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DESCRIPCION
PEPTIDOS QUE SE UNEN AL RECEPTOR DE ERITROPOYETINA

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién hace referencia a compuestos de péptidos que son agonistas

del receptor de la eritropoyetina (EPO-R) y usos de los mismos para tratar alteraciones
asociadas a una produccion de globulos rojos deficiente o insuficiente. También se
proporcionan las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de péptidos
de la invencion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La eritropoyetina (EPO) es una hormona de glicoproteina de 165 aminoacidos, con
un peso molecular de aproximadamente 34 kilodaltones (kD) y lugares de glicosilacion
preferidos en las posiciones de aminodcido 24, 38, 83, y 126. Se produce inicialmente
como una proteina precursora con un péptido senal de 23 aminoacidos. La EPO puede
producirse de tres formas: a, B, y asialo. Las formas a y B difieren ligeramente en sus
componentes de carbohidratos, pero tienen la misma potencia, actividad bioldgica, y peso
molecular. La forma asialo es una forma a o B con el carbohidrato terminal (acido sialico)
eliminado. Han sido presentadas secuencias de ADN que codifican la EPO [patente
estadounidense n® 4.703.008 a Lin].

[0003] La EPO estimula la division mitética y la diferenciacién de las células precursoras de
eritrocitos, y garantiza asi la produccion de eritrocitos. Se produce en el rifidbn cuando
prevalecen condiciones hipoxicas. Durante la diferenciacién de células precursoras de
eritrocitos inducida por la EPO, se induce la sintesis de la globina; se estimula la sintesis
del complejo hemo; y el nimero de receptores de ferritina aumenta. Estos cambios
permiten a la célula tomar mas hierro y sintetizar la hemoglobina funcional, que en los
eritrocitos maduros se une al oxigeno. Por lo tanto, los eritrocitos y su hemoglobina juegan
un papel crucial en el suministro de oxigeno al cuerpo. Estos cambios se inician mediante
la interaccién de la EPO con un receptor apropiado en la superficie celular de las células
precursoras de eritrocitos [Véase, p.ej., Graber y Krantz (1978) Ann. Rev. Med. 29.51-66].
[0004] La EPO esta presente en concentraciones muy pequenas en el plasma cuando el
cuerpo se encuentra en un estado sano en el que los tejidos reciben una oxigenacion
suficiente del numero existente de eritrocitos. Esta concentracién baja normal es suficiente
para estimular la sustitucion de glébulos rojos que se pierden normalmente por el
envejecimiento.

[0005] La cantidad de EPO en la circulacién aumenta en condiciones de hipoxia cuando se
reduce el transporte de oxigeno por las células sanguineas en la circulacién. La hipoxia

puede causarse, por ejemplo, por una pérdida de sangre sustancial a través de hemorragia,
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destruccién de glébulos rojos por una sobreexposicion a la radiacién, reduccién en la
entrada de oxigeno debido a una elevada altitud o inconsciencia prolongada, o diversas
formas de anemia. En respuesta a dicho estrés hipdxico, los elevados niveles de EPO
aumentan la produccion de glébulos rojos estimulando la proliferacion de células
progenitoras eritroides. Cuando el nimero de glébulos rojos en circulacion es mayor que el
necesario para las necesidades de oxigeno de los tejidos normales, se disminuyen los
niveles de EPO en circulacion.

[0006] Puesto que la EPO es esencial en el proceso de formacion de glébulos rojos, esta
hormona tiene aplicaciones potencialmente utiles en el diagnostico y el tratamiento de
trastornos sanguineos caracterizados por una produccion de glébulos rojos baja o
deficiente. Estudios recientes han proporcionado una base para la proyecciéon de la
eficacia de la terapia de EPO para una variedad de estados patoldgicos, trastornos, y
estados de irregularidad hematolégica, incluyendo: beta-talasemia [véase, Vedovato, et al.
(1984) Acta. Haematol. 71:211-213]; fibrosis cistica [véase, Vichinsky, et al. (1984) J.
Pediatric 105:15-21]; trastornos del embarazo y menstruales [véase, Cotes, et al. (193) Brit.
J. Ostet. Gyneacol. 90:304-311]; anemia temprana del prematuro [véase, Haga, et al.
(1983) Acta Pediatr. Scand. 72; 827-831]; lesién de médula espinal [véase, Claus-Walker,
et al. (1984) Arch. Phys. Med. Rehabil. 65:370-374]; vuelos espaciales [véase, Dunn, et al.
(1984) Eur. J. Appl. Physiol. 52:178-182]; pérdida de sangre aguda [véase, Miller, et al.
(1982) Brit. J. Haematol. 52:545-590]; envejecimiento [véase, Udupa, et al. (1984) J. Lab.
Clin. Med. 103:574-580 y 581-588 y Lipschitz, et al. (1983) Blood 63:502-509]; diversos
estados de enfermedad neoplasica acompafnados por eritropoyesis anormal [véase,
Dainiak, et al. (1983) Cancer 5:1101-1106 y Schwartz, et al. (1983) Otolaryngol. 109:269-
272]; e insuficiencia renal [véase, Eschbach. et al. (1987) N. Eng. J. Med. 316:73-78].
[0007] La EPO homogénea purificada ha sido caracterizada [patente estadounidense n®
4.677.195 a Hewick]. Una secuencia de ADN que codifica la EPO fue purificada, clonada y
expresada para producir polipéptidos recombinantes con las mismas propiedades
bioquimicas e inmunolégicas que la EPO natural. También se ha producido una molécula
de EPO recombinante con oligosacaridos idénticos a aquellos en la EPO natural [véase,
Sasaki, et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:12059-120786].

[0008] El efecto biolégico de la EPO parece estar mediado, en parte, a través de la
interaccién con un receptor unido a la membrana celular. Estudios iniciales, que utilizan
células eritroides inmaduras aisladas del bazo de raton, sugirieron que las proteinas de la
superficie celular de unién a la EPO comprenden dos polipéptidos que tienen pesos
moleculares aproximados de 85.000 daltons y 100.000 daltons, respectivamente [Sawyer,
et al. (1987) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 84:3690-3694]. El numero de sitios de unién a la
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EPO se calcul6 en una media de 800 a 1000 por superficie celular. De estos sitios de unién,
aproximadamente 300 se unieron a EPO con una Ky de aproximadamente 90 pM

(picomolar), mientras que el resto se uni6 a la EPO con una afinidad reducida de
aproximadamente 570 pM [Sawyer, et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:5554-5562]. Un estudio
independiente sugirié que los eritroblastos esplénicos sensibles a la EPO, preparados a
partir de ratones a los que se inyecté la cepa anémica (FVA) del virus de la leucemia de
Friend, poseen un total de aproximadamente 400 sitios de unién de alta y baja afinidad a
EPO con valores de Ky de aproximadamente 100 pM y 800 pM, respectivamente
[Landschulz, et al. (1989) Blood 73:1476-1486].

[0009] EI trabajo posterior indicd que las dos formas del receptor de EPO (EPO-R) son
codificadas por un solo gen. Este gen ha sido clonado [véase, p.ej., Jones, et al. (1990)
Blood 76, 31-35; Noguchi, et al. (1991) Blood 78:2548-2556; Maouche, et al. (1991) Blood
78:2557-2563]. Por ejemplo, las secuencias de ADN y secuencias de péptidos codificada
para las proteinas de EPO-R humana y murina se describen en la Pub. PCT N° WO
90/08822 de D'Andrea, et al. Los modelos actuales sugieren que la union de EPO a EPO-R
resulta en la dimerizacién y activaciéon de dos moléculas de EPO-R, que resulta en las
fases posteriores de transduccidn de senal [véase, p.ej., Watowich, et al. (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:2140-2144].

[0010] La disponibilidad de genes clonados para EPO-R facilita la busqueda de agonistas y
antagonistas de este importante receptor. La disponibilidad de la proteina receptora
recombinante permite el estudio de la interaccién receptor/ligando en una variedad de
sistemas de generacion de diversidad de péptidos aleatorios 0 semialeatorios. Estos
sistemas incluyen el sistema de "péptidos en plasmidos" [descrito en la patente
estadounidense n? 6.270.170]; el sistema de "péptidos en el fago" [descrito en la patente
estadounidense n°® 5.432.018 y Cwirla, et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-
6382]; el sistema de "biblioteca codificada de sintesis" (ESL, en inglés) [descrito en la
solicitud de patente estadounidense n° de serie 946.239 presentada en Sep. 16, 1992]; y
el sistema de "sintesis de polimero inmovilizado a muy gran escala" [descrito en la patente
estadounidense n? 5.143.854; Pub. PCT n® 90/15070; Fodor, et al. (1991) Science
251:767-773; Dower and Fodor (1991) Ann. Rep. Med. Chem. 26:271-180; y patente
estadounidense n® 5.424.186].

[0011] Se han identificado y descrito los péptidos que interactian al menos en cierta
medida con el EPO-R, por ejemplo en las patentes estadounidenses n® 5.773.569,
5.830.851 y 5.986.047 de Wrighton, et al.; Pub. PCT n® WO 96/40749 de Wrighton, et al.;
patente estadounidense n® 5.767.078 y Pub. PCT n® 96/40772 de Johnson y Zivin; Pub.
PCT n?® WO 01/38342 de Balu; y WO 01/91780 de Smith-Swintosky, et al. En especial, se
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ha identificado un grupo de péptidos que contienen un motivo peptidico, cuyos miembros se
unen al EPO-R y estimulan la proliferacion celular dependiente de la EPO. Sin embargo, los
péptidos identificados hasta ahora que contienen el motivo estimulan la proliferacion celular
dependiente de la EPO in vitro con valores CE50 de aproximadamente entre 20 nanomolar
(nM) y 250 nM. Por lo tanto, se requieren concentraciones de péptidos de 20 nM a 250 nM
para estimular un 50% de la proliferacion celular maxima estimulada por EPO.

[0012] Dado el inmenso potencial de agonistas de EPO-R, tanto para estudios de las
actividades biolégicas importantes mediadas por este receptor como para el tratamiento de
enfermedades, continla existiendo una necesidad de identificar agonistas peptidicos de
EPO-R de potencia y actividad mejorada. La presente invencién proporciona dichos
compuestos.

[0013] La cita y/o analisis de las referencias mencionadas en este seccion y a lo largo de la
especificacién se aporta simplemente para aclarar la descripcion de la presente invencién y
no es una admisién de que dichas referencias sean "técnica precedente" de la presente
invencion".

RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La presente invencidn proporciona péptidos agonistas del EPO-R con una actividad

y potencia drasticamente mejorada. Estos agonistas incluyen agonistas péptidos
monomeéricos de 17 a 40 aminodacidos de longitud que comprenden la secuencia de
aminoacidos basica LYACHXgGPITX1VCQPLR (SEQ ID NO: 1), donde cada amino&cido

se indica mediante una abreviatura de una letra estdndar, X, es metionina (M) o
homoserina metil éter (Hsm), y X, es triptéfano (W), 1-naftilalanina (1-nal), o 2-naftilalanina
(2-nal); asi como agonistas péptidos diméricos que comprenden dos mondmeros
peptidicos, en los que cada monémero peptidico tiene de 17 a 40 aminoacidos de longitud
y comprende la secuencia de aminoacidos béasica de LYACHXgGPITXgVCQPLR (SEQ ID

NO:1), donde cada amino&cido se indica por una abreviatura de letra estandar, X0 €s

metionina (M) o homoserina metil éter (Hsm), y X1 es triptéfano (W), 1-naftilalanina (1-nal),

o 2-naftilalanina (2-nal). La potencia de estos agonistas peptidicos novedosos puede
aumentarse en mayor medida mediante una o mas modificaciones, incluyendo: acetilacion,
formacion de enlaces de disulfuro intramoleculares, y unién covalente de una o mas
fracciones de polietilenglicol (PEG). La invencién proporciona ademas composiciones
farmacéuticas compuestas de dichos agonistas peptidicos, y usos de dichos péptidos.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones:

[0015] Los residuos de aminodacidos en los péptidos se abrevian como sigue: fenilalanina
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es Phe o F; Leucina es Leu o L; Isoleucina es lle o I; Metionina es Met o M; Valina es Val o
V; Serina es Ser o0 S; Prolina es Pro o P; Treonina es Thr o T; Alanina es Ala o A; Tirosina
es Tyr o Y; Histidina es His o H; Glutamina es GIn o Q; Asparagina es Asn o N; Lisina es
Lys o K; Acido Aspartico es Asp o D; Acido Glutamico es Glu o E; Cisteina es Cys o C;
Triptéfano es Trp o W; Arginina es Arg o R; y Glicina es Gly o G. Los amino&cidos no
convencionales en péptidos se abrevian de la siguiente manera: 1-naftilalanina es I-nal o
Np; 2-naftilalanina es 2-nal; N-metilglicina (también conocido como sarcosina) es MeG o
Sc; homoserina metil éter es Hsm; y glicina acetilada (N-acetilglicina) es AcG.

[0016] Segun su uso aqui, el término "polipéptido” o "proteina" se refiere a un polimero de
mondémeros de aminoacidos que son alfa-aminoacidos unidos a través de enlaces amida.
Por lo tanto, los polipéptidos son de una longitud de al menos dos residuos de aminoécidos,
y normalmente son mas largos. Generalmente, el término "péptido" se refiere a un
polipéptido que tiene pocos residuos de aminoacidos de longitud. Los péptidos agonistas
de EPO-R novedosos de la presente invencion son de 17 a 40 residuos de aminoacidos de
longitud. Un polipéptido, en contraste con un péptido, puede comprender cualquier numero
de residuos de aminodcidos. Por tanto, el término polipéptido incluye péptidos asi como
secuencias mas largas de aminoacidos.

[0017] Segun su uso aqui, la expresiéon "farmacéuticamente aceptable" hace referencia a
composiciones y entidades moleculares que son "generalmente consideradas como
seguras"”, p.ej., que son tolerables fisiologicamente y no producen normalmente una
reaccion alérgica o adversa similar, como molestias gastricas, mareos y similares, cuando
se administran a un ser humano. Preferiblemente, segun su uso aqui, el término
"farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno
federal o de algun estado de Estados Unidos o incluido en la Farmacopea de EE. UU u
otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales, y mas especificamente
en seres humanos. El término "portador" hace referencia a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto. Dichos portadores
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, como agua y aceites, incluyendo aquellos de
origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, como aceite de cacahuete, aceite de soja,
aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua o soluciones acuosas, las soluciones
salinas y las soluciones de glicerol y dextrosa acuosas se emplean preferiblemente como
portadores, especialmente para las soluciones inyectables. Los portadores farmacéuticos
adecuados se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciencies" de E.W. Martin.

[0018] Segun su uso aqui, el término "agonista" se refiere a un ligando biol6égicamente
activo que se une a su receptor biolégicamente activo complementario y activa a éste
ultimo para causar una respuesta bioloégica en el receptor, o para potenciar la actividad
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biolégica preexistente del receptor.
Péptidos novedosos que son agonistas del EPO-R

[0019] La presente invencion hace referencia a péptidos que son agonistas del EPO-R y
muestran una potencia y actividad drasticamente aumentada. Estos agonistas peptidicos
son preferiblemente de 17 a 40 aminoacidos de longitud y comprenden la secuencia de
aminodcidos béasica LYACHXpGPITX{VCQPLR (SEQ ID NO: 1), donde cada aminoacido se

indica mediante una abreviatura de una letra estdndar, Xg es metionina (M) o homoserina
metil éter (Hsm), y X4 es triptéfano (W), 1-naftilalanina (1-nal), o 2-naftilalanina (2-nal).

[0020] Los péptidos de esta invencibn pueden ser monomeros, dimeros, u otros
multimeros. Los multimeros péptidicos de la invencién pueden ser trimeros, tetrameros,
pentameros, u otras estructuras de érdenes superiores. Ademas, dichos dimeros y otros
multimeros pueden ser heterodimeros o heteromultimeros. Los monémeros peptidicos de
la presente invencion pueden ser productos de degradacion (p.ej., productos de oxidacion
de metionina o glutamina desamidada, arginina y amida C-terminal). Dichos productos de
degradacion puede usarse en, y por tanto considerarse parte de, la presente invencién. En
los modos de realizacién preferidos, los hetermultimeros de la invencién comprenden
multiples péptidos que son todos péptidos agonistas del EPO-R. En modos de realizacion
altamente preferidos, los multimeros de la invencion son homomultimeros: es decir,
comprenden multiples péptidos agonistas del EPO-R de la misma secuencia de
aminoacidos.

[0021] Por consiguiente, la presente invencién también hace referencia a péptidos
diméricos agonistas del EPO-R, que muestran potencia y actividad drasticamente
aumentadas. En los modos de realizacion preferidos, los dimeros de la invencion
comprenden dos péptidos que son ambos péptidos agonistas del EPO-R. Estos agonistas
peptidicos diméricos preferidos comprenden dos monémeros peptidicos, en los que cada
monomero peptidico tiene de 17 a 40 aminoacidos de longitud y comprende la secuencia
de aminoacidos béasica LYACHXQCPITX{VCQPLR (SEQ ID NO: 1), donde cada

aminoacido se indica mediante una abreviatura de una letra estandar, X, es metionina (M)
o homoserina metil éter (Hsm), y X; es triptéfano (W), 1-naftilalanina (1-nal); o 2-
naftilalanina (2-nal). En modos de realizacion especialmente preferidos, los dimeros de la
invencion comprenden dos péptidos agonistas del EPO-R de la misma secuencia de
aminoacidos.

[0022] Segun algunos modos de realizacion de la invencidn, dos o mas, y preferiblemente
de dos a seis residuos de aminodacidos, seleccionados de forma independiente de
cualquiera de los 20 L-aminoacidos codificados genéticamente o los D-aminoacidos
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estereoisoméricos, se unirdn a uno o ambos extremos de la secuencia basica descritas
arriba. Por ejemplo, la secuencia GG a menudo se agregara a cualquier extremo 0 ambos
extremos de la secuencia basica.

[0023] Los estereoisémeros (p.ej., D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos
convencionales, aminoacidos artificiales como aminodcidos a,a-disustituidos, n-alquil
aminoacidos, 4acido lactico, y otros aminoacidos no convencionales pueden ser
componentes adecuados para los compuestos de la presente invencién. Los ejemplos de
aminoacidos no convencionales incluyen, sin caracter limitativo: 3-alanina, 3-piridilalanina,
4-hidroxiprolina, O-fosfoserina, N-metilglicina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-
metilhistidina, 5-hidroxilisina, norleucina y otros aminoacidos e iminoacidos similares.

[0024] También son posibles otras modificaciones, incluyendo la modificacion del extremo
amino-terminal, modificacion del extremo carboxi-terminal, sustitucion de uno o mas
aminoacidos codificados genéticamente de origen natural con un aminoacido no
convencional, modificacién de la cadena lateral de uno o mas residuos de aminoéacidos,
fosforilacion de péptidos y similares. Una modificacién del extremo amino-terminal preferida
es la acetilacion (p.ej., con acido acético o un acido acético sustituido con halégeno). En
modos de realizacion preferidos, una glicina N-terminal se acetila a N-acetilglicina (AcG).
En modos de realizacion preferidos, la glicina C-terminal es N-metilglicina (MeG, también
llamada sarcosina).

[0025] La presente invencién exige la presencia de lle en el motivo GPXT, para obtener
GPIT. Esto no se revela en WO 96/40749A, WO 96/40772A y WO 01/38342A (supra).
Ademas, los fragmentos peptidicos antes y después de dicho motivo en la presente
invencién tampoco se encuentran en la técnica precedente. La ventaja de la presente
secuencia es que proporciona una actividad de unién al EPO-R aumentada en comparacion
con los motivos GPXT de la técnica.

[0026] Los mondmeros de los péptidos preferidos de la presente invencién incluyen, sin

caracter limitativo:

LYACHMGPITWVCQPLR (SEQ ID NO: 2);
LYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 3);
LYACHMGPIT(2-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 4);
GGLYACHMGPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 5);
GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 6);
GGLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 7);
(AcG)GLYACHMGPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 8);

(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 9);
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(AcG)GLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 10);

GGLYACHMGPITWVCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 11);
GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 12);
GGLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 13);
(AcG)GLYACHMGPITWVCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 14);
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 15);
(AcG)GLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 16);
LYACH(Hsm)GPITWVCQPLR (SEQ ID NO: 17);
LYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 18);
LYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 19);
GGLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 20);
GGLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 21);
GGLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 22);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 23);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 24);

(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 25);
GGLYACH(Hsm)GPITWVCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 26);
GGLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 27);
GGLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 28);

(AcG)GLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 29);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 30); y

(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 31).

[0027] En modos de realizacion preferidos, los mondémeros peptidicos de la invencion
contienen un enlace disulfuro intramolecular entre los dos residuos de cisteina de la
secuencia basica. Dichos mondmeros pueden representarse esquematicamente de la

siguiente manera:

LYACHX,GPITX VCQPLR
e .

1
LYACHXGPITX,VCQPLR o

[0028] La presente invencion también proporciona conjugados de estos mondémeros
peptidicos. Por lo tanto, segun un modo de realizacion preferido, los péptidos monoméricos
de la presente invencién son dimerizados u oligomerizados, aumentando asi la actividad
agonista de EPO-R.

[0029] En un modo de realizacion, los mondémeros peptidicos de la invencion pueden
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oligomerizarse utilizando el sistema biotina-estreptavidina, los analogos biotinizados de
mondmeros peptidicos pueden sintetizarse utilizando técnicas convencionales. Por
ejemplo, los mondmeros peptidicos pueden ser biotinizados de forma C-terminal. Estos
monomeros biotinizados se oligomerizan después mediante incubacidén con estreptavidina
[p.€j., a una ratio molar de 4:1 a temperatura ambiente en solucién salina fosfatada (PBS) o
medio RPMI con tampdn de HEPES (Invitrogen) durante 1 hora]. En una variacion de este
modo de realizacién, los mondmeros peptidicos biotinizados pueden oligomerizarse
mediante incubacion con cualquiera de una variedad de anticuerpos antibiotina disponibles
en el mercado [p.ej., IgG antibiotina de cabra de Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.
(Washington, DC)].

[0030] En modos de realizacion preferidos, los monémeros peptidicos de la invencion son
dimerizados mediante unién covalente de al menos una fraccion de enlace. La fraccién de

enlace (Lk) es, preferiblemente, aunque no necesariamente, una fraccion de enlace C1-12

terminada opcionalmente con uno o dos enlaces -NH- y opcionalmente sustituida en uno o
mas atomos de carbono disponibles con un sustituyente alquilo inferior. Preferiblemente el
enlazador Lx comprende -NH-R-NH- donde R es un alquileno C1.g sustituido con un grupo

funcional como un grupo carboxilo o un grupo amino que permite el enlace a otra fraccién
molecular (p.ej., como puede estar presente en la superficie de un soporte sélido). Mas
preferiblemente el enlazador es un residuo de lisina o una lisina amida (un residuo de lisina

en el que el grupo carboxilo se ha convertido en una fraccion amida -CONH2). En un modo

de realizacion preferido, el enlazador une los extremos C-terminales de dos mondmeros
peptidicos, mediante unién simultanea del aminoacido C-terminal de cada monémero.

[0031] Por ejemplo, cuando el enlazador C-terminal Ly es una lisina amida el dimero
puede ilustrarse estructuralmente como se muestra en la Férmula |, y resumirse como se

muestra en la Férmula Il:

Férmula l

Monémero 1 N°H
|
o
Hz(I:
T
H,C o
Mong LS
ondémero 2 N'H —CH—C/
N
NH,

10
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Féormula Il

Mondémero 1

K-NH,
Mondémero 2 7

[0032] En la Formula |'y Férmula I, N, representa el &tomo de nitrégeno del grupo e-amino
de lisina y N' representa el &tomo de nitrégeno del grupo a-amino de la lisina. La estructura
dimérica puede escribirse como [péptido]oLysamida para denotar un péptido unido tanto al

grupo a amino como al € amino de lisina, o [Ac-péptido].Lys-amida para denotar un péptido
acetilado de forma N-terminal unido tanto al grupo a amino como al € amino de lisina, o
[Ac-péptido,disulfuro].Lys-amida para denotar un péptido acetilado de forma N-terminal
unido tanto al grupo a amino como al € amino de lisina con cada péptido que contiene un
bucle disulfuro intramolecular, o [Ac-péptido,disulfuro],Lys-espaciador-PEG para denotar un
péptido acetilado de manera N-terminal unido tanto al grupo a amino como al € amino de
lisina conteniendo cada péptido un bucle disulfuro intramolecular y una molécula
espaciadora que forma un enlace covalente entre el extremo C-terminal de lisina y una
fraccion de PEG, o [Ac-péptido-Lys*-NHao]o-Iminodiacético-N-(Boc-BAla) para denotar un
homodimero de un péptido acetilado de forma N-terminal portando un residuo lisina amida
C-terminal donde el € amino de lisina esta unido a cada uno de los dos grupos carboxilo de
acido iminodiacético y donde Boc-beta-alanina esta unido de forma covalente al atomo de
nitrogeno del 4cido iminodiacéitco mediante un enlace amida.

[0033] En un modo de realizacion adicional, el polietilenglicol (PEG) puede actuar como el
enlazador Ly que dimeriza dos monomeros peptidicos: por ejemplo, una sola fraccién de
PEG puede unirse simultaneamente a los extremos N-terminales de ambas cadenas
peptidicas de un dimero peptidico.

[0034] En otro modo de realizacion adicional, la fraccion enlazadora (Lx) es

preferiblemente, pero no necesariamente, una molécula que contiene dos &cidos
carboxilicos y opcionalmente sustituida en uno o mas atomos disponibles con un grupo
funcional adicional como una amina capaz de unirse a una o0 mas moléculas de PEG. Dicha

molécula puede representarse como:

-CO-(CH2)-X~(CHo)p-CO-

1"
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donde n es un entero de 0 a 10, m es un entero de 1 a 10, X se elige entre O, S,
N(CH2)pNR{, NCO(CH2)pNR1, y CHNR{, R1 se elige entre H, Boc, Cbz, etc., y p es un
enterode 1 a 10.

[0035] En modos de realizacidon preferidos, un grupo amino de cada uno de los péptidos
forma un enlace amida con el enlazador LK. En modos de realizacion especialmente
preferidos, el grupo amino del péptido unido al enlazador LK es la épsilon-amina de un
residuo de lisina o la alfa-amina del residuo N-terminal, o un grupo amino de la molécula
espaciadora opcional. En modos de realizacion preferidos, tanto n como m son uno, X es
NCO(CH2)pNR1, p es dos, y R1 es Boc. Un péptido de EPO dimérico que contiene dicho

enlazador preferido puede ilustrarse estructuralmente como se muestra en la Férmula lll.

Férmula lll
Monémero 1 0

Mondémero 2

Opcionalmente, el grupo Boc puede eliminarse para liberar un grupo amina reactivo capaz
de formar un enlace covalente con una especie de polimero soluble en agua activado de
manera adecuada, por ejemplo, una especie de PEG como mPEG-para-nitrofenil carbonato
(mPEG-NPC), mPEG-succinimidil propionato (mPEG-SPA), y N-hidroxisuccinimida-PEG
(NHS-PEG)(véase, p.ej., patente estadounidense n® 5.672.662). Un péptido de EPO
dimérico que contiene dicho enlazador preferido puede ilustrarse estructuralmente como se

muestra en la Formula IV.
Férmula IV

Monémero 1 o

Mondémero 2

12
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[0036] Generalmente, aunque no de forma necesaria, los dimeros de péptidos contendran
también uno o més enlaces disulfuro intramoleculares entre los residuos de cisteina de los
mondmeros peptidicos. Preferiblemente, los dos monémeros contienen al menos un enlace
disulfuro intramolecular. Mas preferiblemente, ambos monémeros de un dimero peptidico
contiene un enlace disulfuro intramolecular, de forma que cada monémero contiene un
grupo ciclico.

[0037] Un mondmero o dimero peptidico puede comprender también una o mas fracciones
espaciadoras. Dichas fracciones espaciadoras pueden unirse a un mondémero peptidico o a
un dimero peptidico. Preferiblemente, dichas fracciones espaciadoras estan unidas a la
fraccion enlazadora LK que conecta los mondémeros de un dimero peptidico. Por ejemplo,

dichas fracciones espaciadoras pueden unirse a un dimero peptidico mediante el carbono
carbonilo de un enlazador de lisina, 0 mediante el atomo de nitrégeno de un enlazador de
acido iminodiacético. Por ejemplo, dicho espaciador puede conectar el enlazador de un
dimero peptidico a una fraccion de polimero soluble en agua unida o un grupo de
proteccion. En otro ejemplo, dicho espaciador puede conectar un monémero peptidico a
una fraccioén de polimero soluble en agua unida.

[0038] En un modo de realizacion, la fraccion espaciadora es una fraccion de enlace Cq-12

terminada opcionalmente con enlaces -NH- o grupos carboxilo (-COOH), y sustituidos
opcionalmente en uno o mas atomos de carbono disponibles con un sustituyente de alquilo
inferior. En un modo de realizacion, el espaciador es R-COOH en el que R es un alquileno
C1-g sustituido opcionalmente con un grupo funcional como un grupo carboxilo o un grupo

amino que permite la union a otra fraccién molecular. Por ejemplo, el espaciador puede ser
un residuo de glicina (G), o un acido aminohexanoico. En modos de realizacién preferidos,
el acido aminohexanoico es acido 6-aminohexanoico (Ahx). Por ejemplo, cuando el
espaciador de acido 6-aminohexanoico (Ahx) estda unido al extremo N-terminal de un
péptido, el grupo amina terminal del péptido puede estar unido al grupo carboxilo de Ahx
mediante un enlace amida estandar. En otro ejemplo, cuando Ahx esta unido al extremo C-
terminal de un péptido, la amina de Ahx puede unirse al grupo carboxilo del aminoacido
terminal mediante un enlace amida estadndar. La estructura de dicho péptido puede
representarse como se muestra en la Férmula V, y resumirse como se muestra en la

Formula VI.

Férmula V

N
/K\/\/\)l\ '
OH

Mondémero 1

Mondémero 2

13
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Férmula VI
Mondémero 1

K-Ahx
Mondémero 2 ~

[0039] En otros modos de realizacion, el espaciador es -NH-R-NH- en el que R es un
alquileno G, sustituido con un grupo funcional como un grupo carboxilo o un grupo amino
que permite la union a otra fraccibn molecular. Por ejemplo, el espaciador puede ser un
residuo de lisina (K) o una lisina amida (K-NH,, un residuo de lisina en el que el grupo
carboxilo se ha convertido en una fraccion amida -CONHp).

[0040] En modos de realizacion preferidos, la fraccibn espaciadora tiene la siguiente
estructura:

-NH-(CH2)q-[O-(CH2)gly-05-(CH2)q-Y-

donde a, B, v, 6, y € son todos numeros enteros cuyos valores se seleccionan de forma
independiente. En modos de realizacion preferidos, a, B, y s son todos enteros cuyos
valores se seleccionan de forma independiente del 1 al seis aproximadamente, & es cero o
uno, y es un entero seleccionado del cero al diez aproximadamente, salvo que cuando y es
mayor que uno, B es dos, y Y se selecciona de NH o CO. En modos de realizacion
especialmente preferidos, a, B, y € son iguales a dos, ambos y y d son igualesa 1,y Y es
NH. Por ejemplo, un dimero peptidico que contiene dicho espaciador se ilustra
esquematicamente en la Férmula VII, donde el enlazador es una lisina y el espaciador une
el enlazador a un grupo protector BOC.

Férmula VIl

NH—Boc

Monémero 1 . 0
/K—NH—\~O/—/

Mondémero 2

En otro modo de realizacion especialmente preferido, y y & son cero, ay € juntos son igual a
cinco, y Y es CO.

[0041] En modos de realizacion especialmente preferidos, el enlazador mas la fraccion
espaciadora tienen la estructura mostrada en la Férmula VIl o la Férmula IX.

14
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Férmula Vil Férmula IX

HO. (@)
T3
H N)K/\NHBOC
(o)
N\/\ONO\V/\NHBOO y
OH

[0042] Los monémeros, dimeros o multimeros peptidicos de la presente invencion pueden
comprender ademas una o mas fracciones de polimero soluble en agua. Preferiblemente,
estos polimeros estan unidos de forma covalente a los compuestos peptidicos de la
invencién. Preferiblemente, para el uso terapéutico de la preparacién del producto final el
polimero sera farmacéuticamente aceptable. Una persona con experiencia en la técnica
podra seleccionar el polimero deseado basandose en consideraciones como si el
conjugado polimero-péptido se usara terapéuticamente, y en caso afirmativo, la dosis
deseada, el tiempo de circulacion, la resistencia a la protedlisis, y otras consideraciones. El
polimero soluble en agua puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona , poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido
maleico, poliaminoacidos (sean homopolimeros o copolimeros aleatorios), poli(n-
vinilpirrolidona), polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de éxido de
polipropileno/éxido de etileno, y polioles polioxietilados. Un polimero soluble en agua
preferido es PEG.

[0043] El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede ser ramificado o0 no
ramificado. Un PEG preferido para su uso en la presente invencion comprende un PEG
lineal no ramificado que tiene un peso molecular superior a 10 kilodaltons (kD) y mas
preferiblemente de entre 20 y 60 kD de peso molecular. AUn més preferiblemente, la
fraccién de PEG lineal no ramificada deberia tener un peso molecular de entre 20 y 40 kD,
siendo especialmente preferido el PEG de 20 kD. Se entiende que en una preparacion de
PEG dada, los pesos moleculares variaran normalmente entre las moléculas individuales.
Algunas moléculas pesaran mas, y algunas menos, del peso molecular indicado.

[0044] EI numero de moléculas de polimero unidas puede variar; por ejemplo, una, dos,
tres 0 mas polimeros solubles en agua pueden unirse a un péptido agonista del EPO-R de
la invencion. Los mudltiples polimeros unidos pueden ser fracciones quimicas iguales o
diferentes (p.ej., PEGs de diferente peso molecular). Por lo tanto, en un modo de
realizacién preferido la invencién contempla péptidos agonistas del EPO-R que tienen dos o

15
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mas fracciones de PEG unidas a los mismos. Preferiblemente, ambas fracciones de PEG
son PEG lineal no ramificado con un peso molecular de preferiblemente entre 10 y 60 kD.
Mas preferiblemente, cada fraccion de PEG lineal no ramificada tiene un peso molecular
que se encuentra entre 20 y 40 kD, y aun mas preferiblemente entre 20 y 30 kD, siendo
especialmente preferido un peso molecular de 20 kD para cada fraccion de PEG lineal. Sin
embargo, también se contemplan otros pesos moleculares de PEG en dichos modos de
realizacién. Por ejemplo, la invencién contempla y abarca péptidos agonistas del EPO-R
que tienen dos o mas fracciones de PEG lineales no ramificadas unidas a los mismos, al
menos una o ambas de las cuales tienen un peso molecular de entre 20 y 40 kD o entre 20
y 30 kD. En otros modos de realizacién, la invencion contempla y abarca péptidos
agonistas del EPO-R que tienen dos o mas fracciones de PEG lineales no ramificadas
unidas a los mismos, al menos una de las cuales tiene un peso molecular de entre 40 y 60
kD.

[0045] En un modo de realizacion, el PEG puede actuar como enlazador que dimeriza dos
monodmeros peptidicos. En un modo de realizacién, el PEG est4 unido a al menos un
extremo terminal (N-terminal o C-terminal) de un monémero o dimero peptidico. En otro
modo de realizacion, el PEG esta unido a una fraccion espaciadora de un monémero o
dimero peptidico. En un modo de realizacién preferido, el PEG esta unido a la fraccién
enlazadora de un dimero peptidico. En un modo de realizacién altamente preferido, el PEG
esta unido a una fraccion espaciadora, donde dicha fraccién espaciadora se une a la
fraccién enlazadora Ly que conecta los mondémeros de un dimero peptidico. En modos de
realizacion especialmente preferidos, el PEG esta unido a una fraccién espaciadora, donde
dicha fraccién espaciadora se une a un dimero peptidico mediante el carbono carbonilo de
un enlazador de lisina, o el nitrégeno de la amida de un enlazador de lisina amida.

[0046] Los dimeros peptidicos preferidos de la presente invencion incluyen, sin caracter

limitativo:
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[0048] Las secuencias de péptidos de la presente invencion pueden presentarse solas o0 en
conjuncién con extensiones N-terminales y/o C-terminales de la cadena peptidica. Dichas
extensiones pueden ser secuencias peptidicas codificadas de manera natural
opcionalmente con o sustancialmente sin secuencias de origen no natural. Las extensiones
pueden incluir cualquier adicion, delecién, mutacion puntual, u otras modificaciones o
combinaciones de secuencias como se desee por aquellos con experiencia en la técnica.
Por ejemplo, y sin caracter limitativo, las secuencias de origen natural pueden ser de
longitud completa o parcial y pueden incluir sustituciones de aminoacidos para proporcionar
un sitio de union de carbohidrato, PEG, otro polimero, o similares mediante conjugacién de
la cadena lateral. En una variacion, la sustitucion de aminoacidos resulta en la
humanizacion de una secuencia para hacerla compatible con el sistema inmunitario
humano. Se proporcionan proteinas de fusién de todos los tipos, incluyendo secuencias de
inmunoglobulina adyacentes a o cercanas a las secuencias que activan el EPO-R de la
presente invencion con o sin una secuencia espaciadora de no-inmunoglobulina. Un tipo de
modo de realizaciébn es una cadena de inmunoglobulina que tiene la secuencia de

activacion del EPO-R en lugar de la regién variable (V) de la cadena pesada y/o ligera.

Preparacion de los compuestos peptidicos de la invencion:

Sintesis de péptidos

[0049] Los péptidos de la invencién pueden prepararse mediante los métodos clasicos
conocidos en la técnica. Estos métodos estandares incluyen sintesis en fase soélida
exclusiva, métodos de sintesis en fase solida parcial, condensacion de fragmentos, sintesis
en solucion clasica, y tecnologia de ADN recombinante [Véase, p.ej., Merrifield J. Am.
Chem. Soc. 1963 85:2149].

[0050] En un modo de realizacion, los monémeros peptidicos de un dimero peptidico son
sintetizados individualmente y dimerizados tras la sintesis. En modos de realizacion
preferidos, los mondmeros peptidicos de un dimero tienen la misma secuencia de
aminodcidos.

[0051] En modos de realizacién especialmente preferidos, los monémeros peptidicos de un
dimero estan unidos mediante sus extremos C-terminales por una fraccion enlazadora Lg
que tiene dos grupos funcionales capaces de servir como sitios de iniciacion para la
sintesis de péptidos y un tercer grupo funcional (p.ej., un grupo carboxilo 0 un grupo amino)
que permite el enlace a otra fraccion molecular (p.ej., como puede estar presente en la
superficie de un soporte sélido). En este caso, los dos monémeros peptidicos pueden
sintetizarse directamente en los dos grupos de nitrégeno reactivos de la fraccién

enlazadora Lg en una variacion de la técnica de sintesis en fase solida. Dicha sintesis

puede ser secuencial o simultanea.
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[0052] Cuando se va a llevar a cabo la sintesis secuencial de las cadenas peptidicas de un
dimero en un enlazador, se protegen dos grupos amina funcionales en la molécula
enlazadora con dos grupos protectores de amina extraibles de manera ortogonal diferentes.
En modos de realizacién preferidos, la diamina protegida es una lisina protegida. El
enlazador protegido se acopla a un soporte solido mediante el tercer grupo funcional del
enlazador. El primer grupo protector de amina se elimina, y se sintetiza el primer péptido
del dimero en la primera fraccion de amina desprotegida. Después, el segundo grupo
protector de amina se elimina, y se sintetiza el segundo péptido del dimero en la segunda
fraccion de amina desprotegida. Por ejemplo, la primera fraccion amino del enlazador
puede protegerse con Alloc, y la segunda con Fmoc. En este caso, el grupo Fmoc (pero no
el grupo Alloc) puede eliminarse mediante tratamiento con una base suave [p.ej., 20%
piperidina en dimetilformamida (DMF)], y la primera cadena de péptidos puede sintetizarse.
Tras esto, el grupo Alloc puede eliminarse con un reactivo adecuado [p.ej., Pd(PPhg)/4-

metil morfolina y cloroformo], y la segunda cadena de péptidos puede sintetizarse. Esta
técnica puede usarse para generar dimeros en los que las secuencias de las dos cadenas
de péptidos sean idénticas o diferentes. Obsérvese que cuando se van a usar grupos
protectores de tiol diferentes para cisteina para controlar la formacion de enlaces disulfuro
(como se analiza a continuacién) esta técnica debe usarse incluso cuando las secuencias
de aminoacidos finales de las cadenas peptidicas de un dimero son idénticas.

[0053] Cuando se va a llevar a cabo la sintesis simultanea de las cadenas peptidicas de un
dimero en un enlazador, se protegen dos grupos funcionales de amina de la molécula
enlazadora con el mismo grupo protector de amina extraible. En modos de realizacion
preferidos, la diamina protegida es una lisina protegida. El enlazador protegido se une a un
soporte solido mediante el tercer grupo funcional del enlazador. En este caso los dos
grupos funcionales protegidos de Ila molécula enlazadora son desprotegidos
simultaneamente, y las dos cadenas peptidicas sintetizan simultdneamente en las aminas
desprotegidas. Obsérvese que utilizando esta técnica, las seucencias de las cadenas
peptidicas del dimero seran idénticas, y los grupos protectores de tiol para los residuos de
cisteina son todos iguales.

[0054] Un método preferido para la sintesis de péptidos es la sintesis en fase sélida. Los
procedimientos de sintesis de los péptidos en fase sélida son bien conocidos en la técnica
[véase, p.ej., Stewart Solid Phase Peptide Syntheses (Freeman and Co.: San Francisco)
1969; 2002/2003 General Catalog from Novabiochem Corp, San Diego, USA; Goodman
Synthesis of Peptides and Peptido- mimetics (Houben-Weyl, Stuttgart) 2002]. En la sintesis
en fase sdlida, la sintesis se comienza normalmente a partir del extremo C-terminal del

péptido usando resina a-amino protegida. Se puede preparar un material de partida
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adecuado, por ejemplo, uniendo el a-aminoacido requerido a una resina clorometilada, una
resina de hidroximetilo, una resina de poliestireno, una resina de bencidrilamina, o
similares. Una de dichas resinas clorometilada se vende con el nombre comercial BIO-
BEADS SX-1 por Bio Rad Laboratories (Richmond, CA). La preparacion de la resina de
hidroximetilo ha sido descrita [Bodonszky , et al. (1966) Chem. Ind. London 38:1597]. Se ha
descrito la resina de bencidrilamina (BHA) [Pietta y Marshall (1970) Chem. Commun. 650],
y la forma de clorhidrato se puede adquirir en el mercado a través de Beckman Instruments,
Inc. (Palo Alto, CA). Por ejemplo, un aminoacido a-amino protegido puede acoplarse a una
resina clorometilada con la ayuda de un catalizador de bicarbonato de cesio, segun el
método descrito por Gisin (1973) Helv. Chim. Acta 56:1467.

[0055] Tras el acoplamiento inicial, el grupo protector a-amino se elimina, por ejemplo,
utilizando soluciones de acido trifluoroacético (TFA) o acido clorhidrico (HCL) en solventes
organicos a temperatura ambiente. Después, los aminoacidos a-amino protegidos se
acoplan sucesivamente a una cadena peptidica creciente unida a un soporte. Los grupos a-
amino protegidos son aquellos conocidos por su utilidad en la técnica de sintesis de
péptidos paso a paso, incluyendo: grupos protectores de tipo acilo (p.ej., formilo,
trifluoroacetilo, acetilo), grupos protectores de tipo uretano aromatico [p.€j.,
benciloxicarboilo (Cbz) y Cbz sustituido], grupos protectores de uretano alifatico [p.ej., t-
butiloxicarbonilo (Boc), isopropiloxicarbonilo, ciclohexiloxicarbonilo], y grupos protectores de
tipo alquilo (p.ej., bencilo, trifenilmetilo), fluorenilmetil oxicarbonilo (Fmoc), aliloxicarbonilo
(Alloc), y 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxiciclohex-1-ilideno)etil (Dde).

[0056] Los grupos protectores de cadena lateral (tipicamente éteres, ésteres, tritilo, PMC, y
similares) permanecen intactos durante el acoplamiento y no se separan durante la
desproteccién del grupo protector de extremo terminal amino o durante el acoplamiento. El
grupo protector de cadena lateral debe eliminarse al completar la sintesis del péptido final y
en condiciones de reaccion que no alteren el péptido objetivo. Los grupos protectores de
cadena lateral para Tyr incluyen tetrahidropiranilo, terc-butilo, tritilo, bencilo, Cbz, Z-Br-Cbz,
y 2,5-diclorobencilo. Los grupos protectores de cadena lateral para Asp incluyen bencilo,
2,6-diclorobencilo, metilo, etilo y ciclohexilo. Los grupos protectores de cadena lateral para
Thr y Ser incluyen acetilo, benzoilo, tritilo, tetrahidropiranilo, bencilo, 2,6-diclorobencilo, y
Cbz. Los grupos protectores de cadena lateral para Arg incluyen nitro, tosilo (Tos), Cbz,
adamantiloxicarbonil mesitoilsulfonilo  (Mts). 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-
sulfonilo (Pbf), 4-metoxi-2,3,6-trimetil-benzenosulfonilo (Mtr), o Boc. Los grupos protectores
de cadena lateral para Lys incluyen Cbz, 2-clorobenciloxicarbonilo (2-CI-Cbz), 2-
bromobenciloxicarbonilo (2-Br-Cbz), Tos o Boc.

[0057] Tras la eliminaciébn del grupo protector a-amino, los aminoacidos protegidos
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restantes son acoplados paso a paso en el orden deseado. Cada aminoacido protegido se
reacciona generalmente en un exceso aproximadamente de 3 veces utilizando un activador
del grupo carboxilo apropiado como hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3
tetrametiluronio (HBTU) o diciclohexilcarbodimida (DCC) en solucion, por ejemplo, en
cloruro de metileno (CH,CI,), N-metil pirrolidona, dimetilformamida (DMF), o0 mezclas de los
mismos.

[0058] Tras completar la secuencia de aminoacidos deseada, el péptido deseado de
desacopla del soporte de resina mediante tratamiento con un reactivo, como acido
trifluoroacético (TFA) o fluoruro de hidrogeno (HF), que no solo escinde el péptido de la
resina, sino que también escinde todos los grupos protectores de cadena lateral restantes.
Cuando se usa una resina clorometilada, el tratamiento con fluoruro de hidrégeno resulta
en la formacién de acidos peptidicos libres. Cuando se usa la resina de bencidrilamina, el
tratamiento de fluoruro de hidrogeno resulta directamente en el péptido amida libre.
Alternativamente, cuando se usa la resina clorometilada, el péptido protegido de cadena
lateral puede desacoplarse mediante tratamiento de la resina peptidica con amoniaco para
dar la amida protegida de cadena lateral deseada o con una alquilamina para dar una
alquilamida o dialquilamida protegida de cadena lateral. La proteccion de cadena lateral se
elimina después de forma convencional mediante tratamiento con fluoruro de hidrégeno
para dar las amidas, alquilamidas o dialquilamidas libres. En la preparacion de los ésteres
de la invencién, se emplean las resinas usadas para preparar los acidos peptidicos, y el
péptido protegido por cadena lateral es escindido con base y el alcohol apropiado (p.ej.,
metanol). Los grupos protectores de la cadena lateral se eliminan después de forma
convencional mediante tratamiento con fluoruro de hidrégeno para obtener el éster
deseado.

[0059] Estos procedimientos pueden usarse también para sintetizar péptidos en los que
aminoacidos diferentes de los 20 aminoéacidos de origen natural codificados genéticamente
son sustituidos en una, dos 0 mas posiciones de cualquiera de los compuestos de la
invencién. Los aminodacidos sintéticos que pueden sustituirse en los péptidos de la presente
invencién incluyen, sin caracter limitativo, N-metilo, L-hidroxipropilo, L-3, 4-
dihidroxifenilalanilo, & aminoacidos como L-8-hidroxilisilo y D-&-metilalanilo, L-a-metilalanilo,
B aminoacidos, y isoquinolina. También puede incorporarse D-aminoacidos y aminoacidos
sintéticos de origen no natural en los péptidos de la presente invencion.

Modificaciones de péptidos

[0060] También se pueden modificar los extremos amino-terminal y carboxi-terminal de los
compuestos peptidicos de la invencién para producir otros compuestos de la invencion. Las
modificaciones del extremo amino-terminal incluyen la metilacion (p.ej., -NHCH3 o --
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N(CH3)2), acetilaciéon (p.ej., con acido aceético o un derivado halogenado del mismo como
un &cido a-cloroacético, acido a-bromoacético, o acido a-iodoacético), adicion de un grupo
benciloxicarbonilo (Cbz), o bloqueo del extremo amino-terminal con cualquier grupo
blogueador que contenga una funcién de carboxilato definida por RCOO-- o funcién de
sulfonilo definida por R--SO2 --, donde R se selecciona entre alquilo, arilo, heteroarilo,

alquilarilo, y parecidos y grupos similares. Se puede incorporar también un acido desamino
en el extremo N-terminal (de forma que no hay grupo amino N-terminal) para disminuir la
susceptibilidad a las proteasas o para limitar la conformacién del compuesto peptidico. En
modos de realizacion preferidos, el extremo N-terminal es acetilado. En modos de
realizacién especialmente preferidos, una glicina N-terminal se acetila para dar N-
acetilglicina (AcG).

[0061] Las modificaciones del extremo carboxi-terminal incluyen sustituir el acido libre con
un grupo carboxiamida o formar un lactamo ciclico en el extremo carboxi-terminal para
introducir limitaciones estructurales. También se puede ciclar los péptidos de la invencion,
o incorporar un residuo desaminado o descarboxilado en el extremo terminal del péptido,
de forma que no haya grupo amino o carboxilo terminal, para aumentar la susceptibilidad a
las proteasas o para limitar la conformacién del péptido. Los grupos funcionales C-
terminales de los compuestos de la presente invencidén incluyen amida, amida alquilo
inferior, amida dialquilo inferior, alcoxi inferior, hidroxi, y carboxi, y los derivados de ésteres
inferiores de los mismos, y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

[0062] Pueden sustituirse las cadenas laterales de origen natural de los 20 aminoéacidos
codificados genéticamente (o los aminoacidos D estereoisoméricos) con otras cadenas
laterales, por ejemplo con grupos como alquilo, alquilo inferior, alquilo ciclico de 4, 5,6 a 7
miembros, amida, amida aquilo inferior, amida dialquilo inferior, alcoxi inferior, hidroxi,
carboxi y los derivados de ésteres inferiores de los mismos, y con heterociclicos de 4, 5, 6
hasta 7 miembros. En especial, pueden emplearse los analogos de la prolina en los que el
tamano del anillo del residuo de prolina cambia de 5 miembros a 4, 6, o 7 miembros. Los
grupos ciclicos pueden ser saturados o insaturados, y si son insaturados, pueden ser
aromaticos o no aromaticos. Los grupos heterociclicos contienen preferiblemente uno o
mas heteroatomos de azufre, nitrégeno y/o oxigeno. Los ejemplos de dichos grupos
incluyen el furazanilo, furilo, imidazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, isotiazolilo, isoxazolilo,
morfolinilo (p.ej., morfolino), oxazolilo, piperazinilo (p.ej., 1-piperazinilo), piperidilo (p.ej., 1-
piperidilo, piperidino), piranilo, pirazinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridazinilo,
piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo (p.ej., 1-pirrolidinilo), pirrolinilo, pirrolilo, tiadiazolilo, tiazolilo,
tienilo, tiomorfolinilo (p.ej., tiomorfolino), y triazolilo. Estos grupos heterociclicos pueden ser
sustituidos o no sustituidos. Cuando un grupo es sustituido, el sustituyente puede ser
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alquilo, alcoxi, halégeno, oxigeno o fenilo sustituido o no sustituido.

[0063] También pueden modificarse facilmente péptidos mediante fosforilacién, y otros
métodos [p.ej., como describe Hruby, et al. (1990) Biochem J. 268:249-262].

[0064] Los compuestos peptidicos de la invencion también sirven como modelos
estructurales para compuestos no peptidicos con similar actividad biolégica. Aquellos con
experiencia en la técnica reconocen que existe una variedad de técnicas disponibles para
formar compuestos con la misma o similar actividad biolégica deseada que el compuesto
peptidico modelo, pero con una actividad mas favorable que el modelo con respecto a la
solubilidad, estabilidad, y susceptibilidad a la hidrdlisis y protedlisis [véase, Morgan y Gainor
(1989) Ann. Rep. Med. Chem. 24:243-252]. Estas técnicas incluyen sustituir la cadena
principal (o "backbone") de péptidos con una cadena principal compuesta de fosfonatos,

amidatos, carbamatos, sulfonamidas, aminas secundarias, y acidos N-metilamino.

Formacion de enlaces disulfuro

[0065] Los compuestos de la presente invencion pueden contener uno 0 mas enlaces
disulfuro intramoleculares. En un modo de realizaciéon, un monémero o dimero peptidico
comprende al menos un enlace disulfuro intramolecular. En modos de realizacion
preferidos, un dimero peptidico comprende dos enlaces disulfuro intramoleculares.

[0066] Dichos enlaces disulfuro pueden formarse por oxidacion de los residuos de cisteina
de la secuencia basica de péptidos. En un modo de realizacion, el control de la formacién
del enlace de cisteina se realiza eligiendo el agente oxidante del tipo y concentracién
efectiva para optimizar la formacién del isémero deseado. Por ejemplo, la oxidacién de un
dimero peptidico para formar dos enlaces disulfuro intramoleculares (uno en cada cadena
peptidica) se logra de manera preferente (con la formacién de los enlaces disulfuro
intermoleculares) cuando el agente oxidante es DMSO.

[0067] En modos de realizacién preferidos, la formacion de enlaces de cisteina se controla
mediante el uso selectivo de grupo protectores de tiol durante la sintesis de péptidos. Por
ejemplo, cuando se desea un dimero con dos enlaces disulfuro intramoleculares, se
sintetiza la cadena peptidica del primer mondmero con los dos residuos de cisteina de la
secuencia bdsica protegida con un primer grupo portector de tiol [p.ej., tritilo (Trt),
aliloxicarbonilo (Alloc), y 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-ilideno)etil (Dde) o similares],
después se sintetiza el segundo mondémero peptidico con los dos residuos de cisteina de la
secuencia basica protegida con un segundo grupo protector de tiol diferente del primer
grupo protector de tiol [p.ej., acetamidometilo (Acm), t-butilo (tBu), o similares]. A
continuacion, se eliminan los primeros grupos protectores de tiol realizando ciclacion del
bisulfuro del primer monémero, y después se eliminan los segundos grupos protectores de

tiol realizando una ciclacién del bisulfuro del segundo mondmero.
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[0068] Otros modos de realizacion de esta invencion proporcionan analogos de estos
derivados de disulfuro en los cuales uno de los azufres ha sido sustituido por un grupo CH,
u otro iséstero para el azufre. Estos andlogos pueden prepararse a partir de los
compuestos de la presente invencion, en los que cada secuencia basica contiene al menos
un residuo C u homocisteina y acido a-amino-y-butirico en el lugar del segundo residuo C,
mediante desplazamiento intramolecular o intermolecular, utilizando los métodos conocidos
en la técnica [véase, p.ej., Barker, et al. (1992) J. Med. Chem. 35:2040-2048 y Or, et al.
(1991) J. Org. Chem. 56:3146-3149]. Aquellos con experiencia en la técnica apreciaran
facilmente que este desplazamiento puede suceder también utilizando otros homélogos de
acido a-amino-y-butirico y homocisteina.

[0069] Ademéas de las estrategias de ciclacidon anteriores, pueden emplearse otras
estrategias de ciclacion de péptidos sin disulfuro. Dichas estrategias de ciclacion
alternativas incluyen, por ejemplo, estrategias de ciclacién de amidas, asi como aquellas
que implican la formacién de enlaces de tio-éter. Por lo tanto, los compuestos de la
presente invencién pueden existir en una forma ciclada con un enlace amida intramolecular
0 un enlace tio-éter intramolecular. Por ejemplo, puede sintetizarse un péptido en el que
una cisteina de la secuencia basica sea sustituida con lisina y la segunda cisteina sea
sustituida con &cido glutamico. Después, puede formarse un monémero ciclico a través del
enlace amida entre las cadenas laterales de estos dos residuos. Alternativamente, puede
sintetizarse un péptido en el que una cisteina de la secuencia basica se sustituye con lisina.
Después, un mondmero ciclico puede ser formado a través de enlace tio-éter entre las
cadenas laterales del residuo de lisina y el segundo residuo de cisteina de la secuencia
basica. De este modo, ademas de las estrategias de ciclacion de disulfuro, pueden usarse
facilmente estrategias de cliclacion de amidas y tio-éter para ciclar los compuestos de la
presente invencién. Alternativamente, el extremo amino-terminal del péptido puede ser
taponado con un &cido acético a-sustituido, en el que el a-sustituyente es un grupo
saliente, como un 4&cido a-haloacético, por ejemplo, acido a-cloroacético, acido a-
bromoacético o acido a-idioacético.

Adicion de enlazadores

[0070] En los modos de realizacion en los que se dimeriza un dimero peptidico mediante
una fraccién enlazadora L, dicho enlazador puede incorporarse en €l péptido durante la

sintesis del péptido. Por ejemplo, cuando una fraccion enlazadora L, contiene dos grupos
funcionales capaces de servir como sitios de iniciacién para la sintesis de péptidos y un
tercer grupo funcional (p.ej., un grupo carboxilo o0 un grupo amino) que permite la uniéon a

otra fracciébn molecular, el enlazador puede conjugarse a un soporte solido. A partir de
entonces, los dos mondmeros peptidicos pueden sintetizarse directamente en los dos
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grupos de nitrégeno reactivos de la fraccién enlazadora Lk en una variacion de la técnica
de sintesis en fase soélida.

[0071] En modos de realizacion alternativos cuando un dimero peptidico se dimeriza por
una fraccién enlazadora Lk, dicho enlazador puede conjugarse a los dos mondmeros
peptidicos de un dimero peptidico tras la sintesis de péptidos. Dicha conjugacion puede
lograrse mediante métodos bien establecidos en la técnica. En un modo de realizacion, el
enlazador contiene al menos dos grupos funcionales adecuados para la union al grupo
funcional objetivo de los monémeros peptidicos sintetizados. Por ejemplo, un enlazador con
dos grupos amina libres puede reaccionarse con los grupos carboxilo del extremo C-
terminal de cada uno de los dos monémeros peptidicos. En otro ejemplo, los enlazadores
que contienen dos grupos carboxilo, bien preactivados o en la presencia de un reactivo de
acoplamiento adecuado, pueden reaccionarse con los grupos amina de la cadena lateral o
del extremo N-terminal, o amidas de lisina C-terminal, de cada uno de los dos monémeros
peptidicos.

Adicidn de espaciadores

[0072] En modos de realizacién en los que los compuestos peptidicos contienen una
fraccidén espaciadora, dicho espaciador puede incorporarse en el péptido durante la sintesis
de péptidos. Por ejemplo, cuando un espaciador contiene un grupo amino libre y un
segundo grupo funcional (p.ej., un grupo carboxilo 0 un grupo amino) que permite la union
a otra fraccion molecular, el espaciador puede conjugarse al soporte sélido. A partir de
entonces, puede sintetizarse el péptido directamente en el grupo amino libre del espaciador
mediante técnicas de fase solida estandares.

[0073] En un modo de realizacion preferido, un espaciador que contiene dos grupos
funcionales se acopla primero al soporte so6lido mediante un primer grupo funcional. A
continuacion, una fraccion enlazadora Lk que tiene dos grupos funcionales capaces de
servir como sitios de iniciacién para la sintesis de péptidos y un tercer grupo funcional
(p-€j., un grupo carboxilo o un grupo amino) que permite la unién a otra fraccion molecular
es conjugada al espaciador a través del segundo grupo funcional del espaciador y el tercer
grupo funcional del enlazador. Después, los dos monémeros peptidicos pueden sintetizarse
directamente en los dos grupos nitrégeno reactivos de la fraccién enlazadora Lk en una
variacion de la técnica de sintesis en fase sélida. Por ejemplo, un espaciador acoplado a un
soporte solido con un grupo amina libre puede reaccionarse con un enlazador de lisina por
medio del grupo carboxilo libre del enlazador.

[0074] En modos de realizacion alternativos en los que los compuestos peptidicos
contienen una fraccion espaciadora, dicho espaciador puede incorporarse en el péptido
durante la sintesis de péptidos. Dicha conjugacién puede lograrse mediante métodos bien
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establecidos en la técnica. En un modo de realizacién, el enlazador contiene al menos un
grupo funcional adecuado para la unién al grupo funcional objetivo del grupo del péptido
sintetizado. Por ejemplo, un espaciador con un grupo amina libre puede reaccionarse con
un grupo carboxilo C-terminal de un péptido. En otro ejemplo, un enlazador con un grupo
carboxilo libre puede hacerse reaccionar con el grupo amina libre de un extremo N-terminal
de un péptido o de un residuo de lisina. En otro ejemplo mas, un espaciador que contiene
un grupo sulfhidrilo libre puede conjugarse a un residuo de cisteina de un péptido mediante
oxidacion para formar un enlace disulfuro.

Union de polimeros solubles en agua

[0075] En los ultimos afos, los polimeros solubles en agua, como polietilenglicol (PEG),
han sido usados para la modificacion covalente de péptidos de importancia terapéutica y
diagnostica. Se cree que la union de dichos polimeros potencia la actividad bioldgica,
prolonga el tiempo de circulacibn sanguinea, reduce la inmunogenicidad, aumenta la
solubilidad acuosa, y potencia la resistencia a la digestion de proteasas. Por ejemplo, se ha
informado de que la unién covalente de PEG a polipéptidos terapéuticos como interleucinas
[Knauf, et al. (1988) J. Biol. Chem. 263; 15064; Tsutsumi, et al. (1995) J. Controlled
Release 33:447), interferones (Kita, et al. (1990) Drug Des. Delivery 6:157), catalasa
(Abuchowski, et al. (1977) J. Biol. Chem. 252:582), superoxido dismutasa (Beauchamp, et
al. (1983) Anal. Biochem. 131:25), y adenosina deaminasa (Chen, et al. (1981) Biochim.
Biophy. Acta 660:293), extiende su vida media in vivo, y/o reduce su inmunogenicidad y
antigenicidad.

[0076] Los compuestos peptidicos de la invencion pueden comprender ademas una o0 mas
fracciones de polimero soluble en agua. Preferiblemente, estos polimeros estan unidos de
forma covalente a los compuestos peptidicos. El polimero soluble en agua puede ser, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona , poli-1,3-dioxolano,
poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (sean
homopolimeros 0 copolimeros al azar), poli(n-vinilpirrolidona), polietilenglicol,
homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/6xido de etileno, y
polioles polioxietilados. Un polimero soluble en agua preferido es PEG.

[0077] Los péptidos, dimeros peptidicos y otras moléculas basadas en péptidos de la
invencién pueden unirse a polimeros solubles en agua (p.ej., PEG) usando cualquiera de
una variedad de elementos quimicos para enlazar el polimero o polimeros solubles en agua
a la parte de la molécula de enlace al receptor (p.€j., péptido + espaciador). Un modo de
realizacidn tipico utiliza un solo punto de unién para el acoplamiento covalente del polimero

o polimeros solubles en agua a la parte de enlace al receptor. Sin embargo, en modos de
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realizacién alternativos pueden usarse multiples puntos de unién de acoplamiento,
incluyendo otras variaciones en la que se acoplan diferentes especies de polimero soluble
en agua a la parte de enlace al receptor en distintos puntos de unién, que pueden incluir
punto(s) de union covalente al espaciador y/o a una o ambas cadenas peptidicas. En
algunos modos de realizacion, el dimero o multimero de orden superior comprendera
distintas especies de cadena peptidica (es decir, un heterodimero u otro heteromultimero).
A modo de ejemplo y no limitativo, un dimero puede comprender una primera cadena
peptidica con un punto de uniéon de PEG y la segunda cadena peptidica puede carecer de
un punto de union de PEG o utilizar una quimica de enlace diferente a la de la primera
cadena peptidica y en algunas variaciones el espaciador puede contener o carecer de un
punto de unién de PEG y dicho espaciador, si esta pegilado, puede utilizar quimica de
enlace diferente a la de la primera y/o segunda cadena peptidica. Un modo de realizacion
alternativo utiliza un PEG acoplado a la parte del espaciador de la parte de unién al
receptor y un polimero soluble en agua diferente (p.ej., un carbohidrato) conjugado a una
cadena lateral de uno de los aminoacidos de la parte de péptidos de la molécula.

[0078] Puede usarse una amplia variedad de especies de polietilenglicol (PEG) para la
pegilacion de la parte de enlace al receptor (péptidos + espaciador). Basicamente puede
usarse cualquier reactivo PEG adecuado. En modos de realizacion preferidos, el reactivo
PEG resultara en la formacion de un enlace amida o carbamato en la conjugacion a la parte
de enlace al receptor. Las especies de reactivos de PEG adecuados incluyen, sin caracter
limitativo, aquellos que estan disponibles a la venta en el catédlogo Drug Delivery Systems
(2003) de NOF Corporation (Yebisu Garden Place Tower, 20-3 Ebisu 4-chome, Shibuya-ku,
Tokyo 150-6019) y el catalogo Molecular Engineering (2003) de Nektar Therapeutics (490
Discovery Drive, Huntsville, Alabama 35806). Por ejemplo, y sin caracter limitativo, los
siguientes reactivos PEG a menudo son preferidos en diversos modos de realizacion:
mPEG2-NHS, mPEG2-ALD, PEG multibrazo, mPEG(MAL)2, mPEG2(MAL), mPEG-NH2,
mPEG-SPA, mPEG-SBA, mPEG-tioésteres, mPEG-ésteres dobles, mPEG-BTC, mPEG-
ButyrALD, mPEG-ACET, PEGs heterofuncionales(NH2- PEG-COOH, Boc-PEG-NHS,
Fmoc-PEG-NHS, NHS-PEG-VS, NHS-PEG-MAL), acrilatos de PEG (ACRL-PEG-NHS),
PEG-fosfolipidos (e.g., MPEG-DSPE), PEGs multibrazos de la serie SUNBRITE incluyendo
la serie GL de PEGs basados en glicerina activados por una sustancia quimica elegida por
aquellos con experiencia en la técnica, cualquier de los PEGs activados de SUNBRITE
(incluyendo, sin caracter limitativo, PEGs-carboxilo, p-NP-PBGs, Tresil-PEGs, PEG
aldehido, acetal-PEGs, PEGs-amino, PEGs-tiol, PEGs-malcimido, hidroxil-PEG-amina,
amino-PEG-COOH, hidroxil-PEG-aldehido, PEG tipo anhidrido carboxilico, PEG-fosfolipido
funcionalizado, y otros reactivos PEG similares y/o adecuados seleccionados por aquellos
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con experiencia en la técnica para su uso y aplicacién concreta.

[0079] EI polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede ser ramificado o0 no
ramificado. Un PEG preferido para su uso en la presente invencion comprende un PEG
lineal no ramificado que tiene un peso molecular de 20 kilodaltons (kD) a 40 kD (en
preparaciones de PEG, algunas moléculas pesardan mas, algunas menos, que el peso
molecular afirmado). Mas preferiblemente, el PEG tiene un peso molecular de 30 kD a 40
kD. Se pueden usar otros tamanos, segun el perfil terapéutico deseado (p.ej., duracién de
liberacion sostenida deseada; efectos, si los hay, en la actividad bioldgica; facilidad de
manejo; grado o falta de antigenicidad; y otros efectos conocidos de PEG en un péptido
terapéutico).

[0080] EI niumero de moléculas de polimero unidas puede variar; por ejemplo, una, dos,
tres 0 mas polimeros solubles en agua pueden unirse a un péptido agonista del EPO-R de
la invencion. Los mudltiples polimeros unidos pueden ser fracciones quimicas iguales o
diferentes (p.ej., PEGs de diferente peso molecular). En algunos casos, el grado de unién
del polimero (el numero de fracciones de polimero unidas a un péptido y/o el nUmero total
de péptidos a los que se una un polimero) puede verse influenciado por la proporcion de
moléculas de polimero frente a moléculas de péptido en una reacciéon de acoplamiento, asi
como por la concentracién total de cada uno en la mezcla de reaccion. En general, la
relacién de polimero frente a péptido éptima (en términos de eficacia de reaccién para no
obtener un exceso de fracciones de péptido y/o polimero sin reaccionar) se determinara
mediante factores como el grado deseado de acoplamiento del polimero (p.ej., mono, di-,
tri-, etc.), el peso molecular del polimero seleccionado, si el polimero esta ramificado o no, y
las condiciones de reaccion para un método de unién concreto.

[0081] En modos de realizacién preferidos, el polimero soluble en agua unido de forma
covalente es PEG. Para fines ilustrativos, se describen a continuacion ejemplos de métodos
de unidn covalente de PEG (pegilacidon). Estas descripciones ilustrativas no pretenden ser
limitativas. Una persona de habilidad ordinaria en la técnica apreciara que hay establecida
una variedad de métodos para la unidon covalente de una amplia gama de polimeros
solubles en agua en la técnica. Asi, la presente invencién abarca los compuestos
peptidicos a los que se han unido una variedad de polimeros solubles en agua conocidos
en la técnica por cualquiera de un nimero de métodos de unién conocidos en la técnica.
[0082] En un modo de realizacién, el PEG puede servir de enlazador que dimeriza dos
mondmeros peptidicos. En un modo de realizacion, el PEG esta unido a al menos un
extremo terminal (N-terminal o C-terminal) de un monémero o dimero peptidico. En otro
modo de realizacién, el PEG esta unido a una fraccion espaciadora de un monémero o
dimero peptidico. En un modo de realizacién preferido, el PEG esta unido a la fraccién
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enlazadora de un dimero peptidico. En un modo de realizacién altamente preferido, el PEG
estd unido a una fraccion espaciadora, donde dicha fraccion espaciadora se une a la

fraccion enlazadora Ly que conecta los monémeros de un dimero peptidico. Méas

preferiblemente, el PEG estd unido a una fraccion espaciadora, donde dicha fraccién
espaciadora se une a un dimero peptidico mediante el carbono carbonilo de un enlazador
de lisina, o el nitrégeno de la amida de un enlazador de lisina amida.

[0083] Existe un nimero de métodos de unién de PEG disponibles para aquellos con
experiencia en la técnica [véase, p.ej., Goodson, et al. (1990) Bio/Technology 8:343
(Pegilacién de interleucina-2 en su sitio de glicosilacién tras mutagénesis dirigida); EP 0
401 384 (union de PEG a G-CSF); Malik, et al., (1992) Exp. Hematol. 20:1028-1035
(Pegilacién de GM-CSF utilizando cloruro de tresilo);Pub. PCT N¢ WO 90/12874
(Pegilacién de eritropoyetina que contiene un residuo de cisteina introducido de manera
recombinante usando un derivado de mPEG especifico de la cisteina); Pat. estadounidense
n® 5.757.078 (Pegilacion de péptidos de EPO); y pat. estadounidense n® 6.077.939
(Pegilacién de a-carbono N-terminal de un péptido)].

[0084] Por ejemplo, el PEG puede unirse de forma covalente a residuos de aminoéacidos
mediante un grupo reactivo. Los grupos reactivos son aquellos a los que puede unirse una
molécula de PEG activada (p.ej., un grupo amino o carboxilo libre). Por ejemplo, los
residuos de lisina (K) y los residuos de aminoacido N-terminales tienen un grupo amino
libre; y los residuos de aminoacidos C-terminales tienen un grupo carboxilo libre. Los
grupos sulfhidrilo (p.ej., como se encuentran en los residuos de cisteina) pueden usarse
también como grupo reactivo para unir PEG. Ademas, se han descrito métodos ayudados
por enzimas para introducir grupos activados (p. ej., hidrazida, aldehido, y grupos amino
aromaticos) especificamente en el extremo C-terminal de un polipéptido [Schwarz, et al.
(1990) Methods Enzymol. 184:160; Rose, et al. (1991) Bioconjugate Chem. 2:154;
Gaertner, et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:7224].

[0085] Por ejemplo, las moléculas de PEG pueden unirse a los grupos amino del péptido
utiizando PEG metoxilado ("mPEG") que tienen diferentes fracciones reactivas. Dichos
polimeros incluyen mPEG-succinimidil succinato, mPEG-succinimidil carbonato, mPEG-
imidato, mPEG-4-nitrofenil carbonato y mPEG-cloruro cianurico. Del mismo modo, las
moléculas de PEG pueden unirse a grupos carboxilo de péptidos utilizando PEG metoxilado
con un grupo amina libre (IMPEG-NH>2).

[0086] Cuando la union del PEG es no especifica y se desea un péptido con una unién de
PEG especifica, el compuesto pegilado deseado puede purificarse a partir de la mezcla de
compuestos pegilados. Por ejemplo, si se desea un péptido pegilado de forma N-terminal,
la forma pegilada de manera N-terminal puede purificarse a partir de una poblaciéon de
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péptidos pegilados al azar (es decir, separando esta fraccion de otras fracciones
monopegiladas).

[0087] En modos de realizacion preferidos, el PEG se une de forma especifica a un sitio de
un péptido. La pegilacion de sitio especifico en el extremo N-terminal, cadena lateral, y
extremo C-terminal de un andlogo potente de factor liberador de hormona del crecimiento
ha sido llevada a cabo mediante sintesis en fase sélida [Felix, et al. (1995) Int. J. Peptide
Protein Res. 46:253]. Otro método de sitio especifico implica unir un péptido a las
extremidades de cadenas de PEG injertadas en la superficie liposomal de forma especifica
al sitio mediante un grupo aldehido reactivo en el extremo N-terminal generado mediante
oxidacion con periodato de sodio de treonina N-terminal [Zalipsky, et al. (1995) Biocony.
Chem. 6:705]. Sin embargo, este método se limita a polipéptidos con residuos de serina o
treonina N-terminales. Otro método de sitio especifico para la pegilacion N-terminal de un
péptido mediante un enlace hidrazona, hidrazona reducida, oxima, u oxima reducida se
describe en la pat. estadounidense n? 6,077,939 de Wei, et al.

[0088] En un método, la pegilaciéon N-terminal selectiva puede lograrse mediante
alquilacién reductiva que aprovecha la reactividad diferencial de diferentes tipo de grupos
amino primarios (lisina frente al N-terminal) disponibles para la dervatizacion en una
proteina especifica. En las condiciones de reaccién apropiadas, un grupo carbonilo que
contiene PEG se une de forma selectiva al extremo N-terminal de un péptido. Por ejemplo,
se puede pegilar de forma selectiva y N-terminal la proteina llevando a cabo la reaccion a
un pH que aproveche las diferencias de pKgy entre los grupos €-amino de un residuo de

lisina y el grupo a- amino de residuo N-terminal del péptido. Mediante dicha union selectiva,
la pegilacion tiene lugar principalmente en el extremo N-terminal de la proteina, sin
modificacion significativa de otros grupos reactivos (p.ej., grupos amino de la cadena lateral
de lisina). Utilizando la alquilacion reductiva, el PEG deberia tener un solo aldehido reactivo
para su unién a la proteina (p.ej., puede usarse propionaldehido de PEG).

[0089] La mutagénesis de sitio dirigido es otro método que puede usarse para preparar
péptidos para la unién de polimero de sitio dirigido. Mediante este método, la secuencia de
aminodacidos de un péptido se disefa de forma que incorpore un grupo reactivo apropiado
en la posicion deseada en el péptido. Por ejemplo, WO 90/12874 describe la pegilacién de
sitio dirigido de proteinas modificadas mediante la insercién de residuos de cisteina o la
sustitucion de otros residuos por residuos de cisteina. Esta publicacién también describe
la preparacién de mPEG-eritripoyetina ("mPEG-EPQO") haciendo reaccionar un derivado de
mPEG especifico de la cisteina con un residuo de cisteina introducido de forma
recombinante en EPO.

[0090] Cuando PEG se une a una fraccién espaciadora o enlazadora, pueden usarse
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métodos de union similares. En este caso, el enlazador o espaciador contiene un grupo
reactivo y se utiliza una molécula de PEG activada que contiene el grupo reactivo
complementario adecuado para efectuar la uniéon covalente. En  modos de realizacién
preferidos, el grupo reactivo del enlazador o espaciador contiene un grupo amino terminal
(es decir, situado en el extremo del enlazador o espaciador) que se hace reaccionar con
una molécula de PEG activada de forma adecuada para crear una unién covalente estable
como una amida o un cabramato. Las especies de PEG activadas adecuadas incluyen, sin
caracter limitativo, mPEG-para-nitrofenilcarbonato (mPEG-NPC), mPEG-succinimidil
carbonato (MPEG-SC), y mPEG-succinimidil propionato (mPEG-SPA). En otros modos de
realizacién preferidos, el grupo reactivo del enlazador o espaciador contiene un grupo
carboxilo capaz de activarse para formar una unién covalente con una molécula de PEG
que contiene amina en condiciones de reaccion adecuadas. Las moléculas de PEG
adecuadas incluyen mPEG-NHo y las condiciones de reaccién adecuadas incluyen

formacion de amidas mediada por carbodiimidas o similares.

Ensayos de la actividad de agonistas de EPO-R:

Ensayos funcionales in vitro

[0091] Los ensayos de enlace competitivo in vitro cuantifican la capacidad de un péptido de
prueba de competir con EPO por el enlace a EPO-R. Por ejemplo, (véase, p.ej., como se
describe en la patente estadounidense 5.773.569), la regién extracelular del EPO-R
humano (proteina de enlace a la EPO, EBP) puede producirse de manera recombinante en
E. coli y la proteina recombinante puede unirse a un soporte solido, como un plato de
microtitulacién o una perla sintética [p.ej., perlas Sulfolink de Pierce Chemical Co.
(Rockford, IL)]. A continuacion, la EBP inmovilizada es incubada con EPO recombinante
marcada, o con EPO recombinante marcada y un péptido de prueba. Se emplean
diluciones seriadas de péptido de prueba para dichos experimentos. Los puntos de ensayo
sin péptido de prueba anadido definen la union total de EPO a EBP. Para las reacciones
que contienen el péptido de prueba, la cantidad de EPO unida se cuantifica y expresa como
un porcentaje de unién del control (total= 100%). Estos valores se trazan frente a la
concentracion de péptidos. El valor CI50 se define como la concentracion del péptido de
prueba que reduce la union de EPO a EBP en un 50% (es decir, una inhibicion del 50% del
enlace de EPO).

[0092] Un ensayo de enlace competitivo in vitro diferente mide la sefal de luz generada en
funcién de la proximidad de dos perlas: una perla conjugada a EPO y una perla conjugada
a EPO-R. La proximidad de las perlas es generada por el enlace de EPO a EPO-R. Un
péptido de prueba que compite con la EPO por unirse a la EPO-R evitara este enlace,

provocando una disminucién en la emisién de luz. La concentracion del péptido de prueba
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que resulta en una disminucion del 50% en la emisién de luz se define como el valor CI50.
[0093] Los péptidos de la presente invencidn compiten de forma muy eficiente con la EPO
para unirse al EPO-R. Esta funcién potenciada se representa por su capacidad de inhibir el
enlace de EPO en concentraciones sustancialmente méas bajas de péptido (es decir, tienen
valores de CI50 muy bajos).

[0094] La actividad y la potencia biolégica de los agonistas de EPO-R péptidos diméricos y
monomeéricos de la invencién, que se enlazan especificamente al receptor de EPO, puede
medirse utilizando ensayos funcionales basados en células in vitro.

[0095] Un ensayo se basa en una linea celular pre-B murina que expresa el EPO-R
humano y transfectada con una construccién de gen indicador de luciferasa promovido por
el promotor fos. Con la exposicion a EPO u otro agonista del EPO-R, dichas células
responden sintetizando luciferasa. La lucifersa provoca la emision de luz con la adicion de
su sustrato luciferina. Por tanto, el nivel de activacion de EPO-R en dichas células puede
cuantificarse mediante la medicién de la actividad de la luciferasa. La actividad de un
péptido de prueba se mide mediante la adicién de diluciones seriadas del péptido de
prueba a las células, las cuales se incuban a continuacién durante 4 horas. Tras la
incubacion, el sustrato de luciferina se anade a las células, se mide la emisién de luz. La
concentracion del péptido de prueba que resulta en la mitad de la emisibn maxima de luz
se registra como la CE50.

[0096] Los péptidos de la presente invencion muestran un aumento drastico en la
capacidad de promover la expresion de luciferasa dependiente de la sefalizacién de EPO-
R en este ensayo. Esta funcién potenciada se representa por su capacidad de provocar la
mitad de la actividad de la luciferasa maxima en concentraciones sustancialmente inferiores
de péptido (es decir, tienen valores de CE50 muy bajos). Este ensayo es un método
preferido para estimar la potencia y actividad de un péptido agonista de EPO-R de la
invencion.

[0097] Otro ensayo puede llevarse a cabo utilizando células FDC-P1/ER [Dexter, et al.
(1980) J. Exp. Med. 152:1036-1047], una linea celular derivada de médula ésea murina no
transformada y bien caracterizada en la que se ha transfectado EPO-R de forma estable.
Estas células presentan proliferacién dependiente de EPO.

[0098] En uno de dichos ensayos, las células se cultivan hasta la mitad de la densidad
estacionaria en presencia de los factores de crecimiento necesarios (véase, p.ej., lo
descrito en la patente estadounidense 5.773.569). Después se lavan las células en PBS y
se privaron de nutrientes durante 16-24 horas en medio completo sin factores de
crecimiento. Tras determinar la viabilidad de las células (p.ej., mediante tincién con azul

tripan), se crean soluciones madre (en medio completo sin factores de crecimiento) de
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modo que den aproximadamente 105 células por 50 pL. Las diluciones seriadas de los
compuestos agonistas del EPO-R peptidicos (normalmente el péptido en fase de solucién
libre en oposicion a un péptido unido al fago u otra unién o inmovilizado) a probar se
producen en placas de cultivo tisular de 96 pocillos para un volumen final de 50 pL por
pocillo. Se afiaden las células (50 YL) a cada pocillo y se incuban las células durante 24-48
horas, punto en el cual los controles negativos deberian morir o estar inactivas. A

continuacion, se mide la proliferacion celular mediante métodos conocidos en la técnica,

como un ensayo MTT que mide la incorporacién de H3-timidina como indicacién de la
proliferacion celular [véase, Mosmann (1983) J. Immunol. Methods 65:55-63]. Los péptidos
se evallan en la linea celular de expresién de EPO-R y en una linea celular parental de no
expresion. La concentracion de péptido de prueba necesaria para producir la mitad de la
proliferacion celular maxima se registra como la CE50.

[0099] Los péptidos de la presente invencibn muestran un aumento drastico en la
capacidad de fomentar el crecimiento celular dependiente de EPO en este ensayo. Esta
funcion potenciada se representa por su capacidad de provocar la mitad de la actividad de
estimulacion de la proliferacién celular maxima en concentraciones sustancialmente
inferiores de péptido (es decir, tienen valores de CE50 muy bajos). Este ensayo es un
método preferido para estimar la potencia y actividad de un péptido agonista de EPO-R de
la invencion.

[0100] En otro ensayo, las células se cultivan en fase estacionaria en medio
complementado con EPO, son recogidas y después cultivadas durante 18 h adicionales
en medio sin EPO. Las células se dividen en tres grupos de igual densidad celular: un
grupo sin factor anadido (control negativo), un grupo con EPO (control positivo), y un grupo
experimental con el péptido de prueba. A continuacién, se recogen las células cultivadas en
diversos momentos temporales, se fijan, y se tifien con un tinte fluorescente de enlace al
ADN (p.€j., yoduro de propidio o tinte Hoescht, disponibles los dos en Sigma). Después, se
mide la fluorescencia, por ejemplo, utilizando un citémetro de flujo FACS Scan. El
porcentaje de células en cada fase del ciclo celular puede determinarse entonces, por
ejemplo, utilizando el modelo SOBR del programa informatico CellFIT (Becton Dickinson).
Las células tratadas con EPO o un péptido activo mostraran mayor proporcion de células
en fase S (determinado por el aumento de fluorescencia como indicador del aumento del
contenido de ADN) en relacion con el grupo de control negativo.

[0101] Pueden llevarse a cabo ensayos similares utilizando lineas celulares FDCP-1
[véase, p.ej., Dexter, et al. (1980) J. Exp. Med. 152:1036-1047] o TF-1 [Kitamura, et al.
(1989) Blood 73:375-380]. FDCP-1 es una linea celular progenitora hematopoyética
primitiva multipotencial murina dependiente de factores de crecimiento que puede proliferar,
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pero no diferenciarse, cuando se complementa con medio acondicionado de WEHI-3 (un
medio que contiene IL-3, niumero ATCC TIB-68). Para tales experimentos, la linea celular
FDCP-1 se transfecta con la EPO-R humana o murina para producir lineas celulares FDCP-
1-hEPO-R o FDCP-1-mEPO-R, respectivamente, que pueden proliferar, pero no
diferenciarse, en presencia de EPO. También puede usarse TF-1, una linea celular
dependiente de EPO, para medir los efectos de los agonistas de EPO-R peptidicos en la
proliferacion celular.

[0102] En otro ensayo mas, el procedimiento explicado en Krystal (1983) Exp. Hematol

11:649-660 para un microensayo basado en la incorporaciéon de H3-timidina a células
esplénicas puede utilizarse para determinar la capacidad de los compuestos de la presente
invencion para actuar como agonistas de EPO. En resumen, se inyecta a ratones B6C3F1

diariamente durante dos dias fenilhidrazina (60 mg/kg). El tercer dia, las células esplénicas
se sacan y se determina su capacidad de proliferar en un periodo de 24 horas utilizando un
ensayo MTT.

[0103] EI enlace de EPO a EPO-R en una linea celular que responde a la eritropoyetina
induce la fosforilacion de tirosina de ambos el receptor y numerosas proteinas
intracelulares, incluyendo Shc, vav y quinasa JAK2. Por lo tanto, otro ensayo in vitro mide la
capacidad de los péptidos de la invencion de inducir la fosforilacion de tirosina del EPO-R y
proteinas transductoras de la senal intracelular posterior. Los péptidos activos, identificados
mediante ensayos de enlace y proliferacion descritos arriba, provocan un patron de
fosforilacion casi idéntico al de la EPO en células que responden a la eritropoyetina. Para
este ensayo, las células FDC-P1/ER [Dexter, et al. (1980) J Exp Med 152:1036-47] se
mantienen en medio complementado con EPO y crecen a la fase estacionaria. A
continuacion, se cultivan estas células en medio sin EPO durante 24 h. Después, se incuba
un numero definido de dichas células con un péptido de prueba aproximadamente durante
10 min a 37 °C. Se realiza una muestra de control de células con EPO con cada ensayo. A
continuacion, las células tratadas se recogen mediante centrifugacién, se resuspenden en
solucion amortiguadora de lisis SDS, y se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS. Las proteinas sometidas a electroforesis en el gel se transfectan a nitrocelulosa, y las
proteinas que contienen fosfotirosina que en la transferencia ("blot") se visualizan mediante
técnicas inmunolégicas estandares. Por ejemplo, la transferencia puede sondarse con un
anticuerpo anti-fosfotirosina (p.ej., IgG anti-fosfotirosina de ratén de Upstate Biotechnology,
Inc.), lavarse, y después sondarse con un anticuerpo secundario [p.€j., IgG de cabra anti-
raton marcada con peroxidasa de Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. (Washington, DC)].
A partir de entonces, las proteinas con contenido de fosfotirosina pueden visualizarse

mediante técnicas estandares incluyendo ensayos colorimétricos, quimioluminiscentes o
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fluorescentes. Por ejemplo, puede llevarse a cabo un ensayo quimioluminiscente utilizando
el sistema ECL Western Blotting de Amersham.

[0104] Otro ensayo celular in vitro que puede usarse para evaluar la actividad de los
péptidos de la presente invencion comprende un ensayo de colonias, usando células de
sangre periférica humana o médula 6sea murina. La médula 6sea murina puede obtenerse
del fémur de ratones, mientras que una muestra de sangre periférica humana puede
obtenerse de un donante sano. En el caso de la sangre periférica, las células
mononucleares se aislan en primer lugar de la sangre, por ejemplo, mediante
centrifugacién en un gradiente Ficoll-Hypaque [Stem Cell Technologies, Inc. (Vancouver,
Canada)]. Para este ensayo se lleva a cabo un recuento de células nucleadas para
establecer el nimero y la concentracién de células nucleadas en la muestra original. Se
coloca un numero definido de células en metilcelulosa segun las instrucciones del
fabricante [Stem Cell Technologies, Inc. (Vancouver, Canada)]. Se trata un grupo
experimental con un péptido de prueba, el grupo de control positivo se trata con EPO y el
grupo de control negativo no recibe tratamiento. Después, se puntua el nimero de colonias
crecientes para cada grupo tras periodos definidos de incubacion, generalmente 10 dias y
18 dias. Un péptido activo fomentara la formacion de colonias.

[0105] Otros ensayos biolégicos in vitro que pueden usarse para demostrar la actividad de
los compuestos de la presente invencion son revelados en Greenberger, et al. (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80:2931-2935 (linea celular progenitora hematopoyética dependiente
de EPO); Quelle y Wojchowski (1991) J. Biol. Chem. 266:609-614 (fosforilacion de proteina
tirosina en células B6SUt.EP); Dusanter-Fourt, et al. (1992) J. Biol. Chem. 287:10670-
10678 (fosforilacién de tirosina del receptor de EPO en células que responden a la EPO
humanas); Quelle, et al. (1992) J. Biol. Chem. 267:17055-17060 (fosforilacion de tirosina
de una proteina citosélica, pp 100, en células FDC-ER); Worthington, et al. (1987) J. Exp.
Hematol. 15:85-92 (ensayo colorimétrico para hemoglobina); Kaiho and Miuno (1985) Anal.
Biochem. 149:117-120 (deteccion de hemoglobina con 2,7-diaminofluoreno); Patel, et al.
(1992) J. Biol. Chem. 267:21300-21302 (expresion de c-myb); Witthuhn, et al. (1993) Cell
74:227-236 (asociacion y fosforilacién de tirosina de JAK2); Leonard, et al. (1993) Blood
82:1071-1079 (expresion de factores de transcripcion GATA); y Ando, et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:9571-9575 (regulacion de la transicion G4 mediante ciclacion de
D2y D3).

[0106] Se ha informado del uso eficaz de un instrumento disefiado por Molecular Devices
Corp., conocido como microfisiometro, para medir el efecto de los agonistas y antagonistas
en diversos receptores. La base de este aparato es la medicion de las alteraciones en el
indice de acidificacién del medio extracelular en respuesta a la activacion del receptor.
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Ensayos funcionales in vivo

[0107] Un ensayo funcional in vivo que puede usarse para evaluar la potencia de un
péptido de prueba es el bioensayo con ratones policitémicos exhipoxicos. Para este
ensayo, los ratones se someten a un ciclo de acondicionamiento alterno durante varios
dias. En este ciclo, los ratones alternan entre periodos de condiciones hipobaricas y
condiciones de presion atmosférica. Después, los ratones se mantienen a presion
atmosférica durante 2-3 dias antes de la administracién de muestras de la prueba. Las
muestras de péptidos de prueba, o EPO estandar en el caso de los ratones de control
positivo, son inyectadas en los ratones acondicionados por via subcutanea. Se administra

hierro radiomarcado (p.ej., Fe®9) 2 dias después, y se toman muestras de sangre dos dias
después de la administracién de hierro radiomarcado. Después, se determinan mediciones
de la radiactividad y hematocritos para cada muestra mediante técnicas estandares. Las
muestras de sangre de ratones a los que se ha inyectado péptidos de prueba activos

mostraran una mayor radiactividad (debido al enlace de Fed9 por la hemoglobina de los
eritrocitos) que los ratones que no recibieron péptidos de prueba o EPO.

[0108] Otro ensayo funcional in vivo que puede usarse para evaluar la potencia de un
péptido de prueba es el ensayo de reticulocitos. Para este ensayo, se inyecta de manera
subcuténea a ratones normales no tratados en tres dias consecutivos EPO o péptido de
prueba. El tercer dia, se inyecta a los ratones por via intraperitoneal hierro dextrano. El
quinto dia, se toman muestras de sangre de los ratones. Se determina el porcentaje (%) de
reticulocitos en la sangre mediante tincién con naranja tiazol y analisis de citémetro de flujo
(programa retic-count). Ademas, se determinan manualmente los hematocritos. El
porcentaje de reticulocitos corregido se determina utilizando la siguiente férmula:

% RETICcorresino = % RETICogservano X (Hematocritopvipua /Hematocritoyormat)

Los compuestos de prueba activos mostraran un aumento en el nivel de %RETIC¢orrecino €N
comparacion con los ratones que no recibieron péptidos de prueba o EPO.

Uso de péptidos agonistas del EPO-R de la invencién

[0109] Los compuestos peptidicos de la invencidn son utiles in vitro como instrumento para
comprender el papel biolégico de la EPO, incluyendo la evaluacién de muchos factores que
se cree que influencian, y son influenciados por, la produccién de EPO vy el enlace de EPO
al EPO-R (p.ej., el mecanismo de activacién del receptor/transduccién de sefial de
EPO/EPO-R). Los presentes péptidos también son Uutiles en el desarrollo de otros
compuestos que se unen al EPO-R, porque los presentes compuestos proporcionan una
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importante informacion de la relacién estructura/actividad que facilita ese desarrollo.

[0110] Ademds, basandose en su capacidad de enlace al EPO-R, los péptidos de la
presente invencion pueden utilizarse como reactivos para detectar EPO-R en células vivas;
células fijas; en fluidos biolégicos; en homogeneizados de tejido; en materiales bioldgicos
naturales purificados, etc. Por ejemplo, al marcar dichos péptidos, se puede identificar las
células que tienen EPO-R en su superficie. Ademas, basandose en su capacidad de enlace
al EPO-R, los péptidos de la presente invencién pueden usarse en tincién in situ, analisis
FACS (clasificacion de células activadas por fluorescencia), Western blotting, ELISA
(prueba de inmunoabsorcién enzimatica), etc. Ademds, basandose en su capacidad de
enlace al EPO-R, los péptidos de la presente invencion pueden utilizarse en la purificacion
del receptor, o en la purificacion de células que expresan EPO-R en la superficie celular (o
dentro de células permeabilizadas).

[0111] Los péptidos de la invencién pueden utilizarse también como reactivos comerciales
para diversas investigaciones médicas y fines de diagnéstico. Dichos usos incluyen, sin
caracter limitativo: (1) uso como un estandar de calibracion para cuantificar las actividades
de agonistas de EPO-R candidatos en una variedad de ensayos funcionales; (2) uso como
reactivos de bloqueo en exploracién de péptidos aleatorios, es decir, en la busqueda de
nuevas familias de ligandos peptidicos de EPO-R, los péptidos pueden usarse para
bloquear la recuperacion de péptidos de EPO de la presente invencién; (3) uso en la co-
cristalizacion con EPO-R, es decir, pueden formarse cristales de los péptidos de la presente
invencion unidos al EPO-R, lo que permite la determinacion de la estructura
péptido/receptor mediante cristalografia de rayos X; (4) uso para medir la capacidad de las
células precursoras de eritrocitos de inducir la sintesis de globina y sinstesis del complejo
heme, y de aumentar el numero de receptores de ferritina, iniciando la diferenciacion; (5)
uso para mantener la proliferacion y crecimiento de lineas celulares dependientes de la
EPO; como las lineas celulares FDCP-1-mEPO-R y TF-1; y (6) otras aplicaciones de
investigacion y diagnostico donde el EPO-R esta preferiblemente activado o dicha
activacion se calibra de manera conveniente contra una cantidad conocida de un agonista
de EPO-R, y similares.

[0112] En otro aspecto mas de la presente invencidn, los péptidos se destinan al
tratamiento y uso en la fabricacién de un medicamento. Los compuestos peptidicos de la
invencion pueden administrarse a animales con sangre caliente, incluyendo los seres
humanos, para estimular el enlace de EPO al EPO-R in vivo. De este modo, la presente
invencion abarca péptidos para el tratamiento terapéutico de trastornos asociados a la
deficiencia de EPO, que comprende administrar un péptido de la invencién en cantidades
suficientes para estimular el EPO-R y asi, aliviar los sintomas asociados a la deficiencia de
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EPO in vivo. Por ejemplo, los péptidos de la presente invencion encontrardn un uso en el
tratamiento de la insuficiencia renal y/o dialisis/insuficiencia renal en fase terminal; anemia
asociada al SIDA; anemia asociada a las enfermedades inflamatorias crénicas (por
ejemplo, artritis reumatoide e inflamacion intestinal crénica) y enfermedad autoinmune; y
para potenciar el recuento de glébulos rojos de paciente antes de la cirugia. Otros estados
de enfermedad, trastornos, y estados de irregularidad hematolégica que pueden tratarse
mediante la administracién de los péptidos de esta invencion incluyen: beta talasemia;
fibrosis cistica; trastornos menstruales y del embarazo; anemia de la premadurez temprana;
lesion de la médula espinal; vuelo espacial; pérdida de sangre aguda; envejecimiento; y
diversos estados de enfermedades neoplasicas acompanados de eritropoyesis anormal.
[0113] En otros modos de realizacion, los compuestos peptidicos de la invencion pueden
utilizarse en el tratamiento de trastornos que no se caracterizan por un numero de glébulos
rojos bajo o deficiente, por ejemplo como pretratamiento anterior a las transfusiones.
Ademas, la administraciéon de los compuestos de esta invencion puede resultar en una
disminucién del tiempo de sangrado y asi, encontrara uso en la administracion a pacientes
anterior a la cirugia o para indicaciones en las que se espere sangrado. Ademas, los
compuestos de esta invencidn encontraran uso en la activacion de megacariocitos.

[0114] Puesto que la EPO ha demostrado tener un efecto mitogénico y quimiotactico en las
células endoteliales vasculares asi como un efecto en las neuronas colinérgicas centrales
[véase, p.ej., Amagnostou, et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:5978-5982 y Konishi,
et al. (1993) Brain Res. 609:29-35], los compuestos de esta invencidn encontraran uso
también en el tratamiento de una variedad de trastornos vasculares, como: fomentando la
curacion de heridas; fomentando el crecimiento de vasos sanguineos colaterales coronarios
(como aquellos que pueden producirse tras un infarto de miocardio); tratamiento de
traumatismos; y tratamiento de injerto vascular posterior. Los compuestos de esta invencién
encontraran también uso en el tratamiento de una variedad de trastornos neuroldgicos,
caracterizados generalmente por niveles absolutos bajos de acetilcolina o niveles relativos
bajos de acetilcolina en comparacion con otras sustancias neuroactivas, p.ej.,
neurotransmisores.

Composiciones farmacéuticas

[0115] En otro aspecto mas de la presente invencién, se proporcionan composiciones
farmacéuticas de los compuestos peptidicos agonistas de EPO-R anteriores. Las
afecciones aliviadas o moduladas por la administracion de dichas composiciones incluyen
aquellas indicadas arriba. Dichas composiciones farmacéuticas pueden administrarse por
via oral, parenteral (inyeccién intramuscular, intraperitoneal, intravenosa (IV) o subcutanea),

transdérmica (bien de manera pasiva o0 usando iontoforesis o electroporacion),
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transmucosa (nasal, vaginal, rectal o sublingual) o usando insertos bioerosionables y
pueden formularse en formas farmacéuticas apropiadas para cada via de administracion.
En general, la invencion comprende composiciones farmacéuticas que comprenden
cantidades eficaces de un péptido agonista del EPO-R, o productos derivados, de la
invencion junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, adyuvantes
y/o portadores farmacéuticamente aceptables. Dichas composiciones incluyen diluyentes
con diverso contenido de amortiguadores (p.ej., Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerza
ionica; aditivos como detergentes y agentes solubilizantes (p.ej., Tween 20, Tween 80,
Polisorbato 80), antioxidantes (p.ej., acido ascérbico, metabisulfito de sodio), conservantes
(p-€j., Thimersol, alcohol bencilico) y sustancias aumentadoras de volumen (p.ej., lactosa,
manitol); incorporacion del material en preparaciones particuladas de compuestos
poliméricos como &cido polilactico, acido poliglicélico, etc. o en liposomas. También puede
usarse acido hialurénico. Dichas composiciones pueden influenciar el estado fisico,
estabilidad, indice de liberacion in vivo, e indice de eliminacion in vivo de las presentes
proteinas y derivados. Véase, p.ej. Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th.
Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042) paginas 1435-1712. Las
composiciones pueden preparase en forma liquida, o pueden encontrarse en forma de
polvo seco (p.ej. liofilizada).

Administracion oral

[0116] Se encuentran contempladas para su uso aqui formas farmacéuticas sélidas orales,
que se describen generalmente en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. 1990
(Mack Publishing Co. Easton PA 18042) en el capitulo 89. Las formas farmacéuticas
solidas incluyen comprimidos, capsulas, pastillas, pildoras o grageas, sellos, pellets, polvos
o granulos. Ademas, puede usarse la encapsulacion liposomal o proteinoide para formular
las presentes composiciones (como, por ejemplo, microesferas proteinoides descritas en la
patente estadounidense n® 4.925.673). Puede usarse la encapsulacion liposomal y los
liposomas pueden derivatizarse con diversos polimeros (p.gj., patente estadounidense n®
5.013.556). Se aporta una descripcién de formas farmacéuticas sélidas posibles para la
composicion terapéutica por Marshall, K. In: Modern Pharmaceutics Edited by G.S. Banker
y C.T. Rhodes Capitulo 10, 1979. En general, la formulacién incluira los péptidos agonistas
del EPO-R (o formas quimicamente modificadas de los mismos) e ingredientes inertes que
permiten la proteccion frente al ambiente del estémago, y liberacién de material
biol6gicamente activo en el intestino.

[0117] También se contemplan para su uso aqui formas farmacéuticas liquidas para la
administracién oral, incluyendo emulsiones, soluciones, suspensiones, y jarabes

farmacéuticamente aceptables, que pueden contener otros componentes incluyendo
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diluyentes inertes; adyuvantes como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de
suspension; y agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.

[0118] Los péptidos pueden modificarse quimicamente de forma que la administracion oral
del derivado sea eficaz. Generalmente, la modificacién quimica contemplada es la union de
al menos una fraccion a la propia molécula componente, donde dicha fraccion permite (a) la
inhibicion de proteolisis; y (b) la absorcién en el torrente sanguineo a partir del estdmago o
intestino. También resulta deseado el aumento en la estabilidad global del componente o
componentes y el aumento en el tiempo de circulacion en el cuerpo. Como se ha analizado
arriba, la pegilacion es una modificacién quimica preferida para su uso farmacéutico. Otras
fracciones que pueden usarse incluyen: propilenglicol, copolimeros de etilenglicol y
propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona , poli-
1,3-dioxolano y poli-1,3,6-tioxocano [véase, p.ej., Abuchowski y Davis (1981) "Soluble
Polymer-Enzyme Adducts," en Enzymes as Drugs. Hocenberg y Roberts, eds. (Wiley-
Interscience: New York, NY) pp. 367-383; y Newmark, et al. (1982) J. Appl. Biochem. 4:185-
189].

[0119] Para las formulaciones orales, el lugar de liberacion puede ser el estdmago, el
intestino delgado (el duodeno, el yeyuno o el ileon), o el intestino grueso. Aquellos con
experiencia en la técnica cuentan con formulaciones disponibles que no se disolveran en el
estbmago, sino que liberaran el material en el duodeno u otro sitio en el intestino.
Preferiblemente, la liberacion evitara los efectos perjudiciales del ambiente del estomago,
bien mediante la proteccién del péptido (o derivado) o mediante la liberacion del péptido (o
derivado) mas alla del ambiente del estbmago, como en el intestino.

[0120] Para garantizar la resistencia géastrica total es esencial un recubrimiento
impermeable de al menos pH 5,0. Los ejemplos de ingredientes inertes mas comunes que
se usan como recubrimientos entéricos son trimelitato de acetato de celulosa (CAT), ftalato
de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), HPMCP 50, HPMCP 55, ftalato de acetato
polivinilico (PVAP), Eudragit L30D, Aquateric, ftalato de acetato de celulosa (CAP),
Eudragit L, Eudragit S y Shellac. Estos recubrimientos pueden usarse como peliculas
mixtas.

[0121] También puede usarse un recubrimiento o mezcla de recubrimiento en comprimidos,
cuya finalidad no sea la proteccion frente al estdmago. Esto puede incluir recubrimientos de
azucar, o recubrimientos que hagan que el comprimido sea mas facil de tragar. Las
capsulas pueden constar de una céscara dura (como gelatina) para la administraciéon del
agente terapéutico seco (es decir, polvo), en las formas liquidas puede usarse una cascara
de gelatina blanda. El material de cascara de los sellos puede ser papel de almidén grueso
u otro papel comestible. Para pastillas, grageas, comprimidos moldeados o triturado de
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comprimido pueden usarse técnicas de concentracién de humedad.

[0122] El péptido (o derivado) puede incluirse en la formulaciébn como multiparticulados
finos en forma de granulos o pellets de un tamarno de particula de aproximadamente 1 mm.
La formulacion del material para la administracion de capsulas también puede ser un polvo,
tapones ligeramente comprimidos o incluso como comprimidos. Estos agentes terapéuticos
pueden prepararse mediante compresion.

[0123] También pueden incluirse colorantes y/o agentes aromatizantes. Por ejemplo, el
péptido (o derivado) puede formularse (como mediante encapsulacién de microesferas o
liposbmas) y después incluirse en un producto comestible, como una bebida refrigerada
gue contenga colorantes y agentes aromatizantes.

[0124] Se puede diluir 0 aumentar el volumen del péptido (o derivado) con un material
inerte. Estos diluyentes podrian incluir carbohidratos, especialmente manitol, a-lactosa,
lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, almidon y dextranos modificados. También pueden
utilizarse determinadas sales inorganicas como rellenos incluyendo trifosfato de calcio,
carbonato de magnesio y cloruro de sodio. Algunos diluyentes disponibles en el mercado
son Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress y Avicell.

[0125] Se pueden incluir disgregantes en la formulacion del agente terapéutico en una
forma farmacéutica solida. Los materiales usados como disgregantes incluyen, sin caracter
limitativo, almidon, incluyendo el disgregante comercial basado en almidén, Explotab. Se
puede usar almiddon glicolato de sodio, Amberlite, carboximetilcelulosa de sodio,
ultramilopectina, alginato de sodio, gelatina, corteza de naranja, carboximetilcelulosa &cida,
esponja natural y bentonita. Los disgregantes también pueden ser resinas de intercambio
catiénico insolubles. Pueden usarse gomas en polvo como disgregantes y aglutinantes y
éstas pueden incluir gomas en polvo como agar, Karaya o tragacanto. También resultan
utiles el acido alginico y su sal sédica como disgregantes.

[0126] Pueden usarse aglutinantes para mantener el agente peptidico (o derivado) unido
para formar un comprimido duro e incluir materiales de productos naturales como acacia,
tragacanto, almidén y gelatina. Otros incluyen metilcelulosa (MC), eticelulosa (EC) y
carboximetilcelulosa (CMC). Podria usarse polivinilpirrolidona (PVP) e
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en soluciones alcohdlicas para granular el péptido (o
derivado).

[0127] Puede incluirse un agente antifriccional en la formulacién del péptido (o derivado)
para evitar que se pegue durante el proceso de formulacién. Pueden usarse lubricantes
como capa entre el péptido (o derivado) y la pared del molde, y estos pueden incluir, sin
caracter limitativo; acido estearico incluyendo sus sales de calcio y magnesio,
politetrafluoroetileno (PTFE), parafina liquida, aceites vegetales y ceras. También pueden
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usarse lubricantes solubles como lauril sulfato de sodio, lauril sulfato de magnesio,
polietilenglicol de diversos pesos moleculares, Carbowax 4000 y 6000.

[0128] Se pueden anadir deslizantes que mejoren las propiedades de flujo del farmaco
durante la formulacion y para ayudar a la reconfiguracion durante la compresion. Los
deslizantes pueden incluir almiddn, talco, silice pirogénico y silicoaluminato hidratado.
[0129] Para ayudar a la disolucion del péptido (o derivado) en el ambiente acuoso se puede
anadir un tensoactivo como un agente humectante. Los tensoactivos pueden incluir
detergentes anidnicos como lauril sulfato de sodio, dioctil sulfosuccinato sédico y dioctil
sulfonato sddico. Pueden usarse detergentes catidnicos y podrian incluir cloruro de
benzalconio o cloruro de bencetonio. La lista de detergentes no ibnicos potenciales que
podrian incluirse en la formulacién como tensoactivo son lauromacrogol 400, polioxil 40
estearato, aceite de ricino hidrogenado y polioxietilenado 10, 50 y 60, monoestearato de
glicerol, polisorbato 20, 40, 60, 65 y 80, sacaroésteres de acidos grasos, metilcelulosa y
carboximetilcelulosa. Estos tensoactivos pueden estar presentes en la formulacion de la
proteina o derivado bien solo o bien como mezcla en diferentes proporciones.

[0130] Los aditivos que aumentan potencialmente la absorcion del péptido (o derivado) son,
por ejemplo, acidos grasos, acido oleico, acido linoleico y acido linolénico.

[0131] Pueden ser deseables las formulaciones orales de liberacién controlada. El péptido
(o derivado) podria incorporarse en una matriz inerte que permita la liberacion mediante
mecanismos de difusién o de lixiviacién, p.ej., gomas. Pueden incorporarse también en la
formulacion matrices de degeneracién lenta. Algunos recubrimientos entéricos tienen
también un efecto de liberacion retardada. Otra forma de liberacién controlada es mediante
un método basado en el sistema terapéutico de Oros (Alza Corp.), es decir, el farmaco se
incluye en una membrana semipermeable que permite que el agua pase y empuje el
farmaco hacia fuera a través de una sola abertura pequena debido a los efectos osmoticos.
[0132] Se pueden usar otros recubrimientos para la formulacion. Estos incluyen una
variedad de azucares que podrian aplicarse en una turbina de revestimiento. El péptido (o
derivado) podria darse también en un comprimido recubierto con una pelicula y los
materiales usados en este caso se dividen en 2 grupos. El primero son materiales no
entéricos e incluyen metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, providona y los
polietilenglicoles. El segundo grupo consta de los materiales entéricos que son
comunmente ésteres de acido ftalico.

[0133] Puede usarse una mezcla de materiales para proporcionar un recubrimiento de
pelicula 6ptimo. El recubrimiento de pelicula puede llevarse a cabo en una turbina de

revestimiento o en un lecho fluidizado o mediante recubrimiento por compresion.
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Administracion parenteral

[0134] Las preparaciones segun esta invencion para la administracién parenteral incluyen
soluciones, suspensiones 0 emulsiones estériles acuosas o no acuosas. Los ejemplos de
solventes o vehiculos no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales,
como aceite de oliva y aceite de maiz, gelatina, y ésteres organicos inyectables como
oleato de etilo. Dichas formas farmacéuticas pueden contener también adyuvantes como
agentes conservantes, humectantes, emulsionantes y dispersantes. Estos pueden ser
esterilizados mediante, por ejemplo, filtracion a través de un filtro de retencion de bacterias,
mediante incorporacion de agentes esterilizantes en las composiciones, mediante la
irradiacion de las composiciones, o mediante el calentamiento de las composiciones.
También pueden fabricarse utilizando agua estéril, o algun otro medio inyectable estéril,
inmediatamente antes del uso.

Administracion rectal o vaginal

[0135] Las composiciones para la administracién rectal o vaginal son preferiblemente
supositorios que pueden contener, ademas de la sustancia activa, excipientes como
manteca de cacao o una cera para supositorios. Las composiciones para la administracion
nasal o sublingual también se preparan con excipientes estandares conocidos en la técnica.
Administracion pulmonar

[0136] También se contempla aqui la administracién pulmonar de los péptidos agonistas de
EPO-R (o derivados de los mismos). El péptido (o derivado) se administra a los pulmones
de un mamifero al inhalar y atraviesa el revestimiento epitelial de los pulmones hasta el
torrente sanguineo [véase, p.ej., Adjei, et al. (1990) Pharmaceutical Research 7:565-569;
Adjei, et al. (1990) Int. J. Pharmaceutics 63:135-144 (acetato de leuprolide); Braquet, et
al. (1989) J. Cardiovascular Pharmacology 13(sup5):143-146 (endotelina-1); Hubbard, et
al. (1989) Annals of Internal Medicine, Vol. Ill, pp. 206-212 (a1-antitripsina); Smith, et al.
(1989) J. Clin. Invest. 84:1145-1146 (a-1-proteinasa); Oswein, et al. (1990) "Aerosolization
of Proteins", Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery Il Keystone,
Colorado (hormona de crecimiento humana recombinante); Debs, et al. (1988) J. Immunol.
140:3482-3488 (interferén-y y factor de necrosis tumoral a); y patente estadounidense n®
5.284.656 de Platz, et al. (factor estimulante de colonia de granulocitos). Se describe un
método y composicibn para la administracién pulmonar de farmacos para un efecto
sistémico en la patente estadounidense n® 5.451.569 de Wong, et al.

[0137] Se contempla para su uso en la practica de esta invencion una amplia gama de
dispositivos mecanicos disefiados para la administracion pulmonar de productos
terapéuticos, incluyendo, sin caracter limitativo, nebulizadores, inhaladores de dosis
medida, e inhaladores en polvo, siendo todos ellos familiares para aquellos con experiencia
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en la técnica. Algunos ejemplos especificos de dispositivos disponibles en el mercado
adecuados para la practica de esta invencion son los nebulizadores Ultravent (Mallinckrodt
Inc., St. Louis, MO); el nebulizador Acorn Il (Marquest Medical Products, Englewood, CO);
el inhalador de dosis medida Ventolin (Glaxo Inc., Research Triangle Park, NC); y el
inhalador de polvo Spinhaler (Fisons Corp., Bedford, MA).

[0138] Todos estos dispositivos exigen el uso de formulaciones adecuadas para la
dispensacion del péptido (o derivado). Normalmente, cada formulacién es especifica del
tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso de un material propulsor apropiado,
ademas de los diluyentes., adyuvantes y/o portadores habituales Utiles en la terapia.
También se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, inclusién de
complejos, u otros tipos de portadores. Los péptidos quimicamente modificados pueden
prepararse también en formulaciones diferentes dependiendo del tipo de modificacion
quimica o el tipo de dispositivo empleado.

[0139] Las formulaciones adecuadas para su uso con un nebulizador, tanto de chorro como
ultrasénico, comprendera normalmente péptido (o derivado) disuelto en agua a una
concentracion de aproximadamente 0,1 a 25 mg de proteina activa biolégicamente por mL
de solucién. La formulacion puede incluir también un amortiguador y un azucar simple
(p.ej., para la estabilizacibn de proteinas y regulacion de la presion osmética). La
formulacién de nebulizador puede contener también un tensoactivo, para reducir o prevenir
la agregacion inducida de superficie del péptido (o derivado) causada por la atomizacién de
la solucion al formar el aerosol.

[0140] Las formulaciones para su uso con un dispositivo de inhalador de dosis medida
comprenderdn generalmente un polvo finamente dividido que contiene el péptido (o
derivado) suspendido en un propulsor con la ayuda de un tensoactivo. El propulsor puede
ser cualquier material convencional empleado para este fin, como un clorofluorocarbono, un
hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono, o un hidrocarbono, incluyendo
triclorofluorometano,  diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol, y 1,1,1,2-
tetrafluoroetano, o combinaciones de los mismos. Los tensoactivos adecuados incluyen
trioleato de sorbitan y lecitina de soja. El acido oléico también puede ser util como
tensoactivo.

[0141] Las formulaciones para la dispensacién a partir de un dispositivo inhalador de polvo
comprenderan un polvo seco finamente dividido que contiene el péptido (o derivado) y
puede incluir también un agente aumentador de volumen, como lactosa, sorbitol, sacarosa,
o manitol en cantidades que faciliten la dispersién del polvo desde el dispositivo, p.ej., de
un 50 a un 90% en peso de la formulacion. El péptido (o derivado) deberia prepararse de la

forma mas ventajosa en forma particulada con un tamafno medio de particulas de menos de
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10 mm (o micrones), més preferiblemente de 0,5 a 5 mm, para la administracién mas eficaz
al pulmén distal.

Administracion nasal

[0142] También se contempla la administracion nasal de los péptidos agonistas de EPO-R
(o derivados). La administracion nasal permite el paso del péptido al torrente sanguineo
directamente tras la administracion del producto terapéutico a la nariz, sin la necesidad de
deposicion del producto en el pulmén. Las formulaciones para la administracion nasal
incluyen aquellas con dextrano o ciclodextrano.

Dosis

[0143] Para todos los compuestos peptidicos, a medida que se realizan mas estudios,
surge informacion acerca de los niveles de dosis adecuados para el tratamiento de diversas
afecciones en diversos pacientes, y el trabajador con habilidad ordinaria, teniendo en
cuenta el contexto terapéutico, edad, y salud general del receptor, serd capaz de
determinar la dosis correcta. La dosis elegida depende del efecto terapéutico deseado, la
via de administracién y la duracién del tratamiento deseada. Generalmente, se administran
niveles de dosis diarias de 0,001 a 10 mg/kg del peso corporal a mamiferos. Generalmente,
pueden ser inferiores para la dosis de infusion o inyeccion intravenosa. El horario de
dosificacion puede variar, dependiendo de la vida media de circulacion, y la formulacion
utilizada.

[0144] Los péptidos de la presente invencion (o sus derivados) pueden administrarse junto
con uno o0 mas ingredientes activos o composiciones farmacéuticas adicionales.

Ejemplos

[0145] La presente invencidn se describe a continuacién por medio de los siguientes
ejemplos. Sin embargo, el uso de estos y otros ejemplos en cualquier parte de la
especificacién es simplemente ilustrativo, y no limita el alcance y significado de la invencion
o de cualquier forma ejemplificada en modo alguno. Asimismo, la invencion no se limita a
ningun modo de realizacion preferido concreto aqui descrito. De hecho, podran ser
evidentes numerosas modificaciones y variaciones de la invencion a aquellos con
experiencia en la técnica al leer esta especificacion, y pueden realizarse sin salir de su
espiritu y alcance. Por lo tanto, la invencion solo debe limitarse por los términos de las
reivindicaciones adjuntas, junto con el alcance completo de equivalentes a los que tienen
derecho las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Sintesis de péptidos agonistas de EPO-R

1. Sintesis de mondmero peptidico
[0146] Se sintetizaron diversos mondmeros peptidicos de la invencion usando la técnica de
sintesis en fase soélida de Merrifield [véase, Stewart y Young. Solid Phase Peptide
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Synthesis, 2nd edition (Pierce Chemical, Rockford, IL) 1984] en un instrumento automatico
de Applied Biosystems modelo 433A. La resina usada era PAL (Milligen/Biosearch), que es
poliestireno reticulado con acido 5-(4’-Fmoc-aminometil-3,5-dimetoxifenoxi) valérico. El uso
de resina PAL resulta en una funcion amida con terminal carboxilo en la escisién del
péptido de la resina. Se logré la proteccion de amina primaria en los aminoacidos con
Fmoc, y los grupos protectores de cadena lateral eran t-butilo para serina, treonina, e
hidroxilos de tirosina; tritilo para amidas de asparagina y glutamina; Trt o Acm para cisteina;
y Pmc (sulfonato de 2,2,5,7,8-pentametilcroman) para el grupo guanidino de la arginina.
Cada acoplamiento se llevd a cabo durante 1h o 2h con BOP (hexafluorofosfato de
benzotriazolil N-oxtris- dimetilaminofosfonio ) y HOBt (1-hidroxibenztriazol).

[0147] Para la sintesis de péptidos con una extremo carboxi-terminal amidado, el péptido
completamente ensamblado se escindié con una mezcla de 90% acido trifluoroacético, 5%
etanoditiol, y 5% agua, inicialmente a 4 °C y aumentando gradualmente hasta la
temperatura ambiente durante 1,5 h. El producto desprotegido fue filtrado de la resina y
precipitado con éter dietilico. Tras el secado exhaustivo, el producto fue purificado mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase reversa C18 con un gradiente de
acetonitrilo/agua en &cido trifluoroacético 0,1%.

2. Sintesis de dimero peptidico

[0148] Se sintetizaron diversos dimeros peptidicos de la invencién directamente en un
enlazador de lisina en una variacion de la técnica en fase sélida.

[0149] Para la sintesis simultdnea de dos cadenas peptidicas, se acoplé Fmoc-Lys-Fmoc a
una resina PAL (Milligen/Biosearch), proporcionando asi un residuo de lisina inicial para
que sriva como el enlazador entre las dos cadenas a sintetizar. Los grupos protectores
Fmoc se eliminan con base suave (20% piperidina en DMF), y las cadenas peptidicas se
sintetizaron usando los grupos amino libres resultantes como puntos de inicio. Se llevo a
cabo la sintesis de cadena peptidica usando la técnica de sintesis en fase sélida descrita
arriba. Se us6 Trt para proteger todos los residuos de cisteina. Tras la desproteccion de
dimero, se llevé a cabo la escision de la resina, y purificacion, oxidacion de los residuos de
cisteina mediante incubacién del dimero desprotegido en 100% DMSO durante 2-3 dias a
5°C hasta 25°C. Esta reaccion de oxidacion produjo principalmente dimeros (>75%) con
dos enlaces disulfuro intramoleculares.

[0150] Para la sintesis secuencial de dos cadenas peptidicas, se acoplé Fmoc-Lys-Alloc a
una resina PAL (Milligen/Biosearch), proporcionando asi un residuo de lisina inicial para
que actue como el enlazador entre las dos cadenas a sintetizar. El grupo de protector Fmoc
se eliminé con una base suave (20% piperidina en DMF). La primera cadena peptidica se
sintetiz6 después usando el grupo amino libre resultante como un punto inicial. Se llevo a
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cabo la sintesis de péptidos usando la técnica de fase soélida descrita arriba. Los dos
residuos de cisteina de la primera cadena se protegieron con Trt. Tras la sintesis de la
primera cadena peptidica, el grupo Alloc se elimin6 del enlazador de lisina unido al soporte
con Pd[P(CgH5)3]4, 4-metil morfolina, y cloroformo. La segunda cadena peptidica se

sintetizd6 después en el segundo grupo amino libre. Los dos residuos de cisteina de la
segunda cadena se protegieron con Acm. Se formé un enlace disulfuro intramolecular en la
primera cadena peptidica eliminando los grupos protectores Trt utilizando &cido
trifluoroacético, seguido por oxidacién mediante agitacién en 20% DMSO durante la noche.
Después, se form6 un enlace disulfuro intramolecular en la segunda cadena peptidica
eliminando simultdneamente los grupos protectores Acm y oxidando los residuos de
cisteina desprotegidos usando yodo, metanol, y trifluoroacetato de talio.

3. Union de espaciadores

[0151] Cuando el espaciador era un aminoacido (p.ej., glicina o lisina como en AF35462 y
AF35464, respectivamente), el espaciador se incorporé al péptido durante la sintesis de
péptidos en fase sélida. En este caso, el aminoacido espaciador se unié a la resina PAL, y
su grupo amino libre actué como la base para la unién de otro aminoacido espaciador, o del
enlazador de lisina. Tras la unién del enlazador de lisina, se sintetizaron péptidos diméricos
como se describe arriba.

4. Sintesis de dimeros peptidicos de ejemplo

[0152] Los modos de realizacion ejemplares de estas técnicas de sintesis se describen a
continuacion. En un ejemplo, se describe la sintesis de un dimero peptidico unido mediante
una lisina amida C-terminal. En otro ejemplo, se describe la sintesis de un dimero
peptidico unido mediante una lisina C-temrinal, y que contiene una molécula espaciadora
unida a la lisina de enlace.

Sintesis de un dimero peptidico unido mediante una lisina amida C-terminal:

[0153] Etapa 1- Formacion de TentaGel-Rink-Lys: La resina TentaGel-Rink ( 0,18 mml/g
de Rapp Polymere, Alemania) se traté con una solucion activada de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH
(preparada a partir de 5 eq. de aminoacido y 5 eq. de HATU disuelto en 0,5 M en DMF,
seguido de la adicion de 10 eq. de DIEA) y se dej6é agitar suavemente durante 14 h. Se
lavé la resina (DMF, THF, DCM, MeOH) y se secé para obtener la resina protegida. Los
grupos amina residuales se protegieron mediante el tratamiento de la resina con una
solucion de 10% anhidrido acético, 20% piridina en DCM durante 20 minutos, seguido de
lavado como se ha explicado arriba. Los grupos Fmoc se eliminaron agitando suavemente
la resina en 30% piperidina en DMF durante 20 minutos, seguido de lavado (DMF, THE,
DCM, MeOH) y secado.
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1) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH
HATU, DIEA
2) piperidina

[0154] Etapa 2- Formacion de TentaGel-Rink-Lys(Péptido)2: La resina de la Etapa 1 se

sometidé a repetidos ciclos de acoplamientos Fmoc-aminoacido con activacion HBTU/HOBt
y eliminacién de Fmoc con piperidina para construir ambas cadenas peptidicas
simultdneamente. Esto se llevé a cabo convenientemente en un sintetizador de péptidos
automatico ABI 433 disponible en Applied Biosystems, Inc. Tras la eliminacién final de
Fmoc, los grupos amina terminales fueron acilados con anhidrido acético (10 eq.) y DIEA
(20 eq.) en DMF durante 20 minutos, seguido del lavado segun se explica arriba.

Sintesis de péptidos

~0 ) NH en fase sélida n\ﬂ/ Péptido
N 2 ——
Qo s Qo oy
“ NH N _Péptido
2 T

[0155] Etapa 3 - Escision de la resina: La resina arriba mencionada es suspendida en
una solucién de TFA (82,5%), fenol (5%), etanoditiol (2,5%), agua (5%), y tioanisol (5%)
durante 3 h a temperatura ambiente. También pueden usarse cocteles de escision
alternativos como TFA (95%), agua (2,5%), y triisopropilsilano (2,5%). La solucién de TFA
se enfri6 a 5°C y se vertid6 en EtoO para precipitar el péptido. La filtracién y secado a

presiéon reducida dio el péptido deseado. La purificacién mediante HPLC preparativa con
una columna C18 proporciona el péptido puro.

o

H - Pépti N
N TFA H,N- Péptido H

\n/Péptido o
OH . J NH,

N Péptido H,N- Péptido 'ltll
b o
O

Y
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Sintesis de un dimero peptidico unido mediante una lisina amida C-terminal y

que contiene una molécula espaciadora:

[0156] Etapa 1- Sintesis de Cbz-TAP: Se enfrié una solucidon que contenia diamina
disponible en el mercado ("TAP" de Aldrich Chemical Co.) (10g, 67,47mmol) en DCM
anhidro (100 ml) a 0°C. Se afadié una solucion de cloroformiato de bencilo (4,82ml,
33,7mmol) en DCM anhidro (50ml) lentamente a través de un embudo de decantacion
durante un periodo de 6-7 h, manteniendo la temperatura de la mezcla de reaccion a 0°C
durante el proceso, y se permiti6 después que se calentara a la temperatura ambiente
(~25°C). Después de 16 h mas, se eliminé el DCM en vacio y se dividié el residuo entre 3N
HCl y éter. Las capas acuosas fueron recogidas y neutralizadas con 50% aq. NaOH a pH8-
9 y extraidas con acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se secd sobre anhidro

NasSQO4, se concentré después en vacio para proporcionar el mono-Cbz-TAP crudo (59,

aproximadamente rendimiento 50%). Este compuesto se utiliz6 para la siguiente reaccion

sin realizar ninguna otra purificacion.

" NHCbz
Cbz-Cl, DCM H
O~ ~_NH, —>
o O\./\o/\/NHz

[0157] Etapa 2- Sintesis de Cbz-TAP-Boc: A una suspension agitada enérgicamente del
Cbz-TAP (5g, 17,7mmol) en hexano (25ml) se anadi6 Boc2O (3,86g, 17,7mmol) y la
agitaciéon continué a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se
diluyé con DCM (25ml) y se lavé con 10% ag. acido citrico (2X), agua (2X) y salmuera. La
capa organica se seco sobre anhidro NasSO4 y se concentr6 en vacio. El producto crudo

(rendimiento 5¢g) se utiliz6 directamente en la siguiente reaccién.

NHCbz NHCbz
(l Boc,0, Hexano
—
O o NH, O~~~ NHBoc

[0158] Etapa 3- Sintesis de Boc-TAP: El producto crudo de la reaccién previa se disolvié
en metanol (25ml) y se hidrogend en presencia de 5% Pd en Carbono (5% p/p) en presion
de globo durante 16 h. La mezcla se filiré, lavé con metanol y el filtrado concentrado in
vacuo para proporcionar el producto H-TAP-Boc crudo (rendimiento 3,7g). El rendimiento
aproximado global de Boc-TAP tras las etapas 1-3 fue del 44% (calculado en base a la

58



10

15

20

25

30

ES 2395413713

cantidad de Cbz-Cl usada).

NHCbz

NH,
Pd-C, H2, MeOH H
0 —>
~"No ™\ ~NHBoc 0\/\0/\/NHIBoc

[0159] Etapa 4- Sintesis de TentaGel-Enlazador: Bromuro TentaGel (2,5 g, 0,48 mmol/g,
de Rapp Polymere, Alemania), enlazador fendlico (5 equivalentes), y KoCO3 (5

equivalentes) se calentaron en 20 mL de DMF a 70°C durante 14 h. Tras el enfriamiento a
temperatura ambiente, se lavé la resina (0,1 N HCI, agua, ACN, DMF, MeOH) y se secé

para dar una resina de color ambar.

~0 0 ‘
H H
Br HO@(; -~ o/d:

T

K2CO3, DMF

[0160] Etapa 5- Sintesis de TentaGel-enlazador-TAP(Boc): Se tomaron 2,5 g de la resina
de arriba'y H-TAP-Boc (1,5 g, 5eq.) y AcOH glacial (34 ul, 5 eq.) en una mezcla de 1:1
MeOH-THF y se agit6é durante la noche. Se anadié 1 M de solucién de cianoborohidruro de
sodio (5 eq) en THF a lo anterior y se agité durante otras 7 h. La resina se filtr6 y lavd
(DMF, THF, 0,1 N HCI, agua, MeOH) y se sec6. Una pequefa cantidad de la resina fue
benzoilada con Bz-Cl y DIEA en DCM vy escindida con 70% TFA-DCM y comprobada

mediante LCMS (cromatografia liquida - espectrometria de masas) y HPLC.
~
0

~N 0o
NaCNBHj, NH
H H-TAP-Boc \
————— 1 O O
(@] l H

O/\O | o\/\o/\/N\“/O\[<
0]

[0161] Etapa 6- Sintesis de TentaGel-enlazador-TAP-Lys: La resina de arriba se traté
con una solucién activada de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (preparada a partir de 5 eq. de
aminoacido y 5 eq. de HATU disuelto en 0,5 M en DMF, seguido de la adicion de 10 eq. de
DIEA) y se dej6 agitar suavemente durante 14 h. Se lavo la resina (DMF, THF, DCM,
MeOH) y se sec6 para obtener la resina protegida. Los grupos amina residuales se
protegieron tratando la resina con una solucién de 10% anhidrido acético, 20% piridina en
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DCM durante 20 minutos, seguido de lavado como se ha explicado arriba. Los grupos
Fmoc se eliminaron agitando suavemente la resina en 30% piperidina en DMF durante 20
minutos, seguido de lavado (DMF, THF, DCM, MeOH) y secado.

N
o 1) Fmoc-Lys(Fmoc)-OH
NH DIC, HOBt
2)
Piperidina
SR ; H
oA °$0N“wr°7<
o (o}

[0162] Etapa 7- Sintesis de TentaGel-Enlazador-TAP-Lys(Péptido)2: La resina de arriba

se sometié a ciclos repetidos de acoplamientos Fmoc-amino con activacion HBTU/HOBt
eliminacion de Fmoc con piperidina para construir ambas cadenas peptidicas de forma
simultanea. Esto se llevé a cabo convenientemente en un sintetizador de péptidos
automatico ABI 433 disponible de Applied Biosystems, Inc. Tras la eliminacion final de
Fmoc, los grupos amina terminales fueron acilados con anhidrido acético (10 eq.) y DIEA

(20 eq.) en DMF durante 20 minutos, seguido de lavado como se ha explicado arriba.
Peptldo

N—I-LPeptldo

I\/\/ Sintesis de péptidos I\/\/
/@(\ en fase sélida @C
H

0\/\0/\/NT0\,< OV\O/\/N\H/OK

o (0]

[0163] Etapa 8 - Escision de la resina: La resina de arriba fue suspendida en una solucién
de TFA (82,5%), fenol (5%), etanoditiol (2,5%), agua (5%), y tioanisol (5%) durante 3 h a
temperatura ambiente. También pueden usarse cécteles de escision alternativos como TFA
(95%), agua (2,5%), y triisopropilsilano (2,5%). La solucién de TFA se enfri6 a 5°C y se
verti6 en EtoO para precipitar el péptido. La filtracién y secado a presion reducida dio el
péptido deseado. La purificacion mediante HPLC preparativa con una columna C18

proporcioné el péptido puro.

Péptido-Ac.
0 0 Ac-Péptido —NH
~o H NJL Péptido-Ac.

TFA NH,
—_—
o)
H o)

o\/\o/\/N\n/oj< Ac-Péptido —NH HN—\ ~

o) O
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5. Oxidacion de péptidos para formar enlaces disulfuro intramoleculares

[0164] El dimero peptidico se disolvi6 en 20% DMSO/agua (1 mg en peso seco de
péptido/mL) y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 36 h. El péptido se purifico
cargando la mezcla de reaccién en una columna HPLC C18 (Waters Delta-Pack C18,
tamano de particula 15 micrones, tamano del poro de 300 angstroms, 40 mm x 200 mm de
longitud), seguido por un gradiente lineal de ACN/agua/0,01% TFA de 5 a 95% ACN
durante 40 minutos. La liofilizacion de las fracciones que contienen el péptido deseado
proporciona el producto como un sélido blanco esponjoso. Por ejemplo, en el caso de
AF35525, esta reaccion puede ilustrarse esquematicamente como sigue:

S—8
HS SH ()

AC-X-C-Y-C- 7|
ACX-C-Y-C-Z-—NH &-X-C-Y-C-Z-—NH

NH, DMSO/H,0 NH2
. S
0 O o
O
_______ HN —
AcX-C-Y-C-z--NH FINT\ d Ac-X f Y C}Z NH N __g
HS) |\SH S$—S8

Péptido dimérico (XYZ) que contiene Péptido dimérico (XYZ) que contiene

residuos de cisteina reducidos enlaces disulfuro oxidados

6. Pegilacion de péptidos
[0165] Se llevd a cabo la pegilacién de los péptidos de la invencién utilizando diversas
técnicas diferentes.

[0166] Pegilacion de un grupo NH> terminal: El dimero peptidico se mezcl6é con 1,5 eq.

(base de mol) de especies PEG activadas (mMPEG-NPC de NOF Corp. Japan) en DMF seco
para proporcionar una solucién clara. Tras 5 minutos se afnadieron 4 eq. de DIEA a la
solucién de arriba. Se revolvi6 la mezcla a temperatura ambiente durante 14h, seguido por
la purificacion con HPLC de fase reversa C18. La estructura del péptido pegilado se
confirmé mediante espectrometria de masas MALDI. El péptido purificado se sometid
también a purificacion mediante cromatografia de intercambio iénico (catiénico) como se
explica a continuacién. Por ejemplo, en el caso de AF35593, la monopegilacion del grupo
NHo terminal de la fracciéon espaciadora puede ilustrarse esquematicamente como sigue:

Ac-Péptido —NH Ac-Péptido —NH

NH _
\2 mPEG-NPC HN O—mPEG
0 - . \
Ac-Péptido HN /_/0 DMF, DIEA 0o
PHEO=NH T g Ac-Péptido —NH HN—\_O/—/
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[0167] Dipegilacion de los extremos N-terminales de un dimero peptidico: El dimero
peptidico se mezcla con 2,5 eq. (base de mol) de especies PEG activadas (MPEG-NPC de
NOF Corp. Japdn) en DMF seco para proporcionar una solucion clara. Tras 5 minutos se
afiaden 4 eq. de DIEA a la solucién anterior. Se revuelve la mezcla a temperatura ambiente
durante 14h, seguido por la purificacion con HPLC de fase reversa C18. El péptido
purificado se somete también a purificacién mediante cromatografia de intercambio i6nico
(catiénico) como se explica a continuacién. Por ejemplo, en el caso de AF35083, esta

reaccion puede ilustrarse esquematicamente como sigue:

H,N—GGLYAL HMGPIT(I-nal)VaQPLR(MeG)\
K-NH,
H,N— GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG)y”
| S |

mPEG-NPC
DIEA, DMF

o)

PEG20k_q —“—HI\I—GGLYA(EHMGPIT(I-nal)VaQPLR(MeG)\

o K-NH,

PEG20k—0 —l-HN—GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR (MeG)”~
| I |

[0168] Dimerizacion peptidica mediante pegilacion de los extremos N-terminales: E|
péptido (2,5 eq.) y PEG-(SPA-NHS)2 (1 eq. De Shearwater Corp, Estados Unidos) se

disolvieron en DMF seco a 0,25 M para obtener una solucion clara. Tras 5 minutos, se
afaden 10 eq. de DIEA a la solucién anterior. Se revuelve la mezcla a temperatura
ambiente durante 2h, seguido por la purificacion con HPLC de fase reversa C18. El péptido
purificado se somete también a purificacién mediante cromatografia de intercambio i6nico
(catiénico) como se explica a continuacién. Por ejemplo, en el caso de AF33131, esta

reaccion puede ilustrarse esquematicamente como sigue:

S S o
HN-G-G -L-Y-A-C-H-M-G-P—|-T-W-V-C-Q-P-L—R-G-L-NH,

oJ:y>= © O’(Nj*o

ioéﬂoi\,oj

H $ $ 0
N-G-G-L—Y-A-C-H-M-G-P—I-T-W-V-C-Q-P-1-R-G—L-NH,

Y

PEG

T .
0 lr:li-G-G-L—Y—A-C-H-M-G—P—I—T-W-V-C-Q-P-L—-R-G—“—NH2
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[0169] Dimerizacion peptidica mediante pegilacion de los extremos C-terminales: El
péptido (2,5 eq.) y PEG-(SPA-NHS)2 (1 eq. De Shearwater Corp, Estados Unidos) se

disolvieron en DMF seco a 0,25 M para obtener una solucién clara. Tras 5 minutos, se
anaden 10 eq. de DIEA a la solucion anterior. Se revuelve la mezcla a temperatura
ambiente durante 2h, seguido por la purificacidon con HPLC de fase reversa C18. El péptido
purificado se somete también a purificacion mediante cromatografia de intercambio idnico
(catidénico) como se explica a continuacion. Por ejemplo, esta reaccion puede resumirse de
la siguiente manera:

NH2

$ $ N
Ac-G-G-L-Y-A-C-H-M-G-P—I-T-W-V-C-Q-P-I-R-G— \-¢
(o]

o7N ° og(r;’ko
of ojo
! oe/\oh\/o

0
Ac-G-G-L-Y-A~G-H-M-G-P~I=T-W-V-C-Q-P-L-R-G—4 /O_

$ 8 H HO
O NH
Oj\N\H
S S H 0

AC-G-G-L-Y-A-C-H-M-G-P—I-T-W-V-C-Q-P-1~R-G—¢ " \_¢
o

7. Purificacion de péptidos por intercambio ionico.

[0170] Se estudiaron diversos soportes de intercambio en cuanto a su capacidad de
separar el conjugado péptido-PEG anterior del PEG sin reaccionar (o hidrolizado), ademas
de su capacidad de retener los péptidos diméricos iniciales. Se cargd la resina de
intercambio i6nico (2-3g) en una columna de 1 cm, seguido de la conversion a la forma
sodica (0,2 N NaOH cargados en la columna hasta que el eluyente tiene pH 14, aprox. 5
volumenes de la columna), y después a la forma de hidrégeno (eluida con 0,1 N HCI o 0,1
M HOACc hasta que el eluyente se corresponde con el pH de la carga, aprox. 5 volumenes
de la columna), seguido de lavado con 25% ACN/agua hasta un pH 6. Bien el péptido antes
de la conjugacion o bien el conjugado péptido-PEG se disolvi6 en 25% ACN/agua (10
mg/mL) y se ajusto el pH a <3 con TFA, y se cargd después en la columna. Tras el lavado
con 2-3 volumenes de columna de 25% ACN/agua y recogida de fracciones de 5 mL, se
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liber6 el péptido de la columna mediante elucion con 0,1 M NH4OAc en 25% ACN/agua,

recogiendo de nuevo fracciones de 5 mL. El andlisis mediante HPLC revel6 qué fracciones
contenian el péptido deseado. El andlisis con un detector de dispersién de luz evaporativa
(ELSD) indic6 que cuando el péptido se retenia en la columna y se eluy6 con la solucién de
NH40Ac (generalmente entre las fracciones 4 y 10), no se observd nada de PEG no
conjugado como contaminante. Cuando el péptido se eluy6é en el amortiguador de lavado
inicial (generalmente las primeras 2 fracciones), no se observé separacion del conjugado-
PEG deseado y exceso de PEG.

[0171] Las siguientes columnas retuvieron de forma exitosa tanto el péptido como el
conjugado péptido-PEG, y purificaron con éxito el conjugado péptido-PEG del péptido no

conjugado:

Tabla 1: Resinas de intercambio ionico

Soporte Fuente

Columna precargada de intercambio catiénico fuerte mono S HR 5/5| Amersham Biosciences

Soporte de intercambio catidnico fuerte microgranulado de Whatman
celulosa SE53

Soporte de intercambio catidénico fuerte SP Sepharose Fast Flow Amersham Biosciences

Ejemplo 2: Ensayos de actividad in vitro

[0172] Este ejemplo describe diversos ensayos in vitro que resultan Gtiles en la evaluacion
de la actividad y potencia de los péptidos agonistas de EPO-R de la invencién. Los
resultados de estos ensayos demuestran que los péptidos novedosos de esta invencion se
enlazan a EPO-R y activan la sefalizacion de EPO-R. Ademas, los resultados de estos
ensayos demuestran que las composiciones peptidicas novedosas presentan un
sorprendente aumento en la afinidad de enlace a EPO-R y actividad biologica en
comparacion con los péptidos miméticos de EPO que se han descrito previamente.

[0173] Los mondmeros y dimeros peptidicos agonistas del EPO-R se preparan segun los
métodos proporcionados en el Ejemplo 1. La potencia de estos monémeros y dimeros
peptidicos se evalu6 usando una serie de ensayos de actividad in vitro, incluyendo: un
ensayo indicador, un ensayo de proliferacién, un ensayo de enlace competitivo, y un ensayo
C/BFU-e. Estos cuatro ensayos se describen con mayor detalle a continuacion.

[0174] Los resultados de estos ensayos de actividad in vitro se resumen en la Tabla 2 (para
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mondémeros peptidicos) y Tabla 3 (para dimeros peptidicos). Estas tablas proporcionan la
designacion de compuesto y estructura para cada péptido probado, asi como los resultados
experimentales para cada uno de estos cuatro ensayos. Estos resultados demuestran la
potencia drasticamente aumentada de los péptidos novedosos de la invencién.

1. Ensayo indicador

[0175] Este ensayo se basa en una célula indicadora derivada de la linea celular pre B
murina , Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux. Esta linea celular indicadora expresa un receptor
quimérico que comprende la parte extracelular del receptor de EPO humana hasta la parte
intracelular del receptor de GCSF humano. Esta linea celular se transfecta con una
construccion de gen indicador de luciferasa promovido por el promotor fos. La activacion de
esta receptor quimérico a través de la adicibn de agente eritripoyético resulta en la
expresion del gen indicador de luciferasa, y por tanto, la produccién de luz con la adicién de
la luciferina del sustrato de luciferasa. De este modo, el nivel de activacion de EPO-R en
dichas células puede cuantificarse mediante la medicién de la actividad de la luciferasa.
[0176] Las células Baf3/EpoR/GCSFR fos/lux se cultivan en medio DMEM/F12 (Gibco)
complementado con 10% suero fetal bovino (FBS; Hylcone), 10% sobrenadante WEHI-3 (el
sobrenadante de un cultivo de células WEHI-3, ATCC # TIB-68, vy
penicilina/estreptomicina. Aproximadamente 18 h antes del ensayo, las células fueron
privadas de nutrientes transfiriéndolas a medio DMEM/F12 complementado con 10% FBS y
0,1% sobrenadante WEHI-3. El dia del ensayo, se lavan las células una vez con medio
DMEM/F12 complementado con 10% FBS (sin sobrenadante WEHI-3), después se cultivan

1 X 106 células/mL en presencia de una concentracién conocida de péptido de prueba, o
con EPO (R & D Systems Inc., Minneapolis, MN) como control positivo, en medio
DMEM/F12 complementado con 10% FBS (sin sobrenadante WEHI-3). Las diluciones
seriadas del péptido de prueba se prueban de manera concurrente en este ensayo. Las
placas de ensayo se incuban durante 4 h a 37 °C en una atmoésfera de 5% COpo, tras lo cual

se afade luciferina (Steady-Glo; Promega, Madison, Wi) a cada pocillo. Tras una
incubacion de 5 minutos, se mide la emisién de luz en un lumindémetro Packard Topcount
(Packard Instrument Co., Downers Grove, lll.). Los recuentos de luz se trazan en relacion
con la concentracion de péptido de prueba y se analizan usando software Graph Pad. La
concentracion de péptido de prueba que resulta en la mitad de la emisién maxima de luz
se registra como la CE50 [véase Tablas 2 y 3; Indicador CE50].

2. Ensayo de proliferacion

[0177] Este ensayo se basa en una linea celular pre B murina, Baf3, transfectada para
expresar EPO-R humano. La proliferacion de la linea celular resultante,
BaF3/Gal4/EIk/EPOR, depende de la activacion de EPO-R. El grado de proliferacion celular
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se cuantifica usando MTT, donde la sefal en el ensayo MTT es proporcional al nimero de
células viables.

[0178] Las células BaF3/Gal4/EIK/EPOR se cultivan en frascos de agitacion en medio
DMEM/F12 (Gibco) complementado con 10% FBS (Hyclone) y 2% sobrenadante WEHI-3
(ATCC # TIB-68). Las células cultivadas fueron privadas de nutrientes durante la noche, en

un frasco de agitacién en una densidad celular de 1x106 células/ml, en medio DMEM/F12
complementado con 10% FBS y 0,1% sobrenadante WEHI-3. Las células privadas de
nutrientes se lavan entonces dos veces con PBS de Dulbecco (Gibco), y se resuspenden a
una densidad de 1x106 células/ml, en DMEM/F12 complementado con 10% FBS (sin
sobrenadante WEHI-3). Después, se sitian alicuotas de 50 pL (~50,000 células) de la
suspension celular en una placa, por triplicado, en placas de ensayo de 96 pocillos. Se
anaden alicuotas de 50 yL de series de dilucién de los péptidos miméticos de EPO de
prueba, o 50 pL de EPO (R & D Systems Inc., Minneapolis, MN) o Aranesp™ (darbepoetina
alfa, un agonista de EPO-R disponible comercialmente en Amgen) en medio DMEM/F12
complementado con 10% FBS (sin sobrenadante de WEHI-3) a las placas de ensayo de 96
pocillos (volumen final del pocillo de 100 uL). Por ejemplo, pueden probarse 12 diluciones
diferentes donde la concentracién final de péptido de prueba (o péptido de EPO de control)
oscile entre 810 pM y 0,0045 pM. Después, las células en las placas son incubadas durante
48 h a 37 °C. A continuacién, se afiaden 10 uL de MTT (Roche Diagnostics) a cada pocillo
de la placa de cultivo, y después de deja incubar durante 4 h. A continuacion, se para la
reaccion afadiendo 10% SDS + 0,01N HCI. Después, se incuban las placas durante la
noche a 37 °C. A continuacion, se mide la absorbancia de cada pocillo a una longitud de
onda de 595 nm mediante espectrofotometria. Se realizan gréaficos de las lecturas de
absorbancia frente a la concentracion de péptido de prueba y se calcula el CE50 usando
software Graph Pad. La concentracién de péptido de prueba que resulta en la mitad de la
absorbancia maxima se registra como el CE50 [véase la Tabla 3: Proliferacion CES50].

3. Ensayo de enlace competitivo

[0179] Los calculos de enlace competitivo se realizan usando un ensayo en el que se
genera una senal de luz en funcién de la proximidad de dos perlas: una perla donante de
estreptavidina que porta un trazador de péptidos de enlace a EPO-R biotinilado y una perla
aceptora a la que se une el EPO-R. Se genera luz mediante la transferencia de energia no
radiativa, durante la cual se libera un oxigeno singlete de la primera perla con la
iluminacion, y el contacto con el oxigeno singlete liberado provoca que la segunda perla
emita luz. Estos grupos de perlas se encuentran disponibles en el mercado (Packard). La
proximidad de las perlas es generada por el enlace del trazador de péptido de enlace a
EPO-R al EPO-R. Un péptido de prueba que compite con el trazador de péptido de enlace
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de EPO-R por unirse a la EPO-R evitara este enlace, provocando una disminucién en la
emisién de luz.

[0180] Con mayor detalle, el método es el siguiente: Afadir 4 pL de diluciones seriadas del
péptido agonista de EPO-R de prueba, o controles positivo 0 negativo, a los pocillos de una
placa de 384 pocillos. Después, afadir 2uL/pocillo de coctel receptor/perla. El céctel de
perla receptora consta de: 15 pL de 5mg/ml de perlas donantes de estreptavidina
(Packard), 15 mL de 5mg/ml de anticuerpo monoclonal ab179 (este anticuerpo reconoce la
parte de la proteina fosfatasa alcanlina placentaria humana contenida en el EPO-R
recombinante), perlas aceptoras recubiertas con proteina A (la proteina A enlazara al
anticuerpo ab179; Packard), 112,5 yL de una dilucién 1:6,6 de EPO-R recombinante
(producido en células de ovario de hamster chino como una proteina de fusién a una parte
de proteina fosfatasa alcalina placentaria humana que contiene el epitopo obtejivo ab179) y
607,5 mL de amortiguador Alphaquest (40mM HEPES, pH 7,4; 1mM MgClo; 0,1% BSA,

0,05% Tween 20). Golpear suavemente para mezclar. Afadir 2 uL/pocillo de trazador de
péptido de enlace a EPO-R biotinilado, AF33068 (concentracion final de 30nM). AF33068,
un péptido de enlace a EPO-R (véase la Tabla 3 "Indicador CE50 (pM)"), se produce segun
los métodos descritos en el Ejemplo 1.

AF33068

N |
Biotin-GGLYACHMGPITWVCQPLRG~_
K-NH,
Biotin-GGLYACHMGPITWVCQPLRG ~~
I

[0181] Centrifugar 1 minuto para mezclar. Sellar la placa con Packard Top Seal y envolver
en la lamina. Incubar durante la noche a temperatura ambiente. Tras 18 horas tomar lectura
de la emision de luz utilizando un lector AlphaQuest (Packard). Trazar la emision frente a la
concentracién de péptico y analizar con Graph Pad o Excel.

[0182] La concentracion de péptido de prueba que resulta en un descenso del 50% en la
emisién de luz, en comparacion con la observada sin el péptido de prueba, se registra
como el CI50 [Véase Tablas 2 y 3: AQ CI50].

4. Ensayo C/BFU-e

[0183] La senalizacion de EPO-R estimula la diferenciacion de células madre de la médula
Osea para proliferar precursores de glébulos rojos. Este ensayo mide la capacidad de
péptidos de prueba de estimular la proliferacion y diferenciacion de precursores de gldébulos
rojos de células madre pluripotentes de médula 6sea humana primarias.

67



10

15

20

25

30

35

ES 2395413713

[0184] Para este ensayo, se realizan diluciones seriadas del péptido de prueba en medio
IMDM (Gibco) complementado con 10% FBS (Hyclone). Después, se ahaden estas
diluciones seriadas, o péptido de EPO de control positivo, a metilcelulosa para dar un
volumen final de 1,5 mL. La mezcla de metilcelulosa y péptido se agita entonces en un
vortex rigurosamente. Se descongelan alicuotas (100.000 células/mL) de células CD34+
derivadas de médula 6sea humanas (Poletics/Cambrex). Se afaden cuidadosamente las
células descongeladas a 0,1 mL de 1 mg/ml de DNAsa (células madre) en un tubo de 50
mL. A continuacion, se anaden 40-50 mL de medio IMDM cuidadosamente a las células: el
medio se afnade gota a gota a lo largo del lateral del tubo de 50mL los primero 10 mL, y
después se dispensa el volumen de medio restante lentamente a lo largo del lateral del
tubo. Después, se giran las células a 900 rpm durante 20 min, y se elimina el medio con
cuidado mediante aspiracién suave. Se resuspenden las células en 1ml de medio IMDM y
se cuenta la densidad celular por mL en un portaobjetos de hemocitémetro (alicuota de
10uL de suspension celular en portaobjetos, y la densidad celular es el recuento medio X
10.000 células/ml). Las células se diluyen después en medio IMDM a una densidad celular
de 15.000 células/mL. Después, se anaden 100uL de células diluidas a cada muestra de
péptido mas metilcelulosa de 1,5mL (concentracion celular final en medio de ensayo es de
1000 células/mL), y se agita la mezcla en vértex. Se permite que las burbujas de la mezcla
desaparezcan, y después se aspira 1mL utilizando una aguja de punta roma. Anadir 0,25
mL de mezcla aspirada de cada muestra en cada uno de 4 pocillos de una placa de 24
pocillos (marca Falcon). Incubar las mezclas en la placa a 37°C en 5% CO2 en un

incubador humedo durante 14 dias. Puntuar la presencia de colonias eritroides utilizando
un microscopio de fase (objetivo 5X-10X, aumento final 100X). La concentracién de
péptido de prueba a la que el numero de colonias formadas es el 90% del maximo, en
comparacion con la observada con el control positivo de EPO, se registra como la CE90
[Véase Tabla 3: C/BFU-e CE9Q].

5. Ensayo de enlace competitivo de radioligandos

[0185] Se puede utilizar también un ensayo de enlace competitivo de radioligandos
alternativo para medir los valores CI50 de los péptidos de la presente invencién. Este
ensayo mide el enlace de 1231-EPO a EPOr. Este ensayo puede llevarse a cabo segln el

siguiente protocolo de ejemplo:
A. Materiales

[0186]
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Quimera EPO R/Fc humano recombinante

Identificacion: Quimera EPO R/Fc humano recombinante
Proveedor: R&D Systems (Minneapolis, MN, EE.UU.)
Numero de catalogo: 963-ER

Numero de lote: EOK033071

Almacenamiento: 4 °C

Eritropoyetina humana recombinante yodada

Identificacion: (3 [1251]yodotirosil)Eritripoyetina, actividad
especifica alta humana recombinante, 370 kBq, 10 pCi
Proveedor:Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU)
Numero de catalogo: 1M219-10uCi

Numero de lote:

Almacenamiento: 4 °C

Sefarosa-Proteina G

Identificacion: Sefarosa-Proteina G 4 Fast Flow
Proveedor:Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EE.UU)
Numero de catalogo 17-0618-01

Numero de lote:

Almacenamiento: 4 °C

Amortiguador de ensayo

Solucién salina fosfatada (PBS), pH 7,4, que contiene
0,1% albumina de suero bobino y 0,1% acida sddica
Almacenamiento: 4 °C

B. Determinacion de la concentracion de receptor apropiada.

[0187] Un vial de 50ug de dominio extracelular de EPOr recombinante liofilizado fusionado

a la parte Fc de IgG1 humana se reconstituye en 1mL de amortiguador de ensayo. Para

determinar la cantidad correcta de receptor a usar en el ensayo, se combinan 100 pL de

diluciones seriadas de esta preparacion de receptor con aproximadamente 20.000 cpm en

200 pL de Eritropoyetina recombinante humana yodada (125I-EPO) en tubos de ensayo de

polipropileno de 12 x 75 mm. Se tapan los tubos y se mezcla suavemente a 4°C durante la

noche en un agitador rotativo LabQuake.

[0188] Al dia siguiente, se afaden 50uL de una mezcla 50% de Proteina G-Sefarosa a

cada tubo. A continuacion, se incuban los tubos durante 2 horas a 4°C, mezclando

suavemente. Después, se centrifugan los tubos durante 15 min a 4000 RPM (3297 x G)

para peletizar la proteina G-sefarosa. Los sobrenadantes se eliminan y descartan

cuidadosamente. Tras lavar 3 veces con 1mL de amortiguador de ensayo a 4°C, los pellets

se cuentan con un contador gamma Wallac Wizard. Después, se analizaron los resultados

y se calculé la dilucién que debe alcanzar el 50% del valor de enlace maximo.
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C. Determinacion de Clsqp para péptido
[0189] Para determinar la Clgp de un péptido de la presente invencién, se combinan 100

ML de diluciones seriadas del péptido con 100 pL de receptor de eritropoyetina
recombinante (100 pg/tubo) en tubos de prueba de polipropileno de 12 x 75 mm. Después,

se afladen 100uL de Eritropoyetina humana recombinante yodada (1251-EPO) a cada tubo
y se taparon los tubos y se mezcld suavemente a 4°C durante la noche.

[0190] Al dia siguiente, se cuatificé la 1251-EPO unida como se describe arriba. Se analizan
los resultados y se calcula el valor Clgq utilizando software Graphpad Prism version 4.0, de

GraphPad Software, Inc. (San Diego, CA). El ensayo se repite preferiblemente 2 o mas
veces para cada péptido cuyo valor Clsg se mida por este procedimiento, durante un total
de 3 repeticiones de determinaciones de Cls.

6. Analisis

[0191] EI ensayo de indicador in vitro para monémeros peptidicos de la presente invencién
se compard directamente con aquellos para las secuencias peptidicas relacionadas
reveladas previamente (véase AF31552 y AF31748 en la Tabla 2): a saber,

GGLYACHMGPMTVCQPLRG SEQ ID NO: 32y
GGLYACHMGPMT(1-nal)VCQPLRG SEQ ID NO: 33.
[0192] Estos resultados demuestran la potencia drasticamente aumentada de los
monomeros peptidicos novedosos de la invencion, puesto que los dimeros peptidicos
novedosos eran de 3 a 7,5 veces mas potentes que los monémeros peptidicos revelados
previamente en el ensayo de indicador. Estos mondmeros peptidicos novedosos se
utilizaron entonces para preparar dimeros peptidicos novedosos de potencia y actividad

incluso superior.

Tabla 2: Ensayo indicador in vitro para mondmeros peptidicos

Denominacién del Monomero peptidico Indicador CE50 (nM)

compuesto

AF31552 r__—_| 100

GGLYACHMGPMTWVCQPLRG-NH,

AF31748 | 2: 40
GGLYACHMGPMT(1-nal) VCQPLRG-NH,

AF33128 GGLYAC I—IMGPITWV%QPLRG—NHZ 13

AF36729 13,3

f 1
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRK-NH?2
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Ejemplo 3: Ensayos de actividad in vivo

[0193] Este ejemplo describe diversos ensayos in vivo que resultan utiles en la evaluacion
de la actividad y potencia de los péptidos agonistas de EPO-R de la invencién. Los
mondémeros y dimeros peptidicos agonistas del EPO-R se preparan segun los métodos
proporcionados en el Ejemplo 1. La actividad in vivo de estos monomeros y dimeros
peptidicos se evalua utilizando un ensayo en serie, incluyendo un bioensayo con ratones
policitémicos exhipdxicos y un ensayo de reticulocitos. Estos dos ensayos se describen con
mayor detalle a continuacion.

1. Bioensayo con ratones policitémicos exhipdxicos

[0194] Los péptidos de prueba se someten a ensayo para la actividad in vivo en el
bioensayo con ratones policitémicos exhipdxicos adaptado del método descrito por Cotes y
Bangham (1961), Nature 191: 1065-1067. Este ensayo examina la capacidad de un péptido
de prueba de funcionar como un mimético de EPO: es decir, de activar EPO-R e inducir
una nueva sintesis de glébulos rojos. La sintesis de gldbulos rojos se cuantifica basandose
en la incorporacién de hierro radiomarcado en la hemoglobina de los glébulos rojos
sintetizados.

[0195] Se deja a ratones BDF1 aclimatarse a las condiciones ambientales durante 7-10
dias. Se determina el peso corporal de todos los animales, y no se usan animales de bajo
peso (<15 gramos). Se somete a los ratones a ciclos de acondicionamiento sucesivos en
una cadmara hipobérica durante un total de 14 dias. Cada ciclo de 24 horas consta de 18
horas a 0,40+ 0,02% presién atmosférica y 6 horas a presion ambiental. Tras el
acondicionamiento, los ratones se mantienen a presion ambiental durante 72 horas mas
antes de la dosis.

[0196] Los péptidos de prueba, o estandares de EPO humana recombinante, se diluyen en
PBS + vehiculo de 0,1% BSA (PBS/BSA). Las soluciones madre de monémeros peptidicos
se solubilizan primero en dimetil sulféxido (DMSO). Los grupos de control negativo incluyen
un grupo de ratones a los que solo se les inyecta PBS/BSA, y un grupo al que se le inyecta
1% DMSO. Cada grupo de dosificacién contiene 10 ratones. Se inyecta a los ratones por via
subcutanea (pescuezo del cuello) 0,5 mL de la muestra apropiada.

[0197] Cuarenta y ocho horas después de la inyeccion de la muestra, se administra a los

ratones una inyeccién intraperitoneal de 0,2 ml de Fe99 (Dupont, NEN), para una dosis de

aproximadamente 0,75 pCuries/ratén. Se determina el peso corporal de los ratones 24 h
después de la administracién de Fed9, y se sacrifica a los ratones 48 h después de la

administracién de Fed9. Se recoge sangre de cada animal mediante puncién cardiaca y se
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determinan los hematocritos (se utilizd heparina como anticoagulante). Se analiza la

incorporacién de Fed9 de cada muestra de sangre (0,2ml) utilizando un contador gamma
Packard. Los ratones sin respuesta (es decir, aquellos ratones con una incorporacién
radioactiva inferior al grupo de control negativo) se eliminan del grupo de datos apropiado.
También se eliminan los ratones que tienen valores de hematocrito inferiores al 53% del
grupo de control negativo.

[0198] Los resultados se obtienen de grupos de 10 animales para cada dosis experimental.
Se calcula la cantidad media de radiactividad incorporada [cuentas por minuto (CPM)] en
las muestras de sangre de cada grupo.

2. Ensayo de reticulocitos

[0199] Se administra la dosis (0,5 mL, inyectado por via subcutdnea) a ratones BDF1
normales en tres dias consecutivos bien con control de EPO o bien con péptido de prueba.
Al tercer dia, se administra también a los ratones una dosis (0,1 mL, inyectado por via
intraperitoneal) con hierro dextrano (100 mg/ml). Al quinto dia, se anestesia a los ratones
con COo2 y se extrae una muestra de sangre mediante puncion cardiaca. Se determina el

porcentaje (%) de reticulocitos para cada muestra de sangre mediante tincién con naranja
tiazol y andlisis de citbmetro de flujo (programa retic-count). Los hematocritos se
determinan manualmente.El porcentaje de reticulocitos corregido se determina utilizando la

siguiente férmula:

%RETICcorrecino= %RETICogservano X (Hematocritopvioua/Hematocritoyormat)

3. Ensayo hematoldgico

[0200] Se administra a ratones CD1 normales cuatro inyecciones en bolo intravenoso
semanales de control positivo de EPO, péptido de prueba, o vehiculo. Se prueba una
variedad de dosis de control positivo y péptido de prueba, expresadas en mg/kg, mediante
la variacion de la concentracion de compuesto activo en la formulacion. Los volumenes
inyectados son 5ml/kg. El grupo de control de vehiculo comprende doce animales, mientras
que hay ocho animales en cada uno de los grupos de dosis restantes. Se registra la
viabilidad diaria y el peso corporal semanal.

[0201] Los ratones a los que se les administra la dosis son ratones son sometidos a ayuno
y después anestesiados con isoflurano inhalado y se recogen muestras de sangre terminal
mediante puncion de la aorta abdominal o cardiaca el Dia 1 (para los ratones de control de
vehiculo) y los Dias 15 y 29 (4 ratones/grupo/dia). Se traspasa la sangre a tubos de la

marca Vacutainer®. El anticoagulante preferido es 4cido etilendiaminatetraacético (EDTA).
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[0202] Se evaluan las muestras de sangre para criterios de valoracién que miden la sintesis
y fisiologia de glébulos rojos como el hematocrito (Hct), hemoglobina (Hgb) y el recuento
total de eritrocitos (RBC) utilizando analizadores clinicos automaticos conocidos en la
técnica (p.ej., aquellos fabricados por Coulter, Inc.).

[0203] Se aporta informacién de los péptidos agonistas del EPO-R representativos en este
ensayo en la Tabla 4. Los resultados se dan como aumento en porcentaje (%) de
hematocrito (Ht), en comparacién con los ratones control a los que se inyectd el vehiculo,
en el dia 15 y el dia 29. Se administraron los compuestos peptidicos indicados a los ratones

de prueba con una dosis de 1 mg/kg.
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[0204] La presente invencion no se debe limitar en su alcance por los modos de realizacién
especificos descritos aqui. De hecho, seran evidentes diversas modificaciones de la
invencién, ademas de aquellas descritas aqui, para aquellos con experiencia en la técnica
de la descripcion que antecede y las figuras que la acompanan. Dichas modificaciones
deben recaer dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

[0205] Ademas, se entendera que todos los valores son aproximados, y se proporcionan
para la descripcion.

[0206] Se citan y analizan numerosas referencias, incluyendo patentes, solicitudes de
patentes y diversas publicaciones en la descripcidon de esta invencién. La cita y/o analisis de
dichas referencias se aporta simplemente para aclarar la descripcion de la presente
invencién y no es una admisién de que dichas referencias sean "técnica precedente" de la

presente invencion".
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido de 17 a 40 residuos de aminodacidos de longitud y comprendiendo la
secuencia de aminoacidos:
LYACHXpGPITX{VCQPLR (SEQ ID NO: 1),

en la que Xp es un residuo seleccionado entre metionina (M) y homoserina metiléter (Hsm),
y X{ es un residuo seleccionado entre triptéfano (W), 1-naftilalanina (1-nal), y 2-
naftilalanina (2-nal), donde dicho péptido se une a y activa el receptor de eritropoyetina
(EPO-R).

2.  Un péptido segun la reivindicacion 1, en el que el extremo N-terminal de dicho péptido
esta acetilado.

3. Un péptido segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, comprendiendo dicho
péptido una secuencia de aminoacidos elegida entre:

LYACHMGPITWVCQPLR (SEQ ID NO: 2);
LYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 3);
LYACHMGPIT(2-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 4);
GGLYACHMGPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 5);
GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 6);
GGLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 7);
(AcG)GLYACHMGPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 8);
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 9);
(AcG)GLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 10);
GGLYACHMGPITWVCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 11);
GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 12);
GGLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 13);
(AcG)GLYACHMGPITWVCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 14);
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 15);
(AcG)GLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 16);
LYACH(Hsm)GPITWVCQPLR (SEQ ID NO: 17);
LYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 18);
LYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 19);
GGLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 20);
GGLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 21);
GGLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 22);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 23);
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(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG SEQ ID NO: 24);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG SEQ ID NO: 25);
GGLYACH(Hsm)GPITWVCQPLR(MeG) SEQ ID NO: 26);

( )
( )
( )
GGLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 27);
( )
( )
( )
( )

GGLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLR(MeG) SEQ ID NO: 28);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG(MeG) SEQ ID NO: 29);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG(MeG) | (SEQ ID NO: 30); y
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG(MeG) | (SEQ ID NO: 31).

4. Un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3, en el que el péptido
es un monémero.
5. Un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, comprendiendo
ademas uno o mas polimeros solubles en agua unidos covalentemente al péptido.
6. Un péptido segun la reivindicacién 5, en el que el polimero soluble en agua es
polietilenglicol (PEG).
7. Un péptido segun la reivindicacion 6, en el que dicho PEG comprende una molécula
lineal no ramificada que tiene un peso molecular de 500 a 60.000 Daltons.
8. Un péptido segun la reivindicacién 7, en el que el PEG tiene un peso molecular de
menos de 20.000 Daltons.
9. Un péptido segun la reivindicacion 7, en el que el PEG tiene un peso molecular de
20.000 a 60.000 Daltons.
10. Un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 6-7 y 9, en el que el PEG tiene un
peso molecular de 20.000 a 40.000 Daltons.
11. Un péptido segun la reivindicacion 7, en el que dos fracciones de PEG estan unidas de
forma covalente al péptido, comprendiendo cada uno de dichos PEG una molécula lineal no
ramificada.
12. Un péptido segun la reivindicacion 11, en el que cada uno de dichos PEG tiene un peso
molecular de 20.000 a 30.000 Daltons.
13. Un dimero peptidico que comprende dos mondmeros, siendo los dos de dichos
monomeros un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones dela1ala3ydela5ala
12.
14. Un dimero peptidico segun la reivindicacioén 13, en el que el péptido es un homodimero.
15. Un dimero peptidico segun la reivindicacién 13, que comprende:

(a) una primera cadena peptidica;

(b) una segunda cadena peptidica; y
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(c) una fraccidon de enlace que conecta dicha primera y segunda cadena peptidica,
donde tanto dicha primera cadena peptidica como dicha segunda cadena peptidica son
péptidos segun la reivindicacién 1.

16. Un dimero peptidico segun la reivindicaciéon 15, en el que al menos una de dichas
primera cadena peptidica y segunda cadena peptidica comprende una secuencia de

amino&cidos seleccionada entre:
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17.

LYACHMGPITWVCQPLR (SEQ ID NO: 2);
LYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 3);
LYACHMGPIT(2-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 4);
GGLYACHMGPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 5);
GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 6);
GGLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 7);
(AcG)GLYACHMGPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 8);
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 9);
(AcG)GLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 10);
GGLYACHMGPITWVCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 11);
GGLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 12);
GGLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 13);
(AcG)GLYACHMGPITWVCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 14);
(AcG)GLYACHMGPIT(1-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 15);
(AcG)GLYACHMGPIT(2-nal)VCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 16);
LYACH(Hsm)GPITWVCQPLR (SEQ ID NO: 17);
LYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 18);
LYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLR (SEQ ID NO: 19);
GGLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 20);
GGLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 21);
GGLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 22);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG (SEQ ID NO: 23);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 24);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG (SEQ ID NO: 25);
GGLYACH(Hsm)GPITWVCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 26);
GGLYACH(Hsm)GPTT(1-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 27);
GGLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLR(MeG) (SEQ ID NO: 28);
(AcG)GLYACH(Hsm)GPITWVCQPLRG(MeG) (SEQ ID NO: 29); -
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(1-nal)VCQPLRG(MeG) | (SEQ ID NO: 30); y
(AcG)GLYACH(Hsm)GPIT(2-nal)VCQPLRG(MeG) | (SEQ ID NO: 31).
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comprende la férmula:
-NH-R3-NH-
donde R3 es un alquileno C1.g.

18. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 17, en el que la fraccion de enlace es un
residuo de lisina.
19. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 15, en el que la fraccion de enlace
comprende la férmula:

-CO-(CH2)n-X-(CH2)m-CO-
donde n es un entero de 0 a 10, m es un entero de 1 a 10, X se elige entre O, S,
N(CH2)pNR1, NCO (CH2)pNR1, y CHNR{, R1 se elige entre H, Boc y Cbz, y p es un entero

de 1a10.
20. Un dimero peptidico segun la reivindicacién 19, en el que n y m son cada uno 1, X es
NCO(CH2)pNR{, pes 2,y R1 es H.

21. Un dimero peptidico segun la reivindicacién 15, que comprende ademas un polimero
soluble en agua.
22. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 21, en el que el polimero soluble en agua
esté unido de forma covalente a la fraccion de enlace.
23. Un dimero peptidico segun la reivindicacién 15, que comprende ademas una fraccion
espaciadora.
24. Un dimero peptidico segun la reivindicacién 23, en el que la fraccién espaciadora
comprende la férmula:

-NH-(CH2)q-[O-(CH2)ply-O5-(CH2)e-Y-

donde q, B, y € son todos enteros cuyos valores se eligen de forma independiente de 1 a 6,
des 0061, yes un entero seleccionado de 0 a 10, e Y se selecciona de NH o CO, siempre
que B sea 2 cuando y sea mayor de 1.

25. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 24 en el que cada uno de a, B, y € es 2,
cadaunodeyydes1,eYesNH.

26. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 23, que comprende ademas uno o mas
polimeros solubles en agua.

27. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 26, en el que el polimero soluble en agua
esta unido de forma covalente a la fraccion espaciadora.

28. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 21 6 26, en el que el polimero soluble en
agua es polietilenglicol (PEG).

29. Un dimero peptidico segun la reivindicacién 28, en el que el PEG es un PEG lineal no
ramificado que tiene un peso molecular de 500 a 60.000 Daltons.
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30. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 28 6 29, en el que el PEG tiene un peso
molecular de 500 a menos de 20.000 Daltons.
31. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 28 6 29, en el que el PEG tiene un peso
molecular de 20.000 a 60.000 Daltons.
32. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 28, 29 6 31, en el que el PEG tiene un peso
molecular de 20.000 a 40.000 Daltons.
33. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 28, en el que dos fracciones de PEG estan
unidas de forma covalente al péptido, comprendiendo cada uno de dichos PEG una
molécula lineal no ramificada.
34. Un dimero peptidico segun la reivindicacion 33, en el que cada uno de dichos PEG tiene
un peso molecular de 20.000 a 30.000 Daltons.
35. Un péptido o dimero peptidico segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 34
para su uso en el tratamiento de un trastorno caracterizado por una deficiencia de
eritropoyetina o por una poblacién de glébulos rojos baja o deficiente.
36. Un péptido o dimero peptidico para su uso segun la reivindicacion 35, en el que el
trastorno se selecciona entre el grupo compuesto por: didlisis o insuficiencia renal en fase
terminal; anemia asociada al SIDA; enfermedades autoinmunes o una malignidad; beta
talasemia; fibrosis cistica; anemia de la premadurez temprana; anemia asociada con
enfermedades inflamatorias crénicas; lesion de la médula espinal; pérdida de sangre aguda;
envejecimiento; y estados de enfermedad neoplasicos acompanados por eritropoyesis
anormal.
37. Una composicién farmacéutica que comprende:

(i) un péptido o dimero peptidico segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la

34;y

(i) un portador farmacéuticamente aceptable.
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