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DESCRIPCION

Péptidos miméticos de trombopoyetina diméricos que se unen al receptor MPL y que tienen actividad
trombopoyética

CAMPO DEL INVENTO

En general, el invento se refiere al campo de compuestos, especialmente péptidos y polipéptidos, que tienen
actividad trombopoyética. Los compuestos del invento pueden ser utilizados para aumentar la produccion de
plaquetas o precursores de plaguetas (por ejemplo, megacariocitos) en un mamifero.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

Este invento se refiere a compuestos, especialmente péptidos, que tienen la capacidad de estimular in vitro e in vivo
la produccion de plaquetas y sus células precursoras, tales como megacariocitos. Antes de discutir la naturaleza de
los compuestos del invento, se proporciona lo siguiente como un antecedente relativo a dos proteinas que tienen
actividad trombopoyética: la trombopoyetina (TPO) y el factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos (MGDF;
del inglés, megakaryocyte growth and development factor).

La clonacion de trombopoyetina (TPO) endogena [Lok et al., Nature 369: 568-571 (1.994); Bartley et al., Cell 77:
1.117-1.124 (1.994); Kuter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11.104-11.108 (1.994); de Sauvage et al., Nature
369: 533-538 (1.994); Kato et al., Journal of Biochemistry 119: 229-236 (1.995); Chang et al., Journal of Biological
Chemistry 270: 511-514 (1.995)] ha aumentado rdpidamente nuestros conocimientos sobre la megacariopoyesis
(produccion de megacariocitos) y la trombopoyesis (produccion de plaquetas).

La TPO humana enddgena, una proteina glicosilada de 60 a 70 kDa y producida esencialmente en el higado y el
rifién, consiste en 332 aminoacidos [Bartley et al., Cell 77: 1.117-1.124 (1.994); Chang et al., Journal of Biological
Chemistry 270: 511-514 (1.995)]. La proteina estad muy conservada entre diferentes especies y presenta un 23 % de
homologia con la eritropoyetina humana [Gurney et al., Blood 85: 981-988 (1.995)] en el extremo aminico
(aminoacidos 1 a 172 ) [Bartley et al., Cell 77: 1.117-1.124 (1.994)]. Se ha mostrado que la TPO enddgena posee
todas las caracteristicas del regulador biolégico esencial de la trombopoyesis. Sus acciones in vitro incluyen la
induccién especifica de colonias de megacariocitos a partir tanto de células madre hematopoyéticas murinas
purificadas [Zeigler et al., Blood 84: 4.045-4.052 (1.994)] como de células CD34" humanas [Lok et al., Nature 369:
568-571 (1.994); Rasko et al., Stem Cells 15: 33-42 (1.997)], la generacion de megacariocitos con ploidia aumentada
[Broudy et al., Blood 85: 402-413 (1.995)], y la induccién de la maduracion terminal de megacariocitos y de la
produccién de plaquetas [Zeigler et al., Blood 84: 4.045-4.052 (1.994); Choi et al., Blood 85: 402-413 (1.995)]. Por el
contrario, oligodesoxinucleétidos antisentido sintéticos hacia el receptor de TPO (c-Mpl) inhiben significativamente la
capacidad formadora de colonias de los progenitores megacariociticos [Methia et al., Blood 82: 1.395-1.401 (1.993)].
Ademas, ratones inoperantes (knock-out) para c-Mpl son intensamente trombocitopénicos y presentan deficiencia de
megacariocitos [Alexander et al., Blood 87: 2.162-2.170 (1.996)].

El MGDF humano recombinante (rHUMGDF; Amgen Inc., Thousand Oaks, California, EE.UU.) es otro polipéptido
trombopoyético relacionado con la TPO. Se produce usando E. coli. transformada con un plasmido que contiene
cDNA que codifica una proteina truncada que abarca el dominio amino-terminal ligante del receptor, de la TPO
humana [Ulich et al., Blood 86: 971-976 (1.995)]. El polipéptido es extraido, vuelto a plegar y purificado, y un grupo
polietilenglicol (PEG) es fijado covalentemente al extremo aminico. A la molécula resultante se hace aqui referencia
como PEG-rHUMGDF, o MGDF para abreviar.

Mediante diversos estudios en que se usaban modelos animales [T. R. Ulich et al., Blood 86: 971-976 (1.995); M. M.
Hokom et al., Blood 86: 4.486-4.492 (1.995)] se han demostrado claramente las eficacias terapéuticas de TPO y
MGDF en el trasplante de médula 6sea y en el tratamiento de la trombocitopenia, un estado que resulta a menudo
de una quimioterapia o una terapia por radiacién. Datos preliminares sobre seres humanos han confirmado la
utilidad del MGDF para elevar las cuentas de plaguetas en diversos ambitos [Basser et al., Lancet 348: 1.279-81
(1.996); Kato et al., Journal of Biochemistry 119: 229-236 (1.995); Ulich et al., Blood 86: 971-976 (1.995)]. EIl MGDF
podria ser utilizado para potenciar el proceso de donacion de plaquetas, ya que la administracion de MGDF aumenta
aproximadamente por tres las cuentas de plaquetas circulantes con respecto al valor original en los donantes de
plaguetas sanos.

La TPO y el MGDF ejercen su accion por medio de la union al receptor c-Mpl, que se expresa principalmente en la
superficie de ciertas células hematopoyéticas, tales como megacariocitos, plaquetas, células CD34" y células
progenitoras primitivas [N. Debili et al., Blood 85: 391-401 (1.995); F. J. de Sauvage et al., Nature 369: 533-538
(1.994); T. D. Bartley et al., Cell 77: 1.117-1.124 (1.994); S. Lok et al., Nature 369: 565-8 (1.994)]. Como la mayoria
de los receptores para interleucinas y hormonas proteicas, c-Mpl pertenece a la superfamilia de receptores
citocinicos de clase | [I. Vigon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5.640-5.644 (1.992)]. La activacién de esta clase
de receptores implica la homodimerizacion de receptores inducida por la union del ligando, la cual, a su vez,
desencadena la cascada de procesos de transduccion de sefiales.

En general, la interaccion de un ligando proteico con su receptor tiene a menudo lugar en una interfase
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relativamente grande. Sin embargo, como se demostrd en el caso de la hormona de crecimiento humana unida a su
receptor, sélo unos pocos restos clave de la interfase contribuyen realmente a la mayor parte de la energia de union
[T. Clackson et al., Science 267: 383-386 (1.995)]. Esto y el hecho de que la mayor parte del ligando proteico
restante solo sirve para presentar los epitopos ligantes en la topologia correcta hacen posible encontrar ligandos
activos de tamafio mucho mas pequefio.

En un esfuerzo hacia este fin, ha surgido el sistema de presentacion de bancos peptidicos en fagos como una
potente técnica para identificar pequefios compuestos peptidicos miméticos de ligandos proteicos grandes [J. K.
Scott et al., Science 249: 386 (1.990); J. J. Devlin et al., Science 249: 404 (1.990)]. Usando esta técnica, se
descubrieron pequefias moléculas peptidicas que actian como agonistas del receptor c-Mpl [S. E. Cwirla et al.,
Science 276: 1.696-1.699 (1.997)].

En dicho estudio, pequefias secuencias peptidicas aleatorias presentadas como fusiones con las proteinas de la
cubierta de un fago filamentoso eran eluidas por afinidad del dominio extracelular de c-Mpl inmovilizado con
anticuerpo, y los fagos retenidos resultaban enriquecidos durante un segundo ciclo de purificacion por afinidad. Este
proceso de seleccion de unidn y repropagacion fue repetido muchas veces para enriquecer la coleccién de
compuestos ligantes mas fuertes. Como resultado, se identificaron primero dos familias de péptidos ligantes de c-
Mpl, no relacionadas entre si en cuanto a sus secuencias. Luego se crearon bancos por mutagénesis para optimizar
mas los mejores compuestos ligantes, lo que finalmente condujo al aislamiento de un péptido muy activo con una
ICs0 =2 nM y una ECso = 400 nM [S. E. Cwirla et al., Science 276: 1.696-1.699 (1.997)]. Este péptido de 14 restos,
designado como un péptido mimético de TPO (TMP; del inglés, TPO mimetic peptide), no tiene una evidente
homologia de secuencia con respecto a TPO ni a MGDF. La estructura de este compuesto TMP es la siguiente:

lle Glu Gly Pro Thr Leu Arg GIn Trp Leu Ala Ala Arg Ala ID. SEC.n°1
0
IEGPTLRQWLAARA

usando abreviaturas de aminoacidos de una sola letra.

Previamente, en un estudio similar sobre péptidos miméticos de EPO, se descubrid un péptido mimético de EPO
(EMP; del inglés, EPO mimetic peptide) usando la misma técnica [N. C. Wrighton et al., Science 273: 458-463
(1.996)] y se hall6 que actuaba como un dimero al unirse al receptor de EPO (EPOR). ElI complejo
(ligando)./(receptor), asi formado tenia una simetria C2 de acuerdo con los datos cristalograficos por rayos X [O.
Livnah et al., Science 273: 464-471 (1.996)]. Basandose en esta informacion estructural, se disefid un dimero
covalentemente unido de EMP en el que los extremos C de dos monémeros de EMP estaban entrecruzados con un
espaciador flexible y se hall6 que tenia una capacidad ligante muy potenciada asi como bioactividad in vitro/in vivo
[N. C. Wrighton et al., Nature Biotechnology 15: 1.261-1.265 (1.997)].

Una similar estrategia de dimerizacion C-terminal fue aplicada al péptido mimético de TPO (TMP) [S. E. Cwirla et al.,
Science 276: 1.696-1.699 (1.997)]. Se hallé que un dimero C-terminalmente enlazado (enlace C-C) de TMP tenia
una afinidad ligante mejorada de 0,5 nM y una actividad in vitro notablemente aumentada (ECso = 0,1 nM) en
ensayos de proliferacion celular [S. E. Cwirla et al., Science 276: 1.696-1.699 (1.997)]. A continuacién se muestra la
estructura de este dimero C-C de TMP:

0
H,N-IEGPTLRQWLAARA-CO-HN NH,
NH,
HZN—IEGPTLRQWLAARA-CO-HN\/\”/
o)
(ID. SEC. n° 2)

En otro aspecto del presente invento, los dimeros en tandem pueden ser ademas fijados a uno 0 mas grupos que
proceden de proteinas inmunoglobulinicas, a los que se hace generalmente referencia como region Fc de dichas
inmunoglobulinas. A los compuestos resultantes se hace referencia como fusiones de Fc y dimeros de TMP en
tandem.

Lo siguiente es una breve seccién basica relativa a las regiones Fc de anticuerpos, que son Utiles con respecto a
algunos de los compuestos presentes.
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Los anticuerpos comprenden dos partes funcionalmente independientes, un dominio variable conocido como "Fab",
que se une al antigeno, y un dominio constante, conocido como "Fc", que proporciona el enlace a funciones
efectoras tales como la fijacion del complemento y la fagocitosis. La porcion Fc de una inmunoglobulina tiene una
semivida plasmatica duradera, mientras que la Fab es de corta duracion [Capon et al., Nature 337: 525-531 (1.989)].

Se han construido productos proteicos terapéuticos usando el dominio Fc para intentar proprocionar una mayor
semivida o para incorporar funciones tales como la union al receptor de Fc, la unién a proteina A, la fijacion del
complemento y la transferencia placentaria, todas las cuales residen en la region Fc de las inmunoglobulinas [Capon
et al., Nature 337: 525-531 (1.989)]. Por ejemplo, se ha fusionado la regiéon Fc de un anticuerpo IgG1 con CD30-L,
una molécula que se une a receptores de CD30 expresados en células tumorales de la enfermedad de Hodgkin,
células de linfoma anaplasico, células de leucemia de células T y otros tipos de células malignas; véase la Patente
de EE.UU. n° 5.480.981. Se ha fusionado IL-10, un agente antiinflamatorio y antirrechazos, con Fcy2a murino con
objeto de aumentar la corta semivida circulante de las citocinas [X. Zheng et al., The Journal of Immunology 154:
5.590-5.600 (1.995)]. Ciertos estudios han permitido también evaluar el uso del receptor del factor de necrosis
tumoral, unido con la proteina Fc de IgG1 humana, para tratar pacientes con shock séptico [C. Fisher et al., N. Engl.
J. Med. 334: 1.697-1.702 (1.996); K. Van Zee et al., The Journal of Immunology 156: 2.221-2.230 (1.996)]. Se ha
fusionado también Fc con el receptor CD4 para producir una proteina terapéutica para el tratamiento del sida; véase
Capon et al., Nature 337: 525-531 (1.989). Ademas, se ha fusionado la interleucina 2 con la porciéon Fc de I1gG1 o
IgG3 para superar la corta semivida de la interleucina 2 y su toxicidad sistémica; véase Harvill et al.,
Immunotechnology 1: 95-105 (1.995).

A pesar de la disponibilidad de TPO y MGDF, queda la necesidad de obtener compuestos adicionales que tengan la
actividad bioldgica de estimular la produccion de plaquetas (actividad trombopoyética) y/o de células precursoras de
plaquetas, especialmente megacariocitos (actividad megacariopoyética). El presente invento proporciona nuevos
compuestos que tienen dicha(s) actividad(es), y aspectos relacionados.

SUMARIO DEL INVENTO

El presente invento proporciona un grupo de compuestos que son capaces de unirse a, y desencadenar, una sefial
transmembranal a través de, es decir, activando, el receptor c-Mpl, que es el mismo receptor que media en la
actividad de la trombopoyetina (TPO) enddgena. De esta forma, los compuestos del invento tienen actividad
trombopoyética, es decir, la capacidad para estimular in vivo e in vitro la produccion de plaquetas, y/o actividad
megacariocitopoyética, es decir, la capacidad para estimular in vivo e in vitro la produccion de precursores de
plaquetas.

La presente invencién proporciona los siguientes elementos:

1. Un compuesto que se une a un receptor mpl, que comprende la secuencia de aminoacidos descrita en la
ID. SEC. n° 34

2. El compuesto de acuerdo con el elemento 1, que comprende la secuencia de aminoéacidos descrita en la ID.
SEC. n°46

3. Un dimero del compuesto dem acuerdo con el elemento 1 6 2

4, Un compuesto de acuerdo con uno cualquiera de los elementos 1-3 para usar en:

a) incrementar los megacariocitos o plaquetas en un paciente que lo necesite;

b) tratar la trombocitopenia en un paciente que lo necesite;

C) tratar la trombocitopenia idiopatica o inmune (TPI) en un paciente que lo necesite;
o]

d) tratar el sindrome mielodisplasico en un paciente que lo necesite.

5. Uso de un compuesto de acuerdo con uno cualquiera de los elementos 1-3 en la fabricacion de un
medicamento para:

a) incrementar los megacariocitos o plaquetas en un paciente que lo necesite;

b) tratar la trombocitopenia en un paciente que lo necesite;

C) tratar la trombocitopenia idiopatica o inmune (TPI) en un paciente que lo necesite;
o}

d) tratar el sindrome mielodisplasico en un paciente que lo necesite.
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6. El compuesto de acuerdo con el elemento 4, o el uso de acuerdo con el elemento 5, en el que dicha
cantidad es de 1nug a 100mg/kg.

7. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con uno cualquiera de los
elementos 1-3 en una mezcla con un vehiculo farmaceuticamente aceptable del mismo.

8. Un polinucleétido que codifica un compuesto de acuerdo con uno cualquiera de los elemento 1-3.

9. Un vector que comprende un polinucledtido de acuerdo con el elemento 8.

10. Una célula huésped que comprende un vector de acuerdo con el elemento 9.

11. La célula huésped de acuerdo con el elemento 10, donde dicha célula huésped es una célula E.coli.

12. La célula huésped de acuerdo con el elemento 11, donde dicha E.coli es una E.coli GM221 depositada en

el ATCC con numero de acceso 98957

13. Un método para producir el compuesto de acuerdo con uno cualquiera de los elementos 1-3, que
comprende cultivar una célula huésped de acuerdo con uno cualquiera de los elementos 10 a 12 en un medio
nutriente adecuado y aislar dicho compuesto de dicha célula 0 medio nutriente.

Este invento abarca también derivados de los compuestos anteriores (descritos mas adelante) son también
abarcados por.

Los compuestos de este invento son preferiblemente péptidos, y pueden ser preparados mediante métodos
sintéticos estandares o cualesquier otros métodos para preparar péptidos. Los compuestos de este invento que
abarcan porciones no peptidicas pueden ser sintetizados mediante reacciones de quimica organica estandares
ademas de mediante reacciones de quimica peptidica estdndares, cuando son aplicables.

Los compuestos de este invento pueden ser usados con fines terapéuticos o profilacticos al incorporarles materiales
vehiculares farmacéuticos apropiados y administrarles a un sujeto, tal como un ser humano (u otro mamifero), en
una cantidad eficaz. También se incluyen otros aspectos relacionados en el presente invento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Otros numerosos aspectos y ventajas del presente invento seran, por lo tanto, evidentes tras la consideracion de la
siguiente descripcion detallada del mismo, haciéndose referencia a los dibujos siguientes:

La Figura 1 muestra secuencias polinucleotidicas y proteicas ejemplares de Fc (la ID. SEC. n° 3 es la cadena de
codificacion que se lee 5' — 3'; la ID. SEC. n° 4 es la cadena complementaria que se lee 3' — 5'; y la ID. SEC. n° 5
es la secuencia de aminoacidos codificada) de IgG1 humana, que pueden ser usadas en los compuestos de fusién
de Fc de este invento.

La Figura 2 muestra un esquema sintético para la preparacion del péptido pegilado 19 (unido a PEG) (ID. SEC. n°
17).

La Figura 3 muestra un esquema sintético para la preparacion del péptido pegilado 20 (ID. SEC. n° 18).

La Figura 4 muestra el nimero de plaquetas generadas in vivo en hembras normales de ratén BDF1 tratadas con
una inyeccion de diversos compuestos en un bolo de 100 pg/kg, del modo siguiente; PEG-MGDF significa PEG, con
un peso molecular medio de 20 kDa, unido al grupo aminico N-terminal por aminacién reductora de los aminoacidos
1-163 de TPO humana nativa, que se expresa en E. coli (por lo que no esta glicosilada) (véase el Documento WO
95/26746, titulado "Compositions and Methods for Stimulating Megakaryocyte Growth and Differentiation™); TMP
significa el compuesto de la ID. SEC. n® 1; TMP-TMP significa el compuesto de la ID. SEC. n° 21; PEG-TMP-TMP
significa el compuesto de la ID. SEC. n° 18, en el que el grupo PEG es un PEG de 5 kDa de peso molecular medio,
unido como se muestra en la Figura 3; TMP-TMP-Fc se define méas adelante, y Fc-TMP-TMP es lo mismo que TMP-
TMP-Fc salvo porque el grupo Fc esta unido al extremo N-terminal en vez de al extremo C-terminal del péptido TMP-
TMP.

La Figura 5 muestra el niumero de plaguetas generadas in vivo en ratones BDF1 normales tratados con diversos
compuestos administrados durante un periodo de 7 dias por medio de bombas osméticas implantadas. Los
compuestos se definen de una manera igual a la anteriormente expuesta para la Figura 4.

Las Figuras 6A, 6B y 6C muestran diagramas esquematicos de compuestos preferidos del presente invento. La
Figura 6A muestra un compuesto de fusion de Fc en que el grupo Fc esta fusionado con el extremo N del dimero de
TMP y en que la porcion Fc es una forma mondémera (cadena sencilla). La Figura 6B muestra un compuesto de
fusién de Fc en que la regiéon Fc esta fusionada con el extremo N del dimero de TMP y en que la porcién Fc es
dimera y un monémero de Fc esta unido a un dimero de TMP. La Figura 6C muestra un compuesto de fusién de Fc
en que el grupo Fc esta fusionado con el extremo N del dimero de TMP y en que la porcién Fc es dimera y cada
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monoémero de Fc esta unido a un dimero de TMP.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

En un esfuerzo para buscar estructuras pequefias como compuestos conductores en el desarrollo de agentes
terapéuticos con propiedades mas deseables, se disefiaron un tipo diferente de dimero de TMP y estructuras
relacionadas en que el extremo C de un péptido TMP estaba unido al extremo N de un segundo péptido TMP,
directamente o por medio de un conector, y luego se investigaron los efectos de esta estrategia de dimerizacion
sobre la bioactividad de las moléculas dimeras resultantes. En algunos casos, estos llamados dimeros en tandem
(enlace C-N) fueron disefiados para que tuvieran conectores entre los dos mondmeros, conectores que estaban
preferiblemente compuestos de aminoacidos naturales por lo que su sintesis resultaba accesible a las tecnologias
recombinantes.

El presente invento se basa en el descubrimiento de un grupo de compuestos que tienen actividad trombopoyética y
de los que se piensa que ejercen su actividad al unirse al receptor de TPO enddgeno, c-Mpl.

Compuestos y derivados

En una primera realizacion preferida, los compuestos del invento comprenden la estructura general siguiente:
TMP1-(L1)n-TMP>

en la que cada uno de TMP; y TMP, es independientemente seleccionado del grupo de compuestos que
comprenden la estructura nuclear:

X2-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg-X9-X10

en la que

X, es seleccionado del grupo que consiste en Glu, Asp, Lys y Val;

X3 es seleccionado del grupo que consiste en Gly y Ala;

X4 €s Pro;

Xs es seleccionado del grupo que consiste en Thry Ser;

Xg €es seleccionado del grupo que consiste en Leu, lle, Val, Alay Phe;

X7 es seleccionado del grupo que consiste en Arg y Lys;

Xg es seleccionado del grupo que consiste en Gin, Asn y Glu;

Xg es seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Cys, Alay Phe; y

Xi0 €s seleccionado del grupo que consiste en Leu, lle, Val, Ala, Phe, Met y Lys;

L, es un conector como el aqui descrito; y

nes0061;
y sales fisiolégicamente aceptables de los mismos.

En una realizacion, Ly comprende (Gly), en que n es de 1 a 20, y, cuando n es superior a 1, hasta la mitad de los
restos de Gly pueden ser sustituidos por otro aminoacido seleccionado entre los 19 aminoéacidos naturales restantes
0 por un estereoisomero del mismo.

Ademas de la estructura nuclear X,-Xip anteriormente expuesta para TMP; y TMP,, son también posibles otras
estructuras relacionadas en que se afiade a la estructura nuclear de TMP; y/o TMP, uno o mas de los puntos
siguientes: X; esta unido al extremo N y/o Xi1, X12, X13 Y/0 X14 estan unidos al extremo C, en que Xi, Xi1, X12, X1z ¥
X14 son del modo siguiente:

X; es seleccionado del grupo que consiste en lle, Ala, Val, Leu, Sery Arg;

Xi1 es seleccionado del grupo que consiste en Ala, lle, Val, Leu, Phe, Ser, Thr, Lys, His y Glu;
Xi2 es seleccionado del grupo que consiste en Ala, lle, Val, Leu, Phe, Gly, Sery Gin;

Xi3 es seleccionado del grupo que consiste en Arg, Lys, Thr, Val, Asn, GIny Gly; y

X14 €s seleccionado del grupo que consiste en Ala, lle, Val, Leu, Phe, Thr, Arg, Gluy Gly.
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El término "TMP" se utiliza para significar un grupo compuesto de, es decir, que comprende, al menos 9
subunidades (X2-X10), €n que Xz-X10 comprenden la estructura nuclear. Las subunidades X2-X14 son preferiblemente
aminoacidos independientemente seleccionados de entre los 20 aminoacidos presentes en la naturaleza; sin
embargo, el invento abarca compuestos en que X;-Xi4 son independientemente seleccionados del grupo de
aminoacidos atipicos no presentes en la naturaleza, bien conocidos en la técnica. Se identifican aminoacidos
especificos preferidos para cada posicion. Por ejemplo, X, puede ser Glu, Asp. Lys o Val. Para los aminoacidos se
usan aqui tanto las abreviaturas de tres letras como las de una sola letra; en cada caso, las abreviaturas son las
estandares usadas para los 20 aminoacidos presentes en la naturaleza o para variaciones bien conocidas de los
mismos. Estos aminoacidos pueden tener estereoquimica L o D (salvo Gly, que no es L ni D), y los TMPs pueden
comprender una combinacién de estereoquimicas. Sin embargo, se prefiere la estereoquimica L para todos los
aminoéacidos de la cadena del TMP. El invento también proporciona moléculas de TMP inversas en que esta
invertida la secuencia amino-terminal a carboxilo-terminal de los aminoé&cidos. Por ejemplo, la molécula inversa de
una molécula que tiene la secuencia normal X;-X2-X3 seria X3-X2-Xi. El invento también proporciona moléculas de
TMP retroinversas en que, como en un TMP inverso, esta invertida la secuencia amino-terminal a carboxilo-terminal
de los aminoacidos y los restos que son normalmente enantiomeros "L" en el TMP estan alterados a la forma
estereoisémera "D".

Ademas, también se abarcan sales fisiologicamente aceptables de los TMPs. "Sales fisiolégicamente aceptables”
significa sales de las que se sabe o0 se descubre mas tarde que son farmacéuticamente aceptables. Son algunos
ejemplos especificos preferidos: acetato, trifluoroacetato, hidrocloruro, hidrobromuro, sulfato, citrato, tartrato,
glicolato y oxalato.

También se contempla que los TMPs anteriormente descritos puedan ser sustituidos por "derivados" de los TMPs.
Dichos TMPs derivados incluyen grupos en que se han hecho una o mas de las modificaciones sigiuentes:

una o mas de las uniones (enlaces) peptidilicas [-C(O)NR-] han sido sustituidas por una unién no peptidilica tal
como una unién -CHy-carbamato [-CH,-OC(O)NR-]; una unién fosfonato; una unién -CH;-sulfonamida [-CHa-
S(O)zNR-l; una union urea [-NHC(O)NH-]; una unién -CH,-amina secundaria; o una unioén peptidilica alquilada
[-C(O)NR®- en que R® es alquilo inferior];

péptidos en que el extremo N esta derivatizado hasta un grupo -NRRY; un grupo -NRC(O)R; un grupo -NRC(O)OR,;
un grupo -NRS(O)2R; un grupo -NHC(O)NHR, en los que Ry R son hidrégeno o alquilo inferior con la condicién
de que ambos, Ry R, no sean hidrégeno: un grupo succinimida; un grupo benciloxicarbonil-NH- (CBZ-NH-); o un
grupo benciloxicarbonil-NH- que tiene en el anillo fenilico de 1 a 3 sustituyentes seleccionados del grupo que
consiste en alquilo inferior, alcoxilo inferior, cloro y bromo; y

péptidos en que el extremo C libre esta derivatizado hasta -C(O)Rz, en el que R? es seleccionado del grupo que
consiste en alcoxilo inferior y -NR®*R* en que R® y R* son independientemente seleccionados del grupo que
consiste en hidrogeno y alquilo inferior. Por "inferior" se quiere significar un grupo que tiene de 1 a 6 atomos de
carbono.

Ademas, se pueden introducir modificaciones de aminoéacidos individuales en la molécula de TMP al hacer
reaccionar restos de aminoacido especificos del péptido con un agente derivatizante organico que es capaz de
reaccionar con cadenas laterales o restos terminales seleccionados. Lo siguiente es ejemplar: se pueden hacer
reaccionar restos de lisinilo y amino-terminales con anhidrido succinico u otros anhidridos de acido carboxilico. La
derivatizacion con estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los restos de lisinilo. Otros reactivos
adecuados para derivatizar restos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres, tal como picolinimidato de metilo;
piridoxal-fosfato; piridoxal; cloroborohidruro; &cido trinitrobencenosulfénico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y
reaccion con glioxilato catalizada por transaminasa.

Los restos de arginilo pueden ser modificados por reacciéon con uno o varios reactivos convencionales; entre estos:
fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacion de restos de arginina requiere que
la reaccion sea llevada a cabo en condiciones alcalinas a causa del elevado pKa del grupo funcional guanidina.
Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como con el grupo guanidino de la arginina.

Se ha estudiado ampliamente la modificacion especifica de restos de tirosilo per se, poniéndose un interés particular
en la introduccion de marcadores espectrales en restos de tirosilo por reaccion con compuestos aromaticos de
diazonio o con tetranitrometano. Muy comunmente, se pueden usar N-acetilimidazol y tetranitrometano para formar,
respectivamente, especies de O-acetil-tirosilo y derivados 3-nitrados.

Los grupos carboxilo laterales (aspartilo y glutamilo) pueden ser selectivamente modificados por reacciéon con
carbodiimidas (R'-N=C=N-R") tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4)-etil)carbodiimida y 1-etil-3-(4-azonia-4,4-
dimetilpentil)carbodiimida. Ademads, los restos de aspartilo y glutamilo pueden ser convertidos en restos de
asparaginilo y glutaminilo por reacciéon con iones amonio.

Los restos de glutaminilo y asparaginilo son frecuentemente desamidados hasta los correspondientes restos de
glutamilo y aspartilo. Alternativamente, estos restos pueden ser desamidados bajo condiciones ligeramente acidas.
Toda forma de estos restos cae dentro del alcance de este invento.
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La derivatizacidon con agentes bifuncionales es Util para entrecruzar los péptidos o sus derivados funcionales a una
matriz de soporte insoluble en agua o a otros soportes macromoleculares. Los agentes entrecruzantes comdnmente
usados incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por
ejemplo, ésteres con &cido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres disuccinimidilicos
tales como 3,3'-ditiobis(propionato de succinimidilo), y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-
octano. Los agentes derivatizantes tales como el 3-[(p-azidofenil)ditio]propionimidato de metilo producen
compuestos intermedios fotoactivables que son capaces de formar entrecruzamientos en presencia de luz.
Alternativamente, para la inmovilizacion de proteinas se pueden emplear matrices reactivas e insolubles en agua,
tales como hidratos de carbono activados con bromuro de ciandgeno, y los sustratos reactivos descritos en las
Patentes de EE.UU. nimeros 3.969.287, 3.691.016, 4.195.128, 4.247.642, 4.229.537 y 4.330.440.

Otras posibles modificaciones incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, la fosforilacion de grupos hidroxilo de
restos de serilo o treonilo, la oxidacion del atomo de azufre de Cys, la metilacion de los grupos alfa-amino de las
cadenas laterales de lisina, arginina e histidina [T. E. Creighton, "Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Co., San Francisco, EE.UU., paginas 79-86 (1.983)], la acetilacion de la amina N-terminal y, en algunos
casos, la amidacién de los grupos carboxilo C-terminales.

Dichos grupos derivatizados mejoran preferiblemente una o mas caracteristicas, incluyendo la actividad
trombopoyética, la solubilidad, la absorcion, la semivida biolégica y similares, de los compuestos del invento.
Alternativamente, los grupos derivatizados dan lugar a compuestos que tienen las mismas, o esencialmente las
mismas, caracteristicas y/o propiedades del compuesto que no esta derivatizado. Los grupos pueden eliminar o
atenuar alternativamente cualquier efecto secundario indeseable de los compuestos y similares.

Ademas de la estructura nuclear anteriormente expuesta, X;-Xip, Otras estructuras que son especificamente
consideradas son aquéllas en que uno o mas grupos X adicionales estan unidos a la estructura nuclear. De esta
manera, pueden unirse X; y/o Xi1, X12, X13 Y X14 a la estructura nuclear. Las estructuras siguientes son algunas
estructuras adicionales ejemplares:

Xo-X3-X4-X5-Xe-X7-Xg-Xg-X10-X11;
Xo-X3-Xa-Xs5-Xe-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12;
X2-X3-Xa-X5-Xg-X7-Xg-Xg-X10-X11-X12-X13;
X2-X3-Xa-X5-Xe-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12-X13-X14;
X1-X2-X3-Xg-X5-Xe-X7-Xg-Xo-X10;
X1-X2-X3-X4-Xs5-Xg-X7-Xg-Xg-X10-X11;
X1-Xa-X3-X4-X5-Xe-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12;
X1-X2-X3-Xa-X5-Xg-X7-Xg-X9-X10-X11-X12-X13;
X1-X2-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg-Xo-X10-X11-X12-X13-X14;

en las que X; a X14 son como se describieron anteriormente. Cada uno de TMP; y TMP, puede ser igual o diferente
en cuanto a secuencia y/o longitud. En algunas realizaciones preferidas, TMP; y TMP; son iguales.

Un TMP particularmente preferido es el siguiente:
lle-Glu-Gly-Pro-Thr-Leu-Arg-GIn-Trp-Leu-Ala-Ala-Arg-Ala (ID. SEC. n° 1)

Como se usa aqui, "que comprende" significa, inter alia, que un compuesto puede incluir amino&cidos adicionales en
cualquiera de los extremos N y C de la secuencia dada o en ambos. Sin embargo, con tal que esté presente una
estructura tal como Xz a Xio, X1 a X14, 0 una de las otras estructuras ejemplares, la estructura quimica restante es
relativamente menos importante. Por supuesto, cualquier estructura fuera de la estructura nuclear X; a X0 0 la
estructura X; a Xia no deberia interferir significativamente en la actividad trombopoyética del compuesto. Por
ejemplo, un resto Met N-terminal es considerado como parte de este invento. Ademas, aunque muchos de los
compuestos preferidos del invento son dimeros en tandem ya que poseen dos grupos TMP, otros compuestos de
este invento son multimeros en tandem de los TMPs, es decir, compuestos con las estructuras ejemplares
siguientes:

TMP;-L-TMP,-L-TMP3;
TMP;-L-TMP,-L-TMP3-L-TMPy;
TMP;-L-TMP;-L-TMP3-L-TMP4-L-TMPs;

en que TMP1, TMP,, TMP3, TMP, y TMPs pueden tener estructuras iguales o diferentes y en que cada TMP y cada L
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se definen como aqui se expusieron y cada conector es opcional. Preferiblemente, los compuestos de este invento
tendran 2-5 grupos TMP, particularmente preferiblemente 2-3, y muy preferiblemente 2. Los compuestos de la
primera realizacion de este invento tendran preferiblemente menos de aproximadamente 60, mas preferiblemente
menos de aproximadamente 40, aminoacidos en total (es decir, seran péptidos).

Como se indicé anteriormente, los compuestos de la primera realizacion de este invento son preferiblemente
dimeros de TMP que estan directamente enlazados o estan unidos por un grupo conector. Los grupos TMP
mondémeros se muestran en la orientacién convencional de extremo N a extremo C, leyéndose de izquierda a
derecha. En consecuencia, puede verse que todos los compuestos del invento estan orientados de modo que el
extremo C de TMP; esta unido, directamente o por medio de un conector, al extremo N de TMP». A esta orientacion
se hace referencia como "orientaciéon en tandem”, y a los compuestos del invento se puede hacer generalmente
referencia como "dimeros en tandem"”. A estos compuestos se hace referencia como dimeros aun cuando TMP; y
TMP, sean estructuralmente distintos. Es decir, se consideran tanto homodimeros como heterodimeros.

El grupo "conector" ("L;") es opcional. Cuando esta presente, no es critico cudl sea su estructura quimica ya que
sirve esencialmente como espaciador. El conector deberia ser elegido de modo que no interfiriera en la actividad
biolégica del compuesto final y, ademas, para que la inmunogenicidad del compuesto final no resultase
significativamente aumentada. El conector esta preferiblemente compuesto de aminoacidos unidos entre si por
enlaces peptidicos. De este modo, en realizaciones preferidas, el conector comprende Y, en que Y es un
aminoécido presente en la naturaleza o un estereocisomero del mismo y "n" es cualquiera de 1 a 20. Por lo tanto, el
conector estda compuesto de 1 a 20 aminodacidos unidos por enlaces peptidicos, aminoacidos que son seleccionados
entre los 20 aminoacidos presentes en la naturaleza. En una realizacién mas preferida, los 1 a 20 aminoacidos son
seleccionados entre Gly, Ala, Pro, Asn, GIn, Cys y Lys. Aln mas preferiblemente, el conector esta compuesto de una
mayoria de aminoacidos que no estan estéricamente impedidos, tales como Gly, Gly-Gly [(Gly).], Gly-Gly-Gly
[(Gly)s]...(Gly)20, Ala, Gly-Ala, Ala-Gly, Ala-Ala, etc. Otros ejemplos especificos de conectores son:

(Gly)sLys(Gly)s (ID. SEC. n° 6)
(Gly)sAsnGlySer(Gly), (ID. SEC. n°7)

(esta estructura proporciona un sitio para glicosilacion cuando se produce recombinantemente en un sistema celular
de mamifero que es capaz de glicosilar dichos sitios);

(Gly)sCys(Gly)s (ID. SEC.n°8);y
GlyProAsnGly (ID. SEC. n°9).

Para explicar la nomenclatura anterior, por ejemplo, (Gly)sLys(Gly)s significa Gly-Gly-Gly-Lys-Gly-Gly-Gly-Gly. Se
prefieren también combinaciones de Gly y Ala,

También son posibles conectores no peptidicos. Por ejemplo, podrian utilizarse conectores alquilicos, tal como -HN-
(CH3)s-CO- en que s = 2-20. Estos conectores alquilicos pueden estar ademas sustituidos con cualquier grupo que
no produzca impedimento estérico, tal como alquilo inferior (por ejemplo, C;-Cg), acilo inferior, halégeno (por
ejemplo, Cl o Br), CN, NHo, fenilo, etc.

Otro tipo de conector no peptidico es un grupo polietilenglicol, tal como:
-HN-CH;-CHa-(0O-CH,-CHg),-O-CH,-CO-

en el que el valor de "n" es tal que el peso molecular global del conector varia de aproximadamente 101 a 5.000,
preferiblemente de 101 a 500.

En general, se ha descubierto que se prefiere un conector con una longitud de aproximadamente 0-14 subunidades
(por ejemplo, aminoacidos) para los compuestos trombopoyéticos de la primera realizacién de este invento.

Los conectores peptidicos pueden ser alterados para formar derivados de una manera igual a la anteriormente
descrita para los TMPs.

Los compuestos de este primer grupo pueden ser ademas lineales o ciclicos. Por "ciclico" se quiere significar que al
menos dos porciones separadas, es decir, no contiguas, de la molécula estan unidas entre si. Por ejemplo, los
amino y carboxilo terminales de los extremos de la molécula podrian unirse covalentemente para formar una
molécula ciclica. Alternativamente, la molécula podria contener dos o mas restos de Cys (por ejemplo, en el
conector), los cuales podrian producir una ciclacién mediante la formacién de un enlace disulfuro. Se contempla
ademas que puedan unirse mas de un dimero peptidico en tdndem para formar un dimero de dimeros. De esta
manera, por ejemplo, un dimero en tdndem que contenga un resto de Cys puede formar un enlace disulfuro
intermolecular con una Cys de otro de dichos dimeros. Véase més adelante, por ejemplo, el compuesto de la ID.
SEC. n° 20.

Los compuestos del invento pueden estar también covalente o no covalentemente asociados con una molécula
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vehicular, tal como un polimero lineal (por ejemplo, polietilenglicol, polilisina, dextrano, etc.), un polimero de cadena
ramificada (véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. nimeros 4.289.872, concedida el 15 de Septiembre de
1.981 a Denkenwalter et al.; y 5.229.490, concedida el 20 de Julio de 1.993 a Tam; y el Documento WO 93/21259 de
Frechet et al., publicado el 28 de Octubre de 1.993); un lipido; un grupo colesterol (tal como un esteroide); o un
hidrato de carbono u oligosacérido. Otros posibles vehiculos incluyen una o mas fijaciones de polimero soluble en
agua, tal como polioxietilenglicol o polipropilenglicol, como se describe en las Patentes de EE.UU. numeros
4.640.835, 4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 y 4.179.337. AlUn otros polimeros utiles conocidos en la
técnica incluyen monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa u otros polimeros basados en hidratos de carbono,
poli(N-vinilpirrolidona)-polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero de poli(6xido de
propileno/6xido de etileno), polioles (por ejemplo, glicerol) polioxietilados y poli(alcohol vinilico), asi como mezclas de
estos polimeros.

Un vehiculo preferido de tales vehiculos es el polietilenglicol (PEG). El grupo PEG puede tener cualquier peso
molecular conveniente y puede ser de cadena lineal o ramificada. El peso molecular medio del PEG variara
preferiblemente entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa, mas preferiblemente entre
aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, muy preferiblemente entre aproximadamente 5 kDa y
aproximadamente 10 kDa.

Los grupos PEG seran generalmente fijados a los compuestos del invento por medio de acilacion, alquilacion
reductora, adicién de Michael, alquilacién de tioles u otros métodos quimioselectivos de conjugacién/ligacion a través
de un grupo reactivo del grupo PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, éster, tiol,a -haloacetilo, maleimido o
hidrazino) con un grupo reactivo del compuesto diana (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, éster, tiol, -
haloacetilo, maleimido o hidrazino).

Pueden fijarse convenientemente grupos hidrato de carbono (oligosacéaridos) a sitios que son conocidos por ser
sitios de glicosilacién en las proteinas. Generalmente, los oligosacaridos O-enlazados se fijan a restos de serina
(Ser) o treonina (Thr) mientras que los oligosacaridos N-enlazados se fijan a restos de asparagina (Asn) cuando son
parte de la secuencia Asn-X-Ser/Thr, en la que X puede ser cualquier aminoécido salvo prolina. X es preferiblemente
uno de los 19 aminoéacidos presentes en la naturaleza sin contar la prolina. Las estructuras de los oligosacéaridos N-
enlazados y O-enlazados y de los restos de azUcar hallados en cada tipo son diferentes. Un tipo de azlcar que es
comunmente hallado en ambos es el acido N-acetilneuraminico (al que se hace referencia como acido sidlico). El
acido sidlico es normalmente el resto terminal de los oligosacéaridos tanto N-enlazados como O-enlazados y, en
virtud de su carga negativa, puede conferir propiedades &cidas al compuesto glicosilado. Dicho(s) sitio(s) puede(n)
ser incorporado(s) al conector de los compuestos de este invento y es(son) preferiblemente glicosilado(s) por una
célula durante la produccién recombinante de los compuestos polipeptidicos (por ejemplo, en células de mamifero
tales como CHO, BHK y COS). Sin embargo, dichos sitios pueden ser ademas glicosilados mediante procedimientos
sintéticos o semisintéticos conocidos en la técnica.

A continuacion se muestran algunos péptidos ejemplares de este invento. Se utilizan abreviaturas de aminoacido de
una sola letra, y el conector se muestra separado por guiones para claridad. Abreviaturas adicionales: BrAc significa
bromoacetilo [BrCH,C(O)] y PEG es polietilenglicol.
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IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA ID.SEC.n’ 10

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (ciclico)  ID.SEC.n° 11
I |

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (lincal)  ID.SEC.n’12

IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA ID.SEC.n° 13
[EGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA ID.SEC. n° 14

IEGPTLRQWLAARA-GGGK(BrAc)GGGG-IEGPTLRQWLAARA ID.SEC.n" 15

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA ID.SEC.n° 16

IEGPTLRQWLAARA-GGGK(PEG)GGGG-IEGPTLRQWLAARA  ID.SEC.n° 17

IEGPTLRQWLAARA-GGGC(PEG)GGGG-IEGPTLRQWLAARA  ID.SEC.n" 18

IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA ID.SEC.n° 19

IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

|
ILGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA ID. SEC. n’ 20

IEGPTLROWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA ID.SEC.n" 21

En cada uno de los compuestos anteriores, se contempla también una Met (o un resto M, usando el cédigo de una
letra) N-terminal. También se contemplan multimeros (por ejemplo, en tdndem y no en tandem, covalentemente
enlazados y no covalentemente enlazados) de los compuestos anteriores.

En una segunda realizacion de este invento, los compuestos anteriormente descritos pueden ademas estar
fusionados con uno o mas grupos Fc, directamente o por medio de grupos conectores. En general, la férmula de
este segundo grupo de compuestos es:

(FC)m-(Lz)q-TMP1-(L1)n-TMP2-(L3)r-(FC)p

en la que cada uno de TMP;, TMP, y n es como se describié anteriormente; L3, L, y L3 son grupos conectores, cada
uno de los cuales es independientemente seleccionado entre los grupos conectores anteriormente descritos; Fc es
una region Fc de una inmunoglobulina; cada uno de m, p, g y r es independientemente seleccionado del grupo que
consiste en 0y 1, en que al menos unode m y p es 1, y en que, ademas, sim es 0, g es entonces 0,y,sipes O, r
es entonces 0; y sales fisiolégicamente aceptables de los mismos.

En consecuencia, los compuestos de este segundo grupo tienen estructuras como las definidas para el primer grupo
de compuestos como los anteriormente descritos, pero estos compuestos estan ademas fusionados con al menos
un grupo Fc, directamente o por medio de uno 0 mas grupos conectores.

La secuencia Fc de los compuestos anteriores puede ser seleccionada de la cadena pesada de inmunoglobulina
IgG-1 humana [véase J. W. Ellison et al., Nucleic Acids Res. 10: 4.071-4.079 (1.982)] o de cualquier otra secuencia
de Fc conocida en la técnica (por ejemplo, de otras clases de 1gG, incluyendo, pero sin limitarse a, 1gG-2, 1gG-3 e
IgG-4, o de otras inmunoglobulinas).
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Es bien sabido que las regiones Fc de los anticuerpos estan compuestas de segmentos polipeptidicos mondmeros
que pueden estar unidos en formas dimeras o multimeras por enlaces disulfuro o por asociacién no covalente. El
namero de enlaces disulfuro intermoleculares entre subunidades mondémeras de moléculas de Fc nativas varia de 1
a 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG, IgA o IgE) o la subclase (por ejemplo, 1gG1, IgG2, 1gG3, IgAl o IgA2)
del anticuerpo implicado. Como se usa aqui, el término "Fc" es comun a las formas mondémeras, dimeras y
multimeras de las moléculas de Fc. Ha de advertirse que los monémeros de Fc se dimerizaran espontaneamente
cuando estén presentes los restos de Cys apropiados a menos que estén presentes unas condiciones particulares
que eviten la dimerizacion a través de la formacion de enlaces disulfuro. Aun cuando los restos de Cys que forman
normalmente enlaces disulfuro en el dimero de Fc sean eliminados o sustituidos por otros restos, las cadenas
mondmeras se dimerizaran generalmente por medio de interacciones no covalentes. El término "Fc" se usa aqui
para significar cualquiera de estas formas: el mondémero nativo, el dimero nativo (unido por enlaces disulfuro),
dimeros modificados (unidos por disulfuros y/o no covalentemente) y mondmeros modificados (es decir, derivados).

Pueden construirse variantes, compuestos analogos o derivados de la porcion Fc, por ejemplo, llevando a cabo
diversas sustituciones de restos o secuencias.

Los polipéptidos variantes (o analogos) incluyen variantes por insercion, en las que uno o mas restos de aminoacido
complementan una secuencia de aminoacidos de Fc. Las inserciones puede localizarse en cualquier extremo de la
proteina o en ambos, o pueden disponerse en regiones internas de la secuencia de aminoacidos de Fc. Las
variantes por insercién con restos adicionales en cualquier extremo o en ambos pueden incluir, por ejemplo,
proteinas de fusién y proteinas que incluyen etiquetas o marcadores de aminoacidos. Por ejemplo, la molécula de Fc
puede contener opcionalmente una Met N-terminal, especialmente cuando la molécula se expresa
recombinantemente en una célula bacteriana tal como E. coli.

En las variantes de Fc por supresion, se eliminan uno o mas restos de aminoacido de un polipéptido Fc. Las
supresiones pueden efectuarse en un extremo del polipéptido Fc o en ambos extremos, o con eliminaciéon de uno o
mas restos dentro de la secuencia de aminoacidos de Fc. Por lo tanto, las variantes por supresioén incluyen todos los
fragmentos de una secuencia del polipéptido Fc.

En las variantes de Fc por sustitucién, uno o mas restos de aminoécido de un polipéptido Fc son eliminados y son
sustituidos por restos alternativos. En un aspecto, las sustituciones son de naturaleza conservativa; sin embargo, el
invento también abarca sustituciones que son no conservativas.

Por ejemplo, se pueden suprimir restos de cisteina, o sustituirlos por otros aminoacidos, para evitar la formacion de
algunos o todos los entrecruzamientos disulfuro de las secuencias de Fc. En particular, los aminoacidos de las
posiciones 7 y 10 de la ID. SEC. n° 5 son restos de cisteina. Se puede eliminar cada uno de estos restos de cisteina
0 sustituir uno o mas de tales restos de cisteina por otros aminoacidos, tal como Ala o Ser. Como otro ejemplo,
también se pueden hacer modificaciones para introducir sustituciones de aminoacidos para (1) suprimir el sitio de
union al receptor de Fc; (2) suprimir el sitio de unién al complemento (C1q); y/o (3) suprimir el sitio de la citotoxicidad
mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC; del inglés; antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity). Dichos sitios son conocidos en la técnica, y cualesquier sustituciones conocidas caen dentro del
alcance de Fc como aqui se usa. Véase, por ejemplo, Molecular Immunology, volumen 29, n® 5, 633-639 (1.992),
con respecto a sitios ADCC en IgG1.

Asimismo, también se pueden sustituir uno 0o mas restos de tirosina por restos de fenilalanina. Ademas, otras
inserciones, supresiones (por ejemplo, de 1-25 aminoacidos) y/o sustituciones de aminoéacidos variantes son
también contempladas y caen dentro del alcance del presente invento. Se preferirAdn generalmente las sustituciones
de aminoacidos conservativas. Ademas, las alteraciones pueden estar en forma de aminoéacidos alterados, tales
como compuestos peptidomiméticos o D-aminoacidos.

Las secuencias de Fc del compuesto TMP pueden ser también derivatizadas, es decir, pueden llevar modificaciones
distintas de la insercion, supresion o sustitucion de restos de aminoacido. Preferiblemente, las modificaciones son de
naturaleza covalente e incluyen, por ejemplo, la formacion de enlaces quimicos con polimeros, lipidos, otros
compuestos organicos y grupos inorganicos. Los derivados del invento pueden ser preparados para aumentar la
semivida en circulacién o pueden ser disefiados para mejorar la capacidad del polipéptido para dirigirse a células,
tejidos u 6rganos deseados.

También es posible usar, como parte Fc de los compuestos del invento, el dominio de la molécula de Fc intacta que
se une al receptor de rescate, tal como se describe en el Documento WO 96/32478, titulado "Altered Polypeptides
with Increased Half-Life". Son miembros adicionales de la clase de moléculas aqui denominadas Fc aquellos que se
describen en el Documento WO 97/34631, titulado "Immunoglobulin-Like Domains with Increased Half-Lifes".

Las fusiones de Fc pueden ser en el extremo N o C de TMP; o TMP; 0 en ambos extremos, N y C, de los TMPs. Se
ha descubierto sorprendentemente que los péptidos en que un grupo Fc esté ligado al extremo N del grupo TMP son
mas bioactivos que los resultantes de las otras posibilidades, por lo que se prefiere la fusién que tiene un dominio Fc
en el extremo N de TMP; (es decir, tanto r como p son 0 y tanto m como g son 1 en la férmula general). Cuando la
cadena Fc esta fusionada en el extremo N del TMP o el conector, dicha fusién tendrd generalmente lugar en el
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extremo C de la cadena Fc, y viceversa.

También se prefieren los compuestos que son dimeros (por ejemplo, en tandem y no en tandem) de los compuestos
descritos en la féormula general anteriormente expuesta. En tales casos, cada cadena de Fc estara unida a un
dimero de péptidos TMP en tandem. En la Figura 6C se muestra un ejemplo esquematico de dicho compuesto. Un
ejemplo preferido de este tipo de compuesto se basa en la Figura 6C, en la que Fc es un dimero del compuesto de
ID. SEC. n° 5, cada L, es (Gly)s, cada uno de TMP; y TMP, es el compuesto de ID. SEC. n° 1, y cada L; es (Gly)s. A
este compuesto también se hace aqui referencia como "Fc-TMP;-L-TMP,. Es también representado como un dimero
(a través de la porcién Fc) de la ID. SEC. n° 34. También se contempla el compuesto analogo de la Figura 6C en
que el grupo Fc esta unido al extremo C de los grupos TMP, por medio de un conector, compuesto al que se hace
aqui referencia como "TMP;1-L-TMP2-Fc".

A continuacién se proporcionan algunos ejemplos especificos de compuestos del segundo grupo:
Fe-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC. n" 22)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (ID. SEC. n” 23)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (ID. SEC. n° 24)
Fc-GG-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC. n° 25)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC. n° 26)

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG—[EGPTLRQCLAARAE » )(ID. SEC.n°27)
l l CICIICO

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (ID. SEC. n° 28)
(lincal)

Fc-IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (ID.SEC.n’29)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC. n° 30)

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC.n’ 31)

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC.n° 32)

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

|
Fc-TEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (ID. SEC.n° 33)

Fc-GGGGG-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA
(ID. SEC.n° 34)

En cada uno de los compuestos anteriores, también se contempla una Met (o resto M al usar el cédigo de una letra)
N-terminal adicional. El resto de Met puede fijarse al extremo N del grupo Fc, en cuyo caso hay un grupo Fc fijado al
extremo N del TMP. En los casos en que el grupo Fc estéa fijado al extremo C del TMP, los restos de Met podrian
fijarse al extremo N del grupo TMP.

En cada uno de los casos anteriores, Fc es preferiblemente la region Fc de la cadena pesada de una
inmunoglobulina 1IgG1 humana o un fragmento, derivado o dimero bioldgicamente activo de la misma; véase J. W.
Ellison et al., Nucleic Acids Res. 10: 4.071-4.079 (1.982). La secuencia de Fc mostrada en la ID. SEC. n°5 es la Fc
mas preferida para los compuestos anteriores. También se prefieren los compuestos anteriores en que la Fc es una
forma dimera de la secuencia de ID. SEC. n° 5 y cada cadena de Fc esté fijada a un dimero de TMPs en tandem.

Ademas, aunque muchos de los compuestos preferidos de la segunda realizacion incluyen uno o mas dimeros en
tandem ya que poseen dos grupos TMP unidos, otros compuestos de este invento incluyen multimeros de los TMPs
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en tdndem, es decir, compuestos con las siguientes estructuras ejemplares:
Fc-TMP1-L-TMP,-L-TMP3;
FC-TMP1-L-TMP2-L-TMP3-L-TMP,;
Fc-TMP1-L-TMP2-L-TMP3-L-TMP,4-L-TMPs;
TMP1-L-TMP2-L-TMP3-L-Fc;
TMP1-L-TMP2-L-TMP3-L-TMP4-L-Fc;
TMP1-L-TMP2-L-TMP3-L-TMP4-L-TMPs-L-Fc;

en que TMP1, TMP,, TMP3, TMP4 y TMPs pueden tener estructuras iguales o diferentes y en que Fc y cada TMP y
cada L se definen como se expusieron anteriormente, y cada conector es opcional. En cada caso anterior, el grupo
Fc puede ser mondmero o dimero y, en los casos en que el Fc es dimero, se pueden fijar uno 0 mas multimeros de
TMP a cada cadena Fc. Se contemplan también otros ejemplos en que los dimeros o multimeros de TMP estan
fijados tanto al extremo N como al C de una o ambas cadenas de Fc, incluyendo el caso en que estan fijados
dimeros o multimeros de TMP a los cuatro extremos de dos cadenas de Fc.

Preferiblemente, los compuestos de esta segunda realizacion del invento tendran de aproximadamente 200 a 400
aminoacidos en total (es decir, seran polipéptidos).

Métodos de preparacion

Los compuestos de este invento pueden ser preparados de diversas maneras. Puesto que muchos de los
compuestos seran péptidos, o incluiran un péptido, los métodos para sintetizar péptidos tienen aqui una particular
relevancia. Por ejemplo, se pueden utilizar técnicas para sintesis en fase sélida. Las técnicas adecuadas son bien
conocidas en este campo e incluyen las descritas por Merrifield en Chem. Polypeptides, paginas 335-61 (compilado
por Katsoyannis y Panayotis, 1.973); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2.149 (1.963); Davis et al., Biochem. Intl. 10:
394-414 (1.985); Stewart y Young, "Solid Phase Peptide Synthesis (1.969); Patente de EE.UU. n° 3.941.763; Finn et
al., "The Proteins", 32 edicion, volumen 2, paginas 105-253 (1.976): y Erickson et al., "The Proteins", 32 edicion,
volumen 2, paginas 257-527 (1.976). La sintesis en fase soélida es la técnica preferida para preparar péptidos
individuales ya que es el método mas econdomicamente eficaz para preparar péptidos pequefios.

Los péptidos pueden también generarse en células huésped transformadas, usando técnicas de DNA recombinante.
Para hacer esto, se prepara una molécula de DNA recombinante que codifica el péptido. Los métodos para preparar
dichas moléculas de DNA y/o RNA son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, secuencias que codifican los
péptidos podrian ser escindidas de DNA usando enzimas de restriccion adecuadas. Las secuencias relevantes
pueden ser creadas usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction)
con la inclusién de sitios de restriccion Utiles para la subsiguiente clonacién. Alternativamente, la molécula de
DNA/RNA podria ser sintetizada usando técnicas de sintesis quimica, tal como el método de la fosforamidita.
Ademas, se podria utilizar una combinacién de estas técnicas.

El invento también incluye un vector que codifica los péptidos en una huésped apropiado. El vector comprende la
molécula de DNA que codifica los péptidos, operativamente ligada a apropiadas secuencias para control de la
expresion. Los métodos para efectuar esta ligacion operativa, antes o después de que la molécula de DNA que
codifica el péptido sea insertada en el vector, son bien conocidos. Las secuencias para el control de la expresion
incluyen promotores, activadores, potenciadores, operadores, sitios de union ribosémica, sefiales de inicio, sefiales
de parada, sefiales de remate, sefiales de poliadenilacién y otras sefiales implicadas en el control de la transcripcion
o la traduccion.

El vector resultante que comprende la molécula de DNA que codifica el péptido es utilizado para transformar un
huésped apropiado. Esta transformacion puede ser llevada a cabo utilizando métodos bien conocidos en la técnica.

En la practica de este invento, puede utilizarse cualquiera de un gran nimero de células huésped asequibles y bien
conocidas. La seleccion de un huésped particular depende de diversos factores reconocidos por la técnica. Estos
factores incluyen, por ejemplo, compatibilidad con el vector de expresion elegido, toxicidad de los péptidos
codificados por la molécula de DNA sobre la célula huésped, velocidad de transformacion, facilidad de recuperacion
de los péptidos, caracteristicas de expresion, bioseguridad y costes. Un equilibrio de estos factores debe ser
enfrentado al conocimiento de que no todos los huéspedes pueden ser igualmente eficaces para la expresion de una
secuencia de DNA particular.

Dentro de estas directrices generales, los huéspedes microbianos Utiles incluyen bacterias (tal como E. coli),
levaduras (tales como Saccharomyces sp. y Pichia pastoris) y otros hongos, insectos, plantas, células de mamifero
(incluyendo el ser humano) en cultivo, y otros huéspedes conocidos en la técnica.

A continuacién, el huésped transformado es cultivado bajo unas condiciones de fermentacidon convencionales para
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que se expresen los péptidos deseados. Dichas condiciones de fermentacion son bien conocidas en la técnica.

Finalmente, los péptidos son purificados del cultivo por fermentacién o de las células huésped en que se expresan.
Estos métodos de purificacién son también bien conocidos en la técnica.

Los compuestos que contienen péptidos derivatizados o que contienen grupos no peptidicos pueden ser sintetizados
mediante técnicas de quimica organica bien conocidas.

Usos de los compuestos

Los compuestos de este invento tienen la capacidad para unirse a, y activar, el receptor c-Mpl y/o tienen la
capacidad para estimular la produccién (tanto in vivo como in vitro) de plaquetas ("actividad trombopoyética") y
precursores de plaquetas ("actividad megacariocitopoyética"). Para medir la(s) actividad(es) de estos compuestos se
pueden usar ensayos estandares, tales como los descritos en el Documento WO 95/26746, titulado "Compositions
and Methods for Stimulating Megakaryocyte Growth and Differentiation”. Ademas, en la presente seccién de
Ejemplos se describen ensayos in vivo.

Los estados que se van a tratar mediante los métodos y composiciones del presente invento son generalmente
aquellos en que estad implicada una existente deficiencia de megacariocitos/plaquetas o una prevista o esperada
deficiencia de megacariocitos/plaquetas en el futuro (por ejemplo, a causa de una proyectada cirugia o donacién de
plaquetas). Dichos estados pueden ser el resultado de una dificiencia (temporal o permanente) de ligando activo de
Mpl in vivo. El término genérico para la deficiencia de plaquetas es trombocitopenia y, por lo tanto, los métodos y
composiciones del presente invento son generalmente apropiados para tratar profilactica o terapéuticamente la
trombocitopenia en pacientes que lo necesitan.

La Organizacion Mundial de la Salud ha clasificado los grados de trombocitopenia en relacion con el nimero de
plaquetas circulantes en el individuo (Miller et al., Cancer 47: 210-211 (1.981). Por ejemplo, un individuo que no
muestra sefiales de trombocitopenia (Grado 0) tendra generalmente al menos 100.000 plaquetas/mm®. Una
trombocitopenia suave (Grado 1) indica un nivel de plaguetas circulantes de entre 79.000 y 99.000/mm°. Una
trombocitopenia moderada (Grado 2) muestra entre 50.000 y 74.000 plaquetas/mm3 y una trombocitopenia grave se
caracteriza por entre 25.000 y 49.000 plaquetas/mm3. La trombocitoyenia debilitante o de riesgo vital se caracteriza
por una concentracion de plaquetas circulantes inferior a 25.000/mm®.

La trombocitopenia (deficiencia de plaquetas) puede presentarse por diversas razones, incluyendo la quimioterapia y
otra terapia con diversidad de farmacos, terapia por radiacion, cirugia, pérdida accidental de sangre y otros estados
morbosos especificos. Son estados morbosos especificos ejemplares que acarrean trombocitopenia y pueden ser
tratados de acuerdo con este invento: anemia aplasica; trombocitopenia idiopatica o inmune (ITP; del inglés,
idiopathic or immune thrombocytopenia), incluyendo la purpura trombocitopénica idiopatica asociada con el cancer
de mama; ITP asociada con HIV y purpura trombocitopénica trombética relacionada con HIV; tumores metastasicos
que dan lugar a trombocitopenia, lupus eritematoso sistémico, incluyendo el sindrome de lupus neonatal;
esplenomegalia; sindrome de Fanconi; deficiencia de vitamina B12; deficiencia de &cido folico; anomalia de May-
Hegglin; sindrome de Wiskott-Aldrich; enfermedad hepética crénica; sindrome mielodisplasico asociado con
trombocitopenia; hemoglobinuria paroxistica nocturna; trombocitopenia profunda aguda tras terapia con C7E3 Fab
(Abciximab); trombocitopenia aloinmune, incluyendo trombocitopenia aloinmune materna; trombocitopenia asociada
con anticuerpos antifosfolipidos y trombosis; trombocitopenia autoinmune; trombocitopenia inmune provocada por
farmacos, incluyendo la trombocitopenia provocada por carboplatina y la trombocitopenia provocada por heparina;
trombocitopenia fetal; trombocitopenia de la gestacion; sindrome de Hughes; trombocitopenia lupoide; pérdida
accidental y/o masiva de sangre; trastornos mieloproliferativos; trombocitopenia en pacientes con malignidades;
purpura trombocitopénica trombdtica, incluyendo microangiopatia trombdtica que se manifiesta como purpura
trombocitopénica trombdética/sindrome urémico hemolitico en pacientes con cancer; anemia hemolitica autoinmune;
perforacion de un diverticulo duodenal oculto; aplasia pura de células rojas; trombocitopenia autoinmune; nefropatia
epidémica; insuficiencia renal aguda asociada con rifampicina; trombocitopenia de Paris-Trousseau; trombocitopenia
aloinmune neonatal; hemoglobinuria paroxistica nocturna; cambios hematoldgicos en el cancer de estémago;
sindromes urémicos hemoliticos en la infancia; y manifestaciones hematoldgicas relacionadas con una infeccion
virica, incluyendo trombocitopenia asociada con CMV vy el virus de la hepatitis A. Ademas, ciertos tratamientos para
el sida (por ejemplo, AZT) dan lugar a trombocitopenia. Ciertos trastornos en la cicatrizacion de heridas podrian
también beneficiarse de un aumento de los nimeros de plaquetas.

Con respecto a previstas deficiencias de plaquetas, por ejemplo, a causa de una futura cirugia, un compuesto del
presente invento podria ser administrado de varios dias a varias horas antes de la necesidad de plaquetas. Con
respecto a situaciones agudas, por ejemplo, una pérdida accidental y masiva de sangre, se podria administrar un
compuesto de este invento junto con sangre o plaguetas purificadas.

Los compuestos de este invento pueden ser también Utiles para estimular ciertos tipos celulares distintos de los
megacariocitos si se halla que dichas células expresan el receptor Mpl. Los estados asociados con dichas células
gue expresan el receptor Mpl, que son sensibles a una estimulacion por el ligando de Mpl, también caen dentro del
alcance de este invento.
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Los compuestos de este invento pueden ser utilizados en cualquier situacion en que se desee una produccion de
plaquetas o células precursoras de plaquetas o en que se desee la estimulacién del receptor c-Mpl. De esta manera,
por ejemplo, los compuestos de este invento pueden ser utilizados para tratar cualquier estado de un mamifero en
que haya necesidad de plaquetas, megacariocitos y similares. Dichos estados se describen con detalle en las
siguientes fuentes ejemplares: WO95/26746, W095/21919, W095/18858 y W095/21920.

Los compuestos de este invento pueden ser también Utiles para mantener la viabilidad o el tiempo de
almacenamiento de las plaguetas y/o megacariocitos y células relacionadas. En consecuencia, podria ser Util incluir
una cantidad eficaz de uno o mas de tales compuestos en una composicién que contuviera dichas células.

Por "mamifero" se quiere significar cualquier mamifero, incluyendo seres humanos; animales domésticos, incluyendo
perros y gatos; animales exdticos y/o de zoo, incluyendo monos; animales de laboratorio, incluyendo ratones, ratas y
cobayas; animales de granja, incluyendo caballos, ganado vacuno, ovejas, cabras y cerdos; y similares. El mamifero
preferido es el ser humano.

Composiciones farmacéuticas

El presente invento también proporciona métodos para utilizar composiciones farmacéuticas de los compuestos del
invento. Dichas composiciones farmacéuticas pueden ser para administracion por inyeccién o para administracion
oral, nasal, transdérmica o de otra forma, incluyendo, por ejemplo, la inyeccién intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, intraocular, retrobulbar, intrapulmonar (por ejemplo, farmacos
en forma de aerosol) o subcutanea (incluyendo la administracion por depdsito, para una liberacion de larga
duracion); por via sublingual, anal o vaginal, 0 mediante implantacién quirirgica, por ejemplo, encajadas bajo la
capsula esplénica, en el cerebro o en la cérnea. El tratamiento puede consistir en una sola dosis o una pluralidad de
dosis a lo largo de un periodo de tiempo. En general, el invento comprende composiciones farmacéuticas que
comprenden cantidades eficaces de un compuesto del invento junto con agentes diluyentes, conservantes, agentes
solubilizadores, agentes emulsivos, agentes adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables. Dichas
composiciones incluyen agentes diluyentes con diversos contenidos de tampén (por ejemplo, Tris-HCI, acetato o
fosfato), pH y fuerza ionica; aditivos tales como detergentes y agentes solubilizadores (por ejemplo, Tween 80 o
polisorbato 80), antioxidantes (por ejemplo, &cido ascoérbico y metabisulfito sodico), conservantes (por ejemplo,
timerosal y alcohol bencilico) y sustancias de carga (por ejemplo, lactosa y manitol); y la incorporacion del material a
preparaciones corpusculares de compuestos polimeros tales como poli(acido lactico), poli(acido glicélico), etc., o0 a
liposomas. Puede utilizarse también &cido hialurdnico, el cual puede ejercer el efecto de provocar una duracion
prolongada en la circulaciéon. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir opcionalmente aun otros diluyentes
liquidos, semisolidos o sdlidos farmacéuticamente aceptables que sirven como vehiculos, excipientes o medios
farmacéuticos, incluyendo, pero sin limitarse a, monolaurato de polioxietileno-sorbitan, estearato magnésico,
hidroxibenzoatos de metilo y propilo, almidones, sacarosa, dextrosa, goma arabiga, fosfato célcico, aceite mineral,
manteca de cacao y aceite de Theobroma. Dichas composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la
velocidad de liberacion in vivo y la velocidad de aclaramiento in vivo de las proteinas y derivados presentes. Véase,
por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences", 182 edicion (1.990, Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania
18042, EE.UU.), paginas 1.435-1.712. Las composiciones pueden ser preparadas en forma liquida o pueden estar
en forma de polvo seco, tal como en forma liofilizada. También se contemplan formulaciones implantables para
liberacion continua, como lo son las formulaciones transdérmicas.

Para uso aqui se contemplan formas de dosificacion sélidas orales, las cuales se describen, en general, en
Remington's Pharmaceutical Sciences", 182 edicion, 1.990 (Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania 18042,
EE.UU.), en el capitulo 89. Las formas de dosificacion sdlidas incluyen tabletas, capsulas, pildoras, pastillas o
granulos, sellos y glébulos. Ademas, se puede usar la encapsulacién liposémica o proteinoide para formular las
presentes composiciones (como, por ejemplo, las microesferas proteinoides presentadas en la Patente de EE.UU. n°®
4.925.673). Se puede usar la encapsulacion liposémica, y los liposomas se pueden derivatizar con diversos
polimeros (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. n° 5.013.556). K. Marshall, "Modern Pharmaceutics",
compilado por G. S. Banker y C. T. Rhodes, capitulo 10, 1.979, proporciona una descripcion de posibles formas de
dosificacion sélidas para el producto terapéutico. En general, la formulacion incluird el compuesto del invento e
ingredientes inertes que permitan la proteccion frente al ambiente estomacal y la liberacion del material
biol6gicamente activo en el intestino.

También se contemplan especificamente formas de dosificacion orales de los anteriores compuestos del invento. Si
es necesario, los compuestos pueden ser quimicamente modificados para que la distribucién oral sea eficaz.
Generalmente, la modificaciéon quimica contemplada es la fijacion de al menos un grupo a la propia molécula de
compuesto de modo que dicho grupo permita (a) la inhibicion de la proteolisis y (b) la incorporacién a la corriente
sanguinea desde el estomago o el intestino. También se desea el aumento de la estabilidad global del compuesto y
el aumento del tiempo de circulacion en el organismo. Los ejemplos de dichos grupos incluyen: polietilenglicol,
copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona y
poliprolina [Abuchowski y Davis, "Soluble Polymer-Enzyme Adducts" en "Enzymes as Drugs", compilado por
Hocenberg y Roberts, Wiley-Interscience, New York, EE.UU. (1.981), paginas 367-383; Newmark et al., J. Appl.
Biochem. 4: 185-189 (1.982)]. Otros polimeros que podrian utilizarse son poli-1,3-dioxolano y poli-1,3,6-tioxocano.
Como se indicé anteriormente, se prefieren los grupos polietilenglicol para uso farmacéutico.
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Para las formas de dosificacion para distribucion oral, también es posible utilizar una sal de un aminoacido alifatico
modificado, tal como N-[8-(2-hidroxibenzoil)amino]caprilato sédico (SNAC), como un vehiculo para potenciar la
absorcion de los compuestos terapéuticos de este invento. La eficacia clinica de una formulacién de heparina
usando SNAC ha sido demostrada en una prueba de Fase Il llevada a cabo por Emisphere Technologies. Véase la
Patente de EE.UU. n°® 5.792.451, "Oral drug delivery compositions and methods".

El compuesto terapéutico puede ser incluido en la formulacion como multiples particulas finas en forma de granulos
o glébulos con un tamafio de aproximadamente 1 mm. La formulacién del material para administracién en capsulas
podria ser también en forma de polvo, pellas ligeramente comprimidas o incluso tabletas. El compuesto terapéutico
podria ser preparado mediante compresion.

Pueden incluirse tanto colorantes como agentes saboreadores. Por ejemplo, la proteina (o el derivado) puede ser
formulada (tal como mediante encapsulacién en liposomas o microesferas) y luego adicionalmente incluida en un
producto comestible, tal como una bebida refrigerada que contiene colorantes y agentes saboreadores.

Se puede diluir o aumentar el volumen del compuesto terapéutico con un material inerte. Estos diluyentes podrian
incluir hidratos de carbono, especialmente manitol, a-lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos
modificados y almidon. También se pueden usar ciertas sales inorganicas, incluyendo trifosfato calcico, carbonato
magnésico y cloruro sédico, como cargas. Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress y Avicell son algunos
diluyentes comercialmente asequibles.

Pueden incluirse agentes disgregantes en la formulacion del compuesto terapéutico en una forma de dosificacion
sélida. Los materiales usados como agentes disgregantes incluyen, pero no se limitan a, el almidén, incluyendo
Explotab, un agente disgregante comercial basado en almidén. También se pueden usar almidon-glicolato sédico,
Amberlite, carboximetilcelulosa soédica, ultramilopectina, alginato sodico, gelatina, rayadura de naranja,
carboximetilcelulosa &cida, esponja natural y bentonita. Otra forma de los agentes disgregantes es la de resinas
insolubles de intercambio catiénico. Se pueden usar gomas pulverulentas como agentes disgregantes y como
agentes aglutinantes, y estos pueden incluir gomas pulverulentas tales como agar, goma karaya y goma tragacanto.
El acido alginico y su sal sédica son también Utiles como agentes disgregantes.

Pueden utilizarse agentes aglutinantes para mantener juntas las particulas del agente terapéutico con objeto de
formar una tableta dura, y dichos agentes aglutinantes incluyen materiales procedentes de productos naturales tales
como goma arabiga, goma tragacanto, almidén y gelatina. Otros incluyen metilcelulosa (MC), etilcelulosa (EC) y
carboximetilcelulosa (CMC). Podrian utilizarse tanto polivinilpirrolidona (PVP) como hidroxipropil-metilcelulosa
(HPMC) en disoluciones alcohdlicas para granular el compuesto terapéutico.

Se puede incluir un agente antifriccién en la formulacién del compuesto terapéutico para evitar la adherencia durante
el proceso de formulacion. Se pueden usar lubricantes como una capa entre el compuesto terapéutico y la pared de
la matriz, y aquellos pueden incluir, pero no se limitan a: acido esteérico incluyendo sus sales de magnesio y calcio,
politetrafluoroetileno (PTFE), parafina liquida, aceites vegetales y ceras. También se pueden utilizar lubricantes
solubles tales como laurilsulfato sédico, laurilsulfato magnésico, polietilenglicol de diversos pesos moleculares y
Carbowax 4000 y 6000.

Podrian afadirse agentes mejoradores de la fluencia para mejorar las propiedades de fluencia del farmaco durante
la formulacion y facilitar el reordenamiento durante la compresion. Los agentes mejoradores de la fluencia pueden
incluir almidon, talco, silice pirogénica y silicoaluminato hidratado.

Para facilitar la disolucién del compuesto terapéutico en el ambiente acuoso, podria afiadirse un agente tensioactivo
como agente humectante. Los agentes tensioactivos pueden incluir detergentes anionicos tales como laurilsulfato
sadico, dioctil-sulfosuccinato sodico y dioctil-sulfonato sédico. Podrian utilizarse detergentes catidnicos, los cuales
podrian incluir cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio. La lista de posibles detergentes no idnicos que
podrian ser incluidos en la formulacién como agentes tensioactivos consiste en: lauromacrogol 400, estearato de
polioxilo 40, polioxietilen-aceite de ricino hidrogenado 10, 50 y 60, monoestearato de glicerilo, polisorbato 40, 60, 65
y 80, éster de sacarosa y acido graso, metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos agentes tensioactivos podrian
estar presentes en la formulacion de la proteina o el derivado solos 0 mezclados en diferentes relaciones.

Los acidos grasos, tales como, por ejemplo, el &cido oleico, el &cido linoleico y el acido linolénico, son, por ejemplo,
aditivos que posiblemente potencian la absorcién del compuesto.

Puede ser deseable una formulacién de liberacion controlada. El farmaco podria ser incorporado a una matriz inerte
que permitiera la liberacion por mecanismos de difusion o lixiviacion, tal como, por ejemplo, las gomas. También
pueden incorporarse matrices de degeneracion lenta, por ejemplo, alginatos y polisacaridos, a la formulacion. Otra
forma de liberacién controlada de este compuesto terapéutico es mediante un método basado en el sistema
terapéutico Oros (Alza Corp.); es decir, el farmaco es encerrado en una membrana semipermeable que permite que
entre agua y expulse el farmaco por efectos osmoticos a través de un Unica abertura pequefia. Ciertos
revestimientos entéricos también ejercen un efecto de liberacion retardada.

Pueden usarse otros revestimientos para la formulacién. Estos incluyen una diversidad de azlcares que podrian ser
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aplicados en una cubeta para revestimiento. El agente terapéutico podria ser también proporcionado en una tableta
con revestimiento pelicular, y los materiales usados en este caso se dividen en 2 grupos. El primero son los
materiales no entéricos e incluye metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metil-hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil-metilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica, providona y los polietilenglicoles. El
segundo grupo consiste en los materiales entéricos, que son cominmente ésteres del &cido ftalico.

Se podria utilizar una mezcla de materiales para obtener el revestimiento pelicular éptimo. El revestimiento con
pelicula puede ser llevado a cabo en una maquina para revestimiento en cubeta, o en un lecho fluidizado o mediante
revestimento por compresion.

También se contempla aqui la distribucién pulmonar de la presente proteina (o derivados de la misma). La proteina
(o el derivado) es suministrada a los pulmones de un mamifero por inhalacién y atraviesa el revestimiento epitelial
pulmonar hasta llegar a la corriente sanguinea [Otros comunicados relativos a esto incluyen Adjei et al.,
Pharmaceutical Research 7: 565-569 (1.990); Adjei et al., International Journal of Pharmaceutics 63: 135-144 (1.990)
(acetato de leuprolida); Braquet et al., Journal of Cardiovascular Pharmacology 13 (supl. 5): s.143-146 (1.989)
(endotelina 1); Hubbard et al., Annals of Internal Medicine 3: 206-212 (1.989) (a1-antitripsina); Smith et al., J. Clin.
Invest. 84: 1.145-1.146 (1.989) (a1-proteinasa); Oswein et al., "Aerosolization of Proteins”, Proceedings of
Symposium on Respiratory Drug Delivery IlI, Keystone, Colorado, EE.UU., Marzo de 1.990 (hormona humana
recombinante del crecimiento); Debs et al., The Journal of Immunology 140: 3.482-3.488 (1.988) (interferdn y y factor
a de necrosis tumoral); y Platz et al., Patente de EE.BI284656 (factor estimul ador de colonias de
granulocitos).

Para uso en la préactica de este invento se contempla una gran variedad de dispositivos mecanicos disefiados para la
distribucién pulmonar de productos terapéuticos, incluyendo, pero sin limitarse a, nebulizadores, inhaladores de
dosis calibrada e inhaladores de polvo, todos los cuales resultan familiares a los expertos en la técnica.

Algunos ejemplos especificos de dispositivos comercialmente asequibles adecuados para la practica de este invento
son el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri, EE.UU.; el nebulizador Acorn II,
fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado, EE.UU.; el inhalador de dosis calibrada Ventolin,
fabricado por Glaxo Inc., Research Triangle Park, North Carolina, EE.UU.; y el inhalador de polvo Spinhaler,
fabricado por Fisons Corp., Bedford, Massachusetts, EE.UU.

Todos los dispositivos citados requieren el uso de formulaciones adecuadas para la dispensacion del compuesto del
invento. Tipicamente, cada formulacién es especifica para el tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso de
un material propulsor apropiado ademas de agentes diluyentes, agentes adyuvantes y/o vehiculos Utiles en terapia.

El compuesto del invento deberia ser ventajosamente preparado en forma corpuscular con un tamafio medio de
particula inferior a 10 um (o microme tros), muy preferiblemente de 0,5 a 5 ym, para una distribugdn mas eficaz a la
zona distal del pulmén.

Los vehiculos incluyen hidratos de carbono tales como trehalosa, manitol, xilitol, sacarosa, lactosa y sorbitol. Otros
ingredientes para uso en las formulaciones pueden incluir DPPC, DOPE, DSPC y DOPC. Se pueden utilizar agentes
tensioactivos naturales o sintéticos. Se puede usar polietilenglicol (incluso aparte de su uso para derivatizar la
proteina o el compuesto analogo). Se pueden usar dextranos, tal como ciclodextrano. Se pueden usar sales biliares
y otros potenciadores relacionados. Se pueden utilizar celulosa y derivados de celulosa. Se pueden usar
aminoacidos, tal como para uso en una formulacion de un tampén.

Ademas, se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusion y otros tipos de
vehiculos.

Las formulaciones adecuadas para uso con un nebulizador, sea de chorro o sea ultrasnico, comprenderan
tipicamente el compuesto del invento disuelto en agua con una concentracion de aproximadamente 0,1 a 25 mg de
proteina biolégicamente activa por ml de disolucién. La formulacién puede incluir también un tampén y un azlcar
sencillo (por ejemplo, para estabilizacion de proteinas y para regulacion de la presién osmética). La formulacion para
nebulizador puede también contener un agente tensioactivo para reducir o evitar la agregacion superficialmente
inducida de la proteina, causada por la atomizacion de la disolucién al formarse el aerosol.

Las formulaciones para uso con un dispositivo inhalador de dosis calibrada comprenderan generalmente un polvo
finamente dividido que contiene el compuesto del invento suspendido en un propulsor con la ayuda de un agente
tensioactivo. El propulsor puede ser cualquier material convencional empleado para este fin, tal como un
clorofluorocarburo, un hidroclorofluorocarburo, un hidrofluorocarburo o un hidrocarburo, incluyendo
triclorofluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, o combinaciones de
los mismos. Los agentes tensioactivos adecuados incluyen trioleato de sorbitan y lecitina de soja. El acido oleico
puede ser también Util como agente tensioactivo.

Las formulaciones para dispensar desde un dispositivo inhalador de polvo comprenderan un polvo seco finamente
dividido que contiene el compuesto del invento, y pueden también incluir un agente de carga, tal como lactosa,
sorbitol, sacarosa, manitol, trehalosa o xilitol, en cantidades que faciliten la dispersion del polvo desde el dispositivo,
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por ejemplo, del 50 al 90 % en peso de la formulacion.

También se contempla la distribucién nasal del compuesto del invento. La distribucidon nasal permite el paso directo
de la proteina a la corriente sanguinea después de la administracion del producto terapéutico por la nariz, sin
necesidad del depdsito del producto en el pulmén. Las formulaciones para distribucion nasal incluyen aquéllas con
dextrano o ciclodextrano. También se contempla la distribucion por medio del transporte a través de otras
membranas mucosas.

Dosificaciones

El régimen de dosificacion implicado en un método para tratar los estados anteriormente descritos seréd determinado
por el médico que asiste al paciente, considerando diversos factores que modifican la accion de los farmacos, tales
como, por ejemplo, la edad, el estado, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de toda infeccién,
el momento de administracion y otros factores clinicos. Generalmente, la dosis deberia estar en el intervalo de 0,1
Hg a 100 mg del compuesto del invento por kilogramo de peso corporal por dia, preferiblemente de 0,1 a 1.000
pg/kg, y mas preferiblemente de 0,1 a 150 pg/kg, administrados en dosis diarias o en dosis equivalentes con
intervalos mas largos o mas cortos, por ejemplo, un dia si y otro no, dos veces a la semana, semanalmente, o dos o
tres veces al dia.

El compuesto del invento puede ser administrado mediante un bolo inicial seguido de una infusién continua para
mantener unos niveles circulantes terapéuticos del producto farmacol6gico. Como otro ejemplo, el compuesto del
invento puede ser administrado como una dosis de una sola vez. Quienes tienen una experiencia normal en la
técnica optimizaran facilmente las dosificaciones y regimenes de administracién eficaces, segin se determinan
mediante una buena préactica médica y el estado clinico del paciente concreto. La frecuencia de administracion
dependera de los pardmetros farmacocinéticos de los agentes y de la via de administracion. La formulacion
farmacéutica Optima sera determinada por un experto en la técnica dependiendo de la via de administracion y de la
dosificacion deseada. Véase, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences”, 182 edicién (1.990, Mack
Publishing Co., Easton, Pennsylvania 18042, EE.UU.), paginas 1.435-1.712. Dichas formulaciones pueden influir en
el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de liberacion in vivo y la velocidad de aclaramiento in vivo de los agentes
administrados. Dependiendo de la via de administracion, se puede calcular una dosis adecuada de acuerdo con el
peso corporal, la superficie corporal o el tamafio de los érganos. Una refinacion adicional de los calculos necesarios
para determinar la dosificacién apropiada para el tratamiento, que afecta a cada una de las formulaciones
anteriormente mencionadas, es rutinariamente realizada por quienes tienen una experiencia normal en la técnica sin
una experimentacion excesiva, especialmente a la luz de la informacion sobre dosificacion y de los ensayos aqui
descritos, asi como de los datos farmacocinéticos observados en las pruebas clinicas humanas anteriormente
discutidas. Las dosificaciones apropiadas pueden ser determinadas mediante el uso de ensayos establecidos para
determinar dosificaciones de niveles sanguineos, junto con datos de dosis-respuesta apropiados. El régimen de
dosificacion final ser4 determinado por el médico que asiste al paciente considerando diversos factores que
modifican la accién de los farmacos, tales como, por ejemplo, la actividad especifica del farmaco, la gravedad del
dafio y la sensibilidad del paciente, la edad, el estado, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad
de toda infeccion, el momento de administracion y otros factores clinicos. Conforme se lleven estudios a cabo,
surgird mas informacion relativa a los niveles de dosificacién apropiados y a la duracion del tratamiento para
diversas enfermedades y estados.

Los métodos, composiciones y compuestos terapéuticos del presente invento pueden ser también empleados, solos
0 en combinacién con otras citocinas, receptor Mpl soluble, factores hematopoyéticos, interleucinas, factores de
crecimiento o anticuerpos, en el tratamiento de estados morbosos caracterizados por otros sintomas ademas de las
deficiencias de plagquetas. Se prevé que el compuesto del invento demuestre su utilidad en el tratamiento de ciertas
formas de trombocitopenia en combinacién con estimuladores generales de la hematopoyesis, tales como IL-3 y
GM-CSF. Otros factores estimuladores megacariociticos, es decir, meg-CSF, factor de las células madre (SCF; del
inglés, stem cell factor), factor inhibidor de la leucemia (LIF; del inglés, leukemia inhibitory factor) y oncostatina M
(OSM), u otras moléculas con actividad estimuladora de megacariocitos pueden también emplearse con ligando de
Mpl. Las citocinas o factores hematopoyéticos ejemplares adicionales para dicha coadministracion incluyen IL-1 alfa,
IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, factor 1 estimulador de colonias, (CSF-1; del inglés, colony stimulating
factor-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF; del inglés, granulocyte
colony stimulating factor), EPO, interfer6n alfa (IFN-alfa), interferén de consenso, IFN-beta, IFN-gamma, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, trombopoyetina (TPO), angiopoyetinas, por ejemplo, Ang-1,
Ang-2, Ang-4 y Ang-Y, el polipéptido similar a angiopoyetina humano, factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF; del inglés, vascular endothelial growth factor), angiogenina, proteina morfogénica 6sea 1, proteina
morfogénica 6sea 2, proteina morfogénica 6sea 3, proteina morfogénica 6sea 4, proteina morfogénica dsea 5,
proteina morfogénica 6sea 6, proteina morfogénica 6sea 7, proteina morfogénica 6sea 8, proteina morfogénica
O6sea 9, proteina morfogénica 6sea 10, proteina morfogénica 6sea 11, proteina morfogénica 6ésea 12, proteina
morfogénica 6sea 13, proteina morfogénica 6sea 14, proteina morfogénica 6sea 15, receptor IA de la proteina
morfogénica Osea, receptor IB de la proteina morfogénica 6sea, factor neurotréfico derivado del cerebro, factor
neurotrofico ciliar, receptor a del factor neurotrdfico ciliar, factor 1 quimiotactico de neutréfilos inducido por citocinas,
factor 2 a quimidictico de neutréfilos inducido por citocinas, factor@ quimiotictico de neutréf ilos inducido por
citocinas, factor 3 de crecimiento de élul as endoteliales, endotelina 1, factor de crecimiento epidérmico, sustancia
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atractiva de neutrdfilos derivada de células epiteliales, factor 4 de crecimiento de fibroblastos, factor 5 de crecimiento
de fibroblastos, factor 6 de crecimiento de fibroblastos, factor 7 de crecimiento de fibroblastos, factor 8 de
crecimiento de fibroblastos, factor 8b de crecimiento de fibroblastos, factor 8c de crecimiento de fibroblastos, factor 9
de crecimiento de fibroblastos, factor 10 de crecimiento de fibroblastos, factor acido de crecimiento de fibroblastos,
factor basico de crecimiento de fibroblastos, receptora 1 del factor neurotidfico derivado de lineas celulares gliales,
receptor a 2 del factor neurotréfico derivado de lineas celulares gliales, proteina relacionada con el crecimiento,
proteina a relacionada con el crecimiento, proténa 8 relacionada con el crecimiento, pr oteina y relacionada con el
crecimiento, factor de crecimiento epidérmico ligante de heparina, factor de crecimiento de hepatocitos, receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos, factor | de crecimiento similar a insulina, receptor del factor de crecimiento
similar a insulina, factor Il de crecimiento similar a insulina, proteina ligante del factor de crecimiento similar a
insulina, factor de crecimiento de queratinocitos, factor inhibidor de la leucemia, receptor a del factor inhibidor de la
leucemia, factor de crecimiento nervioso, receptor del factor de crecimiento nervioso, neurotrofina 3, neurotrofina 4,
factor de crecimiento placentario, factor 2 de crecimiento placentario, factor de crecimiento de células endoteliales
derivado de plaquetas, factor de crecimiento derivado de plaquetas, cadena del factor A de crecimiento derivado de
plaquetas, factor AA de crecimiento derivado de plaquetas, factor AB de crecimiento derivado de plaquetas, cadena
del factor B de crecimiento derivado de plaquetas, factor BB de crecimiento derivado de plaquetas, receptor a del
factor de crecimiento derivado de plaquetas, receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor
estimulador del crecimiento de células pre-B, receptor del factor de células madre, TNF, incluyendo TNFO, TNF1 y
TNF2, factor a de crecimiento transformante, factor B de crecimiento transformante, factor 1 de crecimiento
transformante, factor 31.2 de crecimiento transformante, factor B2 de crecimiento transformante, factor B3 de
crecimiento transformante, factor B5 de crecimiento transformante, factor 31 de crecimiento transformante latente,
proteina | ligante del facforde crecimiento transfo  rmante, proteina Il ligante del fa@ode crecimiento
transformante, proteina Il ligante del factorf de crecimiento tran sformante, receptor de tipo | del factor de necrosis
tumoral, receptor de tipo Il del factor de necrosis tumoral, receptor del activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa,
factor de crecimiento del endotelio vascular, y proteinas quiméricas y fragmentos biolégica o inmunolégicamente
activos de los mismos. También puede ser util administrar, simultanea o secuencialmente, una cantidad eficaz de un
receptor Mpl soluble de mamifero, el cual parece producir el efecto de causar que los megacariocitos se fragmenten
en plaquetas una vez que los megacariocitos han alcanzado la forma madura. De esta manera, se espera que la
administracion de un compuesto del invento (para aumentar el nUmero de megacariocitos maduros) seguida de la
administracion del receptor Mpl soluble (para inactivar el ligando y permitir que los megacariocitos maduros
produzcan plaquetas) sea un medio particularmente eficaz para estimular la produccién de plaguetas. La
dosificacion anteriormente indicada seria ajustada para compensar dichos componentes adicionales en la
composicion terapéutica. El progreso del paciente tratado puede ser controlado por métodos convencionales.

En los casos en que los compuestos del invento se afiaden a composiciones de plaquetas y/o megacariocitos y
células relacionadas, la cantidad que se habra de incluir sera generalmente determinada experimentalmente
mediante técnicas y ensayos conocidos en este campo técnico. Un intervalo ejemplar de cantidades es 0,1 ug - 1 mg
de compuesto del invento por 10° células.

Se entiende que la aplicacion de las ensefianzas del presente invento a un problema o situaciéon especifico estara
dentro de las capacidades de quien tiene una experiencia normal en la técnica a la luz de las ensefianzas aqui
contenidas. A continuacion se muestran ejemplos de los productos del presente invento y procedimientos
representativos para su aislamiento, uso y fabricacion.

Ejemplos

I. A continuacién se exponen métodos ejemplares para preparar algunos de los compuestos del primer grupo aqui
descrito.

A. Materiales y Métodos

Todos los derivados de aminoacidos (todos de configuracion L) y resinas usados en la sintesis peptidica fueron
adquiridos a Novabiochem. Los reactivos para la sintesis peptidica (DCC, HOB, etc.) fueron adquiridos a Applied
Biosystems, Inc., en forma de disolucion. Los dos derivados de PEG fueron de Shearwater Polymers, Inc. Todos los
disolventes (diclorometano, N-metilpirrolidinona, metanol y acetonitrilo) fueron de EM Sciences. La HPLC
(cromatografia de alta eficacia en fase liquida; del inglés, high performance liquid chromatography) analitica se llevo
a cabo en un sistema Beckman con una columna Vydac (0,46 cm x 25 cm, fase inversa C18, 5 ym), un caudal de 1
ml/min y deteccion UV doble a 220 y 280 nm. Para todas las operaciones de HPLC se utilizaron gradientes lineales
con dos fases moviles: Tampén A - H,O (TFA al 0,1 %) y Tampén B - acetonitrilo (TFA al 0,1 %). Los péptidos
numerados a los que aqui se hace referencia, por ejemplo, 17b, 18, 19 y 20, son numerados en relacion con la Tabla
| y algunos de ellos son adicionalmente ilustrados en las Figuras 2 y 3.

Sintesis peptidica. Todos los péptidos fueron preparados mediante el bien establecido método de sintesis gradual en
fase solida. La sintesis en fase sdlida con quimica de Fmoc fue llevada a cabo usando un sintetizador peptidico ABI.
Tipicamente, la sintesis peptidica comenzé con una resina Wang precargada a una escala de 0,1 milimoles. La
desproteccion de Fmoc se llevé a cabo con el protocolo estandar de piperidina. La copulacion fue efectuada usando
DCC/HOBLt. Los grupos protectores de cadenas laterales fueron: Glu(O-t-Bu), Thr(t-Bu), Arg(Pbf), GIn(Trt), Trp (t-
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Boc) y Cys(Trt). Para el primer precursor peptidico para pegilacion, se usé Dde para la proteccion de la cadena
lateral de la Lys del conector y se usd Boc-lle-OH para la Ultima copulacion. Se eliminé el Dde usando hidrazina
anhidra (2 % en NMP, 3x2 min), lo que fue seguido de copulacion con anhidrido bromoacético preformado por la
accion de DCC. Para el péptido 18, la cadena lateral de la cisteina del conector fue protegida mediante un grupo
tritilo. La desproteccion final y la escision de todas las peptidil-resinas se efectuaron a temperatura ambiental durante
4 h usando &cido trifluoroacético (TFA) que contenia H,O al 2,5 %, fenol al 5 %, triisopropilsilano al 2,5 % y tioanisol
al 2,5 %. Después de la eliminacion del TFA, el péptido escindido fue precipitado con éter dietilico anhidro frio. La
formacion de disulfuros del péptido ciclico fue llevada directamente a cabo sobre el material crudo usando DMSO all
15 % en H,O (pH de 7,5). Todos los péptidos crudos fueron purificados por HPLC preparativa en fase inversa, y las
estructuras fueron confirmadas por espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacién (ESI-MS; del
inglés, electrospray ionization mass spectrometry) y andlisis de aminoacidos.

Alternativamente, todos los péptidos anteriormente descritos podrian ser también preparados usando la quimica de
t-Boc. En este caso, la resina de partida seria la clasica resina Merrifield o Pam y los grupos protectores de cadenas
laterales serian: Glu(OBzl), Thr(Bzl), Arg(Tos), Trp (CHO) y Cys(p-MeBzl). Se utilizaria fluoruro de hidrégeno (HF)
para la escision final de las peptidil-resinas.

Todos los péptidos dimeros en tandem descritos en este estudio que tienen conectores compuestos de aminoacidos
naturales pueden ser también preparados mediante tecnologia de DNA recombinante.

PEGilacion. Se desarrolld una nueva estrategia convergente para la pegilacién de péptidos sintéticos que consiste
en combinar, por medio de la formacion de un enlace conjugado en disolucion, un péptido y un grupo PEG cada uno
de los cuales lleva una funcién especial que es mutuamente reactiva hacia la otra. Los péptidos precursores pueden
ser facilmente preparados con la sintesis convencional en fase soélida, como se describié anteriormente. Como se
describe mas adelante, estos péptidos son "preactivados” en un sitio especifico con un grupo funcional apropiado.
Los precursores son purificados y totalmente caracterizados antes de hacerlos reaccionar con el grupo PEG. La
ligacion del péptido con PEG tiene normalmente lugar en fase acuosa y puede ser facilmente controlada mediante
HPLC analitica en fase inversa. Los péptidos pegilados pueden ser facilmente purificados mediante HPLC
preparativa y caracterizados mediante HPLC analitica, andlisis de aminodcidos y espectrometria de masas con
desorcion por laser.

Preparacion del péptido 19. Se disolvieron el péptido 17b (12 mg) y MeO-PEG-SH 5000 (30 mg, 2 equivalentes) en 1
ml de tampén acuoso (pH de 8). La mezcla fue incubada a temperatura ambiental durante aproximadamente 30
minutos y la reaccion fue comprobada mediante HPLC analitica, la cual mostré una complecion de la reaccion > 80
%. El material pegilado fue aislado mediante HPLC preparativa.

Preparacion del péptido 20. Se disolvieron el péptido 18 (14 mg) y MeO-PEG-maleimida (25 mg) en
aproximadamente 1,5 ml de tampdn acuoso (pH de 8). La mezcla fue incubada a temperatura ambiental durante
aproximadamente 30 minutos, momento en que se habia completado una transformacién de ~70 % segun se
comprobo por HPLC analitica al aplicar una parte alicuota de muestra a la columna de HPLC. El material pegilado
fue purificado mediante HPLC preparativa.

Ensayo de bioactividad. El bioensayo in vitro de TPO es un ensayo mitogénico en que se utiliza un clon, dependiente
de IL-3, de células 32D murinas que han sido trasfectadas con receptor mpl humano. Este ensayo se describe con
mayor detalle en el Documento WO 95/26746. Las células son mantenidas en medio MEM que contiene Fetal Clone
Il'al 10 % y 1 ng/ml de mIL-3. Antes de la adicién de las muestras, se preparan las células enjuagandolas dos veces
con medio de crecimiento que carece de miIL-3. Se prepara una curva estandar extendida de TPO de doce puntos,
que varia de 3.333 a 39 pg/ml. Se preparan cuatro diluciones (1.000 a 125 pg/ml), de las que se estima que caen
dentro de la porcién lineal de la curva estandar, para cada muestra y se desarrollan por triplicado. Se afiade un
volumen de 100 ul de cada diluciéon de muestra o de patrén a los pocillos apropiados de una placa de microtitulacion
de 96 pocillos que contiene 10.000 células/pocillo. Después de cuarenta y cuatro horas a 37°C y CO, al 10 %, se
aflade MTS (un compuesto de tetrazolio que es bioreducido por las células hasta un formazén) a cada pocillo.
Aproximadamente seis horas mas tarde, se lee la densidad 6ptica a 490 nm en un dispositivo lector de placas. Se
genera una curva de dosis-respuesta (logaritmo de concentracion de TPO frente a densidad optica - valor de fondo)
y se lleva cabo un analisis, por regresion lineal, de los puntos que caen en la porcién lineal de la curva estandar. Las
concentraciones de las muestras de ensayo desconocidas son determinadas usando la ecuacion lineal resultante y
una correccion para el factor de dilucion.

Abreviaturas. HPLC (cromatografia de alta eficacia en fase liquida); ESI-MS (espectrometria de masas con
ionizacion por electropulverizacién); MALDI-MS (espectrometria de masas con desorcidn/ionizacion por laser,
asisitida por matriz; del inglés, matrix-assisted laser desorption ionization mass spectrometry); PEG (polietilenglicol).
Todos los aminoacidos se representan mediante los codigos estandares de tres letras o una sola letra. t-Boc: terc-
butoxicarbonilo; tBu: terc-butilo; Bzl: bencilo; DCC: diciclohexilcarbodiimida; HOBt: 1-hidroxibenzotriazol; NMP: N-
metil-2-pirrolidinona; Pbf: 2,2,4,6,7-pentametildihidro-benzofuran-5-sulfonilo; Trt: tritilo; Dde: 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-
ciclohexiliden)etilo.

B. Resultados
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Dimeros de TMP en tandem con conectores de poliglicocola. El disefio de dimeros de TMP unidos secuencialmente
se basé en la suposicion de que se requeria una forma dimera de TMP para su interaccién eficaz con c-Mpl (el
receptor de TPO) y de que, dependiendo de coémo estuvieran enrolladas entre si en el entorno del receptor, las dos
moléculas de TMP podrian estar conjuntamente ligadas en la configuracion de extremo C a N de un modo que no
pertubara la conformacién dimera global. Evidentemente, la actividad de los dimeros enlazados en tdndem puede
también depender de una apropiada seleccion de la longitud y la composicion del conector que une los extremos C y
N de los dos monémeros de TMP secuencialmente alineados. Puesto que no se disponia de informacién estructural
sobre el TMP unido a ¢c-Mpl, se sintetizd una serie de péptidos dimeros con conectores compuestos de 0 a 10 y 14
restos de glicocola (Tabla ). Se escogi6 la glicocola a causa de su sencillez y flexibilidad. Se razon6 que una cadena
peptidica flexible de poliglicocola podria permitir la plegadura libre, en la conformacion requerida, de las dos
repeticiones de TMP ligadas, mientras que secuencias de aminoacidos mas estéricamente impedidas pueden
adoptar estructuras secundarias indeseadas cuya rigidez podria alterar el correcto empaquetamiento del péptido
dimero en el entorno del receptor.

Los péptidos resultantes son facilmente asequibles mediante métodos convencionales de sintesis peptidica en fase
sdlida (R. B. Merrifield, Journal of the American Chemical Society 85: 2.149 (1.963)] con quimica de Fmoc o de t-
Boc. A diferencia de la sintesis del dimero en paralelo C-terminalmente enlazado (ID. SEC. n° 2) que requeria el uso
de un resto de lisina ortogonalmente protegido como punto de ramificacién inicial para construir las dos cadenas
peptidicas de un modo seudosimétrico [S. E. Cwirla et al., Science 276: 1.696-1.699 (1.997)], la sintesis de los
presentes dimeros en tandem fue una ensambladura gradual y sencilla de las cadenas peptidicas continuas desde
el extremo C al N. Puesto que la dimerizacién de TMP producia un efecto mas drastico sobre la actividad
proliferativa que sobre la afinidad de union como se muestra para el dimero C-terminal [S. E. Cwirla et al., Science
276: 1.696-1.699 (1.997)], los péptidos sintéticos fueron analizados directamente en cuanto a su actividad bioldgica
en un ensayo de proliferacion celular dependiente de TPO usando un clon, dependiente de IL-3, de células 32D
murinas trasfectadas con el c-Mpl de longitud completa [R. Palacios et al., Cell 41: 727 (1.985)]. Como mostraron los
resultados del ensayo (véase mas adelante la Tabla I), todos los dimeros en tandem enlazados por poliglicocola
presentaron aumentos de potencia > 1.000 veces en comparacion con el mondmero y fueron ain mas potentes que
el dimero C-terminal en este ensayo de proliferacidon celular. La actividad absoluta del dimero C-terminal en el
presente ensayo era menor que la de la proteina TPO nativa, lo que difiere de los hallazgos previamente
comunicados segun los cuales se habia hallado que el dimero C-terminal era tan activo como el ligando natural [S.
E. Cwirla et al., Science 276: 1.696-1.699 (1.997)]. Esto podria ser debido a diferencias en las condiciones usadas
en los dos ensayos. No obstante, la diferencia de actividad entre los dimeros en tandem (extremo C del primer
monémero enlazado al extremo N del segundo monémero) y los dimeros en paralelo (extremo C del primer
mondmero enlazado al extremo C del segundo mondmero) en el mismo ensayo demostrd claramente la superioridad
del producto dimerizado en tandem en comparacion con los productos dimerizados en paralelo. Es interesante
advertir que una gran variedad de longitudes es tolerada por el conector. Al parecer, con los mondémeros de TMP
seleccionados (ID. SEC. n° 1), el conector 6ptimo esta compuesto de 8 glicocolas.

Otros dimeros en tandem. Después de esta primera serie de dimeros de TMP en tandem, se disefiaron otras
diversas moléculas con conectores diferentes o que contenian modificaciones en el propio monémero. La primera de
estas moléculas, el péptido 13, tiene un conector compuesto de GPNG, una secuencia conocida por tener una
elevada tendencia a formar una estructura secundaria de tipo giros B. Se hath que este péptido, au nque aun
aproximadamente 100 veces mas potente que el mondmero, era > 10 veces menos activo que el compuesto
analogo unido por GGGG. Por lo tanto, parecia que la introduccién de un gird3 relativamente rigido en la regién de |
conector causaba una ligera distorsion de la conformacion éptima del agonista en esta forma de conector corta.

El Trp9 de la secuencia de TMP es un resto muy conservado entre los péptidos activos aislados de bancos
peptidicos aleatorios. También hay un Trp muy conservado en las secuencias de consenso de péptidos miméticos
de EPO, y se hallé6 que este resto de Trp esta implicado en la formacién de un nucleo hidréfobo entre los dos
péptidos miméticos de EPO (EMPs) y contribuye a interacciones hidr6fobas con el receptor de EPO [O. Livnah et al.,
Science 273: 464-471 (1.996)]. Por analogia, se pensé que el resto Trp9 del TMP podia tener una funcion similar en
la dimerizacién del ligando peptidico y, en un intento de modular y estimar los efectos de las fuerzas hidroéfobas no
covalentes ejercidas por los dos anillos de indol, se construyeron varios compuestos analogos que resultaban de
mutaciones en el Trp. De esta manera, en el péptido 14, el resto de Trp de cada uno de los dos monémeros de TMP
fue sustituido por una Cys, y se formd por oxidacion un enlace disulfuro intramolecular entre las dos cisteinas que
fue concebido para mimetizar las interacciones hidrofobas entre los dos restos de Trp en la dimerizacién peptidica.
El péptido 15 es la forma reducida del péptido 14. En el péptido 16, los dos restos de Trp fueron sustituidos por Ala.
Como muestran los datos del ensayo, los tres compuestos analogos resultaron inactivos. Estos datos demostraron
adicionalmente que el Trp es importante para la actividad del peptido mimético de TPO, no sélo para la formacion
del dimero.

Cada uno de los dos péptidos siguientes (péptidos 17a y 18) contiene un resto de Lys o Cys en su conector de 8
aminoécidos. Estos dos compuestos son precursores de los dos péptidos pegilados (péptidos 19 y 20) en que la
cadena lateral de la Lys o Cys esta modificada por un grupo polietilenglicol (PEG). Se decidié introducir un grupo
PEG en el centro de un conector relativamente largo para que el componente PEG grande (5 kDa) estuviera
bastante alejado de los importantes sitios ligantes de la molécula peptidica. EI PEG es un polimero biocompatible
conocido que es utilizado cada vez mas como un modificador covalente para mejorar los perfiles farmacocinéticos
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de compuestos terapéuticos basados en péptidos y proteinas.

Se ideé un método modular, basado en disolucién, para la pegilacién conveniente de péptidos sintéticos o
recombinantes. El método se basa en la ahora bien establecida estrategia de ligacion quimicoselectiva, en la que se
utiliza la reaccion especifica entre un par de funciones mutuamente reactivas. De esta manera, para el péptido
pegilado 19, la cadena lateral de la lisina fue preactivada con un grupo bromoacetilo para obtener el péptido 17b,
para facilitar la reaccién con un PEG derivatizado con tiol. Para hacer esto, se emple6 un grupo protector ortogonal,
Dde, para la proteccion de la e-amina de la lisina. Una vez que se hubo ensamblado la cadena peptidica completa, la
amina N-terminal fue vuelta a proteger con t-Boc. Luego se elimind el Dde para permitir la bromoacetilacién. Esta
estrategia permitid obtener un péptido crudo de alta calidad que fue facilmente purificado utilizando HPLC
convencional en fase inversa. La ligacion del péptido con el PEG modificado con tiol tuvo lugar en un tampén acuoso
con un pH de 8, y la reaccion se completdé en 30 minutos. Un analisis, por MALDI-MS, del material pegilado
purificado revelé un espectro caracteristico con forma de campana, con un aumento de 44 Da entre los picos
adyacentes. Para el péptido-PEG 20, se dispuso un resto de cisteina en la region conectora, y el grupo tiol de la
cadena lateral de aquélla sirve como un punto de fijacién para un PEG que contiene maleimida. Se utilizaron
condiciones similares para la pegilacion de este péptido. Como revelaron los datos del ensayo, estos dos péptidos
pegilados tenian una bioactividad in vitro adn mayor en comparaciéon con los correspondientes compuestos no
pegilados.

El péptido 21 tiene un motivo potencial de glicosilacion, NGS, en su conector de 8 aminodcidos. Puesto que los
dimeros en tandem ejemplares estan compuestos por aminoacidos naturales unidos por enlaces peptidicos, la
expresion de dicha molécula en un apropiado sistema celular eucariético deberia producir un glicopéptido con el
grupo hidrato de carbono afiadido a la carboxiamida de la cadena lateral de Asn. La glicosilacion es un proceso
comun de modificacion postraduccional que puede tener muchos efectos positivos sobre la actividad bioldgica de
una proteina dada al aumentar su solubilidad acuosa y su estabilidad in vivo. Como muestran los datos del ensayo,
la incorporacién de este motivo de glicosilacion al conector mantuvo la elevada bioactividad. En efecto, el precursor
sintético del potencial glicopéptido tenia una actividad comparable a la del compuesto anélogo unido por -(Gly)s-. Se
espera que, una vez glicosilado, este péptido tenga el mismo orden de actividad que los péptidos pegilados a causa
de las similares propiedades quimicofisicas mostradas por un PEG y un grupo hidrato de carbono.

El dltimo péptido es un dimero de un dimero. Se prepard oxidando el péptido 18, lo que formé un enlace disulfuro
intermolecular entre los dos restos de cisteina situados en el conector. Este péptido fue disefiado para enfocar la
posibilidad de que el TMP fuera activo como tetrdmero. Los datos del ensayo mostraron que este péptido no era
mas activo que un dimero medio en tandem con respecto a una base molar ajustada, lo que apoya indirectamente la
idea de que, en realidad, la forma activa del TMP es un dimero ya que, de lo contrario, la dimerizacién de un dimero
en tAndem tendria un impacto mas sobre la bioactividad.

En la Tabla | siguiente se resumen las actividades relativas de los compuestos anteriormente descritos, en término
de la potencia relativa basada en ensayos in vitro como los anteriormente descritos.

TABLA |

Compuesto Potencia Relativa
TPO 4,0
Monémero de TMP (ID. SEC. n° 1) 1,0
Dimero C-C de TMP (ID. SEC. n° 2) 3,5
TMP-(Gly),-TMP:

1 n=0 4,5
2 n=1 4,0
3 n=2 4,0
4 n=3 4,0
5 n=4 4,0
6 n=5 4,0
7 n=6 4,0
8 n=7 4,0
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Compuesto Potencia Relativa
9 n=8 4,5
10 n=9 4,0
11 n=10 4,0
12 n=14 4,0
13 TMP-GPNG-TMP (ID. SEC. n° 10) 3,0
14 |EGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA 0,5
L I
(ID. SEC. n° 11)
15 IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA 0,5
(ID. SEC. n° 12)
16 |IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA 0,5
(ID. SEC. n° 13)
17a TMP-GGGKGGGG-TMP (ID. SEC. n° 14) 4,0
17b TMP-GGGK(BrAc)GGGG-TMP (ID. SEC. n° 15) ND
18 TMP-GGGCGGGG-TMP (ID. SEC. n° 16) 4,0
19 TMP-GGGK(PEG)GGGG-TMP (ID. SEC. n° 17) 5,0
20 TMP-GGGC(PEG)GGGG-TMP (ID. SEC. n° 18) 5,0
21 TMP-GGGNGSGG-TMP (ID. SEC. n° 19) 4,0
22 TMP-GGGCGGGG-TMP (ID. SEC. n° 20) 4,0

TMP-GGGCGGGG-TMP

NOTA: En la Tabla I, los nUmeros indican aproximadamente el logaritmo de la actividad, por lo que la
diferencia de actividad entre "1" y "4" es aproximadamente 1.000 veces. Un incremento de 0,5 es un
punto intermedio, por lo que la diferencia de actividad entre "1"y "3,5" es aproximadamente 500 veces.
"ND" significa " no determinado".

Il. A continuacion se exponen métodos ejemplares para preparar algunos de los compuestos del segundo grupo

aqui descrito.

A. Preparacién de un compuesto de fusién de Fc, del tipo mostrado en la Figura 6C

Una secuencia de DNA que codifica la region Fc de 1gG1 humana fusionada en marco con un dimero del peptido
mimético de TPO (ID. SEC. n° 34) fue puesta bajo el control del promotor luxPR en el vector de expresion plasmidico

pAMG21, del modo siguiente.

El gen de fusion fue construido usando tecnologia de PCR estandar. Los moldes para las reacciones PCR fueron el
vector de fusién que contiene la secuencia de Fc y un gen sintético que codifica el resto del compuesto de ID. SEC.

n° 34. El gen sintético fue construido a partir de los 4 oligonucleétidos solapantes mostrados a continuacion:

1830-52

1830-53

AAA GGT GGA GGT GGT GGT ATC GAA GGT CCG

ACT CTG CGT CAG TGG CTG GCT GCT CGT GCT

ACC TCC ACC ACC AGC ACG AGC AGC CAG

CCA CTG ACG CAG AGT CGG ACC

24

(ID. SEC. n° 35)

(ID. SEC. n° 36)
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1830-54 GGT GGT GGA GGT GGC GGC GGA GGT ATT GAG GGC
CCA ACC CTT CGC CAA TGG CTT GCA GCA CGC GCA
(ID. SEC. n° 37)
1830-55 AAA AAA AGG ATC CTC GAG ATT ATG CGC GTG CTG
CAA GCC ATT GGC GAA GGG TTG GGC CCT CAA TAC
CTC CGC CGC C
(ID. SEC. n° 38)

Los 4 oligonucledtidos fueron sometidos a hibridacion de extremos complementarios para formar el diplex mostrado
a continuacion:

AARAGCTGGAGGTGGTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCT

lommmme—— T o e e ——— e o + 60
CCAGGCTGAGACGCAGTCACCGACCGACGAGCACGA

K G 6 6 6 6 I E G P T L R QW L A A R A

GGTGGTGGAGGTGGCGGCGGAGETATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCARTGGCTTGCAGCA
————————— e s e e ety S 92 0
CCACCACCTCCACCGCCGCCTCCATAACTCCCGGGTTGGGAAGCGGTTACCGAACGTCGT
G 6 6 6 6 G G G I E G P T LR QW L A A

CGCGCA
GCGCGTATTAGAGCTCCTAGGARAARAAA
R A *

ID. SEC. n° 39 [oligonucleétidos colineales 1830-52 y 1830-54]
ID. SEC. n° 40 [oligonucledtidos colineales 1830-53 y 1830-55] e
ID. SEC. n° 41 [la secuencia de aminoacidos codificada]
Este duplex fue multiplicado en una reacciéon PCR usando 1830-52 y 1830-55 como cebadores sentido y antisentido.

La porcion Fc de la molécula fue generada en una reaccion PCR con DNA de Fc usando los cebadores:

1216-52 AAC ATA AGT ACC TGT AGG ATC G (ID. SEC. n° 42)
1830-51 TTCGATACCACCACCTCCACCTTTACCCGGAG-
ACAGGGAGAGGCTCTTCTGC (ID. SEC. n° 43)

Los oligonucleétidos 1830-51 y 1830-52 contienen un solapamiento de 24 nucleétidos, lo que permite que los dos
genes se fusionen entre si en el marco de lectura correcto al combinarse los anteriores productos de PCR en una
tercera reaccion usando los cebadores externos, 1216-52 y 1830-55.

El producto génico final de PCR (el gen de fusién de longitud completa) fue sometido a digestion con las
endonucleasas de restriccion Xbal y BamHI y fue luego ligado en el vector pAMG21 (véase mas adelante), también
sometido a digestion con Xbal y BamHI. Se transformaron células huésped competentes de la cepa 2596 de E. coli
(GM221, descrita mas adelante) con el DNA ligado. Los clones fueron explorados en cuanto a la capacidad para
producir el producto proteico recombinante y para poseer la fusion génica que tiene la secuencia de nucleétidos
correcta. Los niveles de expresion de proteina se determinaron mediante estudios en matraces de 50 ml de
capacidad, con sacudimiento. Se analizaron lisados de células completas en cuanto a la expresion de la fusion, por
medio de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE; del inglés, polyacrylamide gel electrophoresis) y tincion con
Coomassie.

La secuencia de aminoéacidos de la proteina de fusién se muestra debajo de la correspondiente secuencia de
nucledtidos:
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TCTAGATTTGTTTTAAC TAATTAAAGGAGGARTAACATATGGACARARCTCACACATGTC

--------- Tt T e et

AGATCTARACAARATTGATTAATTTCCTCCTTATTGTATACCTGTTTTGAGTGIGTACAG
M D K T H T C P

CACCTTGTCCAGCTCCGGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAARC
————————— e T B e AR E L S LTS
GTGGAACAGGTCGAGGCCTTGAGGACCCCCCTGGCAGTCAGARGGAGAAGGGGCGTTTTG

P ¢C P A P E L L G G P SV F L F P P K P

CCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
————————— s T T Rt
GGTTCCTGTGGGAGTACTAGAGGGCCTGGGGACTCCAGTGTACGCACCACCACCTGCACT

K p T LM I S R T PEV T CV V V DV S

GCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTITCAACTGGTACCTECGACGGCGTGEGAGGTGCATAATG
————————— e S et e e Tt
CGGTGCTTCTGGGACTCCAGTTCAAGTTGACCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTAC

H B D P EV K F NW YV DGV E V HNRA

CCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
————————— Rl s 2 Rt Attt bl st bt b
GGTTCTGTTTCGGCGCCCTCCTCGTCATGTTGTCGTGCATGGCACACCAGTCGCAGEAGT
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CCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCARGGTCTCCAACAAAG
————————— B e e il e aaintabelnd sttt tatalet o
GGCAGGACGTGGTCCTGACCGACTTACCGTTCCTCATGTTCACGTTCCAGAGGTTGTITC
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CCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCARAGCCAARGGGCAGCCCCGAGAACCAL
361 —-=mmmm - R e o ——— Frm e ———— . o + 420
GGGAGGETCGEGEEGETAGCTCTTTTGGTAGAGGTTTCGGTTTCCCGTCGGGGCTCTTGGTG

L P AP I E K T I 58 K A K G OQ P R E P O

AGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGC TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT

421 cwmmm— o e ——— o ——— Fom - —— e ——— + 480
TCCACATGTGGGACGGGEGTAGGGCCCTACTCGACTGETTCTTGGTCCAGTCGGACTGGA
v ¥ T L P P S R D E L T KN Q V 5 L T C

GCCTGGTCAARGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCARTGGGCAGC

481 ——~---—-- fo——m Fmm B ittt Fommm oo toomm + 540
CGGACCAGTTTCCGRAGATAGGGTCGCTGTAGLCGGCACCTCACCCTCTCGTTACCCGTCG
L VvV X ¢ F Y P S DI AV EWESNGU QYP

CGGAGRACAARCTACAAGACCACGCCTCCCGTGLTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
541 —srmmmm—— o ————— et e Fommm o ———— o + 600
TCTTETTGATGTTCTCETG L GGAGGGCACGACCTGAGEGC TGCCGAGGAAGAAGGAGA

N N Y K T T P P VLD S D G S F F L Y

ACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCG
601 ~=—=---—m—~ Fomm e ————— - e Fmmm e Fomm + 660
TGTCGTTCGAGTGGCACCTGTTCTCGTCCACCGTCGTCCCCTTGCAGARGAGTACGAGSEC
5 K L T VvV D K 8§ R W Q Q G N V F 5 C 5 V

TGATGCATGAGGCTCTGCACRACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
661 —-w-—m———m Fomm - e ——————— Frmm———— T + 720
ACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTGATGTGCETCTTCTCGGAGAGGGACAGAGGCCCAT

M H E AL HNUHY T QXK S L 5 L 58 P 6 K

AAGGTGGAGGTGEETGETATCGARAGETCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCTS
721 —=—mem—m—- Fmm—————— o ————— Form e o o + 780
TTCCACCTCCACCACCATAGCTTCCAGGCTGAGACGCAGTCACCGACCGACGAGCACGAC

G G 6 &6 6 I E G P T L R Q WL AAURM AG

GCTGGTGEAGGTGGCGECGGAGETATTGAGGGCCCARCCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCAL

781 ~==—m————— he——————— fom— - o ——— o ————— o ———— + B40
CACCACCTCCACCGCCGCCTCCATAACTCCCGGGTTGGGAAGCGGTTACCGAACGTCGTG
G 6 6 6 G 6 & I BE G P T L R QWL A A R

BamHI
|
GCGCATARTCTCGAGGATCCG
841 ==m=mmm—v b +- 861
CGCGTATTAGAGCTCCTAGGE
A

ID. SEC. n° 44 [cadena sencilla que se lee 5' — 3'],
ID. SEC. n° 45 [cadena sencilla que se lee 3' — 5] e
ID. SEC. n° 46 [secuencia de aminoacidos codificada]
pAMG21

El plasmido de expresion pAMG21 es obtenible del ATCC bajo el nimero de acceso 98113, donde fue depositado el
24 de Julio de 1.996.

GM221 (cepa huésped n° 2596 de Amgen)
La cepa huésped n° 2596 de Amgen es una cepa de E. coli K-12 que ha sido modificada para que contenga tanto el
represor lambda cl857s7, sensible a la temperatura, en la regién ebg precoz como el represor lacl® en la regién ebg

tardia (68 minutos). La presencia de estos dos genes represores permite el uso de este huésped con una diversidad
de sistemas de expresion; sin embargo, ambos represores son irrelevantes para la expresion a partir de luxPg. El
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huésped no transformado no presenta resistencias a antibidticos.

El sitio de unién al ribosoma (RBS; del inglés, ribosome binding site) del gen cl857s7 ha sido modificado para que
incluya un RBS potenciado. Se ha insertado en el operén ebg entre las posiciones nucleotidicas 1.170 y 1.411 segln
se numera en el numero de acceso M64441Gb_Ba de Genbank con delecién de la secuencia ebg intrénica.

La construccion fue suministrada al cromosoma usando un fago recombinante llamado MMebg-cl857s7 RBS
potenciado #4 en F'tet/393. Después de recombinacion y resolucion, sélo queda en la célula el inserto cromosoémico
anteriormente descrito. Recibi6 el nuevo nombre de F'tet/GM101.

F'tet/GM101 fue luego modificado mediante el suministro de una construccién lacl® en el operén ebg entre las
posiciones nucleotidicas 2.493 y 2.937 segun se numera en el nimero de acceso M64441Gb_Ba de Genbank con la
delecién de la secuencia ebg intrénica.

La construcciéon fue suministrada al cromosoma usando un fago recombinante llamado AGebg-LaclQ#5 en
F'tet/GM101. Después de recombinacion y resolucion, sélo queda en la célula el inserto cromosémico anteriormente
descrito. Recibié el nuevo nombre de F'tet/GM221. El episoma F'tet fue curado de la cepa usando naranja de
acridina en una concentracion de 25ug/ml en LB. La ce pa curada fue identificada como sensible a tetraciclina y fue
guardada como GM221.

La construccion de fusion de Fc contenida en el plasmido pAMG21 (a la que aqui se hace referencia como pAMG21-
Fc-TMP-TMP), que, a su vez, esta contenido en la cepa huésped GM221, ha sido depositada en la ATCC bajo el
numero de acceso 98957, con una fecha de depdsito de 22 de Octubre de 1.998.

Expresién. Cultivos de pAMG21-Fc-TMP-TMP en E. coli GM221 en medio Caldo Luria que contenia 50 ug/ml de
kanamicina fueron incubados a 37°C antes de la induccion. Se llevé a cabo la induccién de la expresion del producto
génico Fc-TMP-TMP a partir del promotor luxPR después de la adicion del autoinductor sintético N-(3-oxohexanoil)-
DL-homoserina-lactona a los medios de cultivo hasta una concentracion final de 20 ng/ml, y se incubaron los cultivos
a 37°C durante 3 horas mas. Después de 3 horas, los cultivos bacterianos fueron examinados por microscopia en
cuanto a la presencia de cuerpos de inclusion y fueron luego recogidos por centrifugacion. Se observaron cuerpos
de inclusion refractivos en los cultivos inducidos, lo que indicaba que el Fc-TMP-TMP era muy probablemente
producido en la fraccion insoluble de E. coli. Los sedimentos celulares de la centrifugacion fueron lisados
directamente mediante resuspension en tampén para muestras de Laemmli que contenigd -mercaptoetanol al 10 %
y fueron analizados por PAGE con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE; del inglés, sodium dodecyl sulfate-PAGE). En
un gel de SDS-PAGE se observd una banda intensa tefiida con Coomassie, de aproximadamente 30 kDa. El
producto génico esperado tendria una longitud de 269 aminoacidos y un peso molecular esperado de
aproximadamente 29,5 kDa. La fermentacion fue llevada también a cabo bajo condiciones discontinuas estandares a
escala de 10 |, resultando unos niveles de expresion del Fc-TMP-TMP similares a los obtenidos a escala de
laboratorio analitico.

Purificacién de Fc-TMP-TMP. Las células fueron desechas en agua (1/10) mediante homogeneizacion a alta presion
(2 pasadas a 96,527 MPa), y los cuerpos de inclusién fue recolectados por centrifugacion (4.200 rpm en J-6B
durante 1 hora). Los cuerpos de inclusién fueron solubilizados en guanidina 6 M, Tris 50 mM, DTT 8 mM, pH de 8,7,
durante 1 hora en una relacion 1/10. La mezcla solubilizada fue diluida 20 veces en urea 2 M, Tris 50 mM, arginina
160 mM, cisteina 3 mM, pH de 8,5. La mezcla fue agitada en frio durante la noche. En este punto del procedimiento,
las subunidades monémeras de Fc-TMP-TMP se dimerizan para formar el compuesto unido por disulfuro, que tiene
la estructura mostrada en la Figura 6C y es luego concentrado aproximadamente 10 veces por ultrafiltracion. Luego
fue diluido 3 veces con Tris 10 mM, urea 1,5 M, pH de 9. El pH de esta mezcla fue luego ajustado a 5 con acido
aceético. El precipitado fue separado por centrifugacion y el sobrenadante fue cargado en una columna de SP-
Sepharose Fast Flow equilibrada en NaAc 20 mM, NaCl 100 mM, pH de 5 (10 mg/ml de carga proteica; temperatura
ambiental). La proteina fue separada por eluciéon usando un gradiente, de 20 volimenes de columna del mismo
tampon, que variaba de NaCl 100 mM a NaCl 500 mM. La cantidad reunida de la columna fue diluida 3 veces y fue
cargada en una columna de SP-Sepharose HP en NaAc 20 mM, NaCl 150 mM, pH de 5 (10 mg/ml de carga
proteica; temperatura ambiental). La proteina fue separada por eluciéon usando un gradiente, de 20 volimenes de
columna del mismo tampodn, que variaba de NaCl 150 mM a NaCl 400 mM. El pico fue reunido y filtrado.

lll. Lo siguiente es un resumen de datos in vivo en ratones con diversos compuestos de este invento.
Ratones. Hembras BDF1 normales, de aproximadamente 10-12 semanas de edad.

Programa de sangrias. Se trataron diez ratones por grupo el dia 0; dos grupos comenzaron separados por 4 dias
para un total de 20 ratones por grupo. Se sangraron cinco ratones en cada punto temporal; los ratones fueron
sangrados un minimo de tres veces a la semana. Se anestesiaron los ratones con isoflurano y se obtuvo un volumen
total de 140-160 yl de sangre por purtmi del seno orbital. El recuento sanguineo se realizd6 en un analizador
sanguineo Technicon H1E que llevaba cargado el software para sangre murina. Los pardmetros medidos fueron:
glébulos blancos, glébulos rojos, hematocrito, hemoglobina, plaquetas y neutrdfilos.

Tratamientos. Los ratones recibieron inyecciones subcutaneas para un tratamiento por bolo, o implantes de bombas
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microosmoticas de 7 dias para suministro continuo. Las inyecciones subcutdneas se suministraron en un volumen
de 0,2 ml. Las bombas osméticas fueron insertadas en una incisién subcutanea realizada en la piel, entre las
escéapulas de los ratones anestesiados. Los compuestos fueron diluidos en disolucién salina tamponada con fosfato,
con albimina sérica bovina al 0,1 %. Todos los experimentos incluian un grupo testigo, etiquetado "vehiculo", que
solo fue tratado con este agente diluyente. La concentracion de los articulos de ensayo en las bombas fue ajustada
para que el caudal calibrado de las bombas proporcionara los niveles de tratamiento indicados en los gréficos.

Compuestos. Una titulacion de dosis del compuesto fue suministrada a los ratones en las bombas microosmoticas
de 7 dias. Los ratones fueron tratados con una sola dosis de 100 ug/kg de diversos compuestos en las bombas
osmoticas de 7 dias. Algunos de los mismos compuestos fueron luego administrados a ratones como una sola
inyeccion en bolo.

Resultados del ensayo de actividad. Los resultados de los experimentos de actividad se muestran en las Figuras 4 y
5. En los ensayos de dosis-respuesta usando bombas microosméticas de 7 dias (datos no mostrados), el maximo
efecto que se vio con el compuesto de ID. SEC. n°® 18 fue conubdKy/dia; la dosis de 1Qug/kg/dia produjo
aproximadamente el 50 % de la actividad maxima, y 1ug/kg/dia fue la dosis minima con la que pudo verse actividad
en este sistema de ensayo. El compuesto en una dosis de 10 pg/kg/éa tuvo una actividad aproximadamente igual
que el rHu-MGDF no pegilado en una dosis de 100 pg/kg/dia en el mismo experimento.

IV. Discusién

Es bien aceptado que el MGDF acttia de un modo similar a la hormona de crecimiento humana (hGH); es decir, una
molécula del ligando proteico se une a dos moléculas del receptor para su activacion [J. A. Wells et al., Ann. Rev.
Biochem. 65: 609-634 (1.996)]. Esta interaccion es mimetizada por la accién del péptido TMP mucho mas pequeiio.
Sin embargo, los presentes estudios sugieren que este mimetismo requiere la accion concertada de dos moléculas
de TMP ya que la dimerizacion covalente de TMP de un modo paralelo C-C o secuencial C-N aumentaba la potencia
biolégica in vitro del monémero original por un factor superior a 10% La biopotencia relativamente baja del monémero
se debe probablemente a una formacion ineficaz del dimero no covalente. Un dimero covalente preformado tiene la
capacidad de eliminar la barrera entrépica para la formacién de un dimero no covalente, que es exclusivamente
conducida por interacciones no covalentes débiles entre dos moléculas del pequefio péptido de 14 restos.

Es interesante advertir que la mayor parte de los dimeros en tdndem son mas potentes que los dimeros C-
terminales en paralelo. Parece que la dimerizacién en tandem proporciona a la molécula una conformacién de mejor
ajuste que la dimerizacién C-C en paralelo. La caracteristica aparentemente asimétrica de un dimero en tandem
podria haberlo acercado mas al ligando natural que, como una molécula asimétrica, utiliza dos sitios diferentes para
unirse a dos moléculas receptoras idénticas.

La introduccién del grupo PEG fue ideada para potenciar la actividad in vivo del péptido modificado, al proporcionarle
una proteccién contra la degradacién proteolitica y al lentificar su aclaramiento por filtracion renal. Resulto
inesperado que la pegilacion pudiera aumentar mas la bioactividad in vitro de un péptido TMP dimerizado en tAndem
en el ensayo de proliferacién basado en células.

V. Lo siguiente es un resumen de datos in vivo en monos con diversos compuestos de este invento.

Con objeto de evaluar en hembras de mono rhesus los parametros hematol6gicos asociados con la administracion
de TMP mediante administracion subcutanea, se disefid y llevd a cabo el protocolo siguiente. Se juntaron cinco
grupos de tres monos cada uno. El Grupo 1 sirvid como testigo y recibié tampon de acetato (acetato sédico 20 mM,
cloruro sédico 0,25 M, pH de 5) que no contenia TMP ni MGDF humano recombinante pegilado (PEG-rHUMGDF). El
Grupo 2 recibié una o mas administraciones de TMP en los intervalos indicados méas adelante; el Grupo 3 recibio
1.000 ug/kg de TMP en los intervalos indicadosasadelante; el Grupo 4 recibié 5.00@/kg de TMP en los
intervalos indicados mas adelante; y el Grupo 5 recibié 100 ug/kg de PEG -rHUMGDF en los intervalos indicados mas
adelante.

El dia en que se administré la primera dosis Unica fue denominado Dia 0 del Ciclo 1. En el Ciclo 2, las dosis se
administraron los Dias 21, 23, 25, 28, 30 y 32. Durante el Ciclo 3, se administr6 una sola dosis el Dia 84, y, en el
Ciclo 4, se administr6 una sola dosis el Dia 123. Se observaron los signos clinicos en los animales una vez al dia
durante el periodo de aclimatacion, tres veces al dia (antes de la administracién, de inmediatamente a 30 minutos
después de la administracion, y de dos a tres horas después de la administracién) en los dias de administracién y
una vez al dia en los dias sin administracién. Se calcul6 diariamente el consumo de alimento basandose en el
ndmero de trozos de alimento suministrados y en el nUmero que dej6 cada animal, desde 7 dias antes del inicio del
periodo de administracion hasta el final del periodo de recuperacion. El peso corporal de cada animal fue medido
dos veces antes del régimen de administracion y dos veces durante los periodos de administracién y recuperacion.
Se prepararon muestras de sangre para hematologia una vez antes del inicio de la administraciéon y una vez los Dias
1,3,5,7,9, 11, 13, 15, 20, 22, 24, 26, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 55, 62, 69, 76, 83, 85, 87, 89, 91,
93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 111, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144 y 150. Para el andlisis
farmacocinético, se recogieron muestras de suero de 0,5 ml una vez antes de la administracion y unavezalas 1,4y
24 horas después de la administracién. Se recogieron muestras los Dias 0, 21, 32, 84 y 123 y se almacenaron a

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2388341 T3

aproximadamente -70°C hasta su analisis. Para el andlisis de anticuerpos, se recogieron muestras de sangre de 2
ml una semana antes de la dosis Unica y una vez los Dias 0 (antes de la administracion), 6, 13, 20, 27, 34, 41, 48,
55, 62, 69, 76, 83, 90, 97, 104, 111, 118, 129, 136, 143 y 150. Las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su
analisis.

Los resultados indicaron que los valores de plaguetas aumentaron en todos los grupos tratados, viéndose los
mayores aumentos en los grupos de PEG-rHUMGDF y de alta dosis de TMP. En el Ciclo 1, los valores maximos de
plaquetas aumentaron aproximadamente 3,3 veces y 3,1 veces en el grupo de PEG-rHUMGDF (Dia 9) y en el grupo
de 5.000 pg’kg de TMP ([n 9), respectivamente, en compa racién con la cuenta media de plaquetas en el grupo
testigo. Los valores de plaquetas del grupo de baja dosis de TMP aumentaron aproximadamente 1,5 veces con
respecto a los del testigo en los mismos dias de estudio especificados. Se advirtieron respuestas similares en todos
los demas ciclos.

Sin embargo, en el Ciclo 4, el grupo de PEG-rHUMGDF no present6 una cuenta aumentada de plaquetas tan grande
como en los ciclos previos. El grupo de PEG-rHUMGDF presenta unas cuentas aumentadas de plaquetas de
aproximadamente 2 veces con respecto al grupo testigo 9 dias después de la dosis de este ciclo. Por comparacion,
en el Ciclo 4, la cuenta media de plaquetas en el grupo de TMP de dosis maxima era 3,3 veces mayor que en el
grupo testigo. Ademas, los animales del grupo de PEG-rHUMGDF tenian una cuenta media de plaquetas 53 %
menor que la cuenta media de plaquetas del grupo testigo al inicio del Ciclo 4 (por dosis), y la cuenta media de
plaquetas del grupo al final del Ciclo 4 (27 dias después de la dosis) era 79 % menor que la cuenta del grupo testigo.
Para todo los animales de los grupos de TMP, las cuentas medias de plaquetas al inicio y fin del Ciclo 4 eran +15 %
de la cuenta de plaquetas en el grupo testigo.

En los Ciclos 1 y 2, se advirtid una tendencia hacia una disminucién de las cuentas de glébulos rojos (RBC; del
inglés, red blood cell) en todos los grupos tratados en comparacion con el testigo. La disminucion fue muy evidente
los Dias 41 a 43, y la mayor disminucion de RBC se advirtié en el grupo de PEG-rHUMGDF. Lo mas pronto que las
cuentas comenzaron a volver a los niveles normales (en comparacion con el testigo) fue el Dia 47. Los niveles de
glébulos blancos (WBC; del inglés, white blood cell) durante los Ciclos 1 y 2 estaban drasticamente aumentados (2,6
veces) en comparacion con los del testigo el Dia 35. Se advirtié un ligero aumento en el grupo de 5.000 ug/kg de
TMP el Dia 33. El Dia 37 los valores comenzaron a dirigirse hacia los niveles normales (testigo). Una respuesta
similar se vio en el Ciclo 3, sin cambio aparente en los WBC en el Ciclo 4 en ninguno de los grupos tratados.

Durante el Ciclo 3, las cuentas de RBC estaban ligeramente disminuidas el Dia 13 (después de la dosis Unica del
Ciclo 3) en todos los grupos tratados salvo en el grupo de 500 ug/kg de TMP. Los valores de RBC comenzaron a
volver a los niveles normales (en comparacion con el testigo) el Dia 17.

En el Ciclo 4, las cuentas de RBC disminuyeron en todos los grupos tratados en comparacion con el testigo salvo en
el grupo de 500 pg/kg de TMP. A diferencia de los otros ciclos, hubo mas de un nadir presente en este ciclo. Estas
disminuciones aparecieron del Dia 1 al 9 después de la dosis y lo mas pronto que comenzaron las recuperaciones
fue el Dia 11.

Los resultados indicaban que podia detectarse un aumento de las cuentas de plaquetas, por encima de las cuentas
de los animales testigo, de 7 a 9 dias después de la administracion en todos los animales tratados y en todos los
ciclos analizados. Parecia que la fase de dosis repetidas causaba una mayor respuesta en la produccion de
plaquetas en comparacién con las fases de dosis Unica. En el Ciclo 4, la respuesta de plaquetas obtenida en el
grupo de PEG-rHUMGDF era menor en comparacion con la de los ciclos previos y en comparacién con la respuesta
del grupo de dosis elevada de TMP. Se advirtieron disminuciones en las cuentas de RBC en los Ciclos 1, 2, 3y 4 en
la mayoria de los grupos tratados en algun punto durante cada ciclo del estudio; sin embargo, todos los parametros
hematoldgicos volvieron a los niveles normales (en comparacion con el testigo) una vez cesada la administracién.

En conjunto, estos resultados indicaban que el tratamiento con TMP era bien tolerado por los monos rhesus y que el
TMP daba lugar a cuentas aumentadas de plaquetas después de varios ciclos de tratamiento. No parecia que
hubiera, basandose en los resultados de las cuentas de plaquetas, una respuesta biolégicamente significativa al
TMP mediada por el sistema inmune. Por contraste, el tratamiento con PEG-rHUMGDF en los diversos ciclos mostrd
una inhibicion de la respuesta de plaguetas en el Ciclo 4, lo que sugiere que se han generado anticuerpos hacia
PEG-rHUMGDF y que estos anticuerpos anti-MGDF pueden reaccionar cruzadamente con la TPO enddgena del
rhesus.
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2388341 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 1

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala

1 5

<210>2

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<220>

<223> EIl péptido es una subunidad de un homodimero: las subunidades del dimero estan covalentemente
enlazadas en cada extremo carboxilico por medio de una unioén peptidica con

NH-CH3-CH3-CH,-CH2-CH(CONH,)-NH-CO-CH2-CH2-NH»

<400> 2

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala

1 5

<210> 3

<211> 684

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 3

31



10

15

atggacaaaa
gtcttectct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtygg
aagtgcaaqgqg
aaagggcagc
aagaaccagyg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct
agcctctece

<210>4
<211> 684
<212> DNA

ctcacacatg
tecceecccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
ccecgagaacce
tcagecectgac
gcaatgggca
ccttetteet
tctcatgcete
tgtctceggyg

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaccttgt
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctecca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaa

ES 23883

ccagctecgg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gcececcateg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 4

tacctgtttt
cagaaggaga
tgtacgcacc
ctgccgcacce
atggcacacc
ttcacgttce
tttccegteg
ttcttggtee
ctcaccctcet
aggctgccga
cccttgcaga
tcggagaggg

<210> 5
<211> 228
<212> PRT

gagtgtgtac
aggggggttt
accacctgca
tccacgtatt
agtcgcagga
agaggttgtt
gggctcttgg
agtcggactg
cgttaccegt
ggaagaagga
agagtacgag
acagaggcecc

<213> Secuencia artificial

<220>

aggtggaaca
tgggttcctg
cteggtgett
acggttctgt
gtggcaggac
tecgggagggt
tgtccacatg
gacggaccag
cggcctettg
gatgtegttce
gcactacgta
attt

ggtcgaggece
tgggagtact
ctgggactce
ttcggegece
gtggtcctga
cgggggtagce

tgggacgggy
tttccgaaga

ttgatgttct
gagtggcacc
ctcecgagacg

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 5

Met Asp Lys Thr

1

Gly Gly Pro Ser

Met Ile Ser Arg
35

His Glu Asp Pro

50

Val His Asn Ala

65

Tyr Arg Val Val

His

Val
20

Thr P
Glu V
Lys T

Ser V

Thr

Phe

Cys Pro

Leu Phe

Glu Val

40

Xo

al Lys Phe

55

hr
70

Lys Pro

al Leu Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Cys Pro

10
Pro Lys
25

Cys Val

Trp Tyr

Glu
75

Glu

Leu His

32

41 T3

aactcctggg
tctececeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcececggga
atecccagcga
ccacgcectce
acaagagcag
acaaccacta

ttgaggaccc
agagggcctg
agttcaagtt
tecctegteat
ccgacttacc
tcttttggta
gtagggccct
tagggtcgcet
ggtgcggagg
tgttctegtce
tgttggtgat

Ala Pro Glu

Pro Lys Asp

30
Val Val Asp
45

Val
60

Asp Gly
Gln Tyr Asn

Gln Asp Trp

gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgectggac
gtggcagcag
cacgcagaag

ccctggecagt
gggactccag
gaccatgcac
gttgtcgtge
gttectcatg
gaggtttcgg
actcgactgg
gtagcggcac
gcacgacctg
caccgtegte
gtgcgtecttc

Leu Leu

15

Thr Leu

Val Ser

Val Glu
Thr

Ser

Leu Asn

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
684

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
684
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20

25

Gly Lys

Ile Glu

Val Tyr
130

Ser Leu
145

Glu Trp

Pro Val

Val Asp

Met His
210

Ser Pro
225

<210>6
<211>8
<212> PRT

Glu
Lys
115
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
195

Glu

Gly

Tyr
100
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
180
Ser

Ala

Lys

85

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

165

Ser

Arg

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

Ser

Pro

Val

150

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Ser

135

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
215

Val
Ala
120
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

200

His

ES 2388341 T3

Ser
105
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
185

Gly

Tyr

90

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

170

Phe

Asn

Thr

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 6

Gly Gly Gly Lys Gly Gly Gly Gly
1 5

<210>7
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 7

Gly Gly Gly Asn Gly Ser Gly Gly
1

<210> 8
<211>8
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 8

1
<210>9

Gly Gly Gly Cys Gly Gly Gly Gly
5

Lys
Gln
Leu
Pro
155
Asn
Leu

Val

Gln

33

Ala

Pro

Thr

140

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
220

Leu

Axrg

125

Lys

Asp

Lys

Serxr

Ser

205

Ser

Pro

110

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

180

Cys

Leu

95

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

175

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

val

Val

160

Pro

Thr

Val

Leu



ES 2388341 T3

<211>4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 9

Gly Pro Asn Gly
1

<210> 10

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 10

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Pro
1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
20 25 30

<210> 11

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<220>
<223> Péptido ciclico; la estructura secundaria es mantenida por un enlace disulfuro entre restos de Cys
intramoleculares en las posiciones 9y 31

<400> 11

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 12

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 12

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Arg Leu Gln Cys Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

34
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<210> 13

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 13

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 14

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 14

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 15

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El resto de Lys de la posicion 18 estd bromoacetilado

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido derivatizado

<400> 15

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 16

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

35
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<400> 16

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 17

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> La Lys de la posicion 18 esta pegilada

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido derivatizado

<400> 17

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp lLeu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala

35
<210> 18
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> La Cys de la posicién 18 esté pegilada
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido derivatizado
<400> 18
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 19
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 19

36
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Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly

1 5 10 15
Gly Asn Gly Ser Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 20
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Subunidad monémera de un homodimero; las subunidades del homodimero estan enlazadas por un enlace
disulfuro entre restos de Cys de la posicion 18 de cada subunidad

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido
<400> 20
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 21
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido
<400> 21
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 22
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta derivatizado en el extremo aminico con una regién Fc inmunoglobulinica covalentemente
enlazada

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 22

37



ES 2388341 T3

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Pro

1 5 i0 15
Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
20 25 30
<210> 23
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> EIl péptido esta covalentemente enlazado en los extremos aminico y carboxilico con una region Fc
inmunoglobulinica

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 23

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Pro
1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
20 25 30

<210> 24

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo carboxilico con una region Fc inmunoglobulinica

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 24

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 25

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 25

Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
1 5 10 15

Gly Pro Asn Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala
20 25 30

Arg Ala

38
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<210> 26

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 26

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 27

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica

<220>
<223> Péptido ciclico; la estructura secundaria es mantenida por una unién disulfuro entre restos de Cys
intramoleculares en las posiciones 9y 31

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 27

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

<210> 28

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 28

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 ) 10 15

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Cys Leu
20 25 30

Ala Ala Arg Ala
35

39
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<210> 29
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido
<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una regién Fc inmunoglobulinica
<400> 29

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly

1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Ala Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35

<210> 30
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido
<400> 30

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly

1 5 10 15
Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35

<210> 31
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 31

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu

20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 32
<211> 36
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido
<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica
<400> 32

Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly

1 5 10 15
Gly Asn Gly Ser Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35

<210> 33
<211> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<220>

<223> El péptido es una subunidad de un homodimero: las subunidades del homodimero estan covalentemente

enlazadas por medio de un enlace disulfuro entre restos de Cys de la posicién 18 de cada unidad

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica
<400> 33
Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala Gly Gly
1 5 10 15
Gly Cys Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
20 25 30
Ala Ala Arg Ala
35
<210> 34
<211> 41
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<220>
<223> El péptido esta covalentemente enlazado en el extremo aminico con una region Fc inmunoglobulinica

<400> 34

Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala
1 5 10 15

Ala Arg Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr
20 25 30

Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
35 40

<210> 35

41
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<211> 60
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledétido

<400> 35
aaaggtggag gtggtggtat cgaaggtccg actctgegtc agtggctgge tgctcgtget 60

<210> 36

<211> 48

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 36

acctccacca ccagcacgag cagccagcca ctgacgcaga gtcggacc 48

<210> 37

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledétido

<400> 37

ggtggtggag gtggcggegg aggtattgag ggcccaacce ttcgccaatg gettgcagea 60
cgecgea 66

<210> 38

<211> 76

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledétido

<400> 38

aaaaaaagga tcctcgagat tatgegegtg ctgcaagcca ttggcgaagg gttgggecct 60
caatacctce geccgece 76

<210> 39

<211> 126

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 39

aaaggtggag gtggtggtat cgaaggtceg actctgegtc agtggetgge tgctcgtget 60
ggtggtggag gtggcggegg aggtattgag ggcccaaccc ttcgeccaatg gettgcagea 120
cgcgca 126

<210> 40

<211> 124

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

42
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 40

ccaggctgag acgcagtcac cgaccgacga gcacgaccac cacctceacc gecgcctcca 60

taactcccgg gttgggaage ggttaccgaa cgtcgtgege gtattagage tcctaggaaa 120
aaaa 124

<210> 41

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 41

Lys Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg Gln Trp Leu
1 5 10 15

Ala Ala Arg Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Glu Gly Pro
20 25 30

Thr Leu Arg Gln Trp Leu Ala Ala Arg Ala
35 40

<210> 42

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 42

aacataagta cctgtaggat cg 22

<210> 43

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 43

ttcgatacca ccacctecac ctttaccegg agacagggag aggctcttct ge 52

<210> 44

<211> 861

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledétido

<400> 44

43
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15

tctagatttg
caccttgtec
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
ccetcecage
aggtgtacac
gcectggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aaggtggagg
gtggtggagg
gcgcataatc

<210> 45
<211> 861
<212> DNA

ttttaactaa
agctccggaa
cctcatgatc
ccctgaggte
gccgegggag
ccaggactgg
ccccategag
cctgeccecccea
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac
tggtggtatc
tggcggegga
tcgaggatec

<213> Secuencia artificial

<220>

ttaaaggagg
ctcctggggg
tceceggacece
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgecctcceg
aagagcaggt
aaccactaca
gaaggtccga
ggtattgagg
g

<223> Descripcion de la secuencia artificial:

<400> 45

agatctaaac
gtggaacagg
ggttcctgtyg
cggtgecttct
ggttctgttt
ggcaggacgt
gggagggtcg
tccacatgtg
cggaccagtt

gcectettgtt
tgtecgttega
actacgtact
ttecacctcec
caccacctcce
cgcgtattag

<210> 46
<211> 269
<212> PRT

aaaattgatt
tcgaggectt
ggagtactag
gggactccag
cggcgcccte
ggtcctgacce
ggggtagctc

ggacgggggt
tccgaagata

gatgttetgg
gtggcacctg
ccgagacgtg
accaccatag
accgccgect
agctcctagg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:

<400> 46

aatttcctcec
gaggaccccce
agggcctggg
ttcaagttga
ctcgtecatgt
gacttaccgt
ttttggtaga
agggccctac
gggtcgetgt

tgcggaggge
ttctegtceca
ttggtgatgt
ctteccaggcet
ccataactcc
c
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aataacatat
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgeegtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag
ctctgegtca
gcccaacect

oligonucledtido

ttattgtata
ctggcagtca
gactccagtg
ccatgcacct
tgtcgtgecat
tcctecatgtt
ggttteggtt
tcgactggtt
agcggcacct

acgacctgag
ccgtecgtecec
gcgtettcote
gagacgcagt
cgggttggga

péptido

ggacaaaact
cttcetette
atgcgtggtyg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagcce
gaaccaggte
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
ccteteectyg
gtggctggct
tcgccaatgg

cctgttttga
gaaggagaag
tacgcaccac
gccgeacctce
ggcacaccag
cacgttccag
tcecgtegag
cttggtccag
caccctctcg

gctgccgagg
cttgcagaag
ggagagggac
caccgaccga
agcggttacc

44

cacacatgtc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctcea
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectct
tcatgctceg
tctcegggta
gctcgtgetg
cttgcagcac

gtgtgtacag
gggggttttg
cacctgcact
cacgtattac
tcgecaggagt
aggttgttte
gctettggtg
tcggactgga
ttacccgteg

aagaaggaga
agtacgaggc
agaggeccat
cgagcacgac
gaacgtcgtg
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
861

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
861



Met

Gly

Met

His

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

145

Glu

Pro

Val

Met

Ser

225

Gln

Glu

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

130

Leu

Trp

Val

Asp

His

210

Pro

Trp

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

115

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

195

Glu

Gly

Leu

Pro

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

180

Ser

Ala

Lys

Ala

Thr
260

His

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

165

Ser

Arg

Leu

Gly

Ala
245

Leu

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

70

Val

Cys

Ser

Pro

Val

150

Gly

Asp

Trp

His

Gly

230

Arg

Arg

Cys

Leu

Glu

Lys

55

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

135

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

215

Gly

Ala

Gln

Pro
Phe
Val

40
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
120
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln
200
His
Gly

Gly

Trp
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Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

105

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

185

Gly

Tyr

Gly

Gly

Leu
265

Cys

10
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu

90
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
170
Phe
Asn
Thr

Ile

Gly
250

Ala

Pro
Lys
val
Tyr
Glu

75
His
Lys
Gin
Leu
Pro
155
Asn
Leu
Val
Gln
Glu

235

Gly

Ala

45

Ala
Pro
Val
Val

60
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
140
Ser
Tyr
Tyx
Phe
Lys
220

Gly

Gly

Arg

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

125

Lys

Asp

Lys

Ser

Sex

205

Ser

Pro

Gly

Ala

Glu
Asp

30
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
110
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
190
Cys
Leu

Thr

Gly

Leu

15

Thr

Val

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

175

Leu

Ser

Ser

Leu

Gly

255

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

80

Asn

Pro

Gln

Val

Val

160

Pro

Thr

Val

Leu

Arg

240

Ile
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que se une a un receptor mpl, que comprende la secuencia de aminoacidos descrita en la ID.
SEC. n° 34

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de aminoacidos descrita en la ID.
SEC. n°46

3. Undimero del compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2.
4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para usar en:
(a) incrementar los megacariocitos o plaquetas en un paciente que lo necesite;
(b) tratar la trombocitopenia en un paciente que lo necesite;
(c) tratar la trombocitopenia idiopatica o inmune (TPI) en un paciente que lo necesite;
o]
(d) tratar el sindrome mielodisplasico en un paciente que lo necesite.

5. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la fabricacion de un
medicamento para:

(a) incrementar los megacariocitos o plaquetas en un paciente que lo necesite;

(b) tratar la trombocitopenia en un paciente que lo necesite;

(c) tratar la trombocitopenia idiopatica o inmune (TPI) en un paciente que lo necesite;
o}

(d) tratar el sindrome mielodisplasico en un paciente que lo necesite.

6. EIl compuesto de acuerdo con la reivindicacién 4, o el uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde la
concentracion es de 1ug/kg a 100mg/kg.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 en una mezcla con un vehiculo farmaceuticamente aceptable del mismo.

8. Un polinucledtido que codifica el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.
9. Un vector que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 8.

10. Una célula huésped que comprende un vector de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 10, donde dicha célula huésped es una E.coli.

12. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 11, donde dicha E.coli es una E.coli GM221 depositada en
el ATCC con nimero de acceso 98957.

13. Un método para producir el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que
comprende cultivar la célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 en un medio
nutriente adecuado y aislar dicho compuesto de dicha célula o medio nutriente.
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