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DESCRIPCION

Un derivado peptidomimético de eritropoyetina y su sal farmacéutica, la preparacion y usos del mismo.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un derivado peptidomimético de eritropoyetina (EPO) y sus sales farmacéuticas
que se unen al receptor de EPO y activan el receptor de EPO o tienen el efecto agonista de EPO. Especificamente,
la presente invencion se refiere a un derivado peptidomimético de EPO, derivados para uso en un método de
tratamiento de trastornos caracterizados por bajo nivel de EPO o poblacion insuficiente o defectuosa de glébulos
rojos, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La EPO es una hormona glucoproteina con un peso molecular de aproximadamente 34 kD. La EPO en el plasma
esta compuesta por 165 aminoacidos con alto grado de glucosilacion, en los que el componente principal de
glucosilo es acido sialico. En base al contenido de carbohidratos, la EPO de origen natural se divide en dos tipos,
concretamente tipo o y B, en los que el tipo a contiene el 34% de carbohidrato y el tipo B contiene el 26% de
carbohidrato. Estos dos tipos tienen las mismas caracteristicas bioldgicas, antigenicidad y efecto clinico. El gen de
EPO humana esta ubicado en el area 22 del brazo largo del cromosoma 7. Su ADNc se clond con éxito en 1985, y
EPO humana recombinante (rHUEPO) se ha estado produciendo en gran medida usando tecnologia recombinante
génica y se ha usado ampliamente en clinica. La EPO se ha biosintetizado usando tecnologia de ADN recombinante
(Egrie, JC, Strickland, TW, Lane, J etc. (986) Immunobiology (Immunobiol) 72: 213-224), que es el producto del gen
de EPO humana clonada en células de ovario de hamster chino (células CHO) y expresada en su interior. La EPO
humana de origen natural se traduce en primer lugar en cadenas polipeptidicas que contienen 166 aminoacidos con
la posicion 166 siendo arginina. En las modificaciones postraduccionales la arginina en la posicién 166 se degrada
usando hidroxilo peptidasa. El peso molecular de EPO humana sin glucosilo es 18236Da. En la molécula de EPO
intacta, el glucosilo supone aproximadamente el 40% del peso molecular total (J. Biol. Chem. 262: 12059).

La EPO es la primera citoquina aplicada en clinica y con mucho la preparacion que incrementa la hemoglobina mejor
conocida con un efecto sencillo y seguro. Tiene cierto efecto para anemia renal, anemia aplasica, mieloma multiple,
y hematuria paroxistica nocturna; ademas, la aplicacion de EPO puede reducir la cantidad de transfusion de sangre
en la cirugia y en cierta medida curar la anemia causada por un tumor maligno, quimioterapia y artritis reumatoide.
Dado que la EPO es generada principalmente por células endoteliales tubulares renales, la anemia causada por
nefropatia es la primera indicacion de EPO; la eficacia curativa de EPO sobre la anemia renal es casi del 100%, pero
lo EPO no mejora la funciéon renal. El tratamiento con EPO es seguro, eficaz y adecuado para tratar a largo plazo;
Ademas, aborda el problema de escasez de suministro de sangre. En los mercados de farmacos biotecnolégicos
globales en 2006, los farmacos recombinantes de EPO supusieron 11,9 mil millones de dodlares estadounidenses.
Existe un enorme volumen de mercado.

Ya en 1989, la EPO humana recombinante (EPOGEN) fue aprobada por la FDA estadounidense para el tratamiento
de anemia renal, pero es solamente desde 1992 que EPOGEN entré en el mercado chino. La morbilidad anual de
nefritis cronica es de aproximadamente el 0,25% en China, de la cual una proporcidon considerable de pacientes
desarrollara eventualmente insuficiencia renal. El nUmero de pacientes con anemia renal es de aproximadamente
500-600 mil cada afo. Ademas estimaciones conservadoras de consumo junto con el consumo en otra anemia
relacionada con cancer, el volumen de mercado doméstico es de aproximadamente 1,2-1,6 mil millones o ain mas
(calculado con el precio actual siendo 30-40 yuanes chinos/dosis, siendo el peso promedio de los pacientes 50 kg).
A partir de finales de los 1990, la EPO se ha clasificado como el farmaco de mejores ventas en las principales
ciudades de China. La cantidad de consumo es de 62,13 millones de yuanes en hospitales de muestra de las
principales ciudades en toda China en 2003, con una clasificacion de NO.56. El gasto en EPO en hospitales de
muestra de las principales ciudades en toda China se incrementd hasta 80,49 millones de yuanes chinos en 2004,
con un incremento de afio a afo del 30%.

Como una hormona enddgena que actua sobre las células hematopoyéticas de la médula para promover
proliferacion, diferenciacion y maduracion definitiva de células progenitoras eritroides, la EPO desempefia un
importante papel en la regulacion del estado de oxigenacion del cuerpo. En la fase embrionaria temprana, la EPO es
generada por el higado y a continuacion se desplaza gradualmente al rifion. La EPO es secretada principalmente
por células intersticiales tubulares renales después del nacimiento.

Durante la induccion de diferenciacion de progenitores de glébulos rojos por EPO, se induce la globulina, lo que
permite a las células reclutar mas hemoglobina con funcién de sintesis de hierro, que puede combinarse con el
oxigeno en glébulos rojos maduros; por lo tanto, los gldbulos rojos y la hemoglobina desempefian un importante
papel en el suministro de oxigeno al cuerpo. Este ciclo es causado por la interacciéon entre EPO y el receptor en
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superficie de la célula progenitora de glébulos rojos.

Cuando el cuerpo esta en estado sano, el tejido puede obtener oxigeno suficiente de glébulos rojos ya existentes.
En este momento, la concentracion de EPO en el cuerpo es muy baja. Esta baja aunque normal concentracion de
EPO es suficiente para estimular para promover la generacién de glébulos rojos, que normalmente se pierde durante
el envejecimiento.

Cuando el nivel de transporte de oxigeno por los glébulos rojos en el sistema circulatorio se reduce y aparece la
hipoxia, la cantidad de EPO en el cuerpo se incrementara. El estado de hipoxia del cuerpo puede ser causado por
las siguientes razones: radiacion excesiva, captacion de oxigeno reducida debido a elevada latitud o coma de larga
duracién, diversos tipos de anemia y asi sucesivamente. Como respuesta al estrés por hipoxia del cuerpo, un nivel
mas elevado de EPO puede estimular la diferenciacion de célula progenitora de glébulos rojos para intensificar su
capacidad de producir globulos rojos. Cuando el numero de glébulos rojos en el cuerpo supera la necesidad de
tejido normal, el nivel de EPO en el sistema circulatorio se reduce. Es precisamente debido a que la EPO tiene un
papel crucial para la formacion de glébulos rojos que estas hormonas tienen un muy amplio prospecto para el
tratamiento y el diagnostico de una enfermedad de la sangre caracterizada por baja generacion y defecto de
glébulos rojos. Recientes estudios proporcionan las bases para predecir el efecto de terapia con EPO en diversas
enfermedades, trastornos y anomalias hematoldgicas, incluyendo estas enfermedades: el uso de EPO en el
tratamiento de anemia en paciente con insuficiencia renal crénica (IRC), y administracion de EPO a pacientes con
SIDA y que reciben quimioterapia (Danna, RP, Rudnick, SA, Abels, RI: editado por MB, Garnick, EPO in Clinical
Applications-An International Perspective. Marcel Dekker; 1990: paginas. 301-324).

Parte de los efectos bioldgicos de EPO pueden regularse mediante el papel interno de receptores superficiales en la
membrana celular. Previamente, cuando se estudiaba la unién de la proteina EPO a la superficie celular usando
glébulos rojos inmaduros aislados del bazo de ratones, se descubrié que esta proteina estda compuesta por dos
polipéptidos, y su peso molecular es de aproximadamente 85000~100000 KD (véase Sawyer, et al. (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 84: 3690-3694 para una descripcion mas detallada). El nimero de sitios de uniéon de EPO
ya ha sido calculado. Cada membrana celular contiene aproximadamente de 800 a 1000 sitios. En estos sitios de
unién, aproximadamente 300 sitios de unién tienen un nivel de Kd de 90 pM. La unién de los sitios de union
restantes es débil, siendo de aproximadamente 570 pM. Algunos estudios han mostrado que, a partir de la respuesta
a EPO de glébulos rojos del bazo de ratones infectados con la cepa de anemia del virus Friend, se identifican
aproximadamente 400 sitios de union, en los que algunos tienen un nivel de Kd alto de 100 pM y algunos tienen un
nivel de Kd bajo de 800 pM.

El trabajo subsiguiente es que dos tipos de receptor de EPO son transcritos por un Unico gen. Dicho gen ha sido
clonado ahora. Por ejemplo, las secuencias de ADN y secuencias que codifican péptidos del receptor de EPO de
ratéon y humano se han descrito en el documento W0O90/08822. El modelo actual muestra que la uniéon de EPO al
receptor de EPO causa la activacion y la dimerizacion de dos receptores de EPO. Esta dimerizacion causa ademas
el inicio de la sefalizacion.

La aplicacion del gen clonado de EPO es util para descubrir agonistas y antagonistas de estos importantes
receptores. El péptido que puede actuar en cierta medida sobre el receptor de EPO ha sido identificado y descrito.
Especialmente, un grupo de péptidos que contienen el fragmento peptidico fundamental han sido identificados, que
pueden unirse al receptor de EPO y estimular la diferenciacion y proliferacion de células EPO. Sin embargo, La
CE50 del péptido que puede estimular la diferenciacion y proliferacion de células EPO es muy baja, variando entre
20 nM y 250 nM. Por lo tanto, las aplicaciones clinicas de estos péptidos estan muy limitadas. Para superar las
deficiencias de las tecnologias existentes, la presente invencion proporciona un derivado peptidomimético de EPO
con mejor actividad biolégica y mayor biodisponibilidad, asi como sus sales farmacéuticas y su método de
preparacion.

Por ejemplo, los documentos W0O2004/101606 y WO2006/062685 describen compuestos peptidicos que son
agonistas del receptor de eritropoyetina y aplicaciones terapéuticas para tratar trastornos asociados con produccion
de glébulos rojos insuficiente o defectuosa.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion pretende proporcionar un derivado peptidomimético de EPO con mejor actividad bioldgica y
biodisponibilidad mas elevada, asi como sus sales farmacéuticas y su método de preparacion.

La invencion también pretende proporcionar una composicion farmacéutica que comprende el derivado
peptidomimético de EPO mencionado anteriormente y sus sales farmacéuticas, para uso en el tratamiento de
trastornos caracterizado por bajo nivel de EPO o poblacién de glébulos rojos insuficiente o defectuosa.

La invencion desvela un derivado peptidomimético de EPO de formula general (I) y sus sales farmacéuticas con
actividad bioldgica in vivo,

R1-R2-(CH2)n1-R3-(CH2)n2-R4-Rs (1)
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en la que R1, Rs son como se definen en las reivindicaciones adjuntas y en la que n4, nz son numeros enteros
seleccionados independientemente entre 0~10; Rz, R4 se seleccionan entre -CO o -CHy; R3; se selecciona entre
NCO(CH2)nsNHRs, CHOCONH(CH2)nsNHRs, o CHSCON(CH2)nsNHRg; en las que ns es un numero entero
seleccionado entre 2~10, ns es un nimero entero seleccionado entre 2~10, Rs se selecciona entre H o derivados de
metoxi-polietilenglicol.

En este aspecto, existen cuatro realizaciones preferidas:

[1] n4, Nz son 2, Ry, R4, son -CO, Rz es CHOCONH(CH2),sNHRg, ns es 2, Rs es H o derivados de metoxi-
polietilenglicol.

[2] n4, nz son 1, Rz, Ra son -CO, Rz es NCO(CH3)naNHRs, ns es 2, Rs es H o derivados de metoxi-polietilenglicol.

[3] n4, nz son 2, Rz, R4 son -CH,, R3 es CHOCONH(CH.).sNHRg, ns es 2, Rs es H o derivados de metoxi-
polietilenglicol.

[4] n4, nz son 1, Rz, R4 son -CHa, R3 es NCO(CH2)aNHRs, ns es 2, R es H o derivados de metoxi-polietilenglicol.

Las cuatro realizaciones preferidas mencionadas anteriormente son en paralelo, no estando relacién inclusiva o
progresiva.

Las cuatro realizaciones preferidas mencionadas anteriormente pueden optimizarse adicionalmente, Rs es derivados
de metoxi-polietilenglicol, de la forma mas preferente Rs es derivados de metoxi-polietilenglicol, en los que el peso
molecular de los derivados de metoxi-polietilenglicol es de 5.000 a 100.000 Daltons, la estructura de los derivados
de metoxi-polietilenglicol se selecciona entre el tipo ramificado o lineal.

En este aspecto, a través de optimizacion exhaustiva adicional pueden obtenerse las siguientes cuatro realizaciones
preferidas:

[1] n4, n2 son 2, R4, Rs se seleccionan entre SEC ID N° 1~SEC ID N° 8, Ry, R4 se seleccionan entre -CO, -CHy,
R3 es CHOCONH (CH-) nsNHRsg, en el que ns se selecciona entre 2~10, preferentemente 2; Rg es un derivado
de metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y un peso molecular de 20.000 daltons.

[2] n4, n2 son 1, R4, Rs se seleccionan entre SEC ID N° 1~SEC ID N° 8, R;, R4 se seleccionan entre -CO, -CHj,
R3 es NCO(CH2)nsNHRg, en el que ns se selecciona entre 2~10 y preferentemente 2; Rg es un derivado de
metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y un peso molecular de 20.000 daltons.

[3] n1, n2 son 2, R4, Rs se seleccionan entre SEC ID N° 1~SEC ID N° 8, Ry, R4 se seleccionan entre -CO, -CHj,
R3 es CHOCONH(CH2)nsNHRe, en el que ns se selecciona entre 2~10 y preferentemente 2; Rg es un derivado de
metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y un peso molecular de 40.000 daltons.

[4] n4, n2 son 1, R4, Rs se seleccionan entre SEC ID N° 1~SEC ID N° 8, R;, R4 se seleccionan entre -CO, -CHy,
R3 es NCO(CH2)nsNHRg, en el que ns se selecciona entre 2~10 y preferentemente 2; Rg es un derivado de
metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y un peso molecular de 40.000 daltons.

La estructura de los derivados peptidomiméticos de EPO mas preferidos y su sal farmacéutica se selecciona entre:
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Los derivados peptidomiméticos de EPO proporcionados en el presente documento son compuestos anfifilos, que
pueden formar sales reaccionando con compuestos acidos o alcalinos a través de tecnologia conocida
habitualmente por un experto en la materia. Los acidos usados habitualmente se seleccionan entre acido clorhidrico,
acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico,
acido oxalico, acido p-bromofenilsulfénico, acido carboénico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido
acético; las sales formadas incluyen sulfato, pirofosfato, triflutato, sulfito, bisulfito, fosfato, bifosfato, dihidriofosfato,
metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato, caprilato, acrilato, formiato, isobutirato,
caproato, enantato, propiolato, oxalato, malonato, succinato, suberato, fumarato, maleato, butin-1,4-dioato, hexin-
1,6-dioato, benzoato, benzoato de cloro, benzoato de metilo, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato,
fenilacetato, fenpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, y-hidroxibutirato, glucolato, tartrato, metanosulfonato,
propilsulfonato, naftalin-1-sulfonato, naftalin-2-sulfonato, mandelato y similares, preferentemente triflutato.

Las sustancias alcalinas también pueden reaccionar con derivados peptidomiméticos de EPO para generar sales.
Estas sustancias alcalinas se seleccionan entre amonio, hidréoxidos de metales alcalinos o metales alcalinotérreos,
asi como carbonato, bicarbonato, tipicamente seleccionados entre hidréxido sddico, hidréoxido potasico, hidréxido de
amonio, carbonato sddico, carbonato potasico y asi sucesivamente.

La invencion también desvela el método de preparacién de los derivados peptidomiméticos de EPO mencionados
anteriormente y sus sales farmacéuticas, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica, que comprende:
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(1) cantidades terapéuticas de los derivados peptidomiméticos de EPO mencionados anteriormente y sus sales
farmacéuticas de la formula general (1);

(2) vehiculo del farmaco farmacéuticamente aceptable.

La invencion también desvela el uso de los farmacos, concretamente usando cualquiera de dichos derivados
peptidomiméticos y sus sales farmacéuticas de la invencion en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de trastornos caracterizados por bajo nivel de EPO o grupo de gldbulos rojos insuficiente o defectuoso,
especialmente para el tratamiento de las siguientes enfermedades: insuficiencia renal avanzada o dialisis; anemia
relacionada con el SIDA, enfermedades autoinmunitarias o tumor maligno; fibrosis quistica; anemia temprana del
prematuro; anemia relacionada con enfermedad inflamatoria crénica; lesién de la médula espinal; pérdida de sangre
aguda; envejecimiento y cancer con produccion anormal de gldbulos rojos.

Los derivados peptidomiméticos de EPO y sus sales farmacéuticas proporcionados en la presente invenciéon son
capaces de promover de forma significativa el incremento de los recuentos de reticulocitos en sangre periférica de
raton, indicando que estimulan la eritropoyesis; al mismo tiempo también son capaces de prolongar en gran medida
la semivida de los conjugados en el cuerpo. Los derivados peptidomiméticos de EPO vy la proteina EPO no tienen
influencia significativa sobre glébulos rojos maduros, hematocrito de células sanguineas, el contenido de
hemoglobina, y tampoco tienen ninguna influencia significativa sobre el recuento de leucocitos periféricos.

Se usa sintesis en fase solida para sintetizar monémeros peptidomiméticos de EPO, cuyo principio basico es: en
primer lugar conectar el hidroxilo del aminoacido hidroxilo-terminal de la cadena peptidica a sintetizar con una resina
polimérica insoluble mediante un enlace covalente. A continuacién los aminoacidos unidos al vehiculo de fase sélida
se usan como el componente de aminoacido para prolongar la cadena polipeptidica a través de eliminacion del
grupo amino protector y reaccion con el componente carboxilo activo excesivo. Repetir (condensacién — lavado
—desproteccion— lavado — la siguiente ronda de condensacion) la operacion hasta conseguir la longitud de cadena
peptidica sintética deseada. Finalmente, la cadena peptidica se elimina de la resina. Después de un tratamiento de
purificacion, se produce el péptido deseado. El control medio de las etapas de reacciéon de condensacion y
desproteccion aprovecha el método de deteccion con Ninhidrina, concretamente cuando la cadena peptidica en la
resina tiene un amino libre, aparecera un color azul después de la tincion con el reactivo ninhidrina. Cuando no hay
amino libre, no se desarrollara reaccion de color (siendo el propio reactivo de ninhidrina amarillo). Por lo tanto,
después de llevar a cabo la reaccion de condensacion y detecciéon mediante ninhidrina, si esta presente el color
amarillo (el color del propio reactivo de ninhidrina), esto significa que esta etapa de acoplamiento esta completa y
puede llevarse a cabo la operacion de desproteccion antes del acoplamiento del siguiente aminoacido. Si esta
presente color azul, esto significa que sigue habiendo algun amino libre en la cadena peptidica. Se necesita un
acoplamiento repetido o cambiar el actual agente de condensacion hasta que la resina-péptido presente un color
amarillo después de la deteccién mediante ninhidrina.

El método de ciclacion de péptido monomérico es bien conocido por un experto en la materia. La ciclacién de
puentes disulfuro es principalmente a través de la oxidacion del sulfhidrilo en la cadena lateral del aminoacido del
péptido monomeérico en puentes disulfuro por el oxidante. Especificamente, los péptidos monoméricos se colocan en
solucién de DMSO o solucién de bicarbonato de amina al 5% para autooxidarse, o afiadirse a una solucién de acido
acético que contenia |, a oxidar, preferentemente afiadirse a una solucién de acido acético que contenia I, a oxidar.
La ciclacion del enlace amida es principalmente a través de la formacién de un enlace amida entre el grupo carboxilo
y €l grupo amino de la cadena lateral amino del péptido monomérico en presencia de agente de condensacion. El
agente de condensacion afadido es bien conocido por un experto en la materia, incluyendo habitualmente DIC,
EDC, HATU, Pybop etc.

La sintesis del péptido dimérico es principalmente a través de la formacion de enlace -NH-CH2- o enlace -NH-CO-
entre el amino de la cadena lateral del residuo de aminoacido del monémero peptidomimético de EPO y la molécula
pequeiia funcional. Un experto en la materia puede sintetizar faciimente la molécula pequefia funcional y conectarla
con el péptido ciclico del péptido monomérico a través de tecnologia conocida.

Se obtienen péptido dimérico y derivado de metoxi-polietilenglicol activo. El sistema de reaccion puede
seleccionarse entre disolvente organico o sistema tampon disponible. Cuando la reaccion de PEGilacion del péptido
dimérico se lleva a cabo en disolvente organico, los siguientes alcalis pueden afiadirse en la cantidad apropiada,
incluyendo, aunque sin limitarse a, tales como trietilamina, diisopropil etilamina, piridina, 2,4,6-trimetil piridina.
Cuando la reaccion de derivatizacion de polietilenglicol se lleva a cabo en el sistema tampoén, el sistema tampodn
puede seleccionarse entre diversos tampones disponibles conocidos, preferentemente tampén fosfato a pH 7,7.

La actividad biolégica de EPO o derivados peptidomiméticos de EPO y sus sales farmacéuticas proporcionados por
esta invencion puede determinarse mediante diversos ensayos conocidos en este campo. La prueba de actividad in
vivo se realiza de la siguiente manera: se inyecta por via subcutanea a ratones con EPO y derivados
peptidomiméticos de EPO y sus sales farmacéuticas proporcionados por esta invencion en tres dias consecutivos. A
continuaciéon se sacrifican los ratones. Se extrae la sangre completa para llevar a cabo recuento de células y
reticulocitos de la sangre periférica. El recuento de células sanguineas se realiza mediante un contador de células
sanguineas automatico. El estudio de farmacodinamica se lleva a cabo mediante administracion intravenosa a
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macacos con una dosis de 1,35 mg/kg. La dosis de proteina EPO como farmaco de control es de 240 p/kg. Los
farmacos se administran tres veces a la semana y contindan durante seis semanas. Las muestras de sangre se
recogen para llevar a cabo analisis del indice hematolégico relacionados.

Resumen de abreviaturas usadas en la invencion:

Abreviaturas Nombre en espafiol Estructura
NH
Om L-Ornitina OH
H,N
o]
SH
) L OH
Hoc L-Homocisteina ey
8]
HaC CH,
DIC N,N'-Diisopropilcarbodiimida >—N=C=N—<
HiC CH3
CHy
EDC Clorhidrato de 1-etil-3-(3- CH4
dimetilaminopropil)carbodiimida H4C,
N=C=N
e f
Hexafluorofosfato de benzotriazol-1- N
PyBOP il-oxitripirrolidinofosfonio Ze Q
\m=6
N
V4
N
e
(HaC)aN- PF6__N(CH,),
Hexafluorofosfato de  2-(1H-7- \T/
HATU azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3- I \N
tetrametiluronio Metanaminio / V4
T@
Q
<)
R N4
DMAP 4-Dimetilaminopiridina
Nle norleucina d
H.N COOH
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Metioxi polietilenglicol N-
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Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la influencia de derivados peptidomiméticos de EPO (HH-EPO-018) sobre el hematocrito de
macacos.

La figura 2 muestra la influencia de derivados peptidomiméticos de EPO (HH-EPO-018) sobre la hemoglobina de
macacos.

REALIZACIONES PREFERIDAS
Para una descripcion mas detallada de la presente invencion, se proporcionan los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: sintesis de péptido monomérico peptidomimético de EPO

La sintesis de péptido monomérico peptidomimético de EPO se realiza mediante un método de sintesis peptidica en
fase solida. Este método de sintesis peptidica se ha descrito en muchas bibliografias, véase stewart, J.M., y Young,
J.D., solid phase peptide synthesis 2d edition, novabiochem peptide synthesis notes. El péptido monomérico
derivado peptidomimético de EPO proporcionado por esta invencidon se realiza mediante métodos de sintesis
manual. La resina es resina rink amida. El a-amino de los derivados de aminoacidos estan protegidos por Fmoc
(fluoreno-formil carbonilo). El grupo tiol de la cadena lateral de cisteina, el grupo amino de la cadena lateral de
glutamina y el grupo imidazol de la cadena lateral de histidina estan protegidos por Trt (tritilo). EI grupo guanidina de
la cadena lateral de arginina esta protegido por Pbf (2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo). El grupo
indol de la cadena lateral de triptéfano y el grupo amino de la cadena lateral de lisina estan protegidos por Boc (terc-
Butoxicarbonilo). El grupo hidroxilo de la cadena lateral de treonina, el grupo fenol de la cadena lateral de tirosina, el
grupo hidroxilo de la cadena lateral de serina estan protegidos por tBu (terc-butilo). El carboxilo del C-terminal de la
cadena peptidica del péptido monomérico derivado peptidomimético de EPO a sintetizar esta unido a una resina
insoluble (resina rink amida) mediante un enlace covalente. A continuacion los aminoacidos unidos al vehiculo de
fase solida se usan como componente amino para prolongar la cadena polipeptidica después de eliminar los grupos
de proteccién amino mediante una solucion de piperidina al 20% / DMF y reaccién con el derivado de aminoacido
excesivo. Repetir (condensacién — lavado — desproteccion — lavado — la siguiente ronda de condensacion) la
operacion hasta conseguir la longitud de la cadena peptitica sintética deseada. Finalmente, la cadena peptidica se
elimina de la resina usando una solucién mixta de acido trifluoroacético, agua, etilenmercaptano, 3-isopropilsilano
(92,5: 2,5: 2,5: 2,5). Después de la sedimentacion en éter, se obtiene el péptido monomérico impuro de derivado
peptidomimético de EPO. El péptido monomérico impuro se separa y se purifica mediante columna preparativa de
fase inversa de C18. A continuacién se obtiene el péptido monomérico derivado peptidomimético de EPO. El control
medio de las etapas de reaccion de condensacion y desproteccion explota el método de deteccion con Ninhidrina,
concretamente cuando la cadena peptidica de resina tiene amino libre, un color azul aparecera después de teiir con
el reactivo ninhidrina. Cuando no hay amino libre, no se desarrollara ninguna reaccion de color (siendo el propio
reactivo de Ninhidrina amarillo). Por lo tanto, después de llevar a cabo la reaccién de condensacion y deteccion
mediante ninhidrina, si el color amarillo esta presente (el color del propio reactivo de ninhidrina), esto significa que
esta etapa de acoplamiento se completa y la operacion de desproteccion antes del acoplamiento del proximo
aminoacido puede llevarse a cabo. Si el color azul esta presente, esto significa que sigue habiendo algun amino libre
en la cadena peptidica. Se necesita un acoplamiento repetido adicional o cambiar el actual agente de condensacion
hasta que la resina-péptido presente un color amarillo después de la deteccién mediante ninhidrina.

Ejemplo 2: Preparacion de pequeias moléculas funcionales (LG-1)
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Etapa 1: preparacion de LG-1-A

Disolver éster dietilico del acido iminodiacético (10,0 g, 52,8 mmoles), Boc-B-alanina (10,0 g, 52,8 mmoles) en 100
ml de diclorometano, afadir DIC (8,0 ml, 52,8 mmoles), agitarlo a temperatura ambiente durante una noche, filtrar la
solucién de reaccion, lavar el filtrado con 100 ml de NaHCOS3 saturado, 50 ml de solucion de HCI 0,5 N, 100 ml de
solucioén salina saturada por turnos, separar la capa organica, secar la capa organica con MgSO4 anhidro. Filtrar la
capa organica, concentrarla, y obtener una sustancia liquida oleosa incolora LG-1-A: 17 g.

Etapa 2: preparaciéon de LG-1-B

Disolver 17g de LG-1-A en 100 ml de MeOH:THF = mezcla 1:1, y a continuacion afiadir 25 ml de agua, 5 g de NaOH
(125 mmoles). Ajustar el valor de pH a 1 con soluciéon de HCI 6 N después de 2 h de agitacién a temperatura
ambiente. Extraer la solucion de reaccion con acetato de etilo cuatro veces. La capa organica se lava con solucion
salina, se seca mediante sulfato de magnesio anhidro, se concentra a presion reducida para producir un semisélido
blanco. Disolver los productos en 50 ml de diclorometano, y afiadir 300 ml de n-hexano. La solucion es una pasta
blanca. Después de la concentracion a presion reducida se obtiene un sélido blanco LG-1-B: 14 g (el rendimiento es
de aproximadamente el 90%).

Etapa 3: Preparacion de LG-1-C

Disolver 7 g de LG-1-B (23 mmoles) en 80 ml de tetrahidrofurano, y afiadir con agitacion 4,6 g de clorhidrato de N,N-
metoxi-metil-amina (46 mmoles) y 5,1 g de trietilamina (51 mmoles), y a continuacion afadir 4,4 g de DIC (32
mmoles), 4,7 g de HOBT (32 mmoles). Agitar la reaccion durante una noche a temperatura ambiente. Al dia
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siguiente, el liquido de reaccién se afiade al agua y se extrae mediante 350 ml de acetato de etilo. La capa organica
se lava mediante 200 ml de solucién acuosa de HCI 2 N, 200 ml de solucion saturada de bicarbonato sédico, 100 ml
de solucién salina saturada por turnos. La capa organica se separa y se seca con sulfato de magnesio anhidro
durante 2 horas y a continuacion se filtra. El filtrado se convierte en una sustancia oleosa después de concentracion
a presion reducida. Después de cromatografia en columna, se recoge el producto diana LG-1-C: 4,2 g, rendimiento:
70%.

Etapa 4: Preparacion de LG-1

Disolver 4,0 g de LG-1-C (10,2 mmoles) en 60 ml de tetrahidrofurano, refrigerarlo a 0°C mediante un bafio de sal con
hielo. Afadir LiAIH4 (340 mg, 8,9 mmoles). Después de la reaccion a 0°C durante 30 minutos, afiadir 4 ml de agua, 4
ml de soluciéon de NaOH al 15% por turnos. Filtrar la solucion de reaccion. El filtrado se lava con tetrahidrofurano.
Después de la concentracion a sequedad y cromatografia en columna de gel de silice, se obtiene LG-1: 1,63 g (6
mmoles, rendimiento: 58,8%)

Ejemplo 3: Preparacion de pequeias moléculas funcionales (LG-2)

HO N—O
o o] o
o] o o o
N’Jk/\ K HO—N N_—‘Jj\/\ i /K
N (o}
- N e
o LG-1-B : O LG-2
HO N—O
(o)

Disolver 4 g de LG-1-B (13 mmoles) en 100 ml de N,N-dimetilformamida, y afiadir hidroxisuccinimida (3,1 g, 21
mmoles), DIC (4 ml, 26 mmoles) y DMAP (4-dimetilaminopiridina) (12 mg, 0,08 mmoles). Después de agitar durante
una noche, la solucién de reacciéon se concentra a presion reducida. Disolver el residuo en 80 ml de acetato de etilo.
Las sustancias insolubles se eliminaron por filtracién. La fase organica se lava por turnos con 40 ml de solucion
saturada de bicarbonato sddico, 40 ml de solucion salina saturada, 40 ml de solucion de HCI 0,5 N, 40 ml de
solucion salina saturada una vez. La capa organica se separa y se seca mediante sulfato de magnesio anhidro.
Filtrar la capa organica. El filtrado se concentra a presion reducida. Se obtiene un sélido blanco LG-2: 4,4 g (el
rendimiento es de aproximadamente el 68%).

Ejemplo 4: Preparacion de pequeias moléculas funcionales (LG-3)
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Etapa 1: Preparacion de LG-3-A

Disolver 7,0 g de acido pentanonapimélico (0,04 moles) en 100 ml de metanol. Afiadir solucién de CsCO3 en
metanol al 5% con agitacion, y controlar la cantidad de adicién para hacer que el pH de la solucion de reaccion sea
de aproximadamente 8,5 (determinado mediante tira reactiva de pH exacta). Agitarlo durante 30 minutos después de
completar la adicion. A continuacion filtrar la solucién de reaccién. El filtrado se convierte en una sustancia oleosa
después de concentracion al vacio. Disolver la sustancia oleosa en aproximadamente 100 ml de DMSO vy calentar a
60°C. Afadir 14 g (0,08 moles) de bromuro de bencilo. Después de reaccion durante 8 horas, filtrar la solucion de
reaccion, lavar el solido con una pequefia cantidad de éter. Ahadir 400 ml de éter al licor madre, lavarlo con 200 ml
de solucion salina saturada. Separar la capa organica y secarla con sulfato de magnesio anhidro durante 2 horas. A
continuacion filtrarlo. Cuando el filtrado se concentra a presion reducida a 1/5 de su volumen original, se coloca en
un congelador a -20°C durante una noche para cristalizar. Al dia siguiente, filtrar los sélidos, secar y obtener un
s6lido blanco LG-3-A: 10,5 g (rendimiento 74%).
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Etapa 2: Preparacion de LG-3-B

Disolver 2 g de LG-3-A (0,0056 moles) en 20 ml de tetrahidrofurano. Mantener la temperatura interna de la solucion
por debajo de -10°C, agitarla y afiadir 626 mg de NaBH4 (0,0168 moles). Después de reaccion durante 1 h, afadir
200 ml de éter enfriado, seguido por afiadir 150 ml de solucién saturada de bicarbonato sédico para finalizar la
reaccion. Mantener el resto para permitir la delaminacion. La capa organica se lava una vez con solucion salina
saturada, y a continuacion se seca con Na>SO4 anhidro durante 2 horas y se filtra. El filtrado se concentra a presion
reducida para producir LG-3-B: 1,9 g (rendimiento: 94,6%).

Etapa 3: Preparacion de LG-3-C

Disolver 3,2 g de LG-3-B (0,009 moles) en 50 ml de diclorometano. Ahadir 4,34 g de trietilamina (0,043 moles) por
debajo de 0°C con agitacion. Disolver 1,33 g (0,0045 moles) de trifosgeno en 25 ml de diclorometano. A continuacion
afadirlo a la solucién anterior gota a gota. Afadir 2,8 g de terc-Butoxicarbonil-etilendiamina después de 1 hora.
Después de la reaccion durante 3 h, la mezcla de reaccion se ajusta a neutra con acido acético glacial, y en ese
momento se genera un precipitado. Eliminar el precipitado por filtracion. El filtrado se concentra a presion reducida y
a continuacion se disuelve en éter. A continuacién se lava con agua tres veces, con solucién salina saturada una
vez. La capa organica se separa y se seca con sulfato de magnesio anhidro durante 2 horas y a continuacion se
filtra. El filtrado se concentra a presion reducida para hacerle oleoso. La sustancia oleosa se purifica mediante
cromatografia en columna de gel de silice (fase movil: éter de petrdleo: acetato de etilo = 10:1). El producto diana se
combina y se recoge, y se concentra para producir un sélido blanco LG-3-C: 1,5 g (rendimiento 38,8%).

Etapa 4: Preparacion de LG-3-D

Disolver 13 g de LG-3-C (0,031 moles) en 8 ml de metanol y afiadir aproximadamente 200 mg de Pd-C al 10% con
agitacion. Después de reaccion en H2 a presion atmosférica durante 4 h, eliminar por filtracién el carbon activado, y
el filtrado se concentra para producir la sustancia oleosa LG-3-D: 8,28 g (rendimiento: 96,7%).

Etapa 5: Preparacion de LG-3

Disolver 5 g de LG-3-D (0,018 moles) en 10 ml de tetrahidrofurano. Afadir 4,7 g de p-nitrofenol (0,043 moles), y
afadir 4,2 g (0,043) de solucion de DIC con agitacion. Agitar la reaccion durante una noche. Al dia siguiente,
eliminar por filtracion el precipitado resultante, lavar la torta del filtro con una pequefia cantidad de acetato de etilo,
secar el filtrado mediante concentracion a presién reducida. Afiadir 100 ml de acetato de etilo al residuo y hacer que
se disuelva. Lavarlo con 50 ml de solucion salina saturada una vez. Separar la capa organica y secarla con sulfato
de magnesio anhidro durante 2 horas. A continuacion filtrarla. Concentrar el filirado a presién reducida para producir
una sustancia oleosa. La sustancia oleosa se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice (eluyente:
hexano/acetato de etilo 20:1 = 10:1). El producto diana se combina y se recoge, y se concentra a presion reducida a
sequedad para producir un solido blanco LG-3: 3,5 g (rendimiento: 32%).

Ejemplo 5: Preparacion de pequeias moléculas funcionales (LG-4)
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Etapa 1: Preparacion de LG-4-A
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Disolver 5 g de LG-3-D (0,018 moles) en 60 ml de tetrahidrofurano. Afadir 3,51 g de clorhidrato N,N-metoxi-metil-
amina (0,036 moles) y 4,0 g de trietilamina (0,04 moles) con agitaciéon. A continuacién afiadir 3,4 g de DIC (0,027
moles) y 3,65 g de HOBT (0,027 moles). Agitar la reaccién durante una noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, afiadir la solucién de reaccion a 200 ml de agua, y extraerla con acetato de etilo dos veces, cada vez 200
ml. Combinar la capa organica. Lavarla por turnos con 50 ml de solucién de HCI 2 N, 100 ml de solucién saturada de
NaHCO3, 100 ml de solucion salina saturada una vez. Separar la capa organica, secarla durante 2 horas con sulfato
de magnesio anhidro. A continuacion filtrarla. El filtrado se concentra a presion reducida para producir una sustancia
oleosa. La sustancia oleosa se purifica mediante cromatografia en columna (eluyente: hexano/acetato de etilo 10:1).
El componente diana se combina para producir un sélido blanco LG-4-A: 6,24 g (rendimiento: 80%).

Etapa 2: Preparacion de LG-4

Disolver 4,0 g de LG-4-A (9 mmoles) en 50 ml de tetrahidrofurano. Afadir 300 mg de LiAlH4 (7,9 mmoles) a la
temperatura enfriada a por debajo de cero con un bafio de hielo-sal. Mantener la reaccion a 0°C durante 30 minutos.
A continuacion afadir 0,3 ml de agua, 0,9 ml de solucién de NaOH al 15%, 0,3 ml de agua por turno, y en este
momento se genera un precipitado. Eliminar por filtracion el precipitado. La torta del filtro se lava con
tetrahidrofurano una vez. El filtrado se combina y se concentra a presion reducida a sequedad. El residuo se purifica
mediante cromatografia en columna para producir 1,65 g de LG-4 (rendimiento: 55,5%).

Ejemplo 6: Preparacion de HH-EPO-005
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Etapa 1: Preparacion de péptidos ciclicos de la SEC ID N° 5

Disolver 9 g del péptido monomérico derivado peptidomimético de EPO de la SEC ID N° 5 (sintesis de acuerdo con
el método que se da en los Ejemplos) en 3000 ml de acido acético glacial al 20%, y a continuacion afadir
lentamente solucion de yodo en metanol al 5% gota a gota hasta que el color amarillo no desaparece. La solucion de
reaccion se somete directamente a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa usando gel de
silice unido a octadecilsilano como relleno de la columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm),
en la que la temperatura de la columna es 60°C y la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que
contiene acido trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes
proporciones como fase movil. Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo
se ha eliminado por filtracion a presion reducida, se preparan 3,0 g de péptido ciclico de la SEC ID N° 5 mediante
liofilizacién (rendimiento: 15,6%).

Etapa 2: Preparacion de HH-EPO-005

Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 5 en 150 ml de N,N-dimetilformamida. Afadir 147
mg (1,46 mmoles) de trietilamina, 368 mg de pequefias moléculas funcionales (LG-3) (0,61 mmoles). Después de
agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 6 horas, concentrar parte de la N,N-dimetilformamida. Afadir 200
ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2 horas y a continuacion centrifugar. Un sélido blanco se
obtiene mediante secado al vacio. A continuacién disolver este sélido blanco en 50 ml de solucién de acido
trifluoroacético al 20%/diclorometano. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, parte del
disolvente se concentra a presion reducida. Afiadir 200 ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2
14
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horas y a continuacioén centrifugar. Un sélido blanco se obtiene mediante secado al vacio. El sélido blanco se somete
a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como
relleno de la columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100mm), en la que la temperatura de la
columna es 60°C y la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene acido trifluoroacético al
0,05%) y acetonitrilo (que contiene &acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase movil.
Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracion a
presién reducida, se prepara HH-EPO-005: 1,0 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el
33%).

Ejemplo 7: Preparacion de HH-EPO-006

. @)
Ac-GGTYS-C-Nle-FGPLTWV-GRPQRG-betasNryJI_
2
S S
O
HN
o]
o L N/\, NH,
H
HN
O
Ac-GGTYS-f—Nle-FGPLTWV-ﬁ-RPQRG~betaArﬁ NH.,
(o]
S S
HH-EPO-006

Etapa 1: Preparacion de péptidos ciclicos de la SEC ID N° 6

Disolver 9 g del péptido monomérico derivado peptidomimético de EPO de la SEC ID N° 6 (sintesis de acuerdo con
el método que se da en los Ejemplos) en 3000 ml de acido acético glacial al 20%, y a continuacion afadir
lentamente solucion de yodo en metanol al 5% gota a gota hasta que el color amarillo no desaparece. La solucion de
reaccion se somete directamente a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de
silice unido a octadecilsilano como relleno de la columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm),
en la que la temperatura de la columna es 60°C y la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que
contiene acido trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes
proporciones como fase movil. Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo
se ha eliminado por filtracion a presion reducida, se preparan 3,0 g del péptido ciclico de la SEC ID N°6 mediante
liofilizacién (rendimiento: 15,3%).

Etapa 2: Preparacion de HH-EPO-006

Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 6 en 150 ml de N,N-dimetilformamida. Afadir 147
mg (1,46 mmoles) de trietilamina, 368 mg de pequefias moléculas funcionales (LG-3) (0,61 mmoles). Después de
agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 6 horas, concentrar parte del DMF. Afadir 200 ml de éter al
residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2 horas y a continuacion centrifugar. Un sélido blanco se obtiene mediante
secado al vacio. A continuacion disolver este soélido blanco en 50 ml de solucion de acido ftrifluoroacético al
20%/diclorometano. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, parte del disolvente se
concentra a presion reducida. Afiadir 200 ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2 horas y a
continuacién centrifugar. Un sélido blanco se obtiene mediante secado al vacio. El sélido blanco se somete a
purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como
relleno de la columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la
columna es 60°C y la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene acido trifluoroacético al
0,05%) y acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase movil.
Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracion a
presién reducida, se prepara HH-EPO-006: 3,98 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el
32,7%).

Ejemplo 8: Preparacion de HH-EPO-007
15



10

15

20

25

ES 2541 13913

Ac—GGTYS-C-I-IFGSLTWV-i~RPQRG-betaA—N H

NH,
s s
o
HN
i NH
o-lLy™NHe
H
HN
0
Ac-GGTYS—]:-HFGSLTWV-T-RPQRG-betaA-m NH,
o)
s S
HH-EPO-007

Etapa 1: Preparacion de péptidos ciclicos de la SEC ID N° 7

Disolver 9 g del péptido monomérico derivado peptidomimético de EPO de la SEC ID N° 7 (sintesis de acuerdo con
el método que se da en los Ejemplos) en 3000 ml de acido acético glacial al 20%, y a continuacion afadir
lentamente solucion de yodo en metanol al 5% gota a gota hasta que el color amarillo no desaparece. La solucion de
reaccion se somete directamente a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de
silice unido a octadecilsilano como relleno de la columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm),
en la que la temperatura de la columna es 60°C y la longitud de onda de deteccién es 214 nm; se usan agua (que
contiene acido trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes
proporciones como fase movil. Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo
se ha eliminado por filtracion a presion reducida, se preparan 3,15 g de péptido ciclico de la SEC ID N°7 mediante
liofilizacién (rendimiento: 16,4%).

Etapa 2: Preparacion de HH-EPO-007

Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 7 en 150 ml de N,N-dimetilformamida. Afadir 147
mg (1,46 mmoles) de trietilamina, 368 mg de pequefias moléculas funcionales (LG-3) (0,61 mmoles). Después de
agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 6 horas, concentrar parte de la N,N-dimetilformamida. Afadir 200
ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2 horas y a continuacion centrifugar. Un sélido blanco se
obtiene mediante secado al vacio. A continuaciéon disolver este soélido blanco en 50 ml de solucion de acido
trifluoroacético al 20%/diclorometano. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, parte del
disolvente se concentra a presion reducida. Afiadir 200 ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2
horas y a continuacioén centrifugar. Un sélido blanco se obtiene mediante secado al vacio. El sélido blanco se somete
a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como
relleno de la columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100mm), en la que la temperatura de la
columna es 60°C y la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene acido trifluoroacético al
0,05%) y acetonitrilo (que contiene &acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase movil.
Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracion a
presién reducida, se prepara HH-EPO-007: 1,0 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el
33%).

Ejemplo 9: Preparacion de HH-EPO-008
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Etapa 1: Preparacion de péptidos ciclicos de la SEC ID N°8

Disolver 27 g de péptido monomeérico derivado peptidomimético de EPO de la SEC ID N° 8 (sintesis de acuerdo con
el método que se da en los Ejemplos) en 3000 ml de acido acético glacial al 20%, y a continuacion afadir
lentamente solucion de yodo en metanol al 5% gota a gota hasta que el color amarillo no desaparece. La solucion de
reaccion se somete directamente a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de
silice unido a octadecilsilano como relleno de la columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en
la que la temperatura de la columna es 60°C y la longitud de onda de deteccién es 214 nm; se usan agua (que
contiene acido trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes
proporciones como fase movil. Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo
se ha eliminado por filtracién a presion reducida, se preparan 9,3 g de péptido ciclico de la SEC ID N°8 mediante
liofilizacién (rendimiento: 15,7%).

Etapa 2: Preparacion de HH-EPO-008

Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 8 en 150 ml de N,N-dimetilformamida. Afadir 147
mg (1,46 mmoles) de trietilamina, 368 mg de pequefias moléculas funcionales (LG-3) (0,61 mmoles). Después de
agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 6 horas, concentrar parte de la N,N-dimetilformamida. Afadir 200
ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2 horas y a continuacion centrifugar. Un sélido blanco se
obtiene mediante secado al vacio. A continuaciéon disolver este soélido blanco en 50 ml de solucion de acido
trifluoroacético al 20%/diclorometano. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, parte del
disolvente se concentra a presion reducida. Afiadir 200 ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2
horas y a continuacioén centrifugar. Un sélido blanco se obtiene mediante secado al vacio. El sélido blanco se somete
a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como
relleno de la columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la
columna es 60°C y la longitud de onda de deteccién es 214 nm; se usan agua (que contiene acido trifluoroacético al
0,05%) y acetonitrilo (que contiene &acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase movil.
Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracion a
presién reducida, se prepara HH-EPO-008: 1,12 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el
33%).

Ejemplo 10: Preparacion de HH-EPO-008A
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Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 8 en 150 ml de tampdn de acido acético a 20

mmoles (pH 5,0), y a continuacién afadir 201 mg de pequefias moléculas funcionales (LG-4) (0,61 mmoles) y 10 ml

de acetonitrilo. Después de agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos, la solucién de reaccion se

5 somete a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a

octadecilsilano como relleno de la columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la

temperatura de la columna es 60°C y la longitud de onda de deteccién es 214 nm; se usan agua (que contiene acido

trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo (que contiene &cido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones

como fase movil. Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha

10 eliminado por filtracion a presion reducida, se prepara HH-EPO-008A: 0,75 g mediante liofilizaciéon (rendimiento:
25%).

Ejemplo 11: Preparacion de HH-EPO-008B
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Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 8 en 150 ml de N,N-dimetilformamida. Afadir 147
18
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mg (1,46 mmoles) de trietilamina, 322 mg de pequefias moléculas funcionales (LG-2) (0,61 mmoles). Después de
agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 6 horas, concentrar parte de la N,N-dimetilformamida. Afadir 200
ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2 horas y a continuacion centrifugar. Un sélido blanco se
obtiene mediante secado al vacio. A continuaciéon disolver este sélido blanco en 50 ml de solucion de acido
trifluoroacético al 20%/diclorometano. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, parte del
disolvente se concentra a presion reducida. Afiadir 200 ml de éter al residuo, colocarlo en el frigorifico durante 2
horas y a continuacién centrifugar. Un sélido blanco se obtiene mediante secado al vacio. El sélido blanco se somete
a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como
relleno de la columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la
columna es 60°C y la longitud de onda de deteccién es 214 nm; se usan agua (que contiene acido trifluoroacético al
0,05%) y acetonitrilo (que contiene &acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase movil.
Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracion a
presién reducida, se prepara HH-EPO-008: 1,3 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el
43%).

Ejemplo 12: Preparacion de HH-EPO-008C
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Disolver 3,0 g (1,22 mmoles) del péptido ciclico de la SEC ID N° 8 en 150 ml de tampdn de acido acético a 20
mmoles (pH 5,0), y a continuacién afadir 165 mg de pequeiias moléculas funcionales (LG-1) (0,61 mmoles) y 10 ml
de acetonitrilo. Después de agitar la reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos, la solucién de reaccion se
somete a purificacion preparativa mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a
octadecilsilano como relleno de la columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la
temperatura de la columna es 60°C y la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene acido
trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones
como fase movil. Combinar y recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha
eliminado por filtracion a presion reducida, se prepara HH-EPO-008C: 0,8 g mediante liofilizacion (rendimiento:
27%).

Ejemplo 13: Preparacion de HH-EPO-018
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Disolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmoles) en 100 ml de N,N-dimetilformamida, afiadir trietilamina 39,6 mg (0,196
mmoles), 3,8 g de mPEG,-OSU(40K) (0,96 mmoles). Agitar la reaccidon a temperatura ambiente durante 6 horas.
Introducir la solucién de reaccién directamente en 600 ml de éter frio. El sélido precipita. Después de colocarlo en el
frigorifico 2 horas, centrifugarlo y se obtiene HH-EPO-018 impuro mediante secado al vacio. EI HH-EPO-018 se
purifica mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como relleno de la
columna (Waters SymmetryShield™ RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la columna es 60°C y
la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene &cido ftrifluoroacético al 0,05%) y
acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase moévil. Combinar y
recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filiracion a presion
reducida, se prepara HH-EPO-018: 1,8 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el 47%).

Ejemplo 14: Preparacion de HH-EPO-018A
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Disolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmoles) en 100 ml de N,N-dimetilformamida, afiadir trietilamina 39,6 mg (0,196
mmoles), 3,8 g de mPEG,-OSU(40K) (0,96 mmoles). Agitar la reaccidon a temperatura ambiente durante 6 horas.
Introducir la solucién de reaccién directamente en 600 ml de éter frio. El sélido precipita. Después de colocarlo en el
frigorifico 2 horas, centrifugarlo y se obtiene HH-EPO-018 impuro mediante secado al vacio. EI HH-EPO-018 se
purifica mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como relleno de la
columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la columna es 60°C y
la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene &cido ftrifluoroacético al 0,05%) y
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acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase moévil. Combinar y
recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filiracion a presion
reducida, se prepara HH-EPO-018A: 1,5 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el 39%).

Ejemplo 15: Preparacion de HH-EPO-018B
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Disolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmoles) en 100 ml de N,N-dimetilformamida, afiadir trietilamina 39,6 mg (0,196
mmoles), 3,8 g de mPEG,-OSU(40K) (0,96 mmoles). Agitar la reaccidon a temperatura ambiente durante 6 horas.
Introducir la solucién de reaccién directamente en 600 ml de éter frio. El sélido precipita. Después de colocarlo en el
frigorifico 2 horas, centrifugarlo y se obtiene HH-EPO-018 impuro mediante secado al vacio. EI HH-EPO-018 se
purifica mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como relleno de la
columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la columna es 60°C y
la longitud de onda de deteccion es 214nm; se usan agua (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) y acetonitrilo
(que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase moévil. Combinar y recoger las
fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracién a presion reducida, se
prepara HH-EPO-018: 1,7 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el 45%).

Ejemplo 16: Preparacion de HH-EPO-018C
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Disolver 0,5 g de HH-EPO-008 (0,98 mmoles) en 100 ml de N,N-dimetilformamida, afiadir trietilamina 39,6 mg (0,196
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mmoles), 3,8 g de mPEG,-OSU(40K) (0,96 mmoles). Agitar la reaccidon a temperatura ambiente durante 6 horas.
Introducir la solucién de reaccién directamente en 600 ml de éter frio. El sélido precipita. Después de colocarlo en el
frigorifico 2 horas, centrifugarlo y se obtiene HH-EPO-018 impuro mediante secado al vacio. EI HH-EPO-018 se
purifica mediante cromatografia de fase inversa, usando gel de silice unido a octadecilsilano como relleno de la
columna (Waters SymmetryShield” RP18 3,5 um, 4,6 x 100 mm), en la que la temperatura de la columna es 60°C y
la longitud de onda de deteccion es 214 nm; se usan agua (que contiene &cido ftrifluoroacético al 0,05%) y
acetonitrilo (que contiene acido trifluoroacético al 0,05%) en diferentes proporciones como fase moévil. Combinar y
recoger las fracciones diana. Después de que la mayoria del acetonitrilo se ha eliminado por filtracion a presion
reducida, se prepara HH-EPO-018: 1,4 g mediante liofilizacion (el rendimiento es de aproximadamente el 37%).

Ejemplo 17: Efectos de derivados peptidomiméticos de EPO sobre ratones
Propésito de este experimento

Evaluar y comparar los efectos de derivados peptidomiméticos de EPO y la proteina EPO sobre eritropoyesis de
ratones.

Materiales y métodos:

Derivados peptidomiméticos de EPO que incluyen HH-EPO-001, HH-EPO-002, HH-EPO-003, HH-EPO-004, HH-
EPO-005, HH-EPO-006, HH-EPO-007, HH-EPO-008, HH-EPO-015, HH-EPO-016, HH-EPO-017 y HH-EPO-018 son
proporcionados por Jiangsu Hansoh Pharmaceutical co., LTD. EPO se adquiere de Shenyang Sansheng
Pharmaceutical Co., Ltd. Los ratones Kunming se adquieren de la Academia China de Ciencias Centro de
Experimentacion Animal de Shanghai, pesando 25 ~ 30g, ¢. El nimero de animales en cada grupo es 10.

A los ratones se les inyectd por via subcutanea con derivados peptidomiméticos de EPO y proteina EPO durante
tres dias consecutivos. A continuacion sacrificar los ratones, extraer sangre completa para llevar a cabo recuentos
de células y reticulocitos de sangre periférica. El recuento de células sanguineas se lleva a cabo usando recuentos
en contador de células sanguineas automatico.

Resultados y analisis

De acuerdo con el régimen de dosificacion actual, tanto derivados peptidomiméticos de EPO como la proteina EPO
pueden promover significativamente que el recuento de reticulocitos en sangre periférica de ratén se incremente,
indicando que estimulan la eritropoyesis (véase la tabla 1). Derivados peptidomiméticos de EPO y la proteina EPO
no tienen ninguna influencia significativa sobre glébulos rojos maduros, hematocrito de células sanguineas,
contenido de hemoglobina (véase la tabla 2), y tampoco tienen ninguna influencia significativa sobre el recuento de
leucocitos en sangre periférica (Véase la tabla 3).

Tabla 1 Efectos de derivados peptidomiméticos de EPO sobre eritropoyesis de reticulocitos de ratén.

Grupo ratén (nimero)  Dosis y programas  recuento de reticulocitos (x10%/1,x+SD)
control 10 BSA al0,1% en NS 136,915,6
HH-EPO-005 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 947,2+14,7
HH-EPO-006 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 515,0+22,7
HH-EPO-007 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 553,5+26,6
HH-EPO-008 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 908,1+21,7
HH-EPO-015 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1146,9+176,6
HH-EPO-016 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1796,41304,4
HH-EPO-017 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1208,9+178,5
HH-EPO-018 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 2000,6+272,0
HH-EPO-018A 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1889,3+252,0
HH-EPO-018B 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1969,7+312,0
HH-EPO-018C 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1879,31£162,0
EPO 10 5 ng/kg,sc,d1-3 483,9+146,5
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Tabla 2 Efectos de derivados peptidomiméticos de EPO sobre eritropoyesis de ratdn, hematocrito de células
sanguineas, contenido de hemoglobina.

Grupo | ratén (numero) | Dosis y programas | Recuento de | hematocrito de células | hemoglobina
glébulos rojos | sanguineas (%) (%)
(x10%ul, x+SD)

control | 10 0,1 %BSA in NS 9,610,5 48,2+3,0 14,8+0,7

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 10,1+0,6 54,443,2 16,3+0,9

005

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,610,5 50,5+2,8 15,3+0,9

006

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,13,1 49,4417 1 14,8+4,8

007

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,610,2 54,0+1,7 16,1+0,5

008

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 10,0+0,40 54,57+2,50 15,01+0,57

015

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,8810,42 56,50+2,95 13,2414,2

016

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,7040,30 55,84+2,33 14,93+0,55

017

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,69+0,33 56,97+3,13 13,2242,66

018

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,44+0,65 54,47+2,61 14,35+1,35

018A

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,77+0,51 55,71+3,31 13,72+2,35

018B

HH-

EPO- 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 9,59+0,53 54,98+2,83 13,8612,47

018C

EPO 10 5 ng/kg,sc,d1-3 9,0+0,6 46,2427 14,3+0,7
Tabla 3 Efectos de derivados peptidomiméticos de EPO sobre plaquetas de ratdn, generacion de leucocitos

Grupo ratéon (numero) Dosis y programas Plaquetas (x10°/pl) Leucocitos (x10%/pl)

control 10 BSA al 0,1% en NS 1078,0+151,2 51%+1,5

HH-EPO-005 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1957,8+349,5 4,241,2

HH-EPO-006 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1087,8+118,5 4,1+1,2
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HH-EPO-007 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 2082,11863,9 3,610,8

HH-EPO-008 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1685,5¢351,3 2,905

HH-EPO-015 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1106,6+170,03 4,32¢1,29
HH-EPO-016 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1275,88£239,90 5,06+1,41
HH-EPO-017 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1109,60£130,73 4,25%1,65
HH-EPO-018 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1317,50+461,06 411£1,31
HH-EPO-018A 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1432,50+453,05 4,23:1,23
HH-EPO-018B 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1337,70£363,06 4,07£1,23
HH-EPO-018C 10 4,5 mg/kg,sc,d1-3 1355,50£331,07 4,21%1,34
EPO 10 5 ug/kg,sc,d1-3 1306,8+170, 4,0£0,9

Ejemplo 18: Efectos de derivados peptidomiméticos de EPO sobre macacos

Propésito de este experimento:

Evaluar los efectos de derivados peptidomiméticos de EPO sobre la eritropoyesis de los macacos.
Materiales y métodos:

El derivado peptidomimético de EPO HH-EPO-018 es proporcionado por Jiangsu Hansoh Pharmaceutical co., LTD.
EPO se adquiere de Shenyang Sansheng Pharmaceutical Co., Ltd. Diluirla en solucion salina que contiene BSA al
0,1% antes de usarlo.

Macacos, con un peso de 5,5~8,5 kg, machos o hembras, se adquieren de Suzhou Xishan Zhongke Laboratory
Animal Center. Los macacos se agrupan de acuerdo con la base de hemoglobina con tres macacos en cada grupo.
HH-EPO-018 1,35 mg/kg se inyecta por via intravenosa una vez; EPO 240 p /kg, tres veces/semana, administracion
continua durante cinco semanas. Medir los indices hematolégicos 1~2 veces por semana.

Resultados y analisis

Una unica inyeccion intravenosa de HH-EPO-018 en macacos causa un incremento del contenido de hemoglobina
en sangre periférica, un incremento del hematocrito de células sanguineas, lo que indica que HH-EPO-018 estimula
la eritropoyesis. La estimulacion alcanzaba un maximo a los 35 dias después de la administracién, y a continuacion
disminuia lentamente. El efecto estimulador de la hemoglobina es de aproximadamente el 33%. Como control
positivo, la EPO también proporcioné el mismo incremento del contenido de hemoglobina en sangre periférica y el
hematocrito de células sanguineas de macacos, y su efecto declina lentamente después de dejar de administrar la
medicina. De acuerdo con el régimen de dosificacion actual, la estimulacion de HH-EPO-018 y EPO sobre la
generacion de hemoglobina de macaco es considerable (véase las figuras 1, 2).

Ejemplo 19: Evaluar y comparar los efectos de derivados peptidomiméticos de EPO HH-EPO-015, HH-EPO-
018, HH-EPO-018B y control positivo AF37702 sobre los ratones.

Materiales y métodos:

HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B y AF37702 son proporcionados por Jiangsu Hansoh Pharmaceutical co.,
LTD, en la que AF37702 es también un derivado peptidomimético de EPO, producido por Affymax (nombre
comercial: Hematide). Preparar la muestra en solucion que contiene BSA al 0,1% antes de usarla. Los ratones
Kunming se adquieren de la Academia China de Ciencias Centro de Experimentacién Animal de Shanghai, con un
peso de 25 ~ 30g, 9. El numero de animales en cada grupo es 10. Después de la adaptacion, a los animales se les
inyecto por via subcutanea con HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B, AF37702. Sacrificar los ratones el sexto
dia después de la primera dosis, extraer la sangre completa para llevar a cabo recuento de células y de reticulocitos
de sangra periférica. Los recuentos de células sanguineas se realizan usando recuentos en el contador de células
sanguineas automatico ADVIA.

Resultados y analisis

Una Unica inyeccidon subcutanea de HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B, AF37702 todos elevan
significativamente el porcentaje y los recuentos de reticulocitos de la sangre periférica de raton; en los que los
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efectos de HH-EPO-018B son relativamente fuertes; les seguian los efectos de HH-EPO-018, AF37702; los efectos
de HH-EPO-015 son los mas débiles; los efectos de HH-EPO-018 y AF37702 son aproximadamente iguales (véase
la tabla 4). HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B y AF37702 elevan el hematocrito de células sanguineas de
sangre periférica de raton, contenido de hemoglobina. Sus efectos son aproximadamente iguales, pero no tienen
todos ninguna influencia significativa sobre el recuento de gldbulos rojos periféricos (Véase la tabla 5).

Tabla 4: Efectos de HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B y AF37702 sobre la eritropoyesis de reticulocitos de
sangre periférica de ratéon

Grupo ratén (numero) Dosis y programas eritropoyesis de | Recuento de
reticulocitos (xxSD) eritropoyesis de
reticulocitos
(x10%1,x+SD)
control 10 BSA al 0,1 en NS 2,8%1,0 195,0+73,1
HH-EPO-015 10 2,5mg/kg,sc,d1 6,9+2,1* 511,9+191,7*
HH-EPO-015 10 5,0 mg/kg,sc,d1 8,912 4** 558,9+230,5**
HH-EPO-018 10 2,5mg/kg,sc,d1 16,2+3,5** 1137,31240,2**
HH-EPO-018 10 5,0 mg/kg,sc,d1 16,0+3,2** 1113,24210,7**
HH-EPO-018B 10 2,5mg/kg,sc,d1 19,0+8,9** 1336,51629,0**
HH-EPO-018B 10 5,0 mg/kg,sc,d1 20,0%5,3** 1440,3+416,5**
AF37702 10 2,5mg/kg,sc,d1 13,5+4,1** 865,2+291,4**
AF37702 10 5,0mg/kg,sc,d1 17,245,3** 1202,8+355,4**

**P<0,01 frente a control

Tabla 5: Efectos de HH-EPO-015, HH-EPO-018, HH-EPO-018B y AF37702 sobre eritropoyesis periférica de raton,
hematocrito de células sanguineas, contenido de hemoglobina.

Grupo ratéon (numero) Dosis y | Recuento de | hematocrito de | hemoglobina
programas glébulos  rojos | células (g/dl)
(x10%ul,x+SD) sanguineas
(x10”/1,x+SD)

control 10 EEA al 01% en | g 9:0,5 38,6+2,8 12,540,9
HH-EPO-015 10 2,5mg/kg,sc,d1 7,5+0,3 42,7+1,8* 14,3+0,6**
HH-EPO-015 10 5,0 mg/kg,sc,d1 | 6,3%1,7 36,549,9 13,1145
HH-EPO-018 10 2,5mg/kg,sc,d1 7,0£0,3 40,61,6 13,312,2
HH-EPO-018 10 5,0 mg/kg,sc,d1 | 7,0+0,3 41,5+1,2* 14,2+0,8**
HH-EPO-018B 10 2,5mg/kg,sc,d1 6,6+1,4 39,047,7 14,2+0,6**
HH-EPO-018B 10 5,0 mg/kg,sc,d1 | 7,0+0,4 41,62,6* 14,4+0,9**
AF37702 10 2,5mg/kg,sc,d1 7,1£0,4 41,9+3,1* 14,1+1,1**
AF37702 10 5,0mg/kg,sc,d1 7,2+0,3 42,53 4% 14,0+0,8**

*P<0,05, **P<0,01 frente a control
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<110> Jiangsu Hansoh Pharmaceutical Co., LTD.

<120> UN DERIVADO PEPTIDOMIMETICO DE ERITROPOYETINA Y SU SAL FARMACEUTICA, LA
PREPARACION Y USOS DEL MISMO

<130> 78017CPCT

<150> CN200710198751.9
<151> 12-12-2007

<160> 30

<170> Patentln versién 3.4
<210> 1

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> Acetilacién

<222> (1)..(1)

<220>

<221> Amida

<222> (6)..(15)

<400> 1

Gly Gly Leu Tyr Ala Asp His Tyr Gly Pro Ile Thr Trp val Lys GlIn
1 5 10 15

Pro Leu Arg G;I)y Gly Lys
2

<210> 2

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> Acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> Amida

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)

<223> Xaa=orn
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<400> 2

Gly Gly Leu Tyr Ala Asp His Tyr Gly Pro Ile Thr Trp val Xaa Gln
1 5 _ 10 15

Pro Leu Arg %y Gly Lys

<210> 3

<211> 22

<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> amida
<222> (6)..(15)
<400> 3

Gly Gly Leu Tyr Ala Lys His Tyr Gly Pro Ile Thr Trp val Asp Gln
1 5 10 15

Pro Leu Arg %y Gly Lys

<210> 4

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> amida

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa=0rn

<400> 4
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Gly Gly Leu Tyr §1a Xaa His Tyr Gly PSO IlTe Thr Trp val Alxgp Gln
1 1

Pro Leu Arg (2;'(I)y Gly Lys

<210>5

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> Disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 5

g]y Gly Thr Tyr &ger Cys His Phe Gly

Pro Gln Arg %y Xaa Lys

<210> 6

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
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<222> (7, 21)
<223> No. 7 Xaa = Nle; No. 21 Xaa = bAla
<400> 6

g]y Gly Thr Tyr ger Cys Xaa Phe Gly ;50 Leu Thr Trp val ggs Arg

Pro Gln Arg %y Xaa Lys

<210>7

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 7

g'ly Gly Thr Tyr :;.er Cys His Phe Gly igr‘ Leu Thr Trp val %{5 Arg

Pro GIn Arg cz;;l)y Xaa Lys

<210> 8

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 8

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Jig)a Leu Thr Trp val <1:)st Arg
1 5

Pro Gln Arg ggy Xaa Lys

<210>9

<211> 22

<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> amida
<222> (6)..(15)
<400> 9

Gly Gly Leu Tyr Ala Asp His Tyr Gly Pro Met Thr Trp val Lys GIn
1 5 10 15

Pro Leu Arg (2;(1)y Gly Lys

<210> 10

<211> 22

<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> amida
<222> (6)..(15)
<220>

<221> MISC_FEATURE
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<222> (15)..(15)
<223> Xaa=0rn
<400> 10

Gly Gly Leu Tyr Ala Asp His Tyr Gly Pro Met
1 5 . 10

Pro Leu Arg (Z;z)y Gly Lys

<210> 11

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> amida

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa=0rn

<400> 11

cl;'ly Gly Leu Tyr /;'Ia Xaa His Tyr Gly 550 Met Thr Trp val ﬁp Gln

Pro Leu Arg g;l)y Gly -Lys

<210> 12

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)

<220>

<221> amida

<222> (6)..(15)
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 12

Gly Gly Thr Tyr Ser Lys His Phe Gly Pro Met Thr Trp val Asp Arg
1 5 10 15

Pro Gln Arg Gly Xaa Lys
20

<210> 13

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1) .. (1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 13

?.'Iy Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly 550 Ile Thr Trp val %/s Arg
5

Pro Gln Arg Gly Xaa Lys
20

<210> 14

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro
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<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15, 21)

<223> No. 15 Xaa = Homocisteina; No. 21 Xaa = bAla
<400> 14

g1y Gly Thr Tyr Ser cys His Phe Gly ;50 Met Thr Trp val )l(zsxa Arg
5

Pro Gln Arg %y Xaa Lys

<210> 15

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15, 21)

<223> No. 15 Xaa = Homocisteina; No. 21 Xaa = bAla
<400> 15

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Ile Thr Trp val Xaa Arg
1 5 10 15

Pro GIn Arg Gly Xaa Lys
20

<210> 16

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)
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<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7, 15, 21)

<223> No. 7 Xaa = Nle; No. 15 Xaa = Homocisteina; No. 21 Xaa = bAla
<400> 16

?y Gly Thr Tyr Ser Cys Xaa Phe Gly Pro Met Thr Trp val xasla Arg
5 10 1

Pro Gin Arg %y Xaa Lys

<210> 17

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7, 21)

<223> No. 7 Xaa = Nle; No. 21 Xaa = bAla
<400> 17

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys Xaa Phe Gly Pro Ile Thr Trp val Cys Arg
1 5 10 15

Pro GIn Arg %y,)(aa Lys

<210> 18

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacion
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<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 18

(131y Gly Thr Tyr ger Cys His Phe Gly

Pro Gln Arg Gly Xaa Lys
20

<210> 19

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 19

(l;ly Gly Thr Tyr 'g'er Cys His pPhe Gly igr‘ Ile Thr Trp val Cys Arg
15

Pro GIn Arg g;l)y Xaa Lys

<210> 20
<211> 22
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<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> amida

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 20

g'ly Gly Thr Tyr ger Lys His pPhe Gly igr Met Thr Trp val Glu Arg
15

Pro Gln Arg %y Xaa Lys

<210> 21

<211> 22

<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> disulfuro
<222> (6)..(15)
<400> 21

g1y Gly Thr Tyr tsxrg Cys ser Met Gly 11350 Met Thr Trp val Cys Leu
15

Pro Met Ala (2;(1)y Gly Lys

<210> 22
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencia artificial
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<220> SEQ.txt
<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> disulfuro
<222> (6)..(15)
<400> 22

gw Gly Thr Tyr Arg Cys Ser Met Gly Pro Leu Thr Trp val Cys Leu
5 10

Pro Met Ala g1y Gly Lys
0

<210> 23

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 23

(J;:Iy Gly Thr Tyr ger‘ Cys His Phe Gly lig)a Met Thr Trp val ?Srs Arg

Pro Gln Arg (232)y Xaa Lys

<210> 24

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacion
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<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 24

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Ala Ile Thr Trp val Cys Arg
1 5 10 15

Pro Gin Arg %y Xaa Lys

<210> 25

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 25

g]y Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly ;50 ITe Thr Trp val %ls Arg
5

Pro GIn Arg (Z;g)y Xaa Lys

<210> 26
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencia artificial
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<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> disulfuro
<222> (6)..(15)
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)
<223> Xaa=DbAla
<400> 26

g'ly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly
5

Pro Gln Arg (23(1)y Xaa Lys

<210> 27

<211> 22

<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)
<220>

<221> disulfuro
<222> (6)..(15)
<400> 27

g'ly Gly Met Tyr ?er Cys Arg Met Gly ;50 Met Thr Trp val cys Gly
‘ 15

Pro ser Arg %y Gly Lys

<210> 28

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

Pro Leu Thr Trp val Cys Arg
10 15
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<221> acetilacién
<222> (1).. (1)
<220>

<221> disulfuro
<222> (6)..(15)
<400> 28

g]y Gly Met Tyr ser Cys
5

Pro Ser Arg Gly Gly Lys
20

<210> 29

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién
<222> (1)..(1)

<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa=DbAla

<400> 29

g]y Gly Thr Tyr §er Cys His Phe Gly 250 Leu Thr Trp val xaa Arg
‘ 15

<210> 30

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<221> acetilacién

<222> (1)..(1)

ES 2541 13913

Arg Met Gly Pro Leu Thr Trp val Cys Gly
10 15 :

Pro Gln Arg Gly Xaa Lys
20
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<220>

<221> disulfuro

<222> (6)..(15)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6, 21)

<223> No. 6 Xaa = Homocisteina; No. 21 Xaa = bAla
<400> 30

g]y Gly Thr Tyr ger Xaa His Phe Gly Pro Leu Thr Trp val Cys Arg
. 10 15

Pro Gln Arg gg)y Xaa Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado peptidomimético de eritropoyetina (EPO) de férmula general (l) y sus sales farmacéuticamente
aceptables,

R1-R2-(CH2)n1-R3-(CH2)n2-R4-Rs ()

en la que R4, Rs se seleccionan entre péptidos ciclicos que tiene las siguientes secuencias:

( 1
Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO:5)

Ac-GGTYSC-NIe-FGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC 1D NO:6)
|

Ac-GGTYSCHFGSLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:7)

Ac-GGTYSCHFGALTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC 1D NO:8)

I
Ac-GGTYSKHFGPMTW VDRPQRG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO:12)
Ac-GGTYSCHFGPITWVCRPQRG- 8 Ala- K-NH2(SEC ID NO:13)
Ac-GGTYSCHFGPMTWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO: 14)

Ac-GGTYSCHFGPITWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO:15)
Ac-GGTYSC-Nle-FGPMTWV-Hoc-RPQRG- B Ala-K-NH2(SEC 1D NO:16)

Ac-GGTYSC-Nle-FGPITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:17)
Ac-GGTYSCHFGPLTW VCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO: 18)
Ac-GGTYSCHFGSITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:19)

f 1
Ac-GGTYSKHFGSMTW VERPQRG- 8 Ala-K-NH2(SEC ID NO:20)

Ac-GGTYSéHFGAMTWV('ZRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:23)

] 1
Ac-GGTYSCHFGAITWVCRPQRG- 8 Ala-K-NH2(SEC ID NO:24)
Ac-GGTYSCHFGPITWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:25)
Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:26)

| i
Ac-GGTYSCHFGPLTWV-Hoc-RPQRG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO:29%9)o

_AC-GGTYS-P'Ioc-HF GPLTWVC'IRPORG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO:30).

en las que n4, nz son numeros enteros seleccionados independientemente entre de 0 a 10;

en las que Ry, R4 se seleccionan entre -CO o -CHy;
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en las que Rj3 se selecciona entre NCO(CH3)uNHRg, CHOCONH(CH2)nsNHRs, 0 CHSCON(CH2),5sNHRs;
en las que n4 es un nimero entero seleccionado entre de 2 a 10,
en las que ns es un nimero entero seleccionado entre de 2 a 10,

y en las que Rs se selecciona entre H o derivados de metoxi-polietilenglicol.

2. El derivado peptidomimético de EPO de la reivindicacion 1 y sus sales farmacéuticamente aceptables, en el
que la secuencia de aminoacidos de R1, Rs podria ser uniforme o no uniforme.

3. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que los extremos N-terminales de R4, Rs estan acetilados.

4. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que R+, Rs son péptidos ciclicos ciclados mediante puentes disulfuro.

5. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que R4, Rs se seleccionan por separado entre péptidos ciclicos que tienen las
siguientes secuencias:

Ac-GGTYSCHFGPLTWVCRPQRG- B Ala- K-NH2(SEC ID NO:5)

Ac-GGTYSC-NIe-FGPLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:6)
Ac-GGTYSCHFGSLTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC ID NO:7)
Ac-GGTYSCHFGALTWVCRPQRG- B Ala-K-NH2(SEC 1D NO:8)

6. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que dicho peptidomimético de EPO se selecciona entre el siguiente péptido, en
el que

n4, Nz son 2, Rz, R4 son -CO, R3 es CHOCONH(CH2)n,sNHRs, ns es 2;
n4, Nz son 1, Rz, R4 son -CO, Rz es NCO(CH>)naNHRs, n4 es 2:

n4, N2 son 2, Rz, R4 son -CHz, Rz es CHOCONH(CHz2)nsNHRe, ns es 2; o
n4, Nz son 1, Rz, R4 son -CHa, Rz es NCO(CHz)nsNHRe,n4 €s 2.

7. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, caracterizado porque Rs es H.

8. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que Rg es derivados de metoxi-polietilenglicol, y en el que el peso molecular de
los derivados de metoxi-polietilenglicol se selecciona preferentemente entre 5.000 y 100.000 Dalton.

9. El derivado peptidomimético de EPO de la reivindicacion 8 y sus sales farmacéuticamente aceptables, en el
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que la estructura de los derivados de metoxi-polietilenglicol se selecciona entre el tipo ramificado o lineal,
preferentemente los derivados de metoxi-polietilenglicol son de estructura lineal y tienen un peso molecular de
20.000 daltons, o los derivados de metoxi-polietilenglicol son de estructura lineal y tienen un peso molecular de
40.000 daltons.

10. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que

n1, N2 son 2, R4, Rs se seleccionan entre de la SEC ID N° 5 a la SEC ID N° 8, Ry, R4 se seleccionan entre -CO,-CHo,
R3 es CHOCONH (CH3) nsNHRs, en el que ns es un nimero entero seleccionado entre de 2 a 10; Rs es un derivado
de metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y peso molecular de 20.000 daltons;

n1, N2 son 1, Ry, Rs se seleccionan entre de la SEC ID N° 5 a la SEC ID N° 8, Ry, R4 se seleccionan entre -CO,-CHo,
R3 se selecciona entre NCO(CH>).sNHRs, en el que ns es un numero entero seleccionado entre de 2 a 10; Rg es un
derivado de metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y peso molecular de 20.000 daltons;

n1, N2 son 2, R4, Rs se seleccionan entre de la SEC ID N° 5 a la SEC ID N° 8, Ry, R4 se seleccionan entre -CO,-CHo,
R3 es CHOCONH(CH2)nsNHRe, en el que ns es un numero entero seleccionado entre de 2 a 10; Rs es un derivado
de metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y peso molecular de 40.000 daltons; o

n1, N2 son 1, R4, Rs se seleccionan entre de la SEC ID N° 5 a la SEC ID N° 8, Ry, R4 se seleccionan entre -CO,-CHo,
R3 es NCO(CH>).4NHRs, en el que ns es un ndmero entero seleccionado entre de 2 a 10; Rs es un derivado de
metoxi-polietilenglicol con estructura lineal y peso molecular de 40.000 daltons.

11. El derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en el que dicho derivado peptidomimético de EPO y sus sales farmacéuticamente
aceptables es
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12. Un método para la preparacion de un derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 y sus sales farmacéuticamente aceptables del mismo, que comprende:

(1) preparar R1H, RsH, en el que R4, Rs se seleccionan entre péptidos ciclicos que tienen las secuencias de la
SEC ID N° 5-8, SEC ID N° 12-20, SEC ID N° 23-26, SEC ID N° 29-30;

(2) preparar una molécula pequefia funcional de férmula general (1)
R7-CO-(CH2)n1-Z2-(CH2)n2-CO-Rs (1)

en la que ny, N2 son numeros enteros seleccionados independientemente entre de 0 a 10;

R7, Rg se seleccionan entre OH o H;

Z, se selecciona entre NCO(CH3),7NHRg9, CHOCONH(CH>)sNHRg, 0 CHSCON(CH),sNHRg, en el que n7 es un
numero entero seleccionado entre de 2 a 10, ng es un nimero entero seleccionado entre de 2 a 10, Rg se
selecciona entre Boc o Cbz;

(3) hacer reaccionar a Ry, Rs con una molécula pequefa funcional de férmula (Il) a través de amidacion o
aminacion reductora para preparar el compuesto de formula (l11),

R1-R2-(CH2)n1-Z2-(CH2)n2-R4-Rs (nn,
en el que Ry, R4 se seleccionan independientemente entre -CO o -CHy;

(4) después de que se elimina Boc o Cbz, llevar a cabo la reaccién de amidacién con metoxi-polietilenglicol
activo.

13. El método para la preparacion de la reivindicacion 12, caracterizado porque en dicha férmula general (I1)

ny, Nz son 1 6 2, Ry, Rg son OH, Z, se selecciona entre NCO(CH2),7NHRy 0 CHOCONH(CH2):sNHRg, n7 es un
numero entero seleccionado entre de 2 a 10, ng es un nimero entero seleccionado entre de 2 a 10, Rg es Boc; o

n4, Nz son 1 6 2, Ry, Rs son H, Z; se selecciona entre NCO(CH2),sNHRg 0 CHOCONH(CH2)n,sNHRg, n7 €s un nimero
entero seleccionado entre de 2 a 10, ng es un nimero entero seleccionado entre de 2 a 10, Ry es Boc.

14. Una composiciéon farmacéutica que comprende:

(1) una cantidad terapéuticamente eficaz del derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, y
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(2) vehiculos farmacéuticamente aceptables.

15. Uso del derivado peptidomimético de EPO de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o sales
farmacéuticamente aceptables del mismo o una composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 14, en la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de trastornos caracterizados por un bajo nivel de EPO o un grupo de
glébulos rojos insuficiente o defectuoso.

16. El uso de la reivindicacion 15, en el que dichos trastornos caracterizados por un bajo nivel de EPO o grupo
de glébulos rojos insuficiente o defectuoso son insuficiencia renal avanzada o didlisis; anemia relacionada con el
SIDA, enfermedades autoinmunitarias, o tumor maligno; fibrosis quistica; anemia temprana del prematuro; anemia
relacionada con enfermedad inflamatoria cronica; lesion de la médula espinal; pérdida de sangre aguda;
envejecimiento y cancer con produccion de glébulos rojos anormales.
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