23 (t, J = 6.6
Hz, 1H), 4.06 (t, J = 5.38 Hz, 2H), 3.28 (g, J = 5.22 Hz).
RMN-'°C (125 MHz, DMSO-dg, ppm) & 156.74. 144.32. 141.22.

128.11. 127.57, 125.64. 120.60. 73.50. 66.08, 47.17,
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38.91.

HO
H 2 oy oy 0 H
HoN . N JK/N /U\/N : MNYWW\/\/\[rOH
T I(NH I(\H Ir\u ; 0 (o]

Ho o
GGGGS-GIu'-C14-COOH

Compuesto A

El material crudo se purificdé mediante LC/MS
preparativa usando las siguientes condiciones: Columna:
XBridge CSH C18, 19 x 200 mm, particulas de 5 um; fase moéovil
A: 5:95 acetonitrilo:agua con 0.1 % de acido
trifluorcacético; fase mévil B: 95:5 acetonitrilo: agua con
0.1 % de 4&cido triflourocacético; gradiente: 0-34.9% de B
durante 23 min, luego un mantenimiento de 2 minutos a 100% de
B; flujo: 20 ml/miNo. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron, y los orgadnicos volatiles se
retiraron utilizando un flujo de nitrégeno. La acuosa
resultante que contenia el producto deseado se enfridé hasta -
78 °C en un flujo de nitrégeno vy se liofilizé para
proporcionar el compuesto del titulo A como un sélido blanco

(88 mg, 25.9 % de rendimiento, pureza segun LC-CAD de 98,6

o°

) .

Condicién A de andlisis: Tiempo de retencidén = 1.24
min; ESI-MS (M+H)"™ = 775.30.
Condicién B de anédlisis: Tiempo de retencidédn = 1.05
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min; ESI-MS (M+H)® = 775.25.

NH N NH
2 IH2 2 ? Ho_o
OH
(o] H O H
H o H O H O H O H o
NIAVAN N AN AN N Ay Ny NVLHAYN -
H H _H o H o H o o
Sofon T ° % T U0
HO™ O HO™ O HO™ O
NH, NH,
NH, NH,
O_OH OT?H onH OT?H
> O H o H\T\_ OpHg>>Y O O Oy~ O
HzNO/\’N‘n/\NJJ\’N\n/\N N\H/\N N\n/\N N‘n/\N N\n/\N N\n/\N)J\[il]
oH o H o H oH o H o H o H
07 OH
NH, NH, NH, NH

KGGEEKKKEKEKEPKGGEEKKKEKEK-GIu*-C15-COOH
Masa exacta: 3496.97

El material crudo se purificé mediante LC/MS
preparativa usando las siguientes condiciones: Columna:
XBridge C18, 19 x 200 mm, particulas de 5 um; fase mévil A:
5:95 acetonitrilo:agua con 0.1 % de acido trifluoroacético;
fase mévil B: 95:5 acetonitrilo:agua con 0.1 % de acido
trifluorocacético; gradiente: 20-70% de B durante 20 min,
luego un mantenimiento de 5 minutos a 100% de B; flujo: 20
ml/miNo. Las fracciones que contenian el producto deseado se
combinaron, y los organicos volatiles se retiraron utilizando
un flujo de nitrdégeno. La acuosa resultante que contenia el
producto deseado se enfrié hasta -78 °C en un flujo de
nitrbébgeno y se liofilizd para proporcionar el compuesto del
titulo como un sdélido blanco (47 mg, 3,4 % de rendimiento,
pureza segun LC-CAD de 72 %).

Condicién A de andlisis: Tiempo de retencidén = 1.14

min; ESI-MS (M+3H)™ = 1166.90. (M+3H)"™ = 875.45.
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Condicién B de anadlisis: Tiempo de retencidn =
0.991 min; ESI-MS (M+3H)™ = 1166.90. (M+3H)™ = 875.50.

Ejemplo 5: Sintesis de mejoradores PK en fase
sélida

Los mejoradores PK descritos en 1la presente se
pueden preparar usando los procedimientos que se ejemplifican

més adelante.

DBU, THF Pd/C

Br _NHBoc (oN
CbzHN" """ * o ——— CbzHN~ " “NHBoc . CIHHN" > NHBoc
) 84% EtsSiH, CHCl; MeOH
1 3 83% 4
oy
N
HO)K/ \H/\NHCbz o o 4 o
o H
o N
)(OJ\N/O\/\H*/ N NHCbz parc )(/U\ /0\/\N)K/N\H/\NH Hel
HATU, NMM, DMF H o o R H :
: , : CHCI; MeOH o

95%
5 95% 6

(2-(((terc-butoxicarbonil)amino)oxi)etil)carbamato
de Bencilo, 3. Se agregd DBU (26.3 ml, 174 mmol) en
porciones a una mezcla en agitacidn de (2-
bromoetil)carbamato de bencilo (30 g, 116 mmol) %
hidroxicarbamato de terc-butilo (24.76 g, 186 mmol) en THF
(75 ml). La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura
ambiente durante la noche (se observaron precipitados). La
LCMS muestra que solo quedd una cantidad minima de material
de inicio. La mezcla de reaccidédn se concentrd, se inactivd
con agua, se extrajo con acetato de etilo. Las fases de
acetato de etilo se combinaron, se lavaron con agua,
salmuera, luego se secaron en NayS04. Después de la

concentracidén, se obtuvieron 45 g de producto crudo que se
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o\

sometieron a separacidédn por cromatografia (0-20 de
acetona en hexano). Después de la separacidn, se obtuvo (2-
(((terc-butoxicarbonil)amino)oxi)etil)carbamato de Dbencilo
(32.9 g, 106 mmol, 91 % de rendimiento) como un aceite
amarillo claro muy viscoso. 'H NMR (400MHz, CLOROFORMO-d) o
7.43 - 7.30 (m, 5H), 5.75 (br. s., 1H), 5.32 (s, 1H), 5.14
(s, 2H), 3.94 - 3.85 (m, 2H), 3.54 - 3.42 (m, 2H), 1.50 (s,
9H) .

clorhidrato (2-aminoetoxi) carbamato de terc-
butilo, 4. (2-(((terc-
butoxicarbonil)amino)oxi)etil)carbamato de Bencilo (l16.4 g,
52.8 mmol) se disolvidé en MeOH (161 ml), vy se agregd
cloroformo (5.33 ml, 66,1 mmol). La solucidén se purgd con
nitrégeno, luego se agregd cuidadosamente Pd/C (2.81 g,
2.64 mmol). La solucidén luego se enfrid hasta 0 °C, y se
agregd por goteo cuidadosamente trietilsilano (76 ml, 476
mmol) . Se observd evolucidn de H, durante la adicidén y era
exotérmica. Después de la adicidn, la reaccidn se calentd
gradualmente hasta temperatura ambiente durante la noche.
La mezcla de reaccidén se filtrd a través de una almohadilla
de Celite y se lavd con metanol adicional, luego se evapord
al vacio. El1 residuo 1luego se triturdé con hexano, y el
s6lido resultante se filtrd, se lavd con hexano adicional vy
se secd en succidén para proporcionar <clorhidrato 2-

aminoetoxicarbamato de terc-butilo (10.2 g, 48.0 mmol, 91 %
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de rendimiento) como un sélido rosado. 'H NMR (400MHz,
CLOROFORMO-d) & 8.78 (br. s., 1H), 8.31 (br. s., 2H), 4.24
(s., 2H), 3.39 ( s., 2H), 1.48 (s, 9H).
((3,6,9-trioxo-1-fenil-2-oxa-4,7,10-triazadodecan-
12-il)oxi)carbamato de terc-butilo, 5. N-metilmorfolina

(5.17 ml, 47.0 mmol) se agregd por goteo a una solucidn de

clorhidrato 2-aminocetoxicarbamato de terc-butilo (4 g,
18.81 mmol) , adcido 2-(2-
(((benciloxi)carbonil)amino)acetamido)acético (5.01 g,

18.81 mmol) y HATU (7.87 g, 20.69 mmol) en DMF anhidro (75
ml). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante la
noche. La reaccidén se diluyd con acetato de etilo y se lavd
con HC1 1 No. Luego, la acuosa separada se extrajo con una
porcidén adicional de acetato de etilo, vy los organicos
combinados se lavaron con HC1 1 N, salmuera, solucidn
saturada de bicarbonato de sodio vy, luego, se lavaron
adicionalmente con salmuera. Luego, las capas organicas se
secaron (Na,S0O4) y se concentraron al vacio. El1 crudo se
purificé mediante cromatografia en columna utilizando
acetato de etilo-hexano como eluyente para proporcionar
6,25 g (78 %) del compuesto del titulo. 'H NMR (400 MHz,
CLOROFORMO-d) & 7.69 (s, 1H), 7.41 - 7.28 (m, 6H), 7.00 -
6.87 (m, 1H), 5.81 (br s, 1H), 5.14 (s, 2H), 3.98 (dd,
Jg=16.7, 5.7 Hz, 4H), 3.86 (t, J=4.8 Hz, 2H), 3.55 - 3.46¢6

(m, 2H), 1.46 (s, 9H). MS m/e 447.0 (M+Na").
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clorhidrato (2-(2-(2-
aminoacetamido) acetamido) etoxi)carbamato de terc-butilo, 6. 5
(6.25 g, 14.72 mmol) se disolvidé en metanol anhidro (58.9
ml), y se agregd cloroformo (1.782 ml, 22.09 mmol), y luego
Pd-C (1.567 g, 1.472 mmol). El matraz de reaccidn se purgd
con hidrdégeno (globo) y se agitd durante 6 h, luego se filtrd
a través de Celite y se evapord para proporcionar clorhidrato
2-(2-(2-aminoacetamido) acetamido) etoxicarbamato de terc-
butilo (4.87 g, 14.90 mmol, 101 % de rendimiento). 'H NMR (400
MHz, DMSO-d¢) & 10.00 (br s, 1H), 8.71 (br t, J=5.7 Hz, 1H),
8.18 - 7.99 (m, 4H), 3.77 (d, J=5.7 Hz, 2H), 3.69 (t, J=5.9

Hz, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.36 - 3.23 (m, 3H), 1.41 (s, 9H).

O'Bu

0'Bu MeOJ\/ j(\NH, HCI
0._O'Bu
metiléster de L-serina RO NHCbz
HO T HATUNWMOWE RO NHCbz  HATU, NMM, DMF
NHCbz
(o]

75% 60%

. LiOH, 3:1 THF:agua [ 10 R=Me
7 LiOH, 3:1 THF:agua R=Me 95% 11 R=H
80% 9 R=H

2-(((benciloxi)carbonil)amino)-5-(((S)-3-hidroxi-1-
metoxi-1-oxopropan-2-il)amino)-5-oxopentanoato de (S) -terc-
butilo, 8. Acido (S)-4-(((benciloxi)carbonil)amino)-5-(terc-
butoxi)-5-oxopentanoico (7, obtenido de ChemImpex) (15 g,
44.5 mmol) y clorhidrato 2-amino-3-hidroxipropanocato de (S)-
metilo (6.92 g, 44.5 mmol) se disolvieron en DMF (148 ml), vy
la solucién se enfridé hasta 0 °C. Se agregd HATU (18.60 g,
48.9 mmol), y luego, N-metilmorfolina (12.22 ml, 111 mmol).

La reaccién se agité a 0 °C en N, durante 2 h. La mezcla de
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reaccidén se diluyd con EtOAc, se inactivdé con HC1 1N, luego
se lavd con NaHCOs; saturado y salmuera. La fase orgéanica se
secd en NaySO; anhidro y se concentrdé al vacio. El1l producto

crudo se purificd mediante purificacidn cromatografica (0-

40 % acetona/hexano) para proporcionar 2-
(((benciloxi)carbonil)amino)-5-(((S)-3-hidroxi-1l-metoxi-1-
oxopropan-2-il)amino) -5-oxopentanocato de (S)-terc-butilo

(16.31 g, 36.5 mmol, 82 % de rendimiento) como un sdélido
blancuzco. RMN-'H (CbhCls, 400 MHz) &6 7.37 (m, 5H), 6.5 (bs,
1H), 5.53 (m, 1H); 5.1(s, 2H), 4.7(m, 1H), 4.28(m, 1H),
4.1(bs, 1H), 3.95(m, 1H), 3.8(s, 3H), 2.4(m, 2H), 2.3(M,1H),
1.7(m, 1H), 1.5(s, 9H); MS m/e 439.2 (M+H').

Acido (S)-2-((S)-4-(((benciloxi)carbonil)amino)-5-
(terc-butoxi) -5-oxopentanamido) -3-hidroxipropanoico, 9. 2-
(((benciloxi)carbonil)amino)-5-(((S)-3-hidroxi-l-metoxi-1-
oxopropan-2-il)amino) -5-oxopentancato de (S)-terc-butilo (14
g, 31.9 mmol) se disolvidé en THF (106 ml) y agua (53,2 ml) y
se enfridé hasta 0 °C. Luego de agitar durante 30 minutos, se
agregé LiOH (0.688 g, 28,7 mmol). La mezcla de reaccidn se
agitd a temperatura ambiente en N,. Una vez que se completd
la reacciédén, el pH de la mezcla de reaccidn se ajustd a ~4 a
0 °C. La mezcla de reaccidén se extrajo con EtOAc (3 x 150
ml). La fase organica combinada se secd en Na,SO; anhidro y se
concentrd en vapor giratorio para proporcionar &acido (S)-2-

((S)—-4-(((benciloxi)carbonil)amino)-5-(terc-butoxi)-5-
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oxopentanamido) -3-hidroxipropanoico (13.01 g, 30.7 mmol, 96
de rendimiento) como un sbélido blancuzco. MS m/e 425.0
(M+H") .

5- (terc-butoxicarbonil)-10- (hidroximetil) -
3,8,11,14-tetraoxo-1-fenil-2-oxa-4,9,12,15-
tetraazaheptadecan-17-oato de (58,108) -metilo, 10.
clorhidrato de 2-(2-aminoacetamido)acetato de metilo (5 g,
27.4 mmol) se disolvidé en DMF (116 ml), y se cargd acido (S)-
2=((S)-4-(((benciloxi)carbonil)amino)-5-(terc-butoxi)-5-
oxopentanamido) -3-hidroxipropanoico (11.62 g, 27.4 mmol). A
esta mezcla de reaccidn, se agregd HATU (11.45 g, 30.1 mmol)
y N-metilmorfolina (7.53 ml, 68.5 mmol). La mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente en N, durante 12 h.
LC/MS y HPLC indicaron la finalizacidén de la reaccidéNo. La

mezcla de reaccidn se diluyd con EtOAc (150 ml) y se inactivd

con HC1 1No. La capa orgéanica se separd y se lavd con
salmuera (50 ml), ©NaHCO3 acuoso (50 ml) vy, finalmente,
salmuera (3 x 50 ml). La capa orgadnica se secd en Na,SOy

anhidro y se evapordé al vacio para proporcionar el producto
deseado como un aceite espeso, que se utilizdé para 1la
purificacidén cromatografica (0 - 10 % de MeOH/DCM) para
proporcionar el ©producto deseado (55,108) -metil 5-(terc-
butoxicarbonil) -10- (hidroximetil)-3,8,11,14-tetraoxo-1-fenil-
2-oxa-4,9,12,15-tetraazaheptadecan-17-oato (14 g, 25,3 mmol,

93 % de rendimiento) como un aceite espeso. RMN-'H (CDCl;, 400
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MHz) & 7.38 (m, 5H), 5.1 (m, 2H), 4.0 (m, ©6H), 3.7(s, 3H),
2.4(m, 2H), 2.2 (M, 1H), 1.9(m, 1H), 1.45(s, 9H); MS m/e
553.2 (M+H").

Acido (58,108) -5- (terc-butoxicarbonil) -10-
(hidroximetil)-3,8,11,14-tetraoxo-1-fenil-2-oxa-4,9,12,15-
tetraazaheptadecan-17-o0ico, 11. (5S5,10S)-metil (5S,10S)-metil
5-(terc-butoxicarbonil)-10-(hidroximetil)-3,8,11,1l4-tetraoxo-
l1-fenil-2-oxa-4,9,12,15-tetraazaheptadecan-17-cato (20 g,
36,2 mmol) se disolvidé en THF (193 ml) y agua (97 ml) y se
enfrié hasta 0 °C. Luego de agitar durante 30 minutos, se
agregé LiOH (0.780 g, 32.6 mmol). La mezcla de reaccidén se
agité a 0 °C en N2 durante 5h. El progreso de la reaccidn se
monitoredé mediante LC/MS y HPLC. Una vez que se completd la
reaccidén, se diluyd con EtOAC (150 ml) y se neutralizd
mediante HC1 1No. La fase organica se separd, y la fase
acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 50 ml), se secd en Na,SOy
anhidro, se concentrdé al vacio y se secd en alto wvacio
durante 12 h para proporcionar el producto deseado como un

s6élido blancuzco (18 g, 96 % de rendimiento). MS m/e 539.1

(M+H") .
O O O O
HOJﬁsxf\OH HO/lﬁﬁikO/Li
12 13

Acido 15- (terc-butoxi) -15-oxopentadecanoico, 13.

Una suspensidén de 4&cido pentadecandicico (20.2 g, 70.5
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mmol) en anhidrido acético (70 ml) se calentd hasta 128 °C
en Ar. La solucidn resultante se agitd a esta temperatura
durante 6.0 h y luego se enfrid a temperatura ambiente. La
solucidén se diluydé con tolueno (100 ml) y se evapord. EIL
residuo se despojd con tolueno (4 x 80 ml) y se secd al
vacio durante 6.5 h para proporcionar 27.53 g de un sdélido
blancuzco. A una mezcla del sélido mencionado (27.53 g) vy
t-butanol (235 ml), a temperatura ambiente y en Ar, se
agregd 4-dimetilaminopiridina (34.8 g, 282 mmol) en tres
porciones durante un periodo de 15 miNo. La mezcla se
calentd hasta 50 °C, y la solucién resultante se agitd a
esta temperatura durante 34.0 h. Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, la mezcla se diluydé con tolueno (50
ml) y se evapord. E1 residuo se despojdé con tolueno (2 x
100 ml) y luego se absorbid en 9/1 de éter/CH,Cl, (600
ml). La solucidén se lavdé con HC1 1M (400 ml), HC1l O0.5M
(400 ml), agua (300 ml) vy salmuera (300 ml). La capa
orgadnica se secd (Nay3S04) vy se evapord. E1 crudo se
absorbidé en CH,Cl, (50 ml) y se sometidé a ultrasonido. La
suspensidén resultante se filtrdé a través de un embudo
fritado medio, y el sélido en el embudo se enjuagd con dos
porciones pequefias de CH,;Cl,. El1 filtrado y los enjuagues
se combinaron y se evaporaroNo. El concentrado se sometid
a cromatografia (120 g de cartucho de columna instantanea,

CH,Cl, a CH,Cl,/i-PrOH 9/1) para proporcionar, en orden de
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elucidn:

- una mezcla ~5/1 (7.19 g, aceite incoloro) de
di-terc-butil pentadecandiocato y acido 15-(terc-butoxi)-
15-oxopentadecanoico.

- acido 15-(terc-butoxi)-15-oxopentadecanoico
(4.38 g, 19 % de rendimiento) como un sélido blanco: LC/MS
[M-H]™' = 327; 'H NMR (400 MHz, CDCls3) & 2.37 (t, J= 7.4
Hz, 2H), 2.22 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 1.63 (m, 4H), 1.47 (s,
9H), 1.28 (m, 18H).

- una mezcla ~4/1 (4.42 g, sb6lido blancuzco) de
acido 15-(terc-butoxi)-15-oxopentadecanoico v acido
pentadecandioico.

La mezcla de di- y mono terc-butil ésteres (7,19
g) se separd mediante cromatografia (120 g de cartucho de
columna instantéanea, CH,Cl, a 9/1 CH,Cl,/i-PrOH) para
proporcionar una cantidad adicional de &cido 15-(terc-
butoxi)-15-oxopentadecancico (0.8 g, 4 % de rendimiento)
como un sdélido blanco.

La mezcla de mono éster de terc-butilo y diédcido
(4.42 g) se separd mediante cromatografia (330 g de
cartucho de columna 1instantdnea, Hex a Hex/acetona 4/1)

para proporcionar una cantidad adicional de acido 15-

o°

(terc-butoxi)-15-oxopentadecanoico (2.92 g, 13 de
rendimiento) como un sélido blanco.

La cantidad aislada total del &cido 15-(terc-
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butoxi)-15-oxopentadecanoico era 8.1 g (36 % de rendimiento).

Q. O'Bu
HATU, MMM, DMF 0 i H ,.?L H j H I
6 + 11 = //L'\"' __,-‘LHN_-D"-\-\_\_',-/H'N o "TI/"-.N ,_\_\’_.-N..\“.-"xN N.._n.-f*-u\_,.- MHChz
0 H [ H H
H o 0 J oo
HO
14 0o o
0. 0'Bu Hc-ﬂﬁgu“un
3
glaka de H,, PG PR ji H g g JDL H R
globa de H,, Pa/C P § 0o H H : .
R T i T T i e TN
-~ (% ) H H | H
MaH. 1h © O oo © HATU, MMM, OMF

o H o o, quj?au s TFA
/I]iol!'-» o~ .-"L-\,_\/N-\ a-mN,JL\,N s Nnr""x-« i ! _ . compuesto A
16
N2- ( (benciloxi)carbonil) -N5-((S)-1-((2-((2-((2-

((2,2-dimetil-4,10-dioxo-3,6-dioxa-5,9-diazaundecan-11-
il)amino)-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino)-2-oxoetil)amino) -
3-hidroxi-l-oxopropan-2-il)-L-glutaminato de terc-butilo, 14.
Clorhidrato de 2=(2-(2-
aminoacetamido) acetamido)etoxicarbamato de Terc-butilo (3.73
g, 11.41 mmol) vy &cido (5S,10S)-5-(terc-butoxicarbonil)-10-
(hidroximetil)-3,8,11,14-tetraoxo-1-fenil-2-oxa-4,9,12,15-
tetraazaheptadecan-17-oico (5.85 g, 10.87 mmol) se
disolvieron en DMF (36.2 ml) a temperatura ambiente en una
atmésfera de nitrdégeno. La solucidén se enfridé hasta 0 °C
antes de agregar HATU (4.55 g, 11.96 mmol), y luego se agregd
por goteo N-metilmorfolina (2.99 ml, 27.2 mmol). La reaccidn
se calentd a temperatura ambiente durante la noche. La
reaccién se enfridé hasta 0°C antes de inactivarse con agua

helada y se agitdé vigorosamente a medida que se derretia el
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hielo. Una vez que se derritidé todo el hielo que rodeaba el
matraz, se formé un precipitado que luego se filtrd con
succidén durante la noche (lentamente). El1 sdélido ceroso
resultante se disolvié en metanol (200 ml) antes de
evaporarse. El tratamiento con metanol (aproximadamente 20
ml) vy la posterior adicidén de dietiléter precipitaron el
producto, que se recolectd mediante succidn para proporcionar
6.4 g de 28-(((benciloxi)carbonil)amino)-23-(hidroximetil) -
2,2-dimetil-4,10,13,16,19,22,25-heptaoxo-3, 6-dioxa-
5,9,12,15,18,21,24-heptaazanonacosan-29-oato de (23S,283) -
terc-butilo (73 % de rendimiento). 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &
9.96 (br s, 1H), 8.24 - 8.01 (m, 5H), 7.87 (br t, J=5.6 Hz,
1H), 7.62 (br 4, J=7.8 Hz, 1H), 7.40 - 7.30 (m, 5H), 5.10 -
4.96 (m, 3H), 4.30 - 4.24 (m, 1H), 4.10 (g, J=5.3 Hz, 3H),
3.93 - 3.84 (m, 1H), 3.80 - 3.53 (m, 13H), 3.31 - 3.23 (m,
2H), 3.17 (d4, J=5.3 Hz, 7H), 2.90 (s, 1H), 2.75 - 2.67 (m,
i), 2.35 - 2.20 (m, 2H), 1.98 - 1.86 (m, 1H), 1.82 - 1.71
(m, 1H), 1.42 - 1.24 (m, 20H). MS m/e 811.4 (M+H").
N5-((S)-1-((2-((2-((2-((2,2-dimetil-4,10-dioxo-3,6-
dioxa-5,9-diazaundecan-11-il)amino) -2-oxoetil)amino) -2-
oxoetil)amino) -2-oxoetil)amino)-3-hidroxi-l-oxopropan-2-il) -
L-glutaminato de terc-butilo, 15. Se agregd metanol (158 ml)
en una porcidén a 28-(((benciloxi)carbonil)amino)-23-
(hidroximetil)-2,2-dimetil-4,10,13,16,19,22,25-heptaoxo-3, 6—

dioxa-5,9,12,15,18,21,24-heptaazanonacosan-29-oato de



10

15

20

25

207

(235,288) -terc-butilo (6.4 g, 7.89 mmol), y el sdbélido se
agitd en una atmbdésfera de nitrdgeno hasta que se disolvid la
amina (aproximadamente 3h). Luego, se agregd Pd/C (0.840 g,
0.789 mmol), vy 1la atmbébsfera de hidrdédgeno se introdujo a
través de un globo. La reaccidn se agitd a temperatura
ambiente, luego se filtrd a través de un filtro de papel de
vidrio, y el filtrado se evapord para proporcionar 4.8 g de
28—-amino-23- (hidroximetil)-2,2-dimetil-4,10,13,16,19,22,25-
heptaoxo-3, 6-dioxa-5,9,12,15,18,21,24-heptaazanonacosan-29-
ocato de (235,28S5)-terc-butilo (90 % de rendimiento) como un
s6lido fragil blancuzco.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 9.96 (br s, 1H), 8.29 -
8.19 (m, 1H), 8.17 - 7.96 (m, 3H), 7.87 (br t, J=5.7 Hz, 1H),
5.00 (br s, 1H), 4.28 - 4.08 (m, 1H), 3.78 - 3.56 (m, 10H),
3.30 - 3.14 (m, 3H), 2.90 (s, 1H), 2.75 - 2.67 (m, 1H), 2.34
- 2.06 (m, 3H), 1.87 - 1.74 (m, 1H), 1.68 - 1.50 (m, 1H),
1.41 (d, J=4.3 Hz, 15H), 1.10 (s, 1H).

(23S,28S) -28- (terc-butoxicarbonil) -23-
(hidroximetil)-2,2-dimetil-4,10,13,16,19,22,25,30-octaoxo-
3,6-dioxa-5,9,12,15,18,21,24,29-octaazatetratetracontan-44-
oato de terc-butilo, 16.

N-metilmorfolina (1.950 ml, 17.73 mmol) se agregd
por goteo a una solucidn parcial de 28-amino-23-
(hidroximetil)-2,2-dimetil-4,10,13,16,19,22.25-heptaoxo-3, 6—

dioxa-5,9,12,15,18,21,24-heptaazanonacosan-29-oato de
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(235,288) -terc-butilo (4.8 g, 7.09 mmol), &cido 15-(terc-
butoxi)-15-oxopentadecanoico (2.446 g, 7.45 mmol) vy HATU
(2.97 g, 7.80 mmol) a 0O °C en una atmésfera de nitrdgeno. Se
agregaron 20 ml adicionales de DMF para solubilizar la mezcla
de reaccidédn que se calentd lentamente a temperatura ambiente
durante la noche. Luego, la reaccidn se enfrid en un bafio de
hielo antes de inactivarse con hielo y fundirse mientras la
mezcla se agitaba vigorosamente. El1 sélido se filtrd para
proporcionar un sdélido gomoso (6,1g) que se transfirid a SFC
para la purificacién. La purificacidn mediante SFC
proporciond 28— (terc-butoxicarbonil)-23- (hidroximetil) -2, 2-
dimetil-4,10,13,16,19,22,25,30-octaoxo-3, 6-dioxa-
5,9,12,15,18,21,24,29-octaazatetratetracontan-44-oato de
(23S,288) -terc-butilo (2.5 g, 2.53 mmol, 35,7 % de
rendimiento) como un sélido blanco que se usd en la siguiente
etapa. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg¢) & 9.96 (br s, 1H), 8.23 -
8.02 (m, 1H), 7.97 (br 4, J=7.5 Hz, 1H), 7.84 (t, J=5.8 Hz,
1H), 4.96 (t, J=5.6 Hz, 1H), 4.32 - 4.21 (m, 1H), 4.17 - 4.03
(m, 1H), 3.85 (d, J=6.0 Hz, 1H), 3.76 (br d, J=5.1 Hz, 1H),
3.72 - 3.55 (m, 1H), 3.30 - 3.24 (m, 1H), 2.27 - 2.07 (m,
i), 2.01 - 1.86 (m, 1H), 1.80 - 1.65 (m, 1H), 1.49 - 1.38
(m, 5H), 1.35 (br s, 1H), 1.29 - 1.16 (m, 4H). MS m/e 987.7
(M+H") .

Acido (17S8,22S) -1- (aminooxi) -22-carboxi-17-

(hidroximetil)-4,7,10,13,16,19,24-heptaoxo-3,6,9,12,15,18,23-
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heptaazaoctatriacontan-38-oico, compuesto A. 28— (terc-
butoxicarbonil)-23- (hidroximetil) -2, 2-dimetil-
4,10,13,16,19,22,25,30-octaoxo-3, 6-dioxa-
5,9,12,15,18,21,24,2%9-octaazatetratetracontan-44-oato de
(235,288) -terc-butilo (2.5 g, 2.53 mmol) se disolvidé en una
mezcla de lavado 25 ml + 10 ml de TFA:TIPS 92:8 enfriado. La
solucidén se agregd directamente al sbdlido blanco y se agitd a
temperatura ambiente durante 3 h. La solucidén se enfrid a O
°C y 320 ml de heptano: Se agregaron 40 ml de MTBE antes de
transferir al refrigerador durante la noche. Se separd un
aceite transparente que era visible en el fondo del matraz.
El sobrenadante se retird, y se agregd dietiléter frio (1 1).
El sdé6lido blanco resultante se agitdé durante 2 h antes de
filtrar y secar rapidamente en un embudo Blichner para
proporcionar 2.1 g de 4cido (17S,22S8)-1-(aminooxi) -22-
carboxi-17- (hidroximetil)-4,7,10,13,16,19,24-heptaoxo-
3,6,9,12,15,18,23-heptaazaoctatriacontan-38-o0ico (95 % de
rendimiento) . 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg¢) & 8.42 - 8.34 (m, 1H),
8.20 - 7.95 (m, 3H), 4.81 - 4.74 (m, 1H), 4.61 (dd, J=10.9,
4.6 Hz, 1H), 4.48 (dd, J=10.8, 7.5 Hz, 1H), 4.30 - 4.03 (m,
1H), 3.93 - 3.30 (m, 10H), 2.47 - 2.39 (m, 1H), 2.33 (dt,
J=3.7, 1.9 Hz, 1H), 2.27 - 2.08 (m, 3H), 2.05 - 1.91 (m, 1H),
1.82 - 1.69 (m, 1H), 1.52 - 1.43 (m, 2H), 1.24 (s, 9H), 1.21
- 1.00 (m, 1H). El1 andlisis de HPLC con deteccidédn de CAD

indicdé un 81 % de pureza, Agilent 1100 LC/UV/CAD, ACE C18-300
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o\

300 X 4.6 mm ID, 5um, A: Agua, 0.05 % de TFA;B: ACN, 0.05
de TFA.

Ejemplo 6: Sintesis de 1la fase de solucién de
mejoradores PK adicionales

Condicién A del analisis de LCMS: Columna: Waters
Acuity UHPLC BEH C18, 2.1 x 50 mm, particulas de 1.7 um; fase
mévil A: 5:95 acetonitrilo:agua con 0.05% de TFA; fase mévil
B: 95:5 acetonitrilo:agua con 0.05% de TFA; temperatura: 50
°C; gradiente: 0-100% de B durante 3 min, luego un
mantenimiento de 1.0 minutos a 100% de B; flujo: 1 ml/min;
deteccidén: masa.

Condicién B del analisis de LCMS: Columna: Waters
Acuity UHPLC BEH C18, 2.1 x 50 mm, particulas de 1.7 um; fase
mévil A: 5:95 acetonitrilo:agua con 10 mM de acetato de
amonio; fase mévil B: 95:5 acetonitrilo:agua con 10 mM de
acetato de amonio; temperatura: 50 °C; gradiente: 0-100% de B
durante 3 min, luego un mantenimiento de 1.0 minutos a 100%
de B; flujo: 1.0 ml/min; deteccidédn: masa.

Condicién A del analisis de UHPLC-ELSD: Condiciones
de HPLC: Columna: Waters BEH C18, 150 x 2.1 mm, particulas de
1.7 um; fase médvil A: agua con 0.05 % de TFA; fase mévil B:
acetonitrilo con 0.05 % de TFA; temperatura: 35°C; perfil de

gradiente: 10 % de B a 50 % de B de 0 min a 15 min, 50

o\

de B

a 60

o°

de B de 16 min a 20 min, 60 % de B a 95 % de B de 21

min a 26 min, luego un mantenimiento de 4.0 min a 95 % de B;
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tiempo posterior a la corrida: 4 min (en las condiciones
iniciales de fase mévil); velocidad de flujo: 0.35 ml/min;
volumen de inyeccidén: 5 ul de muestra de 1 mg/ml en 50/50 de
MeCN/agua; Condiciones de MS: Intervalo de masa m/z 120 -
2000. Ionizacidn y modo: Ionizacidén por electrorrocio, modo
ion positivo Condiciones de ELSD: Aumento: 20. Temperatura
del tubo de deriva: 60 °C. Velocidad de flujo gaseoso: 40 psi
(2.81 kfg/cm?) .

Condicién B del analisis de UHPLC-ELSD: Condiciones
de HPLC: Columna: Waters BEH CSH €18, 150 x 2.1 mm,

o)

particulas de 1.7 um; fase médvil A: agua con 0.05 % de TFA,

o)

fase mévil B: acetonitrilo con 0.05 % de TFA; temperatura:

35°C; perfil de gradiente: 10 % de B a 95 % de B de 0 min a

\O

24 min, luego un mantenimiento de 3,0 min a 95 % de B; tiempo
posterior a la corrida: 4 min (en las condiciones iniciales
de fase moévil); velocidad de flujo: 0.35 ml/min; volumen de
inyeccidén: 2 pl de muestra de 1 mg/ml en 50/50 de MeCN/agua;
Condiciones de MS: Intervalo de masa m/z 120 - 2000.
Ionizacién y modo: Ionizacién por electrorrocio, modo ion
positivo Condiciones de ELSD: Aumento: 50. Temperatura del
tubo de deriva: 60 °C. Velocidad de flujo gaseoso: 40 psi
(2.81 kgf/cm?).

Condicién C del analisis de UHPLC-CAD: Condiciones
de HPLC: Columna: Waters BEH Phenyl, 150 x 2.1 mm,

[e)

particulas de 1.7 um; fase mévil A: agua con 0.05 % de TFA,
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fase mévil B: acetonitrilo con 0.05 % de TFA; temperatura:
35°C; perfil de gradiente: 10 % de B a 95 % de B de 0 min a
25 min, luego un mantenimiento de 2.0 min a 95 % de B;
tiempo posterior a la corrida: 4 min (en las condiciones
iniciales de fase mévil); velocidad de flujo: 0.35 ml/min;
volumen de inyeccidén: 5 upl de muestra de 1 mg/ml en MeOH;
Condiciones MS: Intervalo de masa m/z 120 - 2000.
Ionizacién y modo: Ionizacidén por electrorrocio, modo ion
positivo Condiciones de CAD: Intervalo : 100PA. Velocidad
de flujo gaseoso: 35 psi (2.46 kgf/cm?).

Condicién D del andlisis de UHPLC-CAD: Condiciones
de HPLC: Columna: Waters BEH Phenyl, 150 x 2.1 mm,

Q

particulas de 1.7 um; fase mévil A: agua con 0.05 % de TFA,
fase mévil B: acetonitrilo con 0.05 % de TFA; temperatura:
35°C; perfil de gradiente: 10 % de B a 35 % de B de 0 min a

15 min, 35 % de B a 95 % de B de 16 min a 25 min, luego un

o

mantenimiento de 2.0 min a 95 de B; tiempo posterior a la
corrida: 3 min (en las condiciones iniciales de fase
moévil); velocidad de flujo: 0.35 ml/min; volumen de
inyeccién: 2 ul de muestra de 1 mg/ml en 50/50 de
MeOH/agua; Condiciones de MS: Intervalo de masa m/z 120 -
2000. Ionizacidén y modo: Ionizacidn por electrorrocio, modo

ion positivo Condiciones de CAD: Intervalo: 100PA.

Velocidad de flujo gaseoso: 35 psi (2.46 kgf/cm?).
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Sintesis de PEG3,-Glu'-C;5-CHs (8).

NaHCO3

DME/H,0
NHS, DCC o NH (3:1)

o) CH,Cl,, RT, 16 h o) + OMO RT, 16 h

2 _ 7,
HO No o OH
o
1

NHS, DCC o
o H CH,Cl, o H
HO)K/I\N RT, 16 h N\O)K/I\N
o) o o
oo oo
1o S
o

HOJK/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O
NaHCO3
O OO SO S OO /\/O\) DME/H,0 (3:1)
+ [ (0] o (0] o (0] RT, 16 h

O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\ NH
2

4
(e}
Hok/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o NHS, DCC
CH,Cl,
[O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\) RT,16h
o
H
O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\N)K/I\N
H
5 o~ “o
0 1
N
qo
o O%\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o o)
BocHN™~""NH,
O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\) g:ﬂ"é?l_?";o 3:1)
o A :
[ o o o o o o R RT, 16 h
I e M N O o M N o i Mg | o
H
6 A
(0]
BocHN,O\/\HMO/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O Meo@o,\ﬂe
[O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\) CF3CO,H
9] CH,CI
H 2Ll
O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\N)K/I\N L’
H
(o}
7 [oXe}

(e}
HZN/O\/\ NMO/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O
H

[o\/\o/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\)
(0]

H
o/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\ NK/I\ N
H
o

8 HO o

tetradecanocato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1).
DCC en CHCl, (1M, 99 ml, 99 mmol) se agregd a una soluciodn

agitada de &cido tetradecanoico (20.55 g, 90 mmol) en DMF
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(100 ml). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
la noche, se filtrd, se concentrd y se secd en alto vacio.
Los sbélidos resultantes se suspendieron en éter/hexanos (1:3,

80 ml) durante 45 min, se recolectaron mediante filtracidn y

se secaron para proporcionar 2.5-dioxopirrolidin-1-il
tetradecanoato (1) (16,96 g, 52.1 mmol, 58 % de rendimiento)

como un sbélido blanco, que se usd directamente en la
siguiente etapa sin purificacidén adicional.

Acido (S) -5- (terc-butoxi) -5-oxo-4-
tetradecanamidopentanoico (2). Se agregd agua (150 ml) a una
mezcla agitada de acido (S)-4-amino-5- (terc-butoxi) -5-
oxopentanoico (10.5 g, 51.7 mmol), tetradecanocato de 2.5-
dioxopirrolidin-1-ilo (1) (16.81 g, 51.7 mmol) y NaHCOs (5.21
g, 62.0 mmol) en DME (450 ml). La solucién transparente
resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 4 h. E1
DME se retirdé al vacio, y luego se agregd HC1l acuoso (1 M,
67.2 ml, 67.2 mmol) para ajustar el pH a 2-3. La suspensidn
resultante se agitd a 0 °C durante 30 min, y luego se filtrd.
El sélido blanco resultante se secd azeotrdpicamente con DME
(2x), luego se suspendid en éter/hexanos 1:3 (160 ml) a
temperatura ambiente durante 1 h. El1 sélido Dblanco se

recolectdé mediante filtracidén y se secd en alto vacio para

proporcionar dcido (S)-5-(terc-butoxi)-5-oxo0-4-
tetradecanamidopentanoico (2) (8.5 g, 21 mmol, 40 % de

rendimiento), que se usd directamente en la siguiente etapa
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sin purificacién adicional.

2-tetradecanamidopentandioato de 5-(2,5-
dioxopirrolidin-1-il) de (S)-1-terc-butilo (3). Se agregd DCC
en CH,Cl, (1M, 26.6 ml, 26,6 mmol) a una mezcla agitada de
acido (S)-5-(terc-butoxi)-5-oxo-4-tetradecanamidopentanoico
(2) (10.0 g, 24.2 mmol) y l-hidroxipirrolidin-2,5-diono (3.06
g, 26.6 mmol) en DMF (30 ml) a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante la
noche, se filtrdé y se concentrd. E1 residuo se disolvid en
CH,Cl, yv se purificd mediante cromatografia instantanea en gel
de silice, se eluyd con EtOAc/hexanos (1:2) para proporcionar
2-tetradecanamidopentandiocato de 5-(2.5-dioxopirrolidin-1-il)
de (S)-1l-terc-butilo (3) (8.95 g, 17.5 mmol, 73 % de
rendimiento) como un sdbélido blanco. RMN-'H (CDCls, 400 MHz) &
6.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.58 (m, 1H), 2.82 (s, 4H), 2.70
(m, 1H), 2.63 (m, 1H), 2.29 (m, 1H), 2.20 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 2.06 (m, 1H), 1.60 (m, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.25 (m, 20H),
0.86 (t, J = 6.3 Hz, 3H). RMN-'°C (CDCl;, 100 MHz) & ppm
173.0. 170.3, 168.7, 167.6, 82.4. 51.2. 36.0. 31.5, 29.29.
29.27, 29.25, 29.11. 28.97, 28.92. 27.6, 27.15, 27.10. 25.21.
25.11. 22.3, 13.7.

Compuesto 5. Se agregd agua (4.5 ml) a temperatura
ambiente a una mezcla agitada de compuesto 4 (750 mg, 0.448
mmol), 2-tetradecanamidopentandiocato de 5-(2,5-

dioxopirrolidin-1-il) de (S)-1l-terc-butilo 3 (297 mg, 0.582



10

15

20

25

216

mmol) y NaHCO3; (75 mg, 0.90 mmol) en DME (13,5 ml). Después
de que la solucidén transparente resultante se agitd a
temperatura ambiente durante la noche, se agregd HCl1 (1M,
0.896 ml, 0.896 mmol) acuoso, y la mezcla se concentrd al
vacio. El residuo se purificdé mediante cromatografia de fase
inversa de presidén media en una columna C-18, que se eluyd
con MeCN/NH40Ac acuoso (monitoreado mediante ELSD-MS). Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, y
los organicos wvolatiles se retiraron utilizando un flujo de
nitrégeno. La solucidén acuosa resultante que contenia el
producto deseado se liofilizd para proporcionar el compuesto
del titulo 5 (610 mg, 66 % de rendimiento) como un sdé6lido
blanco. (M+2H)?" 1036, (M+3H)”" 691.

Compuesto 6. Se agregdé DCC en CH,Cl, (1 M, 0.32 ml,
0.32 mmol) a una mezcla agitada del compuesto 5 (550 mg,
0.266 mmol) vy 1l-hidroxipirrolidin-2,5-diona (36.7 mg, 0.319
mmol) en CH,Cl, (12 ml). La mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante la noche, se filtrdé y se concentrd al vacio
para proporcionar el compuesto 6 como un sélido blanco, que

se usd directamente en la siguiente etapa sin purificacidn

adicional.

Compuesto 7. Se agregd agua (2.5 ml) a una mezcla
agitada de compuesto 6 (577 mg, 0.266 mmol) , 2-
aminoetoxicarbamato de terc-butilo (Miao, Z.; Liu, J.;

Norman, T.; Driver, R. WO 2006/069246) (70.3 mg, 0.399 mmol)
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y NaHCOs3; (33.5 mg, 0.40 mmol) en DME (7,5 ml) a temperatura
ambiente. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
la noche y se concentrd. El residuo se purificdé mediante
cromatografia de fase inversa de presidn media en una columna
c-18, que se eluybé con MeCN/NH,Cl acuoso (monitoreado
mediante ELSD-MS). Las fracciones que contenian el producto
deseado se combinaron, y los organicos volatiles se retiraron
utilizando wun flujo de nitrdégeno. La solucidn acuosa
resultante que contenia el producto deseado se liofilizd para
proporcionar el compuesto del titulo 7 (360 mg, 61% de
rendimiento) como un sbélido blanco. (M+2H)?" 1115, (M+3H)>"
743.

Compuesto 8. Se agregd TFA (2 ml) a una mezcla
agitada de compuesto 7 (274 mg, 0.123 mmol), 1,4-
dimetoxibenceno (155 mg, 1.12 mmol) en CH,Cl, (2 ml) a
temperatura ambiente. La mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante 4 h y luego se concentrdé. El1 residuo se
purificé mediante cromatografia de fase inversa de presidn
media en una columna C-18, que se eluyd con MeCN/NH,OCl
acuoso (monitoreado mediante ELSD-MS). Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron, y los organicos
volatiles se retiraron utilizando un flujo de nitrbégeno. La
solucidén acuosa resultante que contenia el producto deseado
se liofilizd para proporcionar el compuesto del titulo 8 (228

o)

mg, 84% de rendimiento) como un sbélido blanco. Se determind
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que la pureza de UHPLC-ELSD era de 93,3 % mediante 1la

s s s9 a4 o4
condicidén A del anéalisis de UHPLC-ELSD. (M+2H) 1037,
3+
(M+3H) 691.
Sintesis de PEG3,-Glu'-C;3-CO,H (16).
HO. O
(Boc),, t-BUOH >( NHS, DCC
o] DMAP. PhMe CH,Cl, o
reflujo, 16 h RT, 16 h fo)
> P ——— OH
o) 35% de rendimiento O 38% de rendlmlentog
HO HO J o
9 10
1.2 eq. NaHCO, NHS, DCC
DME/H,0 CHxCl, o
RT,16 h (6] H @) O RT,16h o) H [e} o
S EEEEE—— N P N
100% de rendimiento HO /*\ 83% de rendimientoy~N-oy R /i\
[¢] o o]
(O] [OXe]
/&\ 1 /ﬁ\ 12
o
HOJ\AO/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O NaHCO;
DME/H,0
+ O\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\) RT, 16h
[ 90% de rendimiento
_
0O o O O O SO O,
4
o]
HOJK/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OV\O NHS, DCC
CH,Cl,
OV\O/\/O\/\o/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OV\O/\/OJ RT, 16h
[ o O~ “O 100% de rendimiento
H —_—
O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\ NJ\/I‘N /k\
H
[¢]
N P
o
HOJ\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O NaHCO3

DME/H,0
+ 0\/\o/\/O\AO/\/OV\ONO\/\o/\/OV\O/\/OV\O/\/OJ RT, 16h
[ 90% de rendimiento

0O O g O O N O O,

4
(o}
HOJ\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OV\O/\/OV\O/\/O\/\O NHS, DCC
CH,Cl,
0\/\0/\/0\/\()&0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/O\/\O/\/O RT, 16h
[ (¢} H O~ ~O 100% de rendimiento
o/\/o\/\o/\/owo/\/o\/\o/vo\/\o/\/owo/\/o\/\N)VI\N /i\ =
H
(¢}
13 oo

A
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o
ot
o
© oél\/\o/\/ov\o/\/ov\o/\/o\/\o/\/owo/\/o\/\o
O~
[Ov\O/\/OV\O/\/O\/\O/\/OV\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O BochiN NH,
0 —

o o o o o o X DME/H;0
T I e i S I s W e T Y| RT,5h
H o 78% de rendimiento
14 oo

A

o

BocHN/O\/\NJ\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O
H Me0—< :)—OMe

O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\)

[ o o~ "o TFA/CH,CI

H 212

0O O O O O O N /k\ S T1)3 .
N \
15 o
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o
H.N O~ N)K/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o
2 H

[O\/\O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\) N
o

H

O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\N N
H
16 o

HO S0

Acido de 14-(terc-butoxi)-14-oxotetradecanoico (9).
Un matraz de fondo redondo de 1 1 secado al fuego se cargd
con acido tetradecandioico (21 g, 81 mmol), DMAP (9.93 g, 81
mmol) y tolueno (300 ml). Una vez que la mezcla se agitd a
tempratura ambiente durante 15 min, se agregaron 2-
metilpropan-2-ol (11.7 ml, 122 mmol) vy dicarbonato de di-
terc-butilo (26.6 g, 122 mmol). La mezcla resultante se agitd
a temperatura ambiente durante 30 min, y luego se calentd a
116 °C durante 15 h. La mezcla se concentrd, y el residuo se
sometidé a cromatografia instantanea en gel de silice, que se
eluydé con EtOAc/hexanos (1:2) que contenia 1 % de HOAc, para
proporcionar &cido 14-(terc-butoxi)-1l4-oxotetradecanocico (9)
(9.0 g, 29 mmol, 35 % de rendimiento). El1 material era

Qo

aproximadamente 80 % puro segun RMN-'H (la mayor impureza era
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el di-terc-butiléster) y se usd directamente en la siguiente
etapa sin purificacidén adicional.

14-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) tetradecandiocato de
l-terc-butilo (10). Se agregd DCC en CH,Cl, (1M, 59.6 ml, 59.6
mmol) a una solucidén agitada de acido 14-(terc-butoxi)-14-
oxotetradecanoico (9) (12.5 g, 39.8 mmol) % 1-
hidroxipirrolidin-2,5-diona (6.86 g, 59.6 mmol) en CH,Cl, (200
ml). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la
noche, se filtrdé y luego se concentrd. El residuo se purificéd
mediante cromatografia instantdnea en gel de silice, se eluyd
con CHyCl, para ©proporcionar tetradecandioato 14-(2.5-
dioxopirrolidin-1-il) de 1-terc-butilo (10) (6.2 g, 15 mmol,
38 % de rendimiento) como un sélido blanco. RMN-'H (CDCls, 400
MHz) 6 2.84 (br s, 4H), 2.60 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.20 (t, J
= 7.5 Hz, 2H), 1.74 (m, 2H), 1.57 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.40
(m, 2H), 1.26 (m, 14H). RMN-'’°Cc (cDCl;, 100 MHz) d 173.4.
169.2. 168.7, 79.9, 35.6, 31.0. 29.54. 29.51. 29.47, 29.34.
29.31. 29.09, 28.8, 28.1. 25.6, 25.1.

Acido (S)-5-(terc-butoxi)-4-(14- (terc-butoxi)-14-
oxotetradecanamido) -5-oxopentanoico (11) Se agregd agua (40
ml) a una mezcla agitada de 4acido (S)-4-amino-5-(terc-
butoxi)-5-oxopentanoico (1.600 g, 7.87 mmol), 14-(2,5-
dioxopirrolidin-1-il) de tetradecandiocato de 1l-terc-butilo
(10) (3.6 g, 7.87 mmol) y NaHCOs3 (0.794 g, 9.45 mmol) en DME

(120 ml). La solucidén transparente resultante se agitd a
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temperatura ambiente durante la noche. El1 DME se retird al
vacio, y se agregd HC1l acuoso (1 M, 9.45 ml, 9.45 mmol) para
ajustar el pH a 2-3. La mezcla se extrajo con CHyCl, (1 x 250
ml, 2 x 50 ml) mientras que la capa acuosa se saturd con NaCl
s6lido. Las capas organicas combinadas se secaron en Na,SOy,
se filtraron, se concentraron y se secaron en alto vacio para
proporcionar &acido (S)-5-(terc-butoxi)-4-(1l4- (terc-butoxi) -
l4-oxotetradecanamido) -5-oxopentanoico  (11) (5.14 g, 10.3
mmol) como un sélido blanco que se usd directamente en la
siguiente etapa sin purificacidén adicional.

2-(14- (terc-butoxi)-14-
oxotetradecanamido)pentandiocato de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-
il) de (S)-1l-terc-butilo (12). Se agregd DCC en CH,Cl, (1 M,
11.8 ml, 11.8 mmol) a una solucidén agitada de &cido (S)-5-
(terc-butoxi)-4-(14- (terc-butoxi)-14-oxotetradecanamido)-5-
oxopentanoico (11) (3.93 g, 7.87 mmol), % 1-
hidroxipirrolidin-2,5-diona (1.359 g, 11.81 mmol) en CHyCIl,
(100 ml). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante
20 h y luego se filtré. E1 filtrado se concentrd al vacio, y
el residuo se purificé mediante cromatografia instantédnea en
gel de silice, se eluyd con EtOAc/CH,Cl, (1:19) para
proporcionar 2-(14- (terc-butoxi)-14-
oxotetradecanamido) pentandiocato de 5-(2.5-dioxopirrolidin-1-
il) de ((S)-l-terc-butilo (12) (3.2 g, 68 % de rendimiento).

RMN-'H (CDCls, 400 MHz) & 6.27 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.59 (m,
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1H), 2.84 (s, 4H), 2.71 (m, 1H), 2.63 (m, 1H), 2.31 (m, 1H),
2.22 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 2.18 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 2.08 (m,
1H), 1.58 (m 4H), 1.47 (s, 9H), 1.43 (s, 9H), 1.25 (m, 16H).
RMN-'’C  (CDCl;, 100 MHz) d 173.41. 173.37, 170.7, 169.1.
168.0. 82.8, 79.9, 51.6, 36.4. 35.6, 29.58, 29.47, 29.35,
29.30. 29.10. 28.12. 27.99, 27.55, 27.50. 25.59, 25.48,
25.13.

Compuesto 13. Se agregdé agua (4 ml) a una mezcla
agitada de compuesto 4 (750 mg, 0.448 mmol) (adgquirido de
Quanta BioDesign, Powell, Ohio), 2-(1l4- (terc-butoxi)-14-
oxotetradecanamido) pentandiocato de (5-(2,5-dioxopirrolidin-1-
il) de S)-1l-terc-butilo (12) (401 mg, 0.672 mmol) y NaHCOs
(45.1 mg, 0.537 mmol) en DME (12 ml). Una vez qgque la mezcla
se agitdé a temperatura ambiente durante la noche, se agregd
HCl1 acuoso (1 M, 0.537 ml, 0.537 mmol). La mezcla se
concentré al wvacio, vy el residuo se purificé mediante
cromatografia de fase inversa de presidén media en una columna
C-18, que se eluybé con MeCN/NH,Cl acuoso (monitoreado
mediante ELSD-MS). Las fracciones gque contenian el producto
deseado se combinaron, y los organicos volatiles se retiraron
utilizando un flujo de nitrdgeno. La solucidén acuosa
resultante que contenia el producto deseado se liofilizdé para
proporcionar el compuesto del titulo 13 (870 mg, 90% de
rendimiento) como un sbélido blanco. (M+2H)?" 1079, (M+3H)>"

719.
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Compuesto 14. Se agregdé DCC en CH,Cl, (1 M, 0.605
ml, 0.605 mmol) a una mezcla agitada del compuesto 13 (870
mg, 0.403 mmol), vy 1l-hidroxipirrolidin-2,5-diona (69,6 mg,
0.605 mmol) en CHyCl, (10 ml) a temperatura ambiente. La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la noche, se
filtro, se concentrdé vy se secd en alto vacio para
proporcionar el compuesto 14 como un sélido blanco, que se
usd directamente en la siguiente etapa sin purificacién
adicional.

Compuesto 15. Se agregd agua (4 ml) a una mezcla
agitada de compuesto 14 (908 mg, 0.403 mmol) y  2-
aminoetoxicarbamato de terc-butilo (2) (142 mg, 0.806 mmol)
en DME (12 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante la noche, se concentrd, y el
residuo se purificdé mediante cromatografia de fase inversa de
presién media en una columna C-18, que se eluyd con
MeCN/NH4C1l acuoso (columna: Teledyne Isco C18 Redi SepRf High
performance Gold; detector: ELSD; velocidad: 60 ml/min;
solvente A: 95 % de H,O, 5 % de MeCN, 10 mM de NH4OAcC;
solvente B: 5 % de HO0, 95 % de MeCN, 10 mM de NH4OAc). Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, y
los orgénicos volatiles se retiraron utilizando un flujo de
nitrégeno. La solucidén acuosa resultante que contenia el
producto deseado se liofilizd para proporcionar el compuesto

del titulo 15 (730 mg, 78% de rendimiento) como un sdélido
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blanco. (M+2H)*" 1158, (M+3H)>" 772.

Compuesto 16. Se agregd TFA (2 ml, 104 mmol) a una
mezcla agitada de compuesto 15 (420 mg, 0.181 mmol) vy 1,4-
dimetoxibenceno (201 mg, 1.451 mmol) en CHgCl, (8 ml) a
temperatura ambiente. La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 3 h, se concentrd, y el residuo se purificd
mediante cromatografia de fase inversa de presidédn media en
una columna C-18, que se eluyé con MeCN/NH,Cl acuoso
(monitoreado mediante ELSD-MS). Las fracciones que contenian
el producto deseado se combinaron, y los organicos volatiles
se retiraron utilizando un flujo de nitrdégeno. La solucidn
acuosa resultante que contenia el producto deseado se
liofilizbé para proporcionar el compuesto del titulo 16 (240
mg, 63% de rendimiento) como un sdélido blanco. Se determind
que la pureza de UHPLC-ELSD era de 75.2% mediante 1la
condicién B del anadlisis de UHPLC-ELSD. (M+2H)?" 1052.

(M+3H) " 701.

Sintesis de reaccién de espermina-Glu'-Ci4—CO,H (27)

+ ¥
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o
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RT 16 h O/%O [e) 20 [e)
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21% de rendimiento

50 (4- ((3-aminopropil) (terc-

butoxicarbonil)amino)butil) (3-
(((benciloxi)carbonil)amino)propil)carbamato

(18) . Se agregd agua (100 ml) a una mezcla

(benciloxicarboniloxi)succinimida (16.6 g, 66.4 mmol),

o5 1,4-diilbis((3-aminopropil) carbamato)

de Terc-butilo

de di-terc-butilo
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(Strgmgaard, K; Bjgrnsdottir, I; Andersen, K; Brierley, M.
J.; Rizoli, S.; Eldursi, N; Mellor, I,. R.; 4 Peter No.R.
Usherwood, P. No. R.; Hansen, S. H.; Krogsgaard-Larsen, P.;
Jaroszewski, J. W. Chirality, 2000. 12. 93) (19,1 g, 47,4
mmol) en THF (300 ml). Después de que se agitd a temperatura
ambiente durante la noche, la totalidad del THF se retird al
vacio, y la mezcla se extrajo con CHyCl, (350 ml, 100 ml x 2)
mientras la capa acuosa se saturaba con NaCI sdélido. Las
capas organicas combinadas se secaron en Na,SO4, se filtraron,
se concentraron al wvacio 'y se purificaron mediante
cromatografia instantédnea, se eluyeron con NH3; 2 M-MeOH/CH,Cl,
(de 1:19 a 1:9) para proporcionar (4-((3-aminopropil) (terc-
butoxicarbonil)amino)butil) (3-
(((benciloxi)carbonil)amino)propil)carbamato de terc-butilo
(18) (5.19 g, 9.67 mmol, 20.4 % de rendimiento). RMN-'H (400
MHz, CDCls3) d ppm 7.22 - 7.40 (m, 5 H), 5.01 - 5.12 (m, 2 H),
3.34 - 3.48 (m, 4 H), 3.01 - 3.31 (m, 5 H), 2.65 (br t,
J=6.60 Hz, 2 H), 1.86 - 2.19 (m, 4 H), 1.55 - 1.75 (m, 4 H),
1.43 - 1.50 (m, 4 H), 1.43 (s, 9 H), 1.42 (s, 9 H). El
espectro de RMN-'°C era muy complejo debido a la presencia de
rotameros.

Pentadecandioato de 15-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)
de 1l-(terc-butil) (19). Una mezcla de &acido 15-(terc-butoxi)-
15-oxopentadecanoico (compuesto 1 en el Ejemplo 4) (3.28 g,

10.0 mmol), l-hidroxipirrolidin-2,5-diona (1.73 g, 15.0 mmol)
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y EDC (2.88 g, 15.0 mmol) en CH;Cl, (100 ml) se agitd a
temperatura ambiente durante 16 h. Luego se diluyd con CH,CI,
(200 ml) y se lavd con salmuera/agua (1:1) dos veces, se secd
en Na,S04, se filtrd, se concentrd y se secd en alto wvacio
para proporcionar l-terc-butil 15-(2,5-dioxopirrolidin-1-i1l)
pentadecandioato (19) (4.26 g, 10.0 mmol, 100 % de
rendimiento), que se usd directamente en la siguiente etapa.

Acido (S) -5- (terc-butoxi) -4- (15- (terc-butoxi) -15-
oxopentadecanamido) -5-oxopentanoico (20) Una solucidén de
NaHCO; (1.01 g, 12.0 mmol) en agua (30 ml) se agregd a una
mezcla de &cido (S)-4-amino-5-(terc-butoxi)-5-oxopentanoico
(2.44 g, 12.0 mmol) y pentadecandioato de 15-(2.5-
dioxopirrolidin-1-il) de 1l-terc-butilo (19) (4.26 g, 10.0
mmol) en DME (90 ml). Después de que la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 16 h, la totalidad del DME se
retirdé al wvacio, el pH se ajustdé a 2-3, y la mezcla se
extrajo con CH,Cl, (350 ml, 150 ml). Las capas orgénicas
combinadas se secaron en Na,S04, se filtraron, se concentraron
y se secaron en alto vacio para proporcionar acido (S)-5-
(terc-butoxi)-4-(15-(terc-butoxi)-15-oxopentadecanamido) -5-
oxopentanoico (20) (5.14 g, 10.0 mmol, 100 % de rendimiento),
que se usd directamente para la siguiente etapa.

(15- (terc-butoxi) -15-oxopentadecanoil) -L-glutamato
de 5-(2.5-dioxopirrolidin-1-il) de 1-(terc-butil) (21). Una

mezcla de &cido (S)-5-(terc-butoxi)-4-(15-(terc-butoxi)-15-
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oxopentadecanamido) -5-oxopentanoico (20) (5.14 g, 10.0 mmol),
l-hidroxipirrolidin-2,5-diona (1.73 g, 15.0 mmol), EDC (2.88
g, 15,0 mmol) en CH,Cl, (100 ml) se agitd a temperatura
ambiente durante 16 h. Luego se diluyd con CHyCl, (200 ml) vy
se lavd con salmuera/agua (1:1) dos veces. La capa organica
se secd en Na,SO4, se filtrd, se concentrd al vacio, y el
residuo se sometidé a cromatografia instanténea, se eluyd con
EtOAc/CH,C1, para proporcionar 2-(15-(terc-butoxi)-15-
oxopentadecanamido) pentandiocato de 5-(2,5-dioxopirrolidin-1-
il) de (S)-1l-terc-butilo (21) (3.41 g, 5.58 mmol, 55.8 % de
rendimiento) (55.8% de rendimiento para 3 etapas) como un
s6lido blanco. RMN-'H (400 MHz, CDCls) & ppm 6.20 (br d,
J=7.82 Hz, 1 H), 4.62 (td, J=7.95, 4.89 Hz, 1 H), 2.80 - 2.91
(m, 4 H), 2.56 - 2.79 (m, 2 H), 2.29 - 2.42 (m, 1 H), 2.17 -
2.28 (m, 4 H), 2.02 - 2.16 (m, 1 H), 1.54 - 1.69 (m, 4 H),
1.48 - 1.53 (m, 9 H), 1.44 - 1.48 (m, 9 H), 1.21 - 1.39 (m,
18 H). RMN-'°C (101 MHz, CDCls) & ppm 173.35, 173.33, 170.66,
168.95, 168.01. 82.82. 79.85, 51.66, 36.46, 35.66, 29.61.
29.49, 29.35, 29.31. 29.12. 28.15, 28.00. 27.62. 27.54.
25.60. 25.48, 25.15.
(S)-8,13,21-tris(terc-butoxicarbonil)-3,18,23-

trioxo-1-fenil-2-oxa-4,8,13,17,22-pentaazaheptatriacontan-37-
oato de terc-butilo (22). Se agregd agua (20 ml) a una mezcla
de (4= ( (3—aminopropil) (terc-butoxicarbonil)amino)butil) (3-

(((benciloxi)carbonil)amino)propil)carbamato de terc-butilo
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(18) (1.42 g, 2.65 mmol), 2-(15-(terc-butoxi)-15-
oxopentadecanamido) pentandiocato de 5-(2.5-dioxopirrolidin-1-
il) de (S)-1l-terc-butilo (21) (1.62 g, 2.65 mmol) en DME (60
ml) . Después de que la mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante la noche, la totalidad de los componentes volatiles
(incluso el agua) se retiraron en alto vacio, y el residuo se
secd azeotrdpicamente con MeOH (2 x). El residuo se disolvid
en MeOH/CH,Cl, (1:9, < 10 ml) y se sometidé a cromatografia
instantéanea, que se eluyd con MeOH/CH,Cl, para proporcionar
8,13,21-tris (terc-butoxicarbonil)-3,18,23-trioxo-1-fenil-2-
oxa-4.8,13,17,22-pentaazaheptatriacontan-37-oato de (S)-terc-
butil (22) (2.74 g, 2.65 mmol, 100 % de rendimiento) como un
liguido wviscoso. RMN-'H (400 MHz, CDClsz) & ppm 7.29 - 7.39 (m,
5H), 7.12 - 7.25 (m, 1 H), 6.69 - 6.89 (m, 1 H), 5.67 - 5.95
(m, 1 H), 5.03 - 5.15 (m, 2 H), 4.30 - 4.47 (m, 1 H), 3.38 -
3.54 (m, 8 H), 3.05 - 3.32 (m, 8 H), 2.12 - 2.35 (m, 6 H),
1.86 - 2.05 (m, 1 H), 1.51 - 1.76 (m, 7 H), 1.45 (s, 9 H),
1.44 (s, 27 H), 1.17 - 1.33 (m, 20 H). El espectro de RMN-°C
era muy complejo debido a la presencia de rotameros.

(S) -5-(3-aminopropil) -10,18-bis (terc-
butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,15,20-trioxo-3-0xa-5,10,14,19-
tetraazatetratriacontan-34-ocato de terc-butilo (23) . Una
mezcla de 8,13,21-tris(terc-butoxicarbonil)-3,18,23-trioxo-1-
fenil-2-oxa-4,8,13,17,22-pentaazaheptatriacontan-37-oato de

(S)-terc-butilo (22) (1.36 g, 1.32 mmol) y Pd-C (0.140 g,
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10 % en peso) en etanol (100 ml) se hidrogendé en un agitador
Parr (Hz, 30 psi (2.11 kgf/cm2)) durante 18 h a temperatura
ambiente. La mezcla se filtrd, se lavd con EtOH, se concentrd
y se secd en alto vacio para proporcionar 5-(3-aminopropil) -
10,18-bis(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,15,20-trioxo-3-
oxa-5,10,14,19-tetraazatetratriacontan-34-oato de (S)-terc-
butilo (23) (1.19 g, 1.32 mmol, 100 % de rendimiento), gque se
usbé directamente para la siguiente etapa. RMN-'H (400 MHz,
CDCl3) & ppm 6.91 - 7.09 (m, 1 H), 6.46 - 6.73 (m, 1 H), 4.34
- 4.54 (m, 1 H), 3.66 - 3.81 (m, 1 H), 3.10 - 3.36 (m, 10 H),
2.82 - 2.93 (m, 2 H), 2.58 - 2.67 (m, 3 H), 2.13 - 2.36 (m, 6
H), 1.55 - 1.72 (m, 6 H), 1.49 - 1.53 (m, 4 H), 1.48 (s, 9
H), 1.47 (d4, J=3.18 Hz, 27 H), 1.22 - 1.37 (m, 20 H). EIl
espectro de RMN-'°C era muy complejo debido a la presencia de
rotameros.

Acido (S)-20,28,33-tris (terc-butoxicarbonil)-2,2-
dimetil-4,18,23,38-tetraoxo-3-oxa-19,24,28,33,37-
pentaazahentetracontan-41-ocico (24). Se agregd piridina (13
ml) a una mezcla de 5-(3-aminopropil)-10,18-bis(terc-
butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,15,20-trioxo-3-oxa-5,10,14,19-
tetraazatetratriacontan-34-oato de (S)-terc-butilo (23) (1.19
g, 1.32 mmol) vy dihidrofuran-2,5-diona (0.66 g, 6.6 mmol).
Después de que la mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 16 h, la totalidad de los componentes volatiles se

retiraron al vacio, y el residuo se sometid a cromatografia
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instantéanea, se eluybé con MeOH/CH,Cl, que contenia 0.5 % de
AcOH para proporcionar acido (S)-20,28,33-tris (terc-
butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,18,23,38-tetraoxo-3-oxa-
19,24,28,33,37-pentaazahentetracontan-41-oico (24) (1.32 g,
1.32 mmol, 100 % de rendimiento) como un liquido viscoso.
RMN-'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 4.38 - 4.50 (m, 1 H),
3.47 - 3.58 (m, 1 H), 3.09 - 3.32 (m, 9 H), 2.75 (s, 4 H),
2.64 - 2.73 (m, 2 H), 2.46 - 2.59 (m, 2 H), 2.27 - 2.35 (m, 2
H), 2.17 - 2.27 (m, 4 H), 2.07 - 2.14 (m, 4 H), 1.83 - 2.04
(m, 1 H), 1.67 - 1.80 (m, 3 H), 1.55 - 1.66 (m, 4 H), 1.41 -
1.54 (m, 38 H), 1.19 - 1.37 (m, 20 H).
(S)-8,13-bis(terc-butoxicarbonil)-3,18,23-trioxo-
4,8,13,17,22-pentaazahexatriacontan-1,21,36-tricarboxilato de
1-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) de 21,36-di-terc-butilo (25). Se
agregd DCC en CHCl, (1.0 M, 2.0 ml, 2.0 mmol) a una mezcla de
acido (S)-20,28,33-tris (terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-
4.18,23,38-tetraoxo-3-0oxa-19,24.28,33,37-
pentaazahentetracontan-41-oico (24) (1.32 g, 1.32 mmol), 1-
hidroxipirrolidin-2,5-diona (0.23 g, 2.0 mmol) en CH,Cl, (20
ml) . Después de que la mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 16 h, se filtrd, se concentrd y se secd en alto vacio
para proporcionar (S)-8,13-bis(terc-butoxicarbonil)-3,18,23-
trioxo-4,8,13,17,22-pentaazahexatriacontan-1,21,36-
tricarboxilato de 1-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) de 21,36-di-

terc-butilo (25) (1.45 g, 1.32 mmol, 100 % de rendimiento),
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que se usd directamente para la siguiente etapa.
(S)-18,23,31-tris (terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-
4,10,13,28,33-pentaoxo-3,6-dioxa-5,9,14,18,23,27,32-
heptaazaheptatetracontan-47-ocato de terc-butilo (26). Una
solucidén de NaHCO; (0.233 g, 2.77 mmol) en agua (4 ml) se
agregd a una mezcla de 8,13-bis(terc-butoxicarbonil)-3,18,23-
trioxo-4,8,13,17,22-pentaazahexatriacontan-1,21,36-
tricarboxilato de 1-(2.5-dioxopirrolidin-1-il) de (S)-21,36-
di-terc-butilo (25) (1.45 g, 1.32 mmol) y clorhidrato de 2-
aminoetoxicarbamato de terc-butilo (0.561 g, 2.64 mmol) en
DME (12 ml) a temperatura ambiente. Después de que la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 6 h, la totalidad de
los componentes volatiles, incluso el agua, se retiraron al
vacio, vy el residuo se secd azeotrdpicamente en THF. EI
residuo se sometid a cromatografia instanténea, se eluyd con
MeOH/CH,C1, para proporcionar (S)-18,23,31-tris(terc-
butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,10,13,28,33-pentaoxo-3, 6-dioxa-
5,9,14.18,23,27,32-heptaazaheptatetracontan-47-cato de terc-
butilo (26) (0.87 g, 0.75 mmol, 57 % de rendimiento) como un
liquido wviscoso. RMN-'H (400 MHz, CDCls) O ppm 4.33 - 4.48 (m,
1 H, 3.80 - 3.94 (m, 4 H), 3.42 - 3.55 (m, 14 H), 3.08 -
3.32 (m, 7 H), 2.68 - 2.77 (m, 4 H), 2.50 - 2.63 (m, 4 H),
2.13 - 2.34 (m, 4 H), 1.54 - 1.74 (m, 6 H), 1.43 - 1.53 (m,
45 H), 1.22 - 1.35 (m, 20 H). El espectro de RMN-13C era muy

complejo debido a la presencia de rotameros.
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Acido (S)-1- (aminooxi) -25-carboxi-4,7,22,27-
tetraoxo-3,8,12,17,21,26-hexaazahentetracontan-41-oico (27) .
A una mezcla de 18,23,31-tris (terc-butoxicarbonil) -2, 2-
dimetil-4.10.13,28,33-pentaoxo-3, 6-dioxa-5,9,14.18,23,27,32-
heptaazaheptatetracontan-47-oato de (S)—terc-butilo (26)
(0.50 g, 0.43 mmol) y DTT (0.067 g, 0.43 mmol) en TFA (1.5
ml), se agregaron trietilsilano (0.10 ml, 0.63 mmol) y agua
(0.10 ml, 5.6 mmol). La mezcla resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 2 h, y luego la totalidad de 1los
componentes volatiles se retiraron usando un flujo de N,
durante la noche. El1 residuo se sometidé a purificaciédn
mediante LC/MS preparativa usando las siguientes condiciones:
Columna: Waters CSH C18, 19 x 200 mm, particulas de 5 um;
fase mévil A: 5:95 acetonitrilo:agua con 0.1 % de A&cido
trifluorocacético; fase mévil B: 95:5 acetonitrilo:agua con
0.1 % de é&cido trifluorcacético; gradiente: 0-35% de B
durante 25 minutos, luego un mantenimiento de 5 minutos a 100
% de B; flujo: 20 ml/miNo. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron, y los componentes organicos
volatiles se retiraron utilizando un flujo de nitrbégeno. La
solucidén acuosa resultante que contenia el producto deseado
se enfrié hasta -78 °C en wun flujo de nitrdégeno y se
liofilizbé para proporcionar el compuesto del titulo (27) como

[o)

un sélido blanco (72 mg, 21 % de rendimiento). Se determind

Qo

que la pureza de LC-CAD era de 94.9 % mediante la condicidén C
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del anadlisis de UHPLC-CAD. [MH]" 745.009.

Condicién A de andlisis: Tiempo de retencidén = 1.27
min; ESI-MS (MH)® = 744.55.
Condicién B de andlisis: Tiempo de retencidén = 1.20

5 min; ESI-MS (MH)" = 744.40.
Sintesis de reaccidén del compuesto 39:

EDC, CH,Cl,

(o]
(o]
J\/\/\/\/\/\/\/\/\ﬂ/ \K RT.16h qo)K/\/\/\/\/\/\/\/\rrO
100% de rendimiento o 7<
29
\‘/ NaHCO3

o__o DME/H,0 (3/1) o 00,
i /\/\I M oo as e = A J\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁ‘/o
10 + Ph/\oJ\N NH, 100% de rendimiento Ph” 07N N 7<
" o

Hy (1 atm)
EtOH

RT 16 h
N/\/\I J\/\/\/\/\/\/\/\/\H/ + FmocNH/\/oV\O/\)]\ ?
100% de rendimientd 2

DME/H,0 (3/1) Et;N/DMF (1/4)

RT, 16 h N\I RT,20h
(o]
100% de rendimiento FmocNH™ >~ \/\o/\)J\ )K/\/\/W\/\/\/\H/ \’< 100% de rendimiento
HZN/\/ \/\O/\)L /\/\I J\/\/\/\/\/\W j< + FmocNH/\/o\/\O/\)J\ ?
DME/H,0 (3/1) o MI
RT, 16 h
_RT.16h FmocNH/\/o\/\O/\)I\N/\/O\/\O/\/U\N/\/O\/\O/\)J\ J\m

78% de rendimiento
34

Et,N/DMF (1/4) A/\I
Piridina
RT, 20 h HAN SO~ /\)k A0 /\)]\
_— > 2! o N (o] RT, 16 h
2 O 62% de rendimiento 67% de rendimiento

o o o /\/\OIO o
HO EDC, CH,CI
\ﬂ/\)J\N/\/O\/\o/\)J\N/\/O\/\O/\)J\N N RT 16 h 212
o H H H H o _—
o

100% de rendimiento

36
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39 OH

octadecandiocato de 18- (2.5-dioxopirrolidin-1-il) de
1- (terc-butil) (29). Se agregdé EDC (1.406 g, 7,33 mmol) a
una mezcla de acido 18- (terc-butoxi)-18-oxooctadecanoico (28)
(se prepard con un método similar al que se usd para preparar
el Compuesto 1 en el Ejemplo 4) (2.09 g, 5.64 mmol) y 1-
hidroxipirrolidin-2.5-diona (0.844 g, 7.33 mmol) en CH,Cl, (40
ml). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la
noche, se diluydé con CH,Cl, (100 ml) y se lavd con NaHCOs.
Después de la separacidn, la capa acuosa se extrajo con CH,Cl,
(80 ml x 2). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron en Na,SO,. se filtraron y se concentraron
al vacio. El residuo se sometidé a cromatografia instanténea,
se eluyd con CH,;Cl, para proporcionar octadecandioato de 18-
(2,5-dioxopirrolidin-1-i1l) de 1-terc-butilo (29) (2.13 g,

4.55 mmol, 81 % de rendimiento) como un sbélido blanco. RMN-'H



10

15

20

25

236

(400 MHz, CDCls3) & 2.85 (br s, 4H), 2.62 (t, J=7.5 Hz, 2H),
2.22 (¢, J=7.6 Hz, 2H), 1.77 (quin, J=7.5 Hz, 2H), 1.67 -
1.54 (m, 3H), 1.50 - 1.37 (m, 10H), 1.37 - 1.21 (m, 22H).
RMN-°C (101 MHz, CDCls) & ppm 173.33, 169.12.168.67, 79.85,
35.67, 30.98, 29.65 (br s), 29.62 (br s), 25.61. 29.55,
29.50. 29.36, 29.31. 29.12. 29.09, 28.81. 28.15, 25.15,
24.60.

(S)-18-((6-(((benciloxi)carbonil)amino)-1-(terc-
butoxi) -1-oxohexan-2-il)amino) -18-oxooctadecanocato de terc-
butilo (30). Se agregd NaHCO; (0.41 g, 4.83 mmol) a una
mezcla de octadecandioato de 18- (2.5-dioxopirrolidin-1-il) de
l-terc-butilo (29) (1.13 g, 2.416 mmol) y clorhidrato de
Lys (N*-CBZ)-0‘Bu (1.17 g, 3,14 mmol) en DME (60 ml) y agua (20
ml). La suspensidén liviana resultante se agitd a temperatura
ambiente durante la noche. El1 DME se retirdé al vacio, y luego
se agregd HCl acuocso (1 M, 4.83 ml, 4.83 mmol) para ajustar
el pH a 2-3. La mezcla se extrajo con EtOAc (200 ml, 100 ml x
2) . Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera,
se secaron en Na,S0,, se filtraron, se concentraron al vacio y
se sometieron a cromatografia instantdnea, se eluyeron con
EtOAc/CH,C1, para proporcionar 18- ((6-
(((benciloxi)carbonil)amino)-1-(terc-butoxi)-1-oxohexan-2-
il)amino)-18-oxooctadecanoato de (S)-terc-butil (30) (1.66 g,
2.42 mmol, 100 % de rendimiento) como un ligquido incoloro

viscoso. RMN-'H (400 MHz, CDCl;) & ppm 7.29 - 7.38 (m, 5 H),
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6.08 (br d4, J=7.34 Hz, 1 H), 5.06 - 5.19 (m, 2 H), 4.84 -
5.02 (m, 1 H), 4.48 (td, J=7.70. 5.14 Hz, 1 H), 3.07 - 3.27
(m, 2 H), 2.15 - 2.24 (m, 4 H), 1.75 - 1.88 (m, 1H), 1.49 -
1.70 (m, 7 H), 1.46 (s, 9 H), 1.44 (s, 9 H), 1.20 - 1.34 (m,
26 H). RMN-'°C (101 MHz, CDCls) & ppm 173.30. 172.87, 171.81.
171.05, 156.49, 136.67, 128.47, 128.03, 82.03, 79.82. 66.55,
60.35, 52.24. 40.66, 36.65, 35.64. 32.35, 29.67, 29.64.
29.61. 29.50. 29.48, 29.44. 29.33, 29.29, 29.10. 28.13,
28.00. 25.63, 25.13, 22.25, 21.00. 14.19. [MH]" 689.62.
(S)-18-((6-amino-1- (terc-butoxi)-l1-oxohexan-2-

il)amino) -18-oxooctadecanocato de Terc-butilo (31). Una mezcla
de 18- ((6-(((benciloxi)carbonil)amino)-1-(terc-butoxi)-1-
oxohexan-2-il)amino) -18-oxooctadecanoato de (S)-terc-butilo
(30) (1.060 g, 1.2 mmol) y Pd-C (0.128 g, 1.200 mmol) en EtOH
(50 ml) se hidrogendé (globo) durante la noche a temperatura
ambiente. Luego de varios ciclos de purga con nitrdégeno al
vacio, la mezcla de reaccién se filtrd cuidadosamente y se
lavé con EtOH. El1 filtrado se concentrdé y se secd en alto
vacio para proporcionar (31) 18-((6-amino-1-(terc-butoxi)-1-
oxohexan-2-il)amino)-18-oxooctadecanoato de (S)-terc-butilo
(0.67 g, 1.2 mmol, 100 % de rendimiento) como un ligquido
incoloro, que se utilizdé directamente en la siguiente etapa.
RMN-'H (400 MHz, CDCl;) & ppm 6.40 - 6.59 (m, 1 H), 4.30 -
4.50 (m, 1 H), 3.16 - 3.37 (m, 2 H), 2.65 - 2.81 (m, 2 H),

2.10 - 2.25 (m, 4 H), 1.72 - 1.84 (m, 1 H), 1.47 - 1.67 (m, 7
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H), 1.43 (s, 9 H), 1.41 (s, 9 H), 1.22 - 1.36 (m, 26 H). RMN-
*c (cpCls) & ppm 173.53, 173.48, 171.90. 82.10. 79.95, 52.47,
50.19, 40.80. 36.50. 35.62. 32.11. 30.66, 29.63, 29.60.
29.56, 29.48, 29.44. 29.33, 29.25, 29.05, 28.07, 27.94.
25.66, 25.09, 22.41. [MH]" 555.63.

(S)-19- (terc-butoxicarbonil) -1- (9H-fluoren-9-il) -
3,13,21-trioxo-2,7,10-trioxa-4,14,20-triazaoctatriacontan-38-
oato de Terc-butilo (32). Se agregd NaHCO; (0.202 g, 2.40
mmol) a una mezcla de 1-(9H-fluoren-9-il)-3-oxo-2,7,10-
trioxa-4-azatridecan-13-oato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo
(0.715 g, 1.44 mmol), 18- ((6—amino-1- (terc-butoxi)-1-
oxohexan-2-il)amino) -18-oxooctadecanocato de (S)-terc-butilo
(31) (0.67 g, 1.2 mmol) en DME (15 ml) y agua (5). Luego de
agitar a temperatura ambiente durante la noche, la totalidad
de los componentes volatiles se retiraron al vacio, y el
residuo se sometid a cromatografia instanténea, se eluyd con
EtOAc/CH,Cl, para proporcionar 19-(terc-butoxicarbonil)-1-(9H-
fluoren-9-il1)-3,13,21-trioxo-2,7,10-trioxa-4,14,20-
triazaoctatriacontan-38-ocato de (S)-terc-butil (32) (1.12 g,
1.20 mmol, 100 % de rendimiento) como un ligquido incoloro
viscoso. RMN-'H (400 MHz, CDCls;) & ppm 7.78 (d, J=7.58 Hz, 2
H), 7.63 (d, J=7.34 Hz, 2 H), 7.37 - 7.47 (m, 2 H), 7.30 -
7.36 (m, 2 H), 6.21 - 6.37 (m, 1 H), 6.00 - 6.17 (m, 1 H),
5.43 - 5.63 (m, 1 H), 4.40 - 4.54 (m, 3 H), 4.19 - 4.33 (m, 1

H), 3.75 (t, J=5.87 Hz, 2 H), 3.53 - 3.68 (m, 6 H), 3.42 (br
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d, J=4.89 Hz, 2 H), 3.22 (g, J=6.28 Hz, 2 H), 2.44 (br t,
J=5.38 Hz, 2 H), 2.22 (t, J=7.58 Hz, 4 H), 1.75 - 1.89 (m, 1
H), 1.55 - 1.69 (m, 7 H), 1.47 (s, 9 H), 1.46 (s, 9 H), 1.20
- 1.35 (m, 26 H). RMN-"’C (101 MHz, CDCls) & ppm 173.34.
173.01. 171.82. 171.38, 156.56, 143.99, 141.34. 127.70.
127.05, 125.06, 119.98, 82.07, 79.87, 70.25, 70.12. 70.05,
67.29, 66.03, 52.27, 47.33, 40.86, 38.99, 37.03, 36.67,
35.67, 32.45, 29.70. 29.67, 29.64. 29.63, 29.53, 29.51.
29.38, 29.33, 29.13, 29.03, 28.15, 28.04. 25.68, 25.16,
22.47. [MH]" 936.80.

(S)-1l-amino-15- (terc-butoxicarbonil) -9, 17-dioxo-
3,6-dioxa-10,16-diazatetratriacontan-34-ocato de terc-butilo
(33). Se agregd EtsN (2.5 ml, 18 mmol) a una mezcla de 19-
(terc-butoxicarbonil)-1-(9H-fluoren-9-i1)-3,13,21-trioxo-
2,7,10-trioxa-4,14,20-triazaoctatriacontan-38-ocato de (S) -
terc-butilo (32) (1.12 g, 1.20 mmol) en DMF (10 ml). Después
de gque la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la
noche, se agregdé mas Et3sN (1.0 ml, 7.2 mmol). La mezcla se
agitd a temperatura ambiente durante 7 h mas. La totalidad de
los componentes volatiles se retiraron al vacio, y el residuo
se secd en alto vacio para proporcionar l-amino-15-(terc-
butoxicarbonil)-9,17-dioxo-3, 6-dioxa-10.16-
diazatetratriacontan-34-ocato de (S)-terc-butilo (33) (0.857
g, 1.20 mmol, 100 % de rendimiento) como un ligquido incoloro,

que se utilizé directamente en la siguiente etapa. [MH]'
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714.70.

(S) -39- (terc-butoxicarbonil) -1- (9H-fluoren-9-il) -
3,13,23,33,41-pentaoxo-2,7,10,17,20,27,30-heptaoxa-
4,14,24,34,40-pentaazaoctapentacontan-58-ocato de terc-butilo
(34). Se agregd NaHCO3 (0.20 g, 2.4 mmol) a una mezcla de 1-
(9H-fluoren-9-1il1l)-3-o0x0-2,7,10-trioxa-4-azatridecan-13-oato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (0.715 g, 1.44 mmol), l-amino-
15-(terc-butoxicarbonil)-9,17-dioxo-3, 6-dioxa-10.16-
diazatetratriacontan-34-ocato de (S)-terc-butilo (33) (0.857
g, 1.20 mmol) en DME (15 ml) y agua (5 ml). Después de que la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la noche, la
totalidad de los componentes volatiles se retiraron al wvacio,
y se agregd HC1l acuoso (1 M, 2.4 ml, 2.4 mmol) para ajustar
el pH a 2-3. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (200
ml, 100 ml x 2). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera, se secaron en Na,SQOy, se filtraron vy se
concentraron al vacio. El residuo se sometidé a cromatografia
instantdnea (gel de silice), se eluydé con MeOH/CH,Cl, para
proporcionar 29- (terc-butoxicarbonil)-1-(9H-fluoren-9-il) -
3,13,23,31-tetraoxo-2,7,10,1720-pentaoxa-4,14,24,30-
tetraazaoctatetracontan-48-ocato de (S)-terc-butilo (34) (1.03
g, 0.940 mmol, 78 % de rendimiento) como un liquido incoloro
viscoso. RMN-'H (400 MHz, CDCls;) & ppm 7.78 (d, J=7.58 Hz, 2
H), 7.63 (br d4, J=7.34 Hz, 2 H), 7.39 - 7.46 (m, 2 H), 7.30 -

7.36 (m, 2 H), 6.74 (br s, 1 H), 6.27 - 6.39 (m, 1 H), 6.05 -
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6.24 (m, 1 H), 5.60 - 5.78 (m, 1 H), 5.19 - 5.40 (m, 3 H),
4.38 - 4.55 (m, 3 H), 4.17 - 4.32 (m, 1 H), 3.74 - 3.79 (m, 2
H), 3.72 (t, J=5.99 Hz, 2 H), 3.61 - 3.67 (m, 4 H), 3.54 -
3.61 (m, 8 H), 3.48 - 3.54 (m, 6 H), 3.37 - 3.47 (m, 4 H),
3.17 - 3.29 (m, 2 H), 2.49 (br t, J=5.87 Hz, 2 H), 2.43 (t,
J=5.87 Hz, 2 H), 2.18 - 2.26 (m, 4 H), 1.76 - 1.90 (m, 1 H),
1.51 - 1.73 (m, 7 H), 1.48 (s, 9 H), 1.46 (s, 9 H), 1.18 -
1.37 (m, 26 H). RMN-'°C (101 MHz, CDCls3) & ppm 173.34. 173.04.
171.80. 171.43, 171.34. 156.62. 144.00. 141.35, 127.69,
127.05, 125.04. 119.97, 82.05, 79.87, 77.55, 70.22. 70.18,
70.16, 70.07, 69.92. 67.23, 66.51. 53.40. 52.29, 50.8¢,
47.34. 40.99, 39.18, 39.04. 37.04. 36.95, 36.67, 35.67,
32.42. 29.70 (br s), 29.68 (br s), 29.65 (br s), 29.63 (br
s), 29.54. 29.51. 29.38, 29.34. 29.32. 29.12. 29.01. 28.15,
28.0. 25.68, 25.16, 22.51. [MH]' 1254.90.

(S)-1-amino-25- (terc-butoxicarbonil)-9,19,27-
trioxo-3,6,13,16-tetraoxa-10,20,26-triazatetratetracontan-44-
oato de terc-butilo (35). Se agregd EtsN (1.2 ml, 8.61 mmol)
a una mezcla de 29-(terc-butoxicarbonil)-1-(9H-fluoren-9-1il) -
3,13,23,31-tetraoxo-2,7,10,17,20-pentaoxa-4,14,24,30-
tetraazaoctatetracontan-48-ocato de (S)-terc-butilo (34) (330
mg, 0.301 mmol) en DMF (3 ml). Después de que la mezcla se
agitd a temperatura ambiente durante 20 h, la totalidad de
los componentes volatiles se retiraron en alto wvacio. EI1

residuo se sometid a cromatografia instanténea, se eluyd con
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NH3-MeOH/CH,Cl, 2 M (1:9), para proporcionar l-amino-25-(terc-
butoxicarbonil)-9,19,27-trioxo-3,6,13,1l6-tetraoxa-10,20,26-
triazatetratetracontan-44-cato de (S)-terc-butilo (35) (164

mg, 0.188 mmol, 62.3

o°

de rendimiento) como un liquido
incoloro. RMN-'H (400 MHz, CDCl;) & ppm 6.78 - 6.92 (m, 1 H),
6.48 - 6.62 (m, 1 H), 6.15 - 6.35 (m, 1 H), 4.35 - 4.53 (m, 1
H), 3.75 (g, J=6.11 Hz, 4 H), 3.59 - 3.68 (m, 8 H), 3.54 -
3.59 (m, 2 H), 3.49 - 3.54 (m, 2 H), 3.40 - 3.48 (m, 3 H),
3.16 - 3.29 (m, 2 H), 2.80 - 2.92 (m, 2 H), 2.38 - 2.57 (m, 4
H), 2.12 - 2.32 (m, 4 H), 1.75 - 1.87 (m, 1 H), 1.49 - 1.75
(m, 8 H), 1.47 (s, 9 H), 1.45 (s, 9 H), 1.20 - 1.38 (m, 26
H). RMN-’C (101 MHz, CDCls;) & ppm 173.32. 173.04. 171.80.
171.47, 171.37, 81.99, 79.85, 74.86, 73.34. 70.30. 70.23,
70.12. 70.08, 69.88, 67.30. 52.31. 50.60. 41.74. 39.18,
39.00. 37.05, 37.00. 36.64. 35.65, 32.35, 29.67, 29.66,
29.61. 29.52. 29.48, 29.33, 29.31. 29.31. 29.11. 29.04.
28.13, 28.03, 25.68, 25.13, 22.51. [MH]" 873.75.

Acido (S) -23- (terc-butoxicarbonil) -2,2-dimetil-
4,21,29,39,49-pentaoxo-3,32,35,42,45-pentaoxa-22,28,38,48-
tetraazadopentacontan-52-ocico (36). Se agregd piridina (5.0
ml) a una mezcla de l-amino-25-(terc-butoxicarbonil)-9,19,27-
trioxo-3,6,13,16-tetraoxa-10,20,26-triazatetratetracontan-44-
oato (35) (164 mg, 0.188 mmol) y dihidrofuran-2,5-diona de
(S)-terc-butilo (94 mg, 0.939 mmol) a temperatura ambiente.

Después de que la mezcla se agitd a temperatura ambiente
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durante la noche, la totalidad de los componentes volatiles
se retiraron en alto vacio. El residuo se purificdé mediante
cromatografia de fase inversa de presidn media en una columna

C-18, que se eluyd con MeCN/TFA acuoso (monitoreado por ELSD-

MS). Las fracciones qgue contenian el producto deseado se
combinaron, y los componentes organicos volatiles se
retiraron utilizando un flujo de nitrdégeno. La solucidn

acuosa resultante que contenia el producto deseado se
liofilizbé para proporcionar el compuesto del titulo acido
(S)-23-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,21,29,39,49-
pentaoxo-3,32,35,42,45-pentaoxa-22.28, 38,48~
tetraazadopentacontan-52-oico (36) (123 mg, 0.126 mmol, 67.3
% de rendimiento) como un liquido incoloro. [MH]® 973.81.
(S)-3,13,23,31-tetraoxo-7,10,1720-tetraoxa-
4,14,24 ,30-tetraazaheptatetracontan-1,29,47-tricarboxilato de
1-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) de 29,47-di-terc-butil (37). A
una mezcla de acido (S)-23-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-
4,21,29,39,49-pentaoxo-3,32,35,42,45-pentaoxa-22,28,38,48-
tetraazadopentacontan-52-oico (36) (123 mg, 0.126 mmol), 1-
hidroxipirrolidin-2,5-diona (21.8 mg, 0.190 mmol) y EDC (31.5
mg, 0.164 mmol), se agregd CH,Cl, (5 ml). Después de agitar la
solucidén transparente resultante a temperatura ambiente
durante la noche, LC/ELSD-MS mostrdé aproximadamente 70 % de
conversidNo. Se agregd més 1-hidroxipirrolidin-2,5-diona

(21.8 mg, 0.190 mmol) vy EDC (31.5 mg, 0.164 mmol), vy 1la
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mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3,5 h.
LC/ELSD-MS mostrdé una conversién completa. La mezcla se
diluydé con CHCl, (150 ml) y se lavd con agua/salmuera (2:1),
se secd en Na,304, se filtrd, se concentrd en alto vacio para
proporcionar 3,13,23,31-tetraoxo-7,10,1720-tetraoxa-
4,14,24,30-tetraazaheptatetracontan-1,29,47-tricarboxilato de
1-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) de (S)-29,47-di-terc-butilo (37)
(135 mg, 0.126 mmol, 100 % de rendimiento) como un liquido
incoloro, que se utilizdé directamente en la siguiente etapa.
[MH]* 1070.93.

(S) -39- (terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-
4,10,13,23,33,41-hexaoxo-3,6,17,20,27,30-hexaoxa-
5,9,14,24,34.40-hexaazaoctapentacontan-58-ocato de Terc-butilo
(38). Se agregd NaHCO; (21.2 mg, 0.252 mmol) a una mezcla de
1-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) 3,13,23,31-tetraoxo-7,10,17,20-
tetraoxa-4,14,24,30-tetraazaheptatetracontan-1,29,47-
tricarboxilato de (S)-29,47-di-terc-butilo (37) (135 mg,
0.126 mmol) y clorhidrato de 2-aminoetoxicarbamato de terc-
butilo (53.6 mg, 0.252 mmol) en DME (4.5 ml) y agua (1.5 ml).
La solucidén transparente resultante se agitd a temperatura
ambiente durante la noche. La totalidad de los componentes
volatiles se retiraron al vacio, y el residuo se purificd
mediante cromatografia de fase inversa de presidn media en
una columna C-18, que se eluydé con MeCN/TFA acuoso

(monitoreado por ELSD-MS). Las fracciones gque contenian el
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producto deseado se combinaron, y los componentes organicos
volatiles se retiraron utilizando un flujo de nitrdgeno. La
solucidén acuosa resultante que contenia el producto deseado
se liofilizd para proporcionar el compuesto del titulo 39-
(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,10,13,23,33,41-hexaoxo-

3,6,17,20,27,30-hexaoxa-5,9,14,24,34,40-

hexaazaoctapentacontan-58-cato de (S)-terc-butilo (38) (118
mg, 0.104 mmol, 83,0 % de rendimiento). [MH]" 1131.99.
Acido (S)-1-(aminooxi) -33-carboxi-4,7,17,27,35-

pentaoxo-11,14,21,24-tetraoxa-3,8,18,28,34-
pentaazadopentacontan-52-oico (39). Se agregdé TFA (2 ml) a O
°C a una mezcla de 39-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-
4,10,13,23,33,41-hexaoxo-3,6,17,20,27,30-hexaoxa-
5,9,14,24,34,40-hexaazaoctapentacontan-58-ocato de (S)-terc-
butilo (38) (118 mg, 0.104 mmol) y l.4-dimetoxibenceno (144
mg, 1.043 mmol) en CHy;Cl, (2 ml). La mezcla se agité a 0 °C
durante 5 min, y luego a temperatura ambiente durante 2 h. La
mezcla se concentrd, y luego se secd en alto vacio durante 30
miNo. El1 residuo se purificdé mediante cromatografia de fase
inversa de presidén media en una columna C-18, que se eluyd
con MeCN/TFA acuoso (monitoreado por ELSD-MS). Las fracciones
que contenian el producto deseado se combinaron, y 1los
compuestos organicos volatiles se retiraron utilizando un
flujo de nitrdégeno. La solucidn acuosa resultante que

contenia el producto deseado se enfridé hasta -78 °C en un
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flujo de nitrdégeno y se 1liofilizd para proporcionar acido
(S)-1-(aminooxi)-33-carboxi-4,7,17,27,35-pentaoxo-
11,14,21,24-tetraoxa-3,8,18,28,34-pentaazadopentacontan-52-
oico (39) (60.0 mg, 0.004 mmol, 61.3 % de rendimiento) como
un sélido blanco. Se determind que la pureza de LC-CAD era de
98.0 % mediante la condicién D del anadlisis de UHPLC-CAD.
[MH]* 919.88, [M+2H]'/2 460.69.

Ejemplo 7: Ensayo de acumulacién de cAMP
intracelular

Los efectos de la relaxina H2 estédn mediados por su
receptor cognado acoplado a proteinas G, receptor del péptido
de 1la familia de relaxina (RXFPl), lo que permite la
estimulacién de una combinacidén de mediantes de transduccidn
de sefial celular que dependen del tipo de célula y pueden
incluir adenilato ciclasa, proteina gquinasa A, proteina
quinasa C, fosfatidilinositol 3-quinasa y Qquinasa regulada
por la sefial extracelular (Erkl/2). Bathgate, et al., 2006.
Pharmacol. Rev. 58, 7-31. El ensayo de acumulacibén de cAMP
intracelular descrito en la presente se utilizdé para evaluar
la biocactividad y potencia de la relaxina. Los compuestos de
prueba se basaron en WT-RLX (Figura 1), AQl (Figura 2) vy
BM25/AN1 (Figura 3). Los prolongadores PK, como se mostrd, se
conjugaron con la para-acetil-fenilalanina contenida en AQl y
BM25/AN1 mediante un enlace oxima como se describidé en el

Ejemplo 3.
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Las células CHO-K1 (ATCC; Cat. No.° CRL-9618) que
expresaban de manera estable el receptor RXFP1 humano (locus
No.° LOC59350) (10.000/cavidad) se colocaron en placas de 96
cavidades y se cultivaron durante la noche a 37 °C y 5 % de
CO,. Al dia siguiente, el medio se retird de las cavidades, vy
las células se estimularon con la adicidén de 1ligando
(polipéptido de relaxina) en 50 ul de amortiguador (1 X HBSS,
5 mM de HEPES (7,2), 0.5 mM de 1IBMX, 0.1 % de BSA); la
incubacién duré 10 min a 37 °C. Las células no estimuladas se
usaron como controles de referencia. Las reacciones se
detuvieron, y se midieron los niveles de cAMP celular usando
un kit de cAMP de fluorescencia homogénea de resolucidn
temporal (HTRF) Dynamic 2 (CisBio, #62AM4PEC) de conformidad
con el protocolo del fabricante. Se analizaron las placas
usando un lector multidetector EnVision 2104 (PerkinElmer).
La sefial se expresd en términos de la relacidédn de intensidad
de fluorescencia a 665 nm/intensidad de fluorescencia a 620
nm x 10.000. La concentracién de cAMP en la muestra se
determiné mediante la comparacién con curvas esténdares
generadas de concentraciones conocidas de cAMP. La potencia
de cada relaxina se determindé usando curvas de respuesta a la
concentracién de 10 puntos, que se realizaron en duplicado.
Los datos se analizaron con un software Microsoft Excel,
versién 2013 X1fit. Los valores de concentracién efectiva 50

(EC50), el punto en el que la respuesta era la mitad de la
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maxima, se calcularon usando una ecuacidén logistica de 4
parametros que permitid una pendiente variable (Tabla 3).
Tabla 3. Resultados del ensayo de acumulacidén de
CAMP intracelular Abreviaturas usadas en esta tabla: dK: D-
lisina; Sar: sarcosina (N-metilglicina); dGlu: Acido D-
glutamico; PEG de 20 kDa: poli(etilenglicol), peso molecular
20 kDa; PEGn (por ejemplo, n es 2. 12. 24 o 36):
- (0O-CH,—-CHj3) ,-0-; -Cl13-: - (C=0)-(CHy)i12—-; -Cl4-: - (C=0)-(CHy) 13—
; —-Cl5-: —-(C=0)-(CH)14— (estas abreviaturas son ilustrativas

de, pero no limitan, -Cn- de la Férmula I o los usos de estos
términos fuera de esta tabla). En Glu'-Cl13-, Glu'-Cl4-, Glu'-
Cl15- y Glu'-Cl7- en la Tabla 3, el primer carbono carbonilo

del &cido graso estd unido a un residuo Glu (gama) mediante

un enlace amida.

EC50 de CcAMP | Componente
Nombre del conjugado de relaxina hRXFP1/CHO-K1 | peptidico SEQ
(nM, prom.) ID NO:
WT-RLX 0.12
BM25/AN1 0.09
BM25/AN1-C13-CH3 1.85
AQ1 0.11
AQl1-PEG de 20 kDa 3.22
AQ1-Glu-C13-CH3 0.95
AQ1-Glu-C13-COOH 0.18
AQ1-PEG36-Glu-C13-CH3 0.15
AQ1-PEG36-G1lu-C13-COOH 0.25
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AQ1-GGGGS-Glu'-C13-COOH 0.14 101
AQ1-DRDDRD-C13-COOH 0.32 102
AQ1-KKKKKK-Glu'-C13-COOH 0.08 103
AQ1-RGGEEKKKEKEK-G1lu'-C13-COOH 0.29 104
AQ1-GGGEEE-G1u'-C13-COOH 0.22 105
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C13-COOH 0.31 106
AQ1-KKKGGG-G1lu'-C13-COOH 0.09 107
AQ1-GETGSSGEGT-G1lu'-C13-COOH 0.65 108
AQ1-GGGKKK-G1lu'-C13-COOH 0.19 109
AQ1-GSHHHHHGS-G1u’-C13-COOH 0.28 110
AQl-Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Sar-Sar-Sar- 111
0.39

Sar-Glu'-C13-COOH

AQl-Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Glu'-C13-COOH 0.32 112
AQl-Sar-Sar-Sar-Glu-Glu-Glu'-C13-COOH 0.59 113
AQ1-KKSGGSGG-Glu'-C13-COOH 0.34 114
AQ1-KKSGGSGG-G1lu“~C13-COOH 0.27 115
AQ1-KKSAGSAG-G1lu’-C13-COOH 0.27 116
AQ1-KSGGSGG-Glu'-C13-CO0H 0.24 117
AQ1-KKKSGGSGG-G1lu'-C13-COOH 0.14 118
AQ1-KKSGGSGGEE-G1u'-C13-CO0H 0.16 119
AQ1-dKJKdKAKdKAK-Glu’-C13-COOH 0.10 120
AQ1-EESGGSGG-Glu'-C13-COOH 0.83 121
AQ1-GGGGS-Glu'-C15-COOH 1.55 122
AQ1-GSGSGSGS-G1lu'-C15-COOH 2.79 123
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C15-COOH 5.26 124
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C17-COOH 10.52 125
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AQ1-EEEGGG-Glu'-C13-CH3 0.38 126
AQ1-EEEGGG-Glu'-C15-CH3 0.46 127
AQ1-EEEGGG-dG1lu’-C13-COOH 1.91 128
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C14-COOH 1.88 129
AQ1-EGGGGSK-G1lu'-C13-COOH 0.31 130
AQ1-EEEEEE-G1u'-C15-COOH 11.06 131
Compuesto AQl 39 2.23
AQl-EEEEPEEEEPEEEEPEEEE-G1lu'-C14-CH3 0.33 133
AQl-EEEEPEEEEPEEEEPEEEE-G1lu'-C15-CH3 0.34 134
AQl-EEEEPEEEEPEEEEPEEGGG-C14-CH3 0.16 135
AQ1-EEEEGEEEEGEEEEGEEEE-Gluy-C14-CH3 0.67 136
AQ1-KGGEEKKKEKEKEPKGGEEKKKEKEK-Glu'- 137
1.81
C15-COCH
AQ1- EAQKAQAFEAQKAQAEAQKAQA-Glu'-C15- 138
4.96
COCH
AQ1-GGGGS-Glu'-C14-COOH? 0.28 139
AQ1-KK-G1lu'-C13-COOH 0.10 140
AQ1-KK-G1lu'-C14-COOH 0.34 141
AQ1-KK-G1lu'-C15-COOH 0.40 142
AQ1-EEEEEE-G1lu'-C14-CH3 0.38 143
AQ1-KK-Glu'-C14-CH3 0.35 144
AQ1-KGP-Glu'-C14-COOH 0.27 145
AQ1-KGPKGP-G1lu'-C14-COOH 0.23 l4e
AQ1-SGGGS-G1lu'-C14-COOH 0.32 147
AQ1-KGGGS-G1lu'-C14-COOH 0.34 148
AQ1-KGGGSE-Glu'-C14-COOH 0.37 149
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AQ1-GSPGSP-G1lu'-C14-COOH 0.29 150
AQ1-GGGGP-G1lu'-C14-COOH 0.39 151
AQ1-EGGS-G1lu’-C14-COOH 0.33 152
AQ1-EGGGP-G1lu’-C14-COOH 0.44 153
AQ1-KGPGSE-G1lu'-C14-COOH 0.60 154
AQl-espermina-Glu’-C14-COOH 0.39

AQ1-KKGGS-G1lu'-C15-COOH 1.36 156

® conjugado de relaxina AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO:
139)-C14-COOH comprende un polipéptido de la cadena A de
relaxina de SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de la cadena B de
relaxina de SEQ ID NO: 6, en donde la para-acetil-L-
fenilalanina modificada ubicada en el N-terminal del
polipéptido de la cadena A de relaxina se liga al mejorador
PK que comprende GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139)-Cl14-COOH, como

se ilustra en la Férmula ITIT

o

AQ1-Relaxina ‘eki/NHz

(Férmula III).

Ejemplo 8: Estudios farmacocinéticos (PK) in vivo

Las ratas Sprague-Dawley macho (n=3) recibieron una
dosis unica intravenosa (IV) o subcutédnea (SC) (1 mg/kg) de
constructos de relaxina (como se describe en el Ejemplo 7

anterior) formulados en un amortiguador adecuado (por
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ejemplo, 20 mM de histidina, 750 mM de NaCl, pH 6.0). Las

muestras de sangre se recolectaron mediante vena yugular en

momentos diferentes en 72 horas. Las muestras de sangre se

dejaron coagular a temperatura ambiente (30 - 60 min) y luego

se centrifugaron (1500 - 2000) a 4 °C para proporcionar

suero. Luego de la centrifugacidn, las muestras de suero se

transfirieron a placas de 96 cavidades y se almacenaron a -80

°C hasta el bioanédlisis.

midieron del suero mediante ELISA:

Los

los animales

paradmetros farmacocinéticos se calcularon mediante métodos no

perfiles

individuales

se usaron para el andlisis.

concentracidédn-tiempo

de

Las concentraciones de relaxina se

relaxina de

compartimentales usando Phoenix WinNonlin (versidén 6.4)
Kinetica (versidn Se informaron los parametros
farmacocinéticos medios Cpax, AUCins, Cps y la semivida (Tabla
4) .
Tabla 4. Datos PK 1in vivo (abreviaturas de 1la
Tabla 3).
SEQ ID
PK de
PK de PK de | NO: de
rata
Nombre del conjugado de | rata rata compone
AUC
relaxina Dosis SC Cc24 nte
total
(mg/kg) (nM) peptidi
h*nmol/1
CO
AQ1-PEG de 20 kDa 1.0° 1475 39
AQl1-PEG36-Glu-C13-COOH 1.0 1003 9.7
AQ1-GGGGS-G1lu’-C13-COOH 0.8 1096 1.52 101

Los
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AQ1-DRDDRD-C13-COOH .0 1008 0.38 102
AQ1-KKKKKK-G1lu'-C13-COOH .0 38 0.05 103
AQ1-RGGEEKKKEKEK-Glu'-C13- 104
.0 987 0.10
COOH
AQ1-GGGEEE-G1u'-C13-COOH .0 866 0.18 105
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C13-COOH .0 1381 0.29 106
AQ1-KKKGGG-G1lu'-C13-COOH .0 258 0.24 107
AQ1-GETGSSGEGT-G1lu'-C13-CO0H .0 1112 0.28 108
AQ1-GGGKKK-G1lu'-C13-COOH .0 231 0.10 109
AQ1-GSHHHHHGS-G1u'-C13-COOH .0 582. 0.46 110
AQ1-KSGGSGG-G1lu'-C13-COOH .0 814 0.73 117
AQ1-KKKSGGSGG-G1lu'-C13-COOH .0 264 0.21 118
AQ1-KKSGGSGGEE-G1lu'-C13-COOH .0 676 0.09 119
AQ1-dKdKdKAKdKdK-Glu'-C13- 120
.0 31.2 0.06
COOH
AQ1-GGGGS-G1lu'-C15-COOH .0P 5526 44 122
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C15-COOH .0 3553 22 124
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C13-CH3 .0 274 0.4 126
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C15-CH3 .0 370 0.89 127
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C14-COOH .0°¢ 2137 5.2 129
AQ1-GGGGS-Glu'-C14-COOH .0 2308 17 139
AQ1-KK-Glu'-C14-COOH .0 451 1.5 141
AQ1-KK-Glu'-C15-COOH .0 820 8.8 142
AQ1-GSPGSP-Glu'-C14-COOH .0 1979 5 150
151
AQ1-GGGGP-G1lu'-C14-COOH .0 2179 3.9

a

ajustado de 0.2 mpk

® ajustado de 0.3 mpk

e}

ajustado de 0.5 mpk
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Ejemplo 9: Estudios de flujo sanguineo renal de
rata

Las ratas Sprague-Dawley macho (~250 - 300 g) se
anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg), se colocd
una canula en la traquea con un tubo PE-205 para mantener la
permeabilidad de la mediante respiratoria, y la temperatura
se mantuvo a 37 °C con una placa quirurgica calentada. Un
catéter de presidén 1.4F (Millar Inc., Houston, TX) se pasd
por la arteria cardétida derecha para medir la presidn
sanguinea adrtica. Se colocd una canula en la vena yugular
derecha con un tubo PE50 para la administracidén de articulos
de prueba. El rifién izquierdo se expuso mediante una incisidn
retroperitoneal, y una sonda de flujo Doppler (modelo 0.5 VB,
Transonic System Inc., Ithaca, NY) se colocd en la arteria
renal izquierda para monitorear el flujo sanguineo. El1 sodio
pentobarbital (15 mg/kg, intraperitoneal) se enriquecid luego
de que finalizaron los procedimientos quirtrgicos. Luego de
10-15 min de estabilizacidén, la relaxina se administrd a 1
mg/kg por mediante intravenosa en un volumen de dosis de 0.15
a 1.82 ml/kg en un lapso de 30 segundos mediante una bomba de
infusidn (Harvard Apparatus, Holliston, MA). La presidn
sanguinea, la frecuencia cardiaca y el flujo sanguineo renal
se registraron continuamente durante 45 min después de la
administracién de la relaxina usando una unidad Millar MPVS

Ultra Signal Conditioning conectada a wuna computadora de
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escritorio que funcionaba con un software de adquisicidn de
datos LabChart 7-Pro (ADInstruments, Dunedin, Nueva Zelanda)
(Tabla 5).

Tabla 5. Cambios en el flujo sanguineo renal de 1la

5 rata (abreviaturas de la Tabla 3).

% de cambio | SEQ ID NO:
en RBF | DEL
Conjugado de relaxina sobre el | COMPONENTE
valor PEPTIDICO
inicial
10 WI-RLX 125
AQ1-PEG de 20 kDa +21
BM25/AN1 -20
BM25/AN1-C13-CH3 -100°
BM25/AN1- PEG36-C13-CH3 -90
BM25/AN1- PEG36-Glu-C13-CH3 -25
15 AQ1 -17
AQ1-Glu-C13-CH3 -27°
AQ1-G1lu-C13-COOH +14°
AQ1-PEG36-Glu-C13-CH3 +20°
AQ1-PEG36-C13-COOH +22
AQ1-PEG36-G1lu-C13-COOH +24
20
AQ1-PEG36-G1lu-C15-COOH +30
AQ1-PEG24-Glu-C13-COOH +15
AQ1-PEG12-Glu-C13-COOH +5
AQ1-GGGGS-G1lu'-C13-CO0H +2 101
AQ1-DRDDRD-C13-COOH +11 102

25
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AQ1-KKKKKK-G1lu'-C13-COOH +12 103
AQ1-RGGEEKKKEKEK-G1lu'-C13-COOH +19 104
AQ1-GGGEEE-G1u'-C13-COOH +11 105
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C13-COOH +7° 106
AQ1-KKKGGG-Glu'-C13-COO0H +10° 107
AQ1-GGGKKK-G1lu'-C13-COOH +9 109
AQ1-GSHHHHHGS-G1u’-C13-COOH +16 110
AQl-Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Glu'-C13-COOH +6 157
AQl-Sar-Sar-Sar-Glu-Glu-Glu'-C13-COOH +5 158
AQ1-KSGGSGG-G1lu'-C13-COOH +17 117
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C13-CH3 +1 126
AQ1-EEEGGG-G1lu'-C15-CH3 +18 127
AQ1-GGGGS-Glu'-C14-COOH +10 139

Los animales murieron al poco tiempo de la
administracién del compuesto. La necropsia mostrd coloracidn
padlida en los pulmones, lo que indica una pérdida completa
del flujo sanguineo.

P Se observé que los compuestos eran escasamente
solubles.

Los resultados se tabularon para ilustrar la
relacién compleja entre la estructura vy posicidén del
conjugado y el flujo sanguineo renal resultante. WT-RLX solo
produjo aproximadamente un aumento del 25 % en el flujo

sanguineo renal sobre el nivel inicial, lo cual se esperaba

conociendo la actividad vascular de relaxina. Se esperaba que
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los diversos compuestos de prueba, dgque eran agonistas de
relaxina (véase Ejemplo 7), también produjeran un aumento en
el flujo sanguineo renal. Sorprendentemente, sin embargo, se
observd qgue algunos de los compuestos produjeron
disminuciones en el flujo sanguineo renal. Tal insuficiencia
en el flujo sanguineo renal podria ser una contraindicacidn
clinicamente significativa, especialmente en la insuficiencia
cardiaca, en donde se observa a menudo la insuficiencia
renal. Todos los compuestos BM25/AN1. BM25/AN1-C13-CH3,
BM25/AN1- PEG36-C13-CH3, BM25/AN1- PEG36-Glu-C13-CH3, AQl vy
AQ1-Glu-C13-CH3 generaron un flujo sanguineo renal
insuficiente (Tabla 5 anterior).

Los resultados fueron inesperados e impredecibles.
Los compuestos relacionados estructuralmente exhibieron
efectos divergentes en el flujo sanguineo renal. LEVEMIR®,
una forma de insulina de accidén prolongada aprobada por la
FDA y comercializada para el tratamiento de diabetes, es un
conjugado insulina-Cl13-CH3 cuya seguridad queddé demostrada
(NDA 21-878 por Novo Nordisk A/S, péagina 1). Por el
contrario, la administracidén de BM25/AN1-C13-CH3, cuya
estructura es similar a LEVEMIR®, fue mortal en ratas, y la
necropsia mostrd rifiones palidos, 1lo que indica un blogqueo en
el flujo sanguineo renal. Ademds, la relaxina AQl, dque
contiene una sustitucién de un Unico aminocdcido con para-

acetil-fenilalanina en la posicién 1 de 1la cadena A,
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disminuydé el flujo sanguineo renal, mientras que el compuesto
AQ1-PEG de 20kDa, que contiene la misma sustitucidn de
aminoacido no natural pero se conjuga con un PEG de 20kDa,
aumentdé el flujo sanguineo renal. Asimismo, BM25/AN1-PEG36-
Glu-C13-CH3 disminuydé el flujo sanguineo renal, pero AQl-
PEG36-Glu-C13-CH3 aumentd el flujo sanguineo renal. Varios de
los compuestos antes mencionados que disminuyeron el flujo
sanguineo renal contenian un mejorador PK que terminaba con
un grupo metilo, por ejemplo, BM25/AN1-C13-CH3, BM25/AN1-
PEG36-C13-CH3 y AQl1-Glu-Cl13-CH3. Sin embargo, los animales
tratados con AQl-EEEGGG-Glu'-C15-CH3 y AQl1-PEG36-Glu-C13-CH3
mostraron un flujo sanguineo bueno, lo cual indicd que el
grupo metilo no causdé de manera invariable un flujo sanguineo
renal insuficiente. En contraste, AQl1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO:
139)-C14-COOH, vy otras moléculas de relaxina AQl de prueba
conjugadas con un mejorador PK gque comprendian un componente
peptidico y un &cido graso -C13-COOH, -C14-COOH o -C15-COOH,
generalmente, mostraron una mejoria en el flujo sanguineo
renal (Tabla 5 anterior).

Ejemplo 10: Estudios de toxicidad en ratas

AQ1-PEG de 20 kDa se administrdé a ratas por
mediante subcutédnea en dosis de 1.5 y 15 mg/kg/dia durante
10 dias. Después de la dosis final, los animales se
sometieron a eutanasia, se disecaron, % se realizd

histopatologia del rifiéNo. Se observaron vacuolos en
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células epiteliales tubulares renales en todas las dosis
(Figura 7C). Por el contrario, no se observaron vacuolos en
células epiteliales tubulares renales de ratas que
recibieron dosis de vehiculo (150 mM de Arg en 10 mM de
amortiguador de citrato, pH 5.5) por mediante subcuténea
durante 10 dias (Figura 7A).

AQ1-PEG36-Glu-C1l3-COOH se administrdé a ratas por
mediante subcutédnea en dosis de 10 y 40 mg/kg/dia durante 7
dias. Después de la dosis final, los animales se sometieron a
eutanasia, se disecaron, y se realizdé histopatologia del
rifiéNo. Se observaron vacuolos en células epiteliales
tubulares renales en todas las dosis (Figura 7B).

AQ1-GGGGS-Glu" (SEQ ID NO: 139)-C14-COOH se
administrdé a ratas por mediante subcutdnea en dosis de 5, 20
vy 40 mg/kg/dia durante 7 dias. Después de la dosis final, los
animales se sometieron a eutanasia, se disecaron, Yy se
realizé histopatologia del rifiéNo. En todas las dosis, las
células epiteliales tubulares renales parecian normales y no
mostraron indicios de vacuolos relacionados con los articulos
de prueba (Figura 7D).

El compuesto AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139)-Cl4-
COOH también mostrdé buenos resultados de flujo sanguineo
renal (Ejemplo 9), perfil de solubilidad favorable (no se
muestran datos) y una viscosidad considerablemente menor que

AQl1-PEG de 20 kDa.
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Ejemplo 11: Efecto de relaxina sobre los
fibroblastos cardiacos humanos primarios

Los fibroblastos cardiacos humanos primarios (NHCF-
V) se adquirieron de Lonza, Fairlawn, NJ (Cat. No.: CC-2904).
Las células NHCF-V se aislaron del ventriculo de tejido de
corazdn adulto normal. La tincidén demostrd que las células
expresaban o-actina del musculo liso y que expresaban 2 90 %
de colédgeno I y £ 10 % de factor VIII de Von Willebrand. Las
células en los pasajes 3 a 6 se usaron para estudios en
tiempo real de transcripcidén inversa cuantitativa-reaccidn en
cadena de polimerasa (gRT-PCR). Las células se cultivaron en
FGM™-3 BulletKit™ (Cat. No.: CC-4526, Lonza) que contenia 10
% de medio completo de FBS. En la confluencia, las células se
dividieron y se cultivaron en placas de 6 cavidades a una
densidad de 150.000/cavidad durante 24 h en medio completo.
Posteriormente, las células se trasladaron a medio libre de
suero (Cat. No.: CC-3131. medio basal de fibroblasto, Lonza)
durante 24 h, luego se trataron con relaxina H2 humana (Cat.
No.: 3596-RN, R&D Systems) o AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139)-
Cl14-COOH en presencia de 0.5 ng/ml de TGF-B (Cat. No.: 240-B,
R&D Systems) durante 24 horas més. La seleccidén de
concentraciones de TGF-B para la identificacidédn y duracidn
del tratamiento se basaron en informes anteriores. Las
células en placas de 6 cavidades se cosecharon para la

extraccién total de ARN y el andlisis de gRT-PCR.
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El ARN total se extrajo usando el minikit RNeasy
(Cat. No.: 74106, Qiagen) segun los protocolos del
fabricante, lo que incluye la supresién de cADN gendmico
sobre la columna. Se realizd gRT-PCR en tiempo real en dos
etapas; la sintesis de cADN y la deteccidn en tiempo real se
llevaron a cabo en un ciclador térmico PTC-100 (MJ Research)
y un sistema de deteccién de secuencias ABI Prism 7700
(Applied Biosystems), respectivamente. Se usdé una mezcla
maestra para PCR universal TagMan (Applied Biosystems) en
reacciones PCR posteriores segun los protocolos del
fabricante. Todas las reacciones gRT-PCR se realizaron en
duplicado. Los cebadores especificos de secuencia para alfa-
actina de masculo liso (sentido: 57—
AAATACTCTGTCTGGATCGGTGGCTCC-3' (SEQ ID NO:51); antisentido:
5’ -CACATAGGTAACGAGTCAGAGCTTTGGCTA-3’ (SEQ ID NO:52)) y el gen
housekeeping L30 (sentido: 5’'-GCTGGAGTCGATCAACTCTAGG-3' (SEQ
ID NO:53); antisentido: 5’-CCAATTTCGCTTTGCCTTGTC-3’ (SEQ 1ID
NO:54)) se disefiaron usando el software Primer Express
Versidén 2 (Applied BRiosystems) en funcién de las secuencias
publicadas (www.ncbi.nlm.nih.gov). Los niveles de expresidn
de alfa actina de mGsculo liso se normalizaron a los niveles
de expresidédn del gen housekeeping L30. Los fibroblastos
cardiacos humanos tratados con AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO:
139)-C14-COOH se analizaron para identificar diferencias

significativas con respecto a las células tratadas con
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vehiculo wusando wuna prueba T Student (Microsoft Excel,
Versidén 2013), en donde un valor P £ 0.05 se considera
significativo.

Se demostrd que AQl-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139)-Cl4-
COOH reduce la expresién del gen profibrético, alfa-actina de
misculo 1liso, en fibroblastos cardiacos humanos primarios
tratados con TGF-beta (0.5 ng/ml; 24 h). Como se muestra en
las Figuras 6A-6B, las disminuciones en la expresidén génica
dependian de la concentracidén y eran igualmente sélidas para
la relaxina humana H2 y AQl1-GGGGS-Glu’' (SEQ ID NO: 139)-Cl4-
COOH. Se demostrd que AQ1-GGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 139)-Cl4-
COOH se puede usar como agente antifibrdético para tratar
enfermedades fibrdéticas, por ejemplo, fibrosis cardiaca.

Ejemplo 12: Ejemplos adicionales de mejoradores PK

Los mejoradores PK que se muestran en la siguiente
Tabla 6 se produjeron, en general, de conformidad con 1los
métodos descritos anteriormente en los Ejemplos 4, 5 y 6.
Estos mejoradores PK se conjugaron con polipéptidos de
relaxina modificada que comprendian un aminodcido codificado
de manera no natural (por ejemplo, en la posicién 1 de 1la
cadena A, tal como RLX-AQl) usando los métodos descritos en
el Ejemplo 3 vy se caracterizaron, lo que incluye la
evaluacién para determinar la actividad Dbioldbégica, las
propiedades farmacocinéticas, los efectos sobre el flujo

sanguineo renal, la formacidén de vacuolos y los efectos sobre
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Ejemplos

abreviaturas se indican en

los fibroblastos cardiacos descritos en los Ejemplos 7-11.

de mejoradores PK (las

la Tabla 3 y se indican

Componente peptidico SEQ ID
Estructura del mejorador PK

NO:
AAAAAS-X-FA 159
AAAAS-X-FA 160
AAAS-X-FA 161
AASAASAASAA-X-FA 162
AASAASAAS-X-FA 163
AASAAS-X-FA 164
AASSA-X-FA 165
AAS-X-FA 166
AGAGS-X-FA 167
AGAGS-X-FA 168
AGAS-X-FA 169
AGAS-X-FA 170
AGGAS-X-FA 171
AGGAS-X-FA 172
AGGGS-X-FA 173
AGGGS-X-FA 174
AS-X-FA 175
APAPAPAPS-—x-FA 176
A’APAPs-x-Fa 177
APaPs-x-Fa 178
APs-x-Fa 179

a
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EGGEGG-Z-FA 180
EGGEGP-Z-FA 181
EGPEGP-Z-FA 182
GGAAS-X-FA 183
GGAAS-X-FA 184
GGAS-X-FA 185
GGAS-X-FA 186
GGGAS-X-FA 187
GGGAS-X-FA 188
GGGGGGS-X-FA 189
GGGGGS-X-FA 190
GGGGS-FA 191
GGGGS-PEG2-PEG2-X-FA 192
GGGGS-X-C14-COOH 193
GGGGS-X-FA-cola de &dcido | 194
malénico

GGGGS-X-FA-cola de &acido | 195
succinico

GGGGS-Z-FA 196
GGGGS-Z-FA 197
GGGGT-FA 198
GGGSG-X-FA 199
GGGSSS-X-FA 200
GGGSS—-X-FA 201
GGGSS-X-FA 202
GGGS-X-FA 203
GGGTTTT-X-FA 204
GGSGGGGG-X-FA 205
GGSGGSGGSGG-X-FA 206
GGSGGSGGS-X-FA 207
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GGSGGS—-X-FA 208
GGSGG-X-FA 209
GGSGS—-X-FA 210
GGSSG-X-FA 211
GGSSSS—-X-FA 212
GGSSS—-X-FA 213
GGSS-X-FA 214
GGSS-X-FA 215
GGSS-X-FA 216
GGS-Z-FA 217
GGTTTT-X-FA 218
GGTTT-X-FA 219
GGTT-X-FA 220
GSGGG-X-FA 221
GSGGS—-X-FA 222
GSGSGSGSGS-X-FA 223
GSGSGSGS—-X-FA 224
GSGSGS—-X-FA 225
GSGSG-X-FA 226
GSGS-X-FA 227
GSP-Z-FA 228
GSSSS—-X-FA 229
GSSS-X-FA 230
GSS-X-FA 231
GS-Z-FA 232
GTTT-X-FA 233
GTT-X-FA 234
KGGGS-Z-FA 235
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KGGKGG-Z-FA 236
KK-PEG2-PEG2-X-FA 237
KKS-FA 238
KKS-Z-FA 239
KKT-FA 240
KKT-Z-FA 241
KK-X-cola de &cido maldénico | 242
KK-X-cola de acido | 243
succinico

KK-Z-FA 244
KPKS-Z-FA 245
KSGGGSK-Z-FA 246
KSGKSG-Z-FA 247
SGGGGG-X-FA 248
SGGGG-X-FA 249
SGGGG-X-FA 250
SGGGS-X-FA 251
SGGG-X-FA 252
SGG-X-FA 253
SG-X-FA 254

X = GluY, (D)-GluY, Asp%, Asp®,

7z = (D)-GluY, Asp®, Asp’,

(D) -Asp® o (D)-AspF

(D) -Asp® o (D)-AspF

FA = 4cido graso = por ejemplo,

Cl13-COOH, C14-COOH

o C15-COOH; a menos que se indique lo contrario

Los mejoradores PK gue se muestran en la Tabla 7 se

sintetizaron, en general, de

descritos en los Ejemplos

conformidad

3-5

en

la

con los

presente.

métodos

Estos
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mejoradores PK se conjugaron con polipéptidos de relaxina
modificada que comprendian un aminoacido codificado de manera
no natural (por ejemplo, en la posicidén 1 de la cadena A, tal
como en RLX-AQ1l) usando los métodos descritos en el Ejemplo 3
y se caracterizaron, lo que incluye 1la evaluacidén para
determinar la actividad bioldégica, las propiedades
farmacocinéticas, los efectos sobre el flujo sanguineo renal,
la formacidén de vacuolos y los efectos sobre los fibroblastos
cardiacos descritos en los Ejemplos 7-11.

Tabla 7. Ejemplos de mejoradores PK (abreviaturas:
N-MeK: 6-N-metil 1lisina; Dap: acido 2,3-diaminopropidnico;

otros como en la Tabla 3).

Componente peptidico SEQ
Estructura del mejorador PK ID NO:

255
GS-Glu’-C14-COOH

256
GGS-Glu'-C14-COOH

257
GSP-Glu'-C14-COOH

258
EGGEGG-G1lu'-C14-COOH

259
Glu'GGGGS-G1lu'-C14-COOH

260
EGGEGP-Glu'-C14-COOH

261
EGPEGP-Glu’-C14-COOH
Espermina-Glu’'-C13-COOH

262
KGGGS-G1lu’-C15-CO0OH




10

15

20

25

268

GGGGS-Glu'-C13-CH3

263
KSGGGSK-G1lu'-C15-COOH

264
KSGKSG-G1lu'-C15-COOH

265
KGGKGG-G1lu'-C15-COOH

266
KPKS-G1lu'-C15-COOH

267
dKdKdKdKdJKdK-Glu'-C13-COOH

268
DapDapDapDapDapDap-Glu'-C13-COOH
N-MeK-N-MeK-N-MeK-N-MeK-N-MeK-N- 269
MeK-Glu'-C13-COOH

270
dKdKdKGGG-G1lu'-C13-CO0H

271
GGGEEE-G1u'-C15-COOH

272
GGGEEE-G1u'-C17-COOH

273
KKKKP-G1lu'-C13-COOH

274
KKKKKK-C13-COOH

275
KAQKAQA-G1lu'-C13-COOH

276
KKKKPKKKK-G1lu'-C13-COOH

277
KKKKKKGGG-Glu'-C13-CO0OH

278
EEEGGG-dG1lu'-C13-CH3

279

Cabe destacar que 1los ejemplos y las

descritas en la presente son solo

ilustrativos,

modalidades

y que las

diversas modificaciones o cambios en funcidn de estos seréan
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sugeridos a las personas de experiencia en la técnica y deben
incluirse en el espiritu y el ambito de la presente solicitud y
el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Cabe aclarar
también que la terminologia utilizada en la presente tiene como
fin describir modalidades de ejemplo Unicamente, y no pretende
limitar el alcance de la presente descripcidédn, en donde
aquellas solo estédn limitadas por las reivindicaciones
adjuntas. Todas las publicaciones, patentes, solicitudes de
patente y/u otros documentos citados en la presente solicitud
se 1incorporan por referencia en su totalidad para todos los
fines en la misma medida que si las publicaciones, patentes,
solicitudes de patente y/u otros documentos individuales se
incorporaran individualmente ©por referencia para todos 1los

fines.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de relaxina modificada,
caracterizado porque comprende un aminoadcido codificado de
manera no natural, en donde:

(a) el polipéptido de relaxina modificada comprende
el polipéptido de la cadena A de relaxina de SEQ ID NO: 4 y
el polipéptido de la cadena B de relaxina de SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6, sustituido con un aminodcido codificado de
manera no natural en una posicidén seleccionada del grupo que
consiste en: residuo 1 de la cadena A, residuo 2 de la cadena
A, residuo 5 de la cadena A, residuo 13 de la cadena A,
residuo 18 de la cadena A, residuo 5 de la cadena B, residuo
7 de la cadena B y residuo 25 de la cadena B, y qgque tienen
opcionalmente hasta dos sustituciones, inserciones y/o
supresiones de aminoadcidos adicionales en la cadena A de
relaxina y/o la cadena B de relaxina;

(b) el aminoédcido codificado de manera no natural

tiene la estructura:

H,N CO,H

14

en donde el grupo R es cualquier sustituyente
diferente de la cadena lateral que se encuentra en alanina,
arginina, asparagina, &cido aspartico, cisteina, glutamina,

adcido glutémico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
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lisina, metionina, fenilalanin, prolina, serina, treonina,
triptédfano, tirosina o valina; y

(c) el aminocacido codificado de manera no natural
estd ligado a un mejorador farmacocinético que comprende un
componente peptidico de 2 a 30 aminodcidos y una porcidn de
prolongacidédn de semivida.

2. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 1, caracterizado porque el
polipéptido de la cadena A de relaxina comprende SEQ ID NO: 4
sustituida con el aminocacido codificado de manera no natural
en el residuo 1 y que opcionalmente tiene hasta
sustituciones, 1inserciones vy/o supresiones adicionales de
aminoéacidos.

3. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
polipéptido de la cadena A de relaxina comprende SEQ ID NO: 4
sustituida con el aminocdcido codificado de manera no natural
en el residuo 1 y qgque opcionalmente tiene una sustituciédn,
insercidén o supresidén adicional de aminoacidos.

4. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 3, caracterizado porque el
polipéptido de la cadena B de relaxina comprende SEQ ID NO: 5
o SEQ ID NO: 6 que tienen opcionalmente una sustitucién,
insercidén o supresidén adicional de aminoacidos.

5. El polipéptido de relaxina modificada de
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conformidad con la reivindicacidén 1, caracterizado porque el
polipéptido de la cadena A de relaxina comprende SEQ ID NO: 4
sustituida con el aminocacido codificado de manera no natural
en el residuo 1, y tal polipéptido de la cadena B de relaxina
comprende SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

6. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural comprende un grupo carbonilo, un grupo aminooxi, un
grupo hidrazida, un grupo hidrazina, un grupo semicarbazida,
un grupo azida o un grupo alquino.

7. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque un aminodcido codificado de manera no
natural comprende un derivado de fenilalanina.

8. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural se selecciona de una fenilalanina para-sustituida,
orto-sustituida o meta-sustituida.

9. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural se selecciona de una fenilalanina parasustituida,

ortosustituida o metasustituida que comprende un grupo
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carbonilo, un grupo aminooxi, un grupo hidrazida, un grupo
hidrazina, un grupo semicarbazida, un grupo azida o un grupo
alquino.

10. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural comprende para-acetil-L-fenilalanina.

11. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-10,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural estd ligado al componente peptidico.

12. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural estd ligado a tal mejorador farmacocinético mediante
un enlace oxima o un enlace triazol.

13. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11,
caracterizado porque el aminodcido codificado de manera no
natural estd ligado al mejorador farmacocinético mediante un
enlace oxima.

14. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
polipéptido de la cadena A de relaxina comprende SEQ ID NO:

35, y el polipéptido de la cadena B de relaxina comprende SEQ
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ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, y en donde la cadena A o la cadena B
de relaxina tiene opcionalmente hasta dos sustituciones,
inserciones o supresiones adicionales de aminoacidos.

15. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidédn 13, caracterizado porque
comprende un polipéptido de la cadena A de relaxina que tiene
al menos 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de cadena B de relaxina que
tiene al menos 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos
con SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

16. El polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 15, caracterizado porque un
polipéptido de la cadena A de relaxina que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia de aminoadcidos con SEQ ID NO: 35.

17. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 15, caracterizado porgque un
polipéptido de la cadena B de relaxina que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6.

18. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 15, caracterizado porque el
polipéptido de la cadena A de relaxina comprende SEQ ID NO:
35, yv el polipéptido de la cadena B de relaxina comprende SEQ
ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

19. E1 polipéptido de relaxina modificada de
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conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-18,
caracterizado porque el componente peptidico comprende de 2 a
25 aminoacidos.

20. El1 ©polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 19, caracterizado porque el
componente peptidico comprende de 2 a 20 aminoacidos.

21. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 19, caracterizado porque el
componente peptidico comprende de 3 a 10 aminoacidos.

22. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 19, caracterizado porque el
omponente peptidico comprende de 4 a 8 aminoacidos.

23. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con una de las reivindicaciones 1-18,
caracterizado porque el componente peptidico comprende Glu,
GluY, GGGGS-Glu¥ (SEQ ID NO: 139), DRDDRD (SEQ ID NO: 102),
KKKKKK-Glu' (SEQ ID NO: 103), RGGEEKKKEKEK-GluY (SEQ ID NO:
104), GGGEEE-Glu' (SEQ ID NO: 105), EEEGGG-Glu'Y (SEQ ID NO:
106), KKKGGG-Glu" (SEQ ID NO: 107), GETGSSGEGT-Glu” (SEQ 1ID
NO: 108), GGGKKK-Glu' (SEQ ID NO: 109), GSHHHHHGS-Glu' (SEQ ID
NO: 110), Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Sar-Sar-Sar-Sar-Glu' (SEQ 1ID
NO: 111), Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Glu'Y (SEQ ID NO: 112), Sar-Sar-

Sar-Glu-Glu-Glu¥ (SEQ ID NO: 113), KKKSGGSGG-GluY (SEQ ID NO:
118), KKSGGSGG-GluY (SEQ ID NO: 114), KKSGGSGG-Glu® (SEQ 1ID

NO: 115), KKSAGSAG-Glu” (SEQ ID NO: 116), KSGGSGG-Glu' (SEQ ID
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NO: 117), KKSGGSGGEE-GluY (SEQ ID NO: 119), dKdKdAKdAKdKdK-Glu"
(SEQ ID NO: 120), EESGGSGG-Glu' (SEQ ID NO: 121), GSGSGSGS-
GluY (SEQ ID NO: 123), EEEGGG-dGluY (SEQ ID NO: 128), EGGGGSK-
Glu" (SEQ ID NO: 130), EEEEEE-Glu" (SEQ ID NO: 131),
EEEEPEEEEPEEEEPEEEE-Glu" (SEQ 1D NO: 133),
EEEEPEEEEPEEEEPEEGGG (SEQ ID NO: 135), EEEEGEEEEGEEEEGEEEE-
GluY (SEQ ID NO: 136), KGGEEKKKEKEKEPKGGEEKKKEKEK-Glu' (SEQ ID
NO: 137), EAQKAQAEAQKAQAEAQKAQA-GluY (SEQ ID NO: 138), KK-GluY
(SEQ ID NO: 140), GluY, KGPKGP-Glu" (SEQ ID NO: 146), SGGGS-
GluY (SEQ ID NO: 147), KGGGS-Glu' (SEQ ID NO: 148), KGGGSE-
GluY (SEQ ID NO: 149), GSPGSP-Glu' (SEQ ID NO: 150), GGGGP-
GluY (SEQ ID NO: 151), EGGS-Glu' (SEQ ID NO: 152), EGGGP-Glu"
(SEQ ID NO: 153), KGPGSE-Glu' (SEQ ID NO: 154), Espermina-Glu"
o KKGGS-GluY (SEQ ID NO: 156).

24. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-18,
caracterizado porque el componente peptidico comprende
GGGGS-GluY (SEQ ID NO: 139), DRDDRD (SEQ ID NO: 102), KKKKKK-
Glu¥ (SEQ ID NO: 103), RGGEEKKKEKEK-Glu' (SEQ ID NO: 104),
GGGEEE-GluY (SEQ ID NO: 105), EEEGGG-Glu'Y (SEQ ID NO: 106),
KKKGGG-Glu" (SEQ ID NO: 107), GGGKKK-Glu’ (SEQ ID NO: 109),
GSHHHHHGS-GluY (SEQ ID NO: 110), Sar-Sar-Sar-Sar-Ser-Glu¥ (SEQ
ID NO: 112), Sar-Sar-Sar-Glu-Glu-Glu” (SEQ ID NO: 113), o
KSGGSGG-GluY (SEQ ID NO: 117).

25. El1 polipéptido de relaxina modificada de
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conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-18,
caracterizado porque el componente peptidico comprende Glu'.

26. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-18,
caracterizado porque el componente peptidico comprende
GGGGS-Glu” (SEQ ID NO: 139).

27. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-18,
caracterizado porque comprende el polipéptido de la cadena A
de relaxina de SEQ ID NO: 4 y el polipéptido de la cadena B
de relaxina de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, sustituidas con
un aminoadcido codificado de manera no natural en el residuo 1
de la cadena A, en donde el aminodcido codificado de manera
no natural estd ligado al mejorador farmacocinético, vy tal
mejorador farmacocinético comprende el componente peptidico
GGGGS-Glu’ (SEQ ID NO: 139).

28. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-27,
caracterizado porque la porcidén de prolongacidn de semivida
comprende un Aacido graso o un derivado de este, en donde el
adcido graso o derivado de este se liga de manera covalente al
componente peptidico.

29. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-27,

caracterizado porque la porcidén de prolongacidén de semivida
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comprende un acido graso saturado o un derivado de este.

30. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-29,
caracterizado porque la porcidén de prolongacidn de semivida
comprende un acido graso terminado con un acido carboxilico.

31. El1 ©polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-30,
caracterizado porque la porcidén de prolongacidn de semivida
comprende un acido graso de la Fdérmula I:

-Cn-COOH (Férmula I)
en donde n es de 10 a 18.

32. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porque n
es de 12 a 17.

33. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porgque n
es 13, 14 o 15.

34. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-33,
caracterizado porque la porcidén de prolongacidn de semivida
comprende -C14-COOH.

35. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-34,

caracterizado porgque el mejorador farmacocinético comprende:
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HO
H o oy S~ 0 H
HN\ N )J\/N /U\/N ~ MNT(vW\M/wOH
o7 I(\H ITNH If\ﬁ ‘0 )

HO Yo
GGGGS-Glu'-C14-COOH
(Férmula II)

en donde el grupo aminooxi estd ligado al
aminodcido no natural en el ©polipéptido de relaxina
modificada.

36. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-35,
caracterizado porque la porcidén de prolongacidn de semivida
estd conjugada con el componente peptidico mediante un enlace
amida.

37. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 1, caracterizado porque
comprende el polipéptido de la cadena A de relaxina de SEQ ID
NO: 4 y el polipéptido de la cadena B de relaxina de SEQ ID
NO: 5 o SEQ 1ID NO: o, sustituidos con un aminoacido
codificado de manera no natural en el residuo 1 de la cadena
A;

en donde el aminocadcido codificado de manera no
natural comprende para-acetil-L-fenilalanina ligada al
mejorador farmacocinético que comprende

un componente peptidico que comprende GGGGS-GluY

(SEQ ID NO: 139) y
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una porcidén de prolongacidén de semivida que
comprende -C14-COOH.
38. Un polipéptido de relaxina modificada,

caracterizado porque comprende:

o

AQ1-Relaxina \8%"“2

HO.
H o H o H \: (o] H
. N N N A AN OH
CH;3 (o) o o HO X0 ( F

6rmula III),

en donde AQl-relaxina comprende un polipéptido
de la cadena A de relaxina que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia de aminodcidos con SEQ ID NO: 35 y un
polipéptido de cadena B de relaxina que tiene al menos 90 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6, en donde la para-acetil-fenilalanina modificada
que se 1ilustra en la Férmula III estd ubicada en el N-
terminal del polipéptido de la cadena A de relaxina.

39. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 38, caracterizado porgue un
polipéptido de la cadena A de relaxina que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 35.

40. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 38, caracterizado porgque un
polipéptido de la cadena B de relaxina que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia de aminodcidos con SEQ ID NO: 5 o

SEQ ID NO: 6.
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41. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 38, caracterizado porque
AQl-relaxina comprende el polipéptido de la cadena A de
relaxina de SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de la cadena B de

5 relaxina de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

42, Un polipéptido de relaxina modificada,
caracterizado porque comprende AQ1-GGGGS-Glu¥Y (SEQ ID NO:
139) -Cl4-COOH gque comprende la estructura que se muestra en
la Figura 8, que comprende la estructura que se muestra en la

10 Figura 9, o que comprende un polipéptido de la cadena A de
relaxina de SEQ ID NO: 35 y un polipéptido de la cadena B de
relaxina de SEQ ID NO: o, en donde la para-acetil-
fenilalanina modificada ubicada en el N-terminal del
polipéptido de la cadena A de relaxina se liga al mejorador

15 PK GGGGS-Glu¥ (SEQ ID NO: 139)-Cl14-COOH, como se ilustra en

la Férmula ITII:

(o}

AQ1-Relaxina \)bi""z Ho
H [e] H o H \? o
N. N N N
H

CH,

n\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\f(o“l
AO

[o}

20 (Férmula III).
43. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1-42,
caracterizado porque es bioldgicamente activo.
44. E1 polipéptido de relaxina modificada de

o5 conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-43,
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caracterizado porque es terapéuticamente efectiva para el
tratamiento de una o mas enfermedades o afecciones asociadas
a relaxina.

45. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-44,
caracterizado porque produce menos formacidédn de vacuolos
renales en comparacidén con AQl-PEG de 20 kDa.

46. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-45,
caracterizado porque produce menos o no produce insuficiencia
renal en comparacidén con AQl-PEG de 20 kDa.

47. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacién 46, caracterizado porque la
funcién renal se mide determinando wuno o més de 1los
siguientes: tasa de filtracién glomerular estimada,
depuracién de creatinina, tasa de filtracidén glomerular de
insulina o tasa de filtracién glomerular isotdpica.

48. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-47,
caracterizado porque no disminuye el flujo sanguineo renal
después de la administracidNo.

49. E1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-48,
caracterizado porque es capaz de aumentar el flujo sanguineo

renal después de la administracidNo.
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50. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con las reivindicaciones 48 o 49, caracterizado
porque el flujo sanguineo renal se mide determinando 1la
depuracidén de para-aminohipurato.

51. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-50,
caracterizado porgque presenta una mayor semivida in vivo.

52. El1 polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con la reivindicacidén 51, caracterizado porque la
semivida in vivo aumenta al menos 5 veces, al menos 10 veces,
al menos 20 veces, al menos 30 veces o al menos 50 veces de
aumento.

53. Una composicién farmacéutica, caracterizada
porque comprende el polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualgquiera de las reivindicaciones 1-52 y un
portador aceptable farmacéuticamente aceptable.

54. Una composicién farmacéutica, caracterizada
porque comprende una cantidad efectiva de un polipéptido de
relaxina modificada de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-52 para el tratamiento de un trastorno
asociado a relaxina y un portador aceptable farmacéuticamente
aceptable.

55. Un método para tratar una enfermedad asociada a
la relaxina, caracterizado porque comprende administrar a un

paciente que lo necesita una cantidad efectiva de un
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polipéptido de relaxina modificada de conformidad <con
cualquiera de las reivindicaciones 1-52 o de una composicidn
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 53-54.

56. Un método para tratar una enfermedad
cardiovascular, caracterizado porque comprende administrar, a
un paciente que lo necesita, una cantidad efectiva de un
polipéptido de relaxina modificada de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-52 o una composicidn de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 53-54.

57. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
56, caracterizado porque tal enfermedad cardiovascular se
selecciona de arteriopatia coronaria, infarto de miocardio,
arritmia, insuficiencia cardiaca, miocardiopatia y enfermedad
vascular.

58. Un método para tratar o aliviar un sintoma de
una 1insuficiencia cardiaca, caracterizado porgque comprende
administrar a un paciente que lo necesita wuna cantidad
efectiva de un ©polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-52 o de
una composicién de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 53-54.

59. El método de conformidad con la reivindicacién
58, caracterizado porque tal insuficiencia cardiaca se
selecciona de insuficiencia cardiaca avanzada, sindrome

cardiorrenal, insuficiencia cardiaca con insuficiencia renal,
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insuficiencia cardiaca crbébnica, insuficiencia cardiaca
crbnica con fraccidén de expulsidn en intervalo medio
(HFmEF), insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
posaguda, 1insuficiencia cardiaca compensada, insuficiencia
cardiaca descompensada, insuficiencia ventricular derecha,
insuficiencia wventricular izquierda, insuficiencia cardiaca
global, miocardiopatia isquémica, miocardiopatia dilatada,
insuficiencia cardiaca asociada a defectos cardiacos
congénitos, insuficiencia cardiaca asociada a defectos de la
valvula cardiaca, insuficiencia cardiaca asociada a defectos
combinados de 1la valvula cardiaca, insuficiencia cardiaca
diabética, miocardiopatia alcohdlica, insuficiencia cardiaca
asociada a trastornos del almacenamiento cardiaco,
insuficiencia cardiaca diastdélica, insuficiencia cardiaca
sistoélica, reestructuracidén posterior al infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca con fraccidén de expulsiodn
conservada (HFpEF), insuficiencia cardiaca con fraccidén de
expulsioén reducida (HFrEF) , angina, hipertensidn,
hipertensidén pulmonar e hipertensidén arterial pulmonar.

60. El método de conformidad con la reivindicacidn
58, caracterizado porque tal insuficiencia cardiaca se puede
seleccionar de insuficiencia cardiaca crdénica, insuficiencia
cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca posaguda,
insuficiencia <cardiaca crdénica con fraccidén de expulsiodn

reducida (HFrEF), insuficiencia cardiaca crénica con fraccidn
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de expulsidn conservada (HFpEF) , insuficiencia cardiaca
crbnica con fraccidén de expulsidn en intervalo medio
(HFmEF) , insuficiencia cardiaca diastdélica, insuficiencia
cardiaca sistdélica, reestructuracidn posterior al infarto de
miocardio, angina, hipertensidén, hipertensidén pulmonar e
hipertensidén arterial pulmonar.

6l. E1 método de conformidad con la reivindicacién
58, caracterizado ©porque tal insuficiencia cardiaca se
selecciona de insuficiencia cardiaca posaguda, insuficiencia
cardiaca avanzada, sindrome cardiorrenal e insuficiencia
cardiaca con insuficiencia renal.

62. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 55-61, caracterizado porque también
comprende administrar, en combinacién, de manera concurrente
o secuencial, con el polipéptido de relaxina modificada, al
menos un agente terapéutico adicional seleccionado de
inhibidores de ACE, blogqueadores B, diuréticos, antagonistas
del receptor mineralocorticoide, moduladores del receptor de
rianodina, activadores SERCA2a, inhibidores de renina,
bloqueadores del canal de calcio, agonistas del receptor Al
de adenosina, receptor Al de adenosina parcial, inhibidores
de dopamina (-hidroxilasa, antagonistas del receptor de
angiotensina II, antagonistas del receptor de angiotensina II
con agonismo sesgado para seleccionar mediantes de

transduccidén de sefial celular, combinaciones de antagonistas
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del receptor de angiotensina II e inhibidores de la enzima
neprilisina, inhibidores de la enzima neprilisina,
activadores de guanilato ciclasa soluble, activadores de
miosina ATPasa, inhibidores de rho-quinasa 1, inhibidores de
rho-quinasa 2, agonistas del receptor de apelina, compuestos
donantes de nitroxilo, inhibidores de la quinasa II
dependiente de calcio, agentes antifibrdéticos, inhibidores de
galectina-3, antagonistas del receptor de vasopresina,
moduladores del receptor de FPR2, agonistas del receptor de
péptidos natriuréticos, bloqueadores del canal receptor de
potencial transitorio wvaniloide 4. agentes antiarritmicos,
bloqueadores del canal de la corriente “funny” If nitratos,
compuestos digitdlicos, agentes inotrdépicos y agonistas del
receptor [, agentes reselladores de la membrana celular, por
ejemplo, Poloxamer 188, agentes antihiperlipidémicos, agentes
que aumentan HDL en plasma, agentes
antihipercolesterolémicos, inhibidores del colesterol o 1la
biosintesis (tales como inhibidores de HMG CoA reductasa),
agonista de LXR, agonista de FXR, probucol, raloxifeno, &cido
nicotinico, niacinamida, inhibidores de 1la absorcidén del
colesterol, secuestrantes del 4&cido Dbiliar, resinas de
intercambio anidnico, aminas cuaternarias, colestiramina,
colestipol, inductores del receptor de lipoproteinas de baja
densidad, clofibrato, fenofibrato, bezafibrato, ciprofibrato,

gemfibrizol, vitamina B6, vitamina Bl2. vitaminas
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antioxidantes, agentes contra la diabetes, inhibidores de 1la
agregacién de plaquetas, antagonistas del receptor de
fibrindgeno, derivados de aspirina y acido fibrico,
inhibidores de PCSK9, aspirina, e inhibidores de P2Y12. tales
como Clopidogrel.

63. Un método para tratar una enfermedad asociada a
la fibrosis, caracterizado porque comprende administrar a un
paciente que 1o necesita una cantidad terapéuticamente
efectiva de un ©polipéptido de relaxina modificada de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-52 o de
una composicién de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 53-54.

64. E1 método de conformidad con la reivindicaciédn
62, caracterizado porque tal enfermedad asociada a 1la
fibrosis comprende fibrosis del corazdédn, pulmdn, rifién,
médula 6ésea o higado, fibrosis dermatoldgica o un sindrome de
fibrosis ocular.

65. E1l método de conformidad con la reivindicaciédn
63, caracterizado porque la enfermedad asociada a la fibrosis
se selecciona de: fibrosis hepatica, esteatohepatitis no
alcohdélica (NASH), cirrosis, precirrosis, enfermedad pulmonar
parenquimatosa difusa, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar,
fibrosis masiva progresiva, fibrosis pulmonar idiopéatica,
fibrosis por inyeccién, fibrosis renal, enfermedad renal

crbébnica, enfermedad renal diabética, glomeruloesclerosis
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focal y segmentaria, nefropatia membranosa, nefropatia por
IgA, mielofibrosis, insuficiencia cardiaca, insuficiencia
cardiaca metabdlica, fibrosis cardiaca, fibrosis por
cataratas, cataratas, cicatrizacidn ocular, fibrosis
pancreatica, fibrosis dérmica, fibrosis intestinal, estenosis
intestinal, fibrosis endomiocardica, fibrosis auricular,
fibrosis mediastinica, enfermedad de Crohn, fibrosis
retroperitoneal, queloide, fibrosis sistémica nefrogénica,
escleroderma, esclerosis sistémica, artrofibrosis, sindrome

de Peyronie, contractura de Dupuytren, neuropatia diabética,

capsulitis adhesiva, enfermedad hepatica alcohélica,
hepatoesteatosis, hepatitis viral, enfermedad biliar,
hemocromatosis primaria, cirrosis relacionada con los
farmacos, cirrosis criptdgena, enfermedad de Wilson,

deficiencia de alfa l-antitripsina, enfermedad pulmonar
intersticial (ILD), enfermedad pulmonar fibrdética humana,
degeneracidén macular, retinopatia retinal, retinopatia
vitrea, fibrosis miocardica, oftalmopatia de Grave, ergotismo
inducido por farmacos, enfermedad cardiovascular,
ateroesclerosis/reestenosis, cicatrices hipertréficas,
mielofibrosis primaria o idiopédtica, enfermedad intestinal
inflamatoria y colitis colagenosa,

66. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 63-65, caracterizado porque ademds comprende

administrar, en combinacidn, de manera concurrente o
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secuencial, con el polipéptido de relaxina modificada, al
menos un agente contra la fibrosis a tal paciente.

67. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
66, caracterizado porque al menos un agente antifibrético se
selecciona de nintedanib, Pirfenidone, antagonistas de LPAl.
antagonistas del receptor de LPAl. andlogos de GLP1.
tralokinumab (IL-13, AstraZeneca), vismodegib (antagonista de
hedgehog, Roche), PRM-151 (pentraxin-2. TGF beta-1.
Promedior), SAR-156597 (Mab biespecifico IL-4&IL-13, Sanofi),
simtuzumab (anticuerpo de tipo anti-lisil oxidasa 2 (anti-
LOXL2), Gilead), CKD-942. PTL-202 (PDE inh./pentoxifilina/NAC
oral de liberacidén control., Pacific Ther.), omipalisib (oral
PI3K/mTOR inhibidor, GSK), IW-001 (mod. de solucidén oral de
coldgeno de tipo V bovino, ImmuneWorks), STX-100 (integrin
alfa V/ Dbeta-6 ant, Stromedix/ Biogen), Actimmune (IFN
gamma), PC-SOD (midismase; inhalado, LTT Bio-Pharma / CKD
Pharm), lebrikizumab (mAb anti-IL-13 SC humanizado, Roche),
AQX-1125 (activador de SHIP1l. Aguinox), CC-539 (inhibidor de
JNK, Celgene), FG-3019 (FibroGen), SAR-100842 (Sanofi) vy
adcido obeticdlico (OCA o INT-747, Intercept).

68. Un método para tratar o) prevenir una
insuficiencia renal, caracterizado porque comprende
administrar a un paciente que lo necesita wuna cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido de relaxina

modificada de conformidad con cualquiera de las
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reivindicaciones 1-52 o de una composicidén de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 53-54.

69. Un método para mejorar, estabilizar o
restablecer la funcidén renal en un paciente que lo necesita,
caracterizado porque comprende administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de
relaxina modificada de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-52 o una composicidén de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 53-54.

70. Un método para manufacturar un polipéptido de
relaxina modificada de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-52, caracterizado porque comprende:

(a) proporcionar un polipéptido que comprende la
cadena A de relaxina y la cadena B de relaxina, en donde el
polipéptido comprende el amincdcido codificado de manera no
natural; vy

(b) 1ligar tal aminocdcido codificado de manera no
natural al mejorador farmacocinético.

71. E1 método de conformidad con la reivindicacién
70, caracterizado porque el aminodcido codificado de manera
no natural estd ligado al mejorador farmacocinético mediante
un enlace oxima.

72. E1 método de conformidad con la reivindicacién
71, caracterizado porque tal enlace de oxima se forma

mediante la reaccidén de un grupo carbonilo y un grupo
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aminooxi.

73. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
72, caracterizado porque el grupo cabonilo es un sustituyente
del aminocdcido codificado de manera no natural, y tal grupo
aminooxi es un constituyente de tal mejorador
farmacocinético.

74. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
72, caracterizado porque el grupo aminooxi es un sustituyente
del aminocacido codificado de manera no natural, y tal grupo
carbonilo es un constituyente de tal mejorador
farmacocinético.

75. E1l método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 70-74, caracterizado porque el aminoacido
codificado de manera no natural se incorpora ribosdédmicamente

en tal polipéptido.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a polipéptidos de
relaxina modificada, tales como los polipéptidos de relaxina
humana 2 modificada, que comprenden un aminodcido codificado
de manera no natural ligado a un mejorador farmacocinético, vy
los usos terapéuticos de tales polipéptidos, por ejemplo,
para el tratamiento de afecciones cardiovasculares (tales
como insuficiencia cardiaca) y/o afecciones relacionadas con

la fibrosis.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gln Leu

Lys Arg

Lys Leu

Met Ser
50

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Leu
1

Lys Arg

Lys Leu

LISTADO DE SECUENCIAS

Bristol-Myers Squibb Company

POLIPEPTIDOS DE RELAXINA MODIFICADA QUE COMPRENDEN UN MEJORADOR
FARMACOCINETICO Y SUS USOS

46561.2401

62/456,161

2017~

279

53
PRT
Homo

Tyr

Ser

Cys

35

Thr

53
PRT
Homo

Tyr

Ser

Cys
35

02-08

sapiens

Ser Ala
5

Leu Ala
20

Gly Arg

Trp Ser

sapiens

Ser Ala
5

Leu Ala
20

Gly Arg

Leu Ala

Arg Phe

Glu Leu

Leu Ala

Arg Phe

Glu Leu

Asn

Cys

Val
40

Asn

Cys

Val
40

Lys Cys Cys His
10

Asp Ser Trp Met
25

Arg Ala Gln Ile

Lys Cys Cys His
10

Ala Ser Trp Met
25

Arg Ala Gln Ile

Val Gly

Glu Glu
30

Ala Ile
45

vVal Gly

Glu Glu
30

Ala Ile
45

Cys Thr
15

Val Ile

Cys Gly

Cys Thr
15

Val Ile

Cys Gly
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Met Ser
50

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp Ser

Arg Ala

Ala Glu

Ala Gly
50

Gln Leu
65

Lys Arg

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

<400>
Gln Leu

1

Lys Arg

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

Thr

88
PRT
Homo

Trp

Gln

Asp

35

Ser

Tyr

Ser

24
PRT
Homo

Tyr

Ser

29
PRT
Homo

Trp

Ser

sapiens

Met

Ile

20

Leu

Leu

Ser

Leu

Glu

Ala

Gln

Gln

Ala

Ala
85

sapiens

Ser

Leu
20

Ala
5

Ala

sapiens

Glu

Ile

Val

Pro

Leu

70

Arg

Val

Cys

Gly

Leu

55

Ala

Phe

Ile

Gly

Gln

40

Ala

Asn

Cys

Lys

Met

25

Val

Leu

Lys

Leu

10

Ser

Glu

Glu

Cys

Cys

Thr

Leu

Gly

Cys
75

Gly

Trp

Gly

Ser

60

His

Arg

Ser

Gly

45

Leu

Val

Glu

Arg

30

Gly

Gln

Gly

Leu

15

Arg

Pro

Lys

Cys

Val

Glu

Gly

Arg

Thr
80

Leu Ala Asn Lys Cys Cys His Val Gly Cys Thr

Arg Phe Cys

10

15
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<400> 5

Asp Ser Trp
1

Arg Ala Gln

<210> 6
<211> 29
<212> PRT

<213> Homo
<400> ©

Ala Ser Trp
1

Arg Ala Gln

<210> 7
<211> 35
<212> PRT

<213> Homo
<400> 7

Arg Arg Glu
1

Gly Pro Gly

Gln Lys Arg

35
<210> 8
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo

<400> 8

Met Lys Lys
1

Met Glu

Ile Ala
20

sapiens

Met Glu

Ile Ala
20

sapiens

Ala Glu

Ala Gly
20

sapiens

Asn Ile Ala Phe Leu Leu Lys Arg

5

Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg Glu Leu Val

Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser

25

Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg Glu Leu Val

Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser

25

Asp Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly

Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu

25

10

10

10

10

30

15

15

15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

9

6

PRT

Homo sapiens

9

Met Ile Glu Gly Gly Arg

1

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

<400>

5

10

72

ADN

Homo sapiens

10

caactctaca gtgcattggc taataaatgt tgccatgttg gttgtaccaa aagatctctt

gctagatttt gc

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

<400>

11

87

ADN

Homo sapiens

11

gactcatgga tggaggaagt tattaaatta tgcggccgcg aattagttcg cgcgcagatt

gccatttgcg gcatgagcac ctggagc

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

<400>

12

159

ADN

Homo sapiens

12

caactctaca gtgcattggc taataaatgt tgccatgttg gttgtaccaa aagatctctt

gctagatttt gcgactcatg gatggaggaa gttattaaat tatgcggccg cgaattagtt

cgcgcgcaga ttgccatttg cggcatgagce acctggagce

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

<400>

13

33

ADN

Homo sapiens

13

atgaaaaaga atatcgcatt tcttcttaaa cgg

60

72

60

87

60

120

159

33
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
atgattgaag gtggtcgt

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

<400>

14
18
ADN

Homo sapiens

14

15
94
PRT
Homo

15

Met Ile Glu

1

Cys

Thr

Leu

Gly

65

Cys

Gly

Trp

Gly

50

Ser

His

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Ser

35

Gly

Leu

Val

16
306
PRT

sapiens

Gly

Glu

20

Arg

Gly

Gln

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

Lys

Cys
85

Artificial

Arg

Val

Glu

Gly

Arg

70

Thr

Asp

Arg

Ala

Ala

55

Gln

Lys

Ser

Ala

Glu

40

Gly

Leu

Arg

Trp

Gln

25

Asp

Ser

Tyr

Ser

Met

10

Ile

Leu

Leu

Ser

Leu
90

Glu

Ala

Gln

Gln

Ala

75

Ala

Glu

Ile

Val

Pro

60

Leu

Arg

Val

Cys

Gly

45

Leu

Ala

Phe

Ile

Gly

30

Gln

Ala

Asn

Cys

Lys

15

Met

Val

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

Glu

Cys
80

Sintetasa mutante derivada de la sintetasa Methanococcus
jannaschii

16

Met Asp Glu Phe Glu Met Ile Lys Arg Asn Thr Ser Glu Ile Ile Ser

1

5

10

15

18
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Glu

Ile

Ile

Tyr

65

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

145

Tyr

His

Asn

Lys

Lys
225

Glu

Gly

Lys

50

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ala

130

Val

Glu

Met

Pro

Gly

210

Ile

Glu

Phe

35

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

115

Arg

Ala

Gly

Leu

Val

195

Asn

Lys

Leu

20

Glu

Met

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Val

Ala

180

Leu

Phe

Lys

Arg

Pro

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Ser

Val

Asp

165

Arg

Thr

Ile

Ala

Glu

Ser

Asp

His

70

Gly

Tyr

Val

Met

Ile

150

Val

Glu

Gly

Ala

Tyr
230

Val

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Tyr

Glu

135

Tyr

Ala

Leu

Leu

Val

215

Cys

Leu

Lys

40

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Arg

120

Leu

Pro

Val

Leu

Asp

200

Asp

Pro

Lys

25

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Ile

Gly

Pro

185

Gly

Asp

Ala

Lys

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Met

Gly

170

Lys

Glu

Ser

Gly

Asp

Leu

Gly

Gln

75

Lys

Glu

Leu

Arg

Gln

155

Met

Lys

Gly

Pro

Val
235

Glu

Gly

Phe

60

Lys

Val

His

Lys

Glu

140

Val

Glu

Val

Lys

Glu

220

Val

Lys

His

45

Asp

Gly

Phe

Gly

Thr

125

Asp

Asn

Gln

Val

Met

205

Glu

Glu

Ser

30

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Gly

Arg

Cys

190

Ser

Ile

Gly

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Ile

Lys

175

Ile

Ser

Arg

Asn

Val

Gln

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro

His

160

Ile

His

Ser

Ala

Pro
240
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Ile Met

Arg Pro

Leu Glu

Asn Ala
290

Arg Leu
305

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

<220>
<223>

<400>
ccggcgg

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

<400>

Glu Ile Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr Ile Lys
245 250 255

Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285

Val Ala Glu Glu Leu Ile Lys Ile Leu Glu Pro Ile Arg Lys
295 300

17

77

ADN
Artificial

tARN mutante derivado de tARN de Methanococcus jannaschii

17
tag ttcagcaggg cagaacggcg gactctaaat ccgcatggcg ctggttcaaa

cgc cggacca
18

77

ADN

Methanococcus jannaschii

18

ccggcggtag ttcagcaggg cagaacggcg gactctaaat ccgcatggcg ctggttcaaa

tccggcece

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

<220>
<223>

<400>

cgc cggacca

19

88

ADN
Artificial

tARN supresor ambar optimizado

19

cccagggtag ccaagctcgg ccaacggcga cggactctaa atccgttctc gtaggagttc

60

77

60

77

60
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gagggttcga atcccttccce tgggacca

<210> 20
<211> 89
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223>

<400>

20

Un tARN supresor del desplazamiento de AGGA optimizado

gcgagggtag ccaagctcgg ccaacggcga cggacttcct aatccgttct cgtaggagtt

cgagggttcg aatccctccce ctcgcacca

<210>
<211>
<212>

21
306
PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Aminoacil tARN sintetasa
p-azido-L-fenilalanina

<400>
Met Asp
1

Glu Glu

Ile Gly

Ile Lys
50

Leu Leu
65

Glu Ile

Gly Leu

21

Glu

Glu

Phe

35

Lys

Ala

Arg

Lys

Phe

Leu

20

Glu

Met

Asp

Lys

Ala
100

Glu

Arg

Pro

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Met

Glu

Ser

Asp

His

70

Gly

Tyr

Ile

Val

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Lys

Leu

Lys

40

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

para la

Arg

Lys

25

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly
105

Asn

10

Lys

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

incorporacién de

Thr Ser Glu Ile Ile Ser

15

Asp Glu Lys Ser Ala Gly
30

Leu Gly His Tyr Leu Gln
45

Gly Phe Asp Ile Ile Ile
60

Gln Lys Gly Glu Leu Asp
75 80

Lys Val Phe Glu Ala Met
95

Thr Phe Gln Leu Asp Lys
110

88

60

89
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Asp

Arg

Lys

145

Tyr

His

Asn

Lys

Lys

225

Ile

Arg

Leu

Asn

Arg
305

Tyr

Ala

130

Val

Leu

Met

Pro

Gly

210

Ile

Met

Pro

Glu

Ala

290

Leu

<210>
<211>
<212>

Thr

115

Arg

Ala

Gly

Leu

Val

195

Asn

Lys

Glu

Glu

Ser

275

Val

22
306
PRT

Leu

Arg

Glu

Val

Ala

180

Leu

Phe

Lys

Ile

Lys

260

Leu

Ala

Asn

Ser

Val

Asp

165

Arg

Thr

Ile

Ala

Ala

245

Phe

Phe

Glu

Val

Met

Ile

150

Val

Glu

Gly

Ala

Tyr

230

Lys

Gly

Lys

Glu

Tyr

Glu

135

Tyr

Ala

Leu

Leu

Val

215

Cys

Tyr

Gly

Asn

Leu
295

Arg

120

Leu

Pro

Val

Leu

Asp

200

Asp

Pro

Phe

Asp

Lys

280

Ile

Leu

Ile

Ile

Gly

Pro

185

Gly

Asp

Ala

Leu

Leu

265

Glu

Lys

Ala

Ala

Met

Gly

170

Lys

Glu

Ser

Gly

Glu

250

Thr

Leu

Ile

Leu

Arg

Gln

155

Met

Lys

Gly

Pro

Val

235

Tyr

Val

His

Leu

Lys

Glu

140

Val

Glu

Val

Lys

Glu

220

Val

Pro

Asn

Pro

Glu
300

Thr

125

Asp

Asn

Gln

Val

Met

205

Glu

Glu

Leu

Ser

Met

285

Pro

Thr

Glu

Thr

Arg

Cys

190

Ser

Ile

Gly

Thr

Tyr

270

Asp

Ile

Leu

Asn

Tyr

Lys

175

Ile

Ser

Arg

Asn

Ile

255

Glu

Leu

Arg

Lys

Pro

Tyr

160

Ile

His

Ser

Ala

Pro

240

Lys

Glu

Lys

Lys
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<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil tARN sintetasa

p-benzoil-L-fenilalanina

<400> 22

Met

1

Glu

Ile

Ile

Leu

65

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

145

Tyr

His

Asp Glu Phe Glu Met Ile Lys

Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu
20

Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys
35 40

Lys Lys Met Ile Asp Leu Gln
50 55

Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr
70

Ile Arg Lys Ile Gly Asp Tyr
85

Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr
100

Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg
115 120

Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu
130 135

Val Ala Glu Val Ile Tyr Pro
150

Leu Gly Val Asp Val Ala Val
165

Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu
180

10

para la

Arg

Lys

25

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Ile

Gly

Pro
185

Asn

10

Lys

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Met

Gly

170

Lys

incorporacién de

Thr

Asp

Leu

Gly

Gln

75

Lys

Ser

Leu

Arg

Gln

155

Met

Lys

Ser

Glu

Gly

Phe

60

Lys

Val

Phe

Lys

Glu

140

Val

Glu

Val

Glu

Lys

His

45

Asp

Gly

Phe

Gln

Thr

125

Asp

Asn

Gln

Val

Ile

Ser

30

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Thr

Arg

Cys
190

Ile

15

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Ser

Lys

175

Ile

Ser

Gly

Gln

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro

His

160

Ile

His
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Asn

Lys

Lys

225

Ile

Arg

Leu

Asn

Arg
305

Pro

Gly

210

Ile

Met

Pro

Glu

Ala

290

Leu

Val

195

Asn

Lys

Glu

Glu

Ser

275

Val

Leu

Phe

Lys

Ile

Lys

260

Leu

Ala

Thr

Ile

Ala

Ala

245

Phe

Phe

Glu

Gly

Ala

Tyr

230

Lys

Gly

Lys

Glu

Leu

Val

215

Cys

Tyr

Gly

Asn

Leu
295

Asp

200

Asp

Pro

Phe

Asp

Lys

280

Ile

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

<220>
<223>

<400>

23

305

PRT
Artificial

Aminoacil tARN sintetasa
propargil-fenilalanina

23

Met Asp Glu Phe Glu Met Ile Lys

1

5

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu

20

Ile Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys

35 40

Gly

Asp

Ala

Leu

Leu

265

Glu

Lys

11

Glu

Ser

Gly

Glu

250

Thr

Leu

Ile

para la

Arg Asn

Lys
25

Ile

10

Lys

His

Gly Lys

Pro Glu
220

Val Val

235

Tyr Pro

Val Asn

His Pro

Leu Glu
300

incorporacién de

Met

205

Glu

Glu

Leu

Ser

Met

285

Pro

Ser

Ile

Gly

Thr

Tyr

270

Asp

Ile

Ser

Arg

Asn

Ile

255

Glu

Leu

Arg

Ser

Ala

Pro

240

Lys

Glu

Lys

Lys

Thr Ser Glu Ile Ile Ser

15

Asp Glu Lys Ser Ala Ala

30

Leu Gly His Tyr Leu Gln

45
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Ile

Leu

65

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

145

Leu

Met

Pro

Gly

Ile

225

Met

Pro

Lys

50

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ala

130

Val

Ala

Leu

Val

Asn

210

Lys

Glu

Glu

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

115

Arg

Ala

Val

Ala

Leu

195

Phe

Lys

Ile

Lys

Met

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Asp

Arg

180

Thr

Ile

Ala

Ala

Phe
260

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Ser

Val

Val

165

Glu

Gly

Ala

Tyr

Lys

245

Gly

Asp

His

70

Gly

Tyr

Val

Met

Ile

150

Ala

Leu

Leu

Val

Cys

230

Tyr

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Tyr

Glu

135

Tyr

Val

Leu

Asp

Asp

215

Pro

Phe

Asp

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Arg

120

Leu

Pro

Gly

Pro

Gly

200

Asp

Ala

Leu

Leu

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Ile

Gly

Lys

185

Glu

Ser

Gly

Glu

Thr
265

12

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Met

Met

170

Lys

Gly

Pro

Val

Tyr

250

Val

Gly

Gln

75

Lys

Pro

Leu

Arg

Gln

155

Glu

Val

Lys

Glu

Val

235

Pro

Asn

Phe

60

Lys

Val

Phe

Lys

Glu

140

Val

Gln

Val

Met

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Asp

Gly

Phe

Gln

Thr

125

Asp

Asn

Arg

Cys

Ser

205

Ile

Gly

Thr

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Ala

Lys

Ile

190

Ser

Arg

Asn

Ile

Glu
270

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Ile

Ile

175

His

Ser

Ala

Pro

Lys

255

Glu

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro

Tyr

160

His

Asn

Lys

Lys

Ile

240

Arg

Leu
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13

Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys Asn

275

280

285

Ala Val Ala Glu Glu Leu Ile Lys Ile Leu Glu Pro Ile Arg Lys Arg

Leu
305

290

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

<220>
<223>

<400>

24
305
PRT

Artificial

295

Aminoacil tARN sintetasa
propargil-fenilalanina

24

Met Asp Glu

1

Glu

Ile

Ile

Leu

65

Glu

Gly

Asp

Glu

Gly

Lys

50

Leu

Ile

Leu

Tyr

Glu

Phe

35

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr
115

Phe

Leu

20

Glu

Met

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Glu

Arg

Pro

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Met

Glu

Ser

Asp

His

70

Gly

Tyr

Val

Ile

Val

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Tyr

Lys

Leu

Lys

40

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Arg
120

para la

Arg

Lys

25

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Asn

10

Lys

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

incorporacién de

Thr

Asp

Leu

Gly

Gln

75

Lys

Pro

Leu

300

Ser

Glu

Gly

Phe

60

Lys

Val

Phe

Lys

Glu

Lys

His

45

Asp

Gly

Phe

Gln

Thr
125

Ile

Ser

30

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Ile

15

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Ser

Ala

Gln

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys
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Arg

Lys

145

Leu

Met

Pro

Gly

Ile

225

Met

Pro

Glu

Ala

Leu
305

Ala

130

Val

Pro

Leu

Val

Asn

210

Lys

Glu

Glu

Ser

Val
290

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

<220>
<223>

Arg

Ala

Val

Ala

Leu

195

Phe

Lys

Ile

Lys

Leu

275

Ala

25
305
PRT

Arg

Glu

Asp

Arg

180

Thr

Ile

Ala

Ala

Phe

260

Phe

Glu

Ser

Val

Val

165

Glu

Gly

Ala

Tyr

Lys

245

Gly

Lys

Glu

Artificial

Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidn de

Met

Ile

150

Ala

Leu

Leu

Val

Cys

230

Tyr

Gly

Asn

Leu

Glu

135

Tyr

Val

Leu

Asp

Asp

215

Pro

Phe

Asp

Lys

Ile
295

Leu

Pro

Gly

Pro

Gly

200

Asp

Ala

Leu

Leu

Glu

280

Lys

Ile

Ile

Gly

Lys

185

Glu

Ser

Gly

Glu

Thr

265

Leu

Ile

14

Ala

Met

Met

170

Lys

Gly

Pro

Val

Tyr

250

Val

His

Leu

Arg

Gln

155

Glu

Val

Lys

Glu

Val

235

Pro

Asn

Pro

Glu

Glu

140

Val

Gln

Val

Met

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Met

Pro
300

Asp

Asn

Arg

Cys

Ser

205

Ile

Gly

Thr

Tyr

Asp

285

Ile

Glu

Ile

Lys

Ile

190

Ser

Arg

Asn

Ile

Glu

270

Leu

Arg

Asn

Pro

Ile

175

His

Ser

Ala

Pro

Lys

255

Glu

Lys

Lys

Pro

Tyr

160

His

Asn

Lys

Lys

Ile

240

Arg

Leu

Asn

Arg
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<400>

propargil-fenilalanina

25

Met Asp Glu

1

Glu

Ile

Ile

Leu

65

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

145

Leu

Met

Pro

Glu

Gly

Lys

50

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ala

130

Val

Ala

Leu

Val

Glu

Phe

35

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

115

Arg

Ala

Val

Ala

Leu
195

Phe

Leu

20

Glu

Met

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Asp

Arg

180

Thr

Glu

Arg

Pro

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Ser

Val

Val

165

Glu

Gly

Met

Glu

Ser

Asp

His

70

Gly

Tyr

Val

Met

Ile

150

Ala

Leu

Leu

Ile

Val

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Tyr

Glu

135

Tyr

Val

Leu

Asp

Lys

Leu

Lys

40

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Arg

120

Leu

Pro

Gly

Pro

Gly
200

Arg

Lys

25

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Ile

Gly

Lys

185

Glu

15

Asn

10

Lys

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Met

Met

170

Lys

Gly

Thr

Asp

Leu

Gly

Gln

75

Lys

Lys

Leu

Arg

Gln

155

Glu

Val

Lys

Ser

Glu

Gly

Phe

60

Lys

Val

Phe

Lys

Glu

140

Val

Gln

Val

Met

Glu

Lys

His

45

Asp

Gly

Phe

Gln

Thr

125

Asp

Asn

Arg

Cys

Ser
205

Ile

Ser

30

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Ala

Lys

Ile

190

Ser

Ile

15

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Ile

Ile

175

His

Ser

Ser

Ala

Gln

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro

Tyr

160

His

Asn

Lys
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Gly Asn
210

Ile Lys
225

Met Glu

Pro Glu

Glu Ser

Ala Val
290

Leu
305

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met Asp
1

Glu Glu

Ile Gly

Ile Lys
50

Phe

Lys

Ile

Lys

Leu

275

Ala

26
306
PRT

Ile

Ala

Ala

Phe

260

Phe

Glu

Ala

Tyr

Lys

245

Gly

Lys

Glu

Artificial

Val

Cys

230

Tyr

Gly

Asn

Leu

Asp

215

Pro

Phe

Asp

Lys

Ile
295

Asp

Ala

Leu

Leu

Glu

280

Lys

Aminoacil tARN sintetasa
p-azido-fenilalanina

26

Glu

Glu

Phe

35

Lys

Phe

Leu

20

Glu

Met

Glu

Arg

Pro

Ile

Met

Glu

Ser

Asp

Ile

Val

Gly

Leu
55

Lys

Leu

Lys

40

Gln

Ser

Gly

Glu

Thr

265

Leu

Ile

16

Pro

Val

Tyr

250

Val

His

Leu

Glu

Val

235

Pro

Asn

Pro

Glu

Glu

220

Glu

Leu

Ser

Met

Pro
300

Ile

Gly

Thr

Tyr

Asp

285

Ile

Arg

Asn

Ile

Glu

270

Leu

Arg

Ala

Pro

Lys

255

Glu

Lys

Lys

para la incorporacién de

Arg

Lys

25

Ile

Asn

Asn

10

Lys

His

Ala

Thr

Asp

Leu

Gly

Ser

Glu

Gly

Phe
60

Glu

Lys

His

45

Asp

Ile

Ser

30

Tyr

Ile

Ile

15

Ala

Leu

Ile

Lys

Ile

240

Arg

Leu

Asn

Arg

Ser

Thr

Gln

Ile
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Leu

65

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

145

Tyr

His

Asn

Lys

Lys

225

Ile

Arg

Leu

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ala

130

Val

Gln

Met

Pro

Gly

210

Ile

Met

Pro

Glu

Ala

Arg

Lys

Thr

115

Arg

Ala

Gly

Leu

Val

195

Asn

Lys

Glu

Glu

Ser
275

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Val

Ala

180

Leu

Phe

Lys

Ile

Lys

260

Leu

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Ser

Val

Asp

165

Arg

Thr

Ile

Ala

Ala

245

Phe

Phe

His

70

Gly

Tyr

Val

Met

Ile

150

Val

Glu

Gly

Ala

Tyr

230

Lys

Gly

Lys

Ala

Asp

Val

Tyr

Glu

135

Tyr

Ala

Leu

Leu

Val

215

Cys

Tyr

Gly

Asn

Tyr

Tyr

Tyr

Arg

120

Leu

Pro

Val

Leu

Asp

200

Asp

Pro

Phe

Asp

Lys
280

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Ile

Gly

Pro

185

Gly

Asp

Ala

Leu

Leu

265

Glu

17

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Met

Gly

170

Lys

Glu

Ser

Gly

Glu

250

Thr

Leu

Gln

75

Lys

Asn

Leu

Arg

Gln

155

Met

Lys

Gly

Pro

Val

235

Tyr

Val

His

Lys

Val

Phe

Lys

Glu

140

Val

Glu

Val

Lys

Glu

220

Val

Pro

Asn

Pro

Gly

Phe

Gln

Thr

125

Asp

Asn

Gln

Val

Met

205

Glu

Glu

Leu

Ser

Met
285

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Pro

Arg

Cys

190

Ser

Ile

Gly

Thr

Tyr

270

Asp

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Leu

Lys

175

Ile

Ser

Arg

Asn

Ile

255

Glu

Leu

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro

His

160

Ile

His

Ser

Ala

Pro

240

Lys

Glu

Lys
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18

Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu Ile Lys Ile Leu Glu Pro Ile Arg Lys

290

Arg Leu
305

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

<220>
<223>
<400>
Met Asp

1

Glu Glu

Ile Gly

Ile Lys

50

Leu Leu

65

Glu Ile

Gly Leu

Asp Tyr

Arg Ala
130

27
306
PRT

Artificial

295

Aminoacil tARN sintetasa
p-azido-fenilalanina

27

Glu

Glu

Phe

35

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

115

Arg

Phe

Leu

20

Glu

Met

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Arg

Pro

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Ser

Met

Glu

Ser

Asp

His

70

Gly

Tyr

Val

Met

Ile

Val

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Tyr

Glu
135

Lys

Leu

Lys

40

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Arg

120

Leu

300

para la incorporacién de

Arg

Lys

25

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Asn

10

Lys

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Thr

Asp

Leu

Gly

Gln

75

Lys

Ser

Leu

Arg

Ser

Glu

Gly

Phe

60

Lys

Val

Phe

Lys

Glu
140

Glu

Lys

His

45

Asp

Gly

Phe

Gln

Thr

125

Asp

Ile

Ser

30

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Ile

15

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Ser

Thr

Gln

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro
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Lys

145

Tyr

His

Asn

Lys

Lys

225

Ile

Arg

Leu

Asn

Arg
305

Val

Gln

Met

Pro

Gly

210

Ile

Met

Pro

Glu

Ala

290

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Ala

Gly

Leu

Val

195

Asn

Lys

Glu

Glu

Ser

275

Val

28
306
PRT

Glu

Val

Ala

180

Leu

Phe

Lys

Ile

Lys

260

Leu

Ala

Val

Asp

165

Arg

Thr

Ile

Ala

Ala

245

Phe

Phe

Glu

Artificial

Aminoacil tARN sintetasa para la incorporacidn de

Ile

150

Val

Glu

Gly

Ala

Tyr

230

Lys

Gly

Lys

Glu

Tyr

Ala

Leu

Leu

Val

215

Cys

Tyr

Gly

Asn

Leu
295

p-azido-fenilalanina

28

Pro

Val

Leu

Asp

200

Asp

Pro

Phe

Asp

Lys

280

Ile

Ile

Gly

Pro

185

Gly

Asp

Ala

Leu

Leu

265

Glu

Lys

19

Met

Gly

170

Lys

Glu

Ser

Gly

Glu

250

Thr

Leu

Ile

Gln

155

Met

Lys

Gly

Pro

Val

235

Tyr

Val

His

Leu

Val

Glu

Val

Lys

Glu

220

Val

Pro

Asn

Pro

Glu
300

Asn

Gln

Val

Met

205

Glu

Glu

Leu

Ser

Met

285

Pro

Pro

Arg

Cys

190

Ser

Ile

Gly

Thr

Tyr

270

Asp

Ile

Leu

Lys

175

Ile

Ser

Arg
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185

Gly

Asp

Ala

Leu

Leu

265

Glu

Lys

29

Lys

Glu

Ser

Gly

Glu

250

Thr

Leu

Ile

Lys

Gly

Pro

Val

235

Tyr

Val

His

Leu

Val

Lys

Glu

220

Val

Pro

Asn

Pro

Glu
300

Val

Met

205

Glu

Glu

Leu

Ser

Met

285

Pro

Cys

190

Ser

Ile

Gly

Thr

Tyr

270

Asp

Ile

Ile

Ser

Arg

Asn

Ile

255

Glu

Leu

Arg

para la incorporacién de

His

Ser

Ala

Pro

240

Lys

Glu

Lys

Lys

Met Asp Glu Phe Glu Met Ile Lys Arg Asn Thr Ser Glu Ile Ile Ser

1

5

10

15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Gly

20

25

30
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Ile

Ile

Leu

65

Glu

Gly

Asp

Arg

Lys

145

Tyr

His

Asn

Lys

Lys

225

Ile

Gly

Lys

50

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ala

130

Val

Leu

Met

Pro

Gly

210

Ile

Met

Phe

35

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

115

Arg

Ala

Gly

Leu

Val

195

Asn

Lys

Glu

Glu

Met

Asp

Lys

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Val

Ala

180

Leu

Phe

Lys

Ile

Pro

Ile

Leu

Ile

85

Lys

Asn

Ser

Val

Asp

165

Arg

Thr

Ile

Ala

Ala
245

Ser

Asp

His

70

Gly

Tyr

Val

Met

Ile

150

Val

Glu

Gly

Ala

Tyr

230

Lys

Gly

Leu

55

Ala

Asp

Val

Tyr

Glu

135

Tyr

Ala

Leu

Leu

Val

215

Cys

Tyr

Lys

40

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Arg

120

Leu

Pro

Val

Leu

Asp

200

Asp

Pro

Phe

Ile

Asn

Leu

Asn

Gly

105

Leu

Ile

Ile

Gly

Pro

185

Gly

Asp

Ala

Leu

30

His

Ala

Asn

Lys

90

Ser

Ala

Ala

Met

Gly

170

Lys

Glu

Ser

Gly

Glu
250

Leu

Gly

Gln

75

Lys

Thr

Leu

Arg

Gln

155

Met

Lys

Gly

Pro

Val

235

Tyr

Gly

Phe

60

Lys

Val

Phe

Lys

Glu

140

Val

Glu

Val

Lys

Glu

220

Val

Pro

His

45

Asp

Gly

Phe

Gln

Thr

125

Asp

Asn

Gln

Val

Met

205

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ile

Glu

Glu

Leu

110

Thr

Glu

Thr

Arg

Cys

190

Ser

Ile

Gly

Thr

Leu

Ile

Leu

Ala

95

Asp

Leu

Asn

Tyr

Lys

175

Ile

Ser

Arg

Asn

Ile
255

Gln

Ile

Asp

80

Met

Lys

Lys

Pro

Tyr

160

Ile

His

Ser

Ala

Pro

240

Lys
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31

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285

Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu Ile Lys Ile Leu Glu Pro Ile Arg Lys
290 295 300

Arg Leu
305

<210> 35

<211> 24

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Cadena A del polipéptido de relaxina modificada

<220>
<221> misc_feature
<222>  (1)..(1)

<223> Xaa es un aminoacido codificado de manera no natural, tal como
para-acetil-L-fenilalanina

<400> 35
Xaa Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His Val Gly Cys Thr

1 5 10 15

Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys
20

<210> 36
<211> 24
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Cadena A del polipéptido de relaxina modificada

<400> 36
Asn Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His Val Gly Cys Thr

1 5 10 15

Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys
20
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<210> 37
<211> 29
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>

32

<223> Cadena B del polipéptido de relaxina modificada

<220>
<221> misc_feature
<222>  (25)..(25)

<223> Xaa es un aminoacido codificado de manera no natural,

para-acetil-L-fenilalanina

<400> 37

tal como

Ala Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg Glu Leu Val

1 5

10

Arg Ala Gln Ile Ala Ile Cys Gly Xaa Ser Thr Trp Ser

20

<210> 38
<211> 94
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> Polipéptido de relaxina modificada

<220>
<221> misc_ feature
<222>  (71)..(71)

25

<223> Xaa es un aminodcido codificado de manera no
para-acetil-L-fenilalanina

<400> 38
Met Ile Glu Glu Gly Arg
1 5

Cys Gly Arg Glu Leu Val
20

Thr Trp Ser Arg Arg Glu
35

Leu Gly Gly Gly Pro Gly
50

Ala

Arg

Ala

Ala
55

Ser

Ala

Glu

40

Gly

Trp

Gln

25

Asp

Ser

Met

10

Ile

Leu

Leu

Glu

Ala

Gln

Gln

Glu

Ile

Val

Pro
60

Val

Cys

Gly

45

Leu

natural,

Ile

Gly

30

Gln

Ala

15

(secuencia prepro)

Lys

15

Met

Val

Leu

tal como

Leu

Ser

Glu

Glu
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33

Gly Ser Leu Gln Gly Arg Xaa Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys

65

70 75 80

Cys His Val Gly Cys Thr Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys

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

<220>
<223>

<400>

85 90
39
6
PRT
ARTIFICIAL

Ejemplo de secuencia lider de aminodcidos de insulina

39

Met Ile Glu Glu Gly Arg

1

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>

5

40

40

41

41

42

42

43

43

44

44

45

45

46

46
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000

<210> 47

<400> 47
000

<210> 48

<400> 48
000

<210> 49

<400> 49
000

<210> 50

<400> 50
000

<210> 51

<211> 27

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 51
aaatactctg tctggatcgg tggctcc

<210> 52
<211> 30
<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 52
cacataggta acgagtcaga gctttggcta

<210> 53
<211> 22
<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Cebador de PCR
<400> 53

gctggagtcg atcaactcta gg

34

27

30

22
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

54

21

ADN
ARTIFICIAL

Cebador de PCR

54

ccaatttcgc tttgccttgt c¢

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

<220>
<223>

<400>

55

9

PRT
ARTIFICIAL

Etiqueta de purificacién de polihistidina

55

His His His His His His Ser Gly Gly

1

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

5

56

56

57

57

58

58

59

59

60

60

61

61

21
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<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

62

62

63

63

64

64

65

65

66

66

67

67

68

68

69

69

70

70

71

71

72

72

36
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<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

73

73

74

74

75

75

76

76

17

77

78

78

79

79

80

80

81

81

82

82

83

83

37
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<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

84

84

85

85

86

86

87

87

88

88

89

89

90

90

91

91

92

92

93

93

94

94

38
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<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

<210>

<400>
000

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

<220>
<223>

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

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

<400>

39

95

95

96

96

97

97

98

98

99

99

100

100

101

6

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un residuo
de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de una relaxina
modificada

RES_MOD
6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

101

Gly Gly Gly Gly Ser Glu

1

5
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40

<210> 102
<211> 6
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 6

<223> ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de semivida
tal como C13-COOH

<400> 102

Asp Arg Asp Asp Arg Asp

1 5
<210> 103

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C13-COOH

<400> 103
Lys Lys Lys Lys Lys Lys Glu

1 5

<210> 104
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

41

13
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

13

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

104

Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu Lys Glu Lys Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5 10
105
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

105

Gly Gly Gly Glu Glu Glu Glu

1

<210>
<211>

5

106
7
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

<400>

42

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

106

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

5
107
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
-
carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH
107

Lys Lys Lys Gly Gly Gly Glu

1

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

5
108
11
PRT
ARTIFICIAL
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<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

43

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

11

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

108

Gly Glu Thr Gly Ser Ser Gly Glu Gly Thr Glu

1 5 10

<210> 109

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

<400> 109

Gly Gly Gly Lys Lys Lys Glu

1 5

<210> 110

<211> 10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> Ligador sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

44

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

10

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

110

Gly Ser His His His His His Gly Ser Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5 10
111
10
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
1..4
Sarcosina (N-metil glicina)

RES_MOD
6..9
Sarcosina (N-metil glicina)

RES_MOD

10

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

111

Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Glu

1

5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

112
6
PRT

ARTIFICIAL

Ligador s

RES_MOD
1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

RES_MOD
1..4
Sarcosina

RES_MOD
6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de

semivida,

112

intético

(N-metil glicina)

tal como C13-COOH

Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>

5
113
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador s

RES_MOD
1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

RES_MOD
1..3
Sarcosina

RES_MOD

intético

(N-metil glicina)

45
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<222>
<223>

<400>

46

6
carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

113

Xaa Xaa Xaa Glu Glu Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
114
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

9

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

114

Lys Lys Ser Gly Gly Ser Gly Gly Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

<220>
<221>
<222>

5
115
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
9
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<223>

<400>

47

carbon alfa ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C13-COOH

115

Lys Lys Ser Gly Gly Ser Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
116
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

9

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

116

Lys Lys Ser Ala Gly Ser Ala Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

5
117
8
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
8
carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
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<400>

48

semivida, tal como C13-COOH

117

Lys Ser Gly Gly Ser Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
118
10
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

10

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

118

Lys Lys Lys Ser Gly Gly Ser Gly Gly Glu

1

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

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

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

5 10
119
11
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

11

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH
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<400>

49

119

Lys Lys Ser Gly Gly Ser Gly Gly Glu Glu Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5 10
120
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
1..6
D-aminoacidos

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

120

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

<220>
<221>
<222>

5
121
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
9
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<223>

<400>

50

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

121

Glu Glu Ser Gly Gly Ser Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
122
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

122

Gly Gly Gly Gly Ser Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

5
123
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
9
carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
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<400>

51

semivida, tal como C15-COOH

123

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
124
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

124

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

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

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

5
125
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C17-COOH



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400>

52

125

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
126
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-CH3

126

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
127
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-CH3

127
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53

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
128
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
-
D-aminoacidos

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

128

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

5
129
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
7
carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
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<400>

54

semivida, tal como C14-COOH

129

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
130
8
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

8

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

130

Glu Gly Gly Gly Gly Ser Lys Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

5
131
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH
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<400>

55

131

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu

1

<210>

<400>
000

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5

132

132

133

20

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un

residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

20

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C14-CH3

133

Glu Glu Glu Glu Pro Glu Glu Glu Glu Pro Glu Glu Glu Glu Pro Glu

1

5 10 15

Glu Glu Glu Glu

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

20
134
20
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

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

<400>

56

RES_MOD
20

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de

semivida, tal como C15-CH3

134

Glu Glu Glu Glu Pro Glu Glu Glu Glu Pro Glu Glu Glu Glu Pro Glu

1

5 10 15

Glu Glu Glu Glu

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

<220>
<223>

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

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

<400>

20
135
20
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido
modificada

RES_MOD

20

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
tal como C14-CH3

135

Glu Glu Glu Glu Pro Glu Glu Glu Glu Pro Glu Glu Glu Glu Pro
1 5 10 15
Glu Gly Gly Gly
20
<210> 136
<211> 20
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL
<220>
<223> Ligador sintético

de un
de relaxina

semivida

Glu
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57

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 20

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-CH3

<400> 136
Glu Glu Glu Glu Gly Glu Glu Glu Glu Gly Glu Glu Glu Glu Gly Glu

1 5 10 15

Glu Glu Glu Glu
20

<210> 137
<211> 27
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 27

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 137
Lys Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu Lys Glu Lys Glu Pro Lys Gly

1 5 10 15

Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu Lys Glu Lys Glu
20 25

<210> 138
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<211> 22
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 22

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 138
Glu Ala Gln Lys Ala Gln Ala Glu Ala Gln Lys Ala Gln Ala Glu Ala

1 5 10 15

Gln Lys Ala Gln Ala Glu
20

<210> 139
<211> 6
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 6

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-COOH

<400> 139

Gly Gly Gly Gly Ser Glu
1 5
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<210> 140
<211> 3
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador s

<220>
<221> RES_MOD
<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

<220>
<221> RES_MOD
<222> 3

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de

semivida,
<400> 140

Lys Lys Glu

1

<210> 141
<211> 3
<212> PRT

intético

tal como C13-COOH

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador s

<220>
<221> RES_MOD
<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

<220>
<221> RES MOD
<222> 3

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de

semivida,
<400> 141
Lys Lys Glu

1

<210> 142

intético

tal como C14-COOH

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<211> 3
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 3

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 142

Lys Lys Glu

1

<210> 143
<211> 7
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-CH3

<400> 143

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu

1 5
<210> 144
<211> 3
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<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador s

<220>
<221> RES MOD
<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

<220>
<221> RES_MOD
<222> 3

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de

semivida,
<400> 144

Lys Lys Glu

1

<210> 145
<211> 4
<212> PRT

intético

tal como C14-CH3

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador s

<220>
<221> RES_MOD
<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

<220>
<221> RES_MOD
<222> 4

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de

semivida,
<400> 145

Lys Gly Pro Glu
1

<210> 146
<211> 7
<212> PRT

intético

tal como C14-COOH

61
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<213>

<220>
<223>

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

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

<400>

62

ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

146

Lys Gly Pro Lys Gly Pro Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
147
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

147

Ser Gly Gly Gly Ser Glu

1

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

5
148
6
PRT
ARTIFICIAL
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<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

63

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

148

Lys Gly Gly Gly Ser Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
149
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

149

Lys Gly Gly Gly Ser Glu Glu

1

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

<220>
<223>

5
150
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

64

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

150

Gly Ser Pro Gly Ser Pro Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
151
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

151

Gly Gly Gly Gly Pro Glu

1

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

<220>
<223>

<220>

5
152
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<221>
<222>
<223>

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

<400>

65

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

5

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

152

Glu Gly Gly Ser Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
153
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

153

Glu Gly Gly Gly Pro Glu

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>

5
154
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<222>
<223>

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

<400>

66

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

154

Lys Gly Pro Gly Ser Glu Glu

1

<210>

<400>
000

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5

155

155

156

6

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un

residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

156

Lys Lys Gly Gly Ser Glu

1

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

<220>

5
157
6
PRT
ARTIFICIAL
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<223>

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

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

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

<400>

Ligador s

RES_MOD
1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

RES_MOD
1..4
Sarcosina

RES_MOD
6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de

semivida,

157

intético

(N-metil glicina)

tal como C13-COOH

Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Glu

1

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

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

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

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

<400>

158

6

PRT
ARTIFICIA

Ligador s

RES_MOD
1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

RES_MOD
1..3
Sarcosina

RES_MOD
6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de

semivida,

158

5

L

intético

(N-metil glicina)

tal como C13-COOH

67
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68

Xaa Xaa Xaa Glu Glu Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
159
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

RES MOD

g

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

159

Ala Ala Ala Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>

5
160
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

Asp-beta,

Asp-beta,
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<222>
<223>

<400>

69

6
ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

160

Ala Ala Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
161
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

161

Ala Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>

5
162
12
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<222>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

70

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

12

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

12

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

162

Ala Ala Ser Ala Ala Ser Ala Ala Ser Ala Ala Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5 10
163
10
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

10

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

10

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

163
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Ala Ala Ser Ala Ala Ser Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5 10
164
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

g

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

164

Ala Ala Ser Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

5
165
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada
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<221>
<222>
<223>

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

<400>

72

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

165

Ala Ala Ser Ser Ala Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

5
166
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

166

Ala Ala Ser Xaa

1

<210>
<211>
<212>

167
6
PRT
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<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

73

ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

167

Ala Gly Ala Gly Ser Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

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

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

5
168
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6
ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
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<400>

74

tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

168

Ala Gly Ala Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
169
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida

tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
169

Ala Gly Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

5
170
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

75

RES MOD

5

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

170

Ala Gly Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
171
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

171

Ala Gly Gly Ala Ser Xaa

1

<210>
<211>

5

172
6
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

76

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

172

Ala Gly Gly Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>

5
173
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<222>
<223>

<400>

77

6
ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

173

Ala Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
174
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

174

Ala Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>

5
175
3
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
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<222>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

78

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

3

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

175

Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

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

176

6

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

MISC_FEATURE
1..5
unido mediante enlaces beta

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6
ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
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<400>

79

tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

176

Ala Ala Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

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

<400>

5
177
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido
modificada

MISC FEATURE
1..4
unido mediante enlaces beta

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
5
ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de

de un
de relaxina

semivida

tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

177

Ala Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

5
178
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

<400>

80

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido
modificada

MISC FEATURE
1..3
unido mediante enlaces beta

RES MOD

4

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
4
ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de

de un
de relaxina

semivida

tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

178

Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

179

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido
modificada

MISC_FEATURE
1..2
unido mediante enlace beta

RES MOD
3
Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,

de un
de relaxina
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

81

(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

179

Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

180

7

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

.

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

7

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

180

Glu Gly Gly Glu Gly Gly Xaa

1

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

<220>

5
181
7
PRT
ARTIFICIAL
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<223>

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

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

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

<400>

82

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

g

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

181

Glu Gly Gly Glu Gly Pro Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

5
182
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

7

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
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<400>

83

182

Glu Gly Pro Glu Gly Pro Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
183
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

183

Gly Gly Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

5
184
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada
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<221>
<222>
<223>

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

<400>

84

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

184

Gly Gly Ala Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

5
185
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

185

Gly Gly Ala Ser Xaa

1

<210>
<211>
<212>

5

186
5
PRT
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<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

85

ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

186

Gly Gly Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>
<222>

5
187
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6
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<223>

<400>

86

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

187

Gly Gly Gly Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
188
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

188

Gly Gly Gly Ala Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

5
189
8
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
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<223>

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

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

<400>

87

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

8

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
8

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

189

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
190
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

7

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

190

Gly Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

88

191

5

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

191

Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

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

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

<220>
<221>
<222>

5
192
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

MISC_FEATURE
5..6
unido mediante enlace -PEG2-PEG2-

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6
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<223>

<400>

89

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

192

Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
193
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como C14-COOH

193

Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

5
194
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
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<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

90

residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
que tiene una cola de acido maldnico

194

Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
195
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida

tal como un A&cido graso, tal como C13-COOH, Cl14-COOH o C15-COOH
que tiene una cola de éacido succinico

195
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91

Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
196
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

196

Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>

5
197
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
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<222>
<223>

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

<400>

92

6
(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

197

Gly Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
198
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

198

Gly Gly Gly Gly Thr

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

5
199
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
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<223>

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

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

<400>

93

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

199

Gly Gly Gly Ser Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
200
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

7

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

200

Gly Gly Gly Ser Ser Ser Xaa

1

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

94

201

6

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

201

Gly Gly Gly Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

5
202
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

95

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

202

Gly Gly Gly Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
203
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

203

Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

5
204
8
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

<400>

96

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

8

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

8

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

204

Gly Gly Gly Thr Thr Thr Thr Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

5
205
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

9

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

9

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

205
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97

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
206
12
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

12

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

12

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
206

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

5 10
207
10
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD
10
Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

98

(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

10

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

207

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

5 10
208
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

.

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

7

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

208

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>

5
209
6
PRT
ARTIFICIAL
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<223>

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

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

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

<400>

99

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

209

Gly Gly Ser Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

5
210
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
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<400>

100

210

Gly Gly Ser Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
211
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

211

Gly Gly Ser Ser Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

5
212
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

101

RES MOD

.

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

7

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

212

Gly Gly Ser Ser Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
213
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

213

Gly Gly Ser Ser Ser Xaa

1

<210>
<211>

5

214
5
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

102

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

214

Gly Gly Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

5
215
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta
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<221>
<222>
<223>

<400>

103

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

215

Gly Gly Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
216
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

216

Gly Gly Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>

5
217
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<221>
<222>
<223>

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

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

<400>

104

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

217

Gly Gly Ser Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

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

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

<400>

218

7

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

g

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

218
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105

Gly Gly Thr Thr Thr Thr Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
219
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
219

Gly Gly Thr Thr Thr Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

5
220
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD
5
Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

106

(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

220

Gly Gly Thr Thr Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

5
221
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

221

Gly Ser Gly Gly Gly Xaa

1

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

<220>

5
222
6
PRT
ARTIFICIAL
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<223>

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

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

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

<400>

107

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

222

Gly Ser Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

5
223
11
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

11

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

11

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
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<400>

108

223

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5 10
224
9
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

9

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

9

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

224

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

5
225
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

109

RES MOD

.

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

7

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

225

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
226
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

226

Gly Ser Gly Ser Gly Xaa

1

<210>
<211>

5

227
5
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<212>
<213>

<220>
<223>

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

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

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

<400>

110

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

227

Gly Ser Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

5
228
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta
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<221>
<222>
<223>

<400>

111

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

228

Gly Ser Pro Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

229

6

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

229

Gly Ser Ser Ser Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>

5
230
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<221>
<222>
<223>

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

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

<400>

112

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

230

Gly Ser Ser Ser Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
231
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

231

Gly Ser Ser Xaa
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

113

232

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

3

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH
232

Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

233

5

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

114

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

233

Gly Thr Thr Thr Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
234
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

234

Gly Thr Thr Xaa

1

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

<220>
<223>

235

6

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

<400>

115

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

235

Lys Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
236
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

7

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

7

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

236
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116

Lys Gly Gly Lys Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

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

<400>

5
237
3
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

MISC FEATURE
2..3
unido mediante enlace -PEG2-PEG2-

RES MOD

3

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
3

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

237

Lys Lys Xaa

1

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

<220>
<223>

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

238

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
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<220>
<221>
222>
<223>

<400>

117

residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

238

Lys Lys Ser

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

239

4

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

239

Lys Lys Ser Xaa

1

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

<220>

240

3

PRT
ARTIFICIAL
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<223>

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

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

<400>

118

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

240

Lys Lys Thr

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

241

4

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

241

Lys Lys Thr Xaa

1
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

119

242

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

3

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como una cola de acido maldnico

242

Lys Lys Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>

243

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

3

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta
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<221>
<222>
<223>

<400>

120

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como una cola de acido succinico

243

Lys Lys Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

244

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

3

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

244

Lys Lys Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>

245

5

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<221>
<222>
<223>

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

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

<400>

121

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

245

Lys Pro Lys Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

5
246
8
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

8

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

8

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

246
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Lys Ser Gly Gly Gly Ser Lys Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
247
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

g

(D) -Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta, (D)-Asp-alfa
o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

247

Lys Ser Gly Lys Ser Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>

5
248
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
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<222>
<223>

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

<400>

123

7
Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

-

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

248

Ser Gly Gly Gly Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
249
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

249

Ser Gly Gly Gly Gly Xaa

1

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

5
250
6
PRT
ARTIFICIAL
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<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

124

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

250

Ser Gly Gly Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

5
251
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

6

Glu—-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD
6
ligado opcionalmente a una porcién de prolongaciédn de semivida
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<400>

125

tal como un &acido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

251

Ser Gly Gly Gly Ser Xaa

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
252
5
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

5

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

5

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

252

Ser Gly Gly Gly Xaa

1

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

<220>
<223>

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

5
253
4
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
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<220>
<221>
222>
<223>

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

<400>

126

residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

4

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

4

ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidédn de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

253

Ser Gly Gly Xaa

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

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

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

<400>

254

3

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES MOD

3

Glu-gamma, (D)-Glu-gamma, Asp-alfa, Asp-beta,
(D) -Asp-alfa o (D)-Asp-beta

RES_MOD

3

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como un &cido graso, tal como C13-COOH, C14-COOH o C15-COOH

254

Ser Gly Xaa

1
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<210> 255
<211> 3
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador s

<220>
<221> RES_MOD
<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

<220>
<221> RES_MOD
<222> 3

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de

semivida,
<400> 255

Gly Ser Glu

1

<210> 256
<211> 4
<212> PRT

intético

tal como C14-COOH

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador s

<220>
<221> RES_MOD
<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina

modificada

<220>
<221> RES MOD
<222> 4

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de

semivida,
<400> 256
Gly Gly Ser Glu

1

<210> 257
<211> 4

intético

tal como C14-COOH

127
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128

<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 4

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C14-COOH

<400> 257

Gly Ser Pro Glu

1

<210> 258
<211> 7
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-COOH

<400> 258

Glu Gly Gly Glu Gly Gly Glu

1 5
<210> 259

<211> 7

<212> PRT
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129

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> 1..2

<223> unido mediante enlace gamma

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-COOH

<400> 259

Glu Gly Gly Gly Gly Ser Glu

1 5
<210> 260

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-COOH

<400> 260

Glu Gly Gly Glu Gly Pro Glu
1 5
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<210> 261
<211> 7
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C14-COOH

<400> 261

Glu Gly Pro Glu Gly Pro Glu

1 5
<210> 262
<211> o6

<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 6

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 262

Lys Gly Gly Gly Ser Glu
1 5
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<210> 263
<211> 8
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 8

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 263

Lys Ser Gly Gly Gly Ser Lys Glu

1 5
<210> 264

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 264

Lys Ser Gly Lys Ser Gly Glu
1 5
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132

<210> 265
<211> 7
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 265

Lys Gly Gly Lys Gly Gly Glu

1 5
<210> 266

<211> 5

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 5

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

<400> 266

Lys Pro Lys Ser Glu
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<400>

133

267

7

PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
1..6
D-aminoacidos

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

267

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Glu

1

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

<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>

5
268
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
1..6
4dcido 2,3-diaminopropidnico

RES_MOD
7
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<223>

<400>

134

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

268

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

5
269
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
1..6
6-N-metil lisina

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

269

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu

1

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

<220>
<223>

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

5
270
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
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<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

135

residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
1..3
D-aminoacidos

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

270

Lys Lys Lys Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
271
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

-

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C15-COOH

271

Gly Gly Gly Glu Glu Glu Glu

1

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

<220>
<223>

5
272
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

<400>

136

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

7

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C17-COOH

272

Gly Gly Gly Glu Glu Glu Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

5
273
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

6

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

273

Lys Lys Lys Lys Pro Glu

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>

5
274
6
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
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<222>
<223>

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

<400>

137

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD
6

ligado opcionalmente a una porcién de prolongacién de semivida
tal como C13-COOH

274

Lys Lys Lys Lys Lys Lys

1

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

<220>
<223>

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

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

<400>

5
275
8
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

8

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcién de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

275

Lys Ala Gln Lys Ala Gln Ala Glu

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

5
276
10
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD
1
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<223>

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

<400>

138

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

10

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

276

Lys Lys Lys Lys Pro Lys Lys Lys Lys Glu

1

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

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

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

<400>

5 10
277
10
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

RES_MOD

10

carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidn de
semivida, tal como C13-COOH

2717

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Gly Gly Gly Glu

1

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

<220>
<223>

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

5 10
278
7
PRT
ARTIFICIAL

Ligador sintético

RES_MOD

1

grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
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modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> D-aminoécidos

<220>

<221> RES_MOD

<222> 7

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidén de prolongacidén de
semivida, tal como C13-CH3

<400> 278

Glu Glu Glu Gly Gly Gly Glu

1 5
<210> 279

<211> 6

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> Ligador sintético

<220>

<221> RES_MOD

<222> 1

<223> grupo carbonilo ligado opcionalmente a cadena lateral de un
residuo de para-acetil-fenilalanina de un polipéptido de relaxina
modificada

<220>

<221> RES_MOD

<222> 6

<223> carbono gamma ligado opcionalmente a una porcidn de prolongacidn de
semivida, tal como C13-CH3

<400> 279

Gly Gly Gly Gly Ser Glu
1 5
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VIII-3-1 |Declaration: Entitlement to claim

priority

Declaration as to the applicant's
entitlement, as at the international filing
date, to claim the priority of the earlier
application specified below, where the
applicant is not the applicant who filed
the earlier application or where the
applicant's name has changed since the
filing of the earlier application (Rules
4.17(iii) and 51bis.1(a)(iii))

Name

In relation to this international
application

BRISTOL-MYERS SQUIBE COMPANY

is entitled to claim priority of earlier
application No. 62/456,161 by virtue of
the following:

VIII-3-1
(iv)

an
to

assignment from DUBOWCHIK, Gene, M.
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated
22 August 2017 (22.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from GUDMUNDSSON, Olafur,
S. to BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY,
dated 10 August 2017 (10.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from HAN, Xiaojun to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 16
August 2017 (16.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from LAWRENCE, R., Michael
to BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated
08 August 2017 (08.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from LIPOVSEK, Dasa to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 07
August 2017 (07.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from MADSEN, Cort, S. to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 09
August 2017 (09.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from MAPELLI, Claudio to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 11
August 2017 (11.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from MORIN, Paul, E. to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 09
August 2017 (09.08.2017)

VIII-3-1
(iv)

an assignment from MYERS, Michael, C. to
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 08
August 2017 (08.08.2017)
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