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DESCRIPCION

Modificaciones de proteinas especificas para un sitio

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a un nuevo método para introducir grupos modificadores en una proteina
o un polipéptido. En particular, la presente invencion se refiere a la derivacion selectiva de la funcionalidad amino en
el extremo N de la proteina o el polipéptido utilizando la presencia de un aminoacido histidina vecino para incrementar
la reactividad de la funcionalidad amino N-terminal.

Antecedentes de la invencion

Es bien sabido que las propiedades y caracteristicas de las proteinas o péptidos pueden modificarse conjugando
grupos a la proteina o el péptido. Por lo general, dicha conjugacioén requiere generalmente que algun grupo funcional
en la proteina reaccione con otro grupo funcional en un grupo de conjugacién. Se han utilizado grupos amino tales
como el grupo amino N-terminal o el grupo €-amino en residuos de lisina en combinacién con reactivos de acilacion
adecuados para este fin. A menudo se desea o es necesario controlar la reaccion de conjugacion, tal como en los
casos en los que los compuestos de conjugacion se fijan a la proteina y controlar cuantos grupos de conjugacion estan
fijados. Esto a menudo se denomina especificidad o selectividad.

La modificacién especifica para el sitio de proteinas o péptidos es un antiguo desafio en las técnicas farmacéutica y
biotecnolégica. Los métodos clasicos conducen a menudo a un marcaje no especifico (p. €j., marcaje NHS) o
requieren modificacién (p. ej., marcaje con maleimida Cys o aminoacidos no naturales). Ademas, el repertorio de
reacciones quimicas selectivas, sin embargo, es muy limitado. Una alternativa es introducir, mediante métodos
recombinantes, aminoacidos artificiales especiales que tengan una reactividad Unica y a continuacion explotar esta
reactividad en la derivacion adicional. Otra alternativa es el uso de enzimas que reconocen rasgos estructurales y
funcionales de la proteina a modificar.

A pesar de los métodos recombinantes, la derivatizacion selectiva de proteinas/péptidos sigue siendo una tarea muy
dificil. Por tanto, existe una necesidad en la técnica de un método general de derivatizar selectivamente residuos de
aminoacidos tal como en el extremo N de una proteina o un péptido

Sumario de la invencién

La presente invenciodn se refiere a un método tal como se define en las reivindicaciones para modificar una proteina
diana o un péptido diana en la funcionalidad amino del aminoacido N-terminal, que comprende las etapas de:

a. modificar la proteina diana o el péptido diana de modo que la proteina o el péptido resultante contenga un
aminoacido histidina en la posicién adyacente al aminoacido N-terminal; y

b. poner en contacto la proteina o el péptido que contiene un aminoacido histidina en la posicion adyacente al
aminoacido N-terminal con un compuesto acilante a un pH inferior a 6, para formar una proteina o un polipéptido
modificado.

Se describen métodos para modificar la proteina diana o el péptido diana de modo que la proteina o el péptido
resultante contenga un aminoacido histidina en la posicion adyacente al aminoacido N-terminal. Métodos de este tipo
se describiran con mayor detalle en esta memoria.

La invencioén, segun se define en las reivindicaciones, pertenece al método selectivo para modificar una proteina diana
0 un péptido diana tal como se describe arriba utilizando un agente acilante de Férmula:

0O O IR1
R 1
L
o
N—O
QO en donde:

L' es un enlazador;
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R es H 0 -S(0O)2Na;

R' es un resto que comprende un grupo reactivo que facilita la unién covalente a un agente biointeractivo o a un
agente analitico o R es un agente biointeractivo o un agente analitico,

nes0o1.

La divulgaciéon que abarca la invencion pertenece al método selectivo para modificar una proteina o un péptido en el
grupo amino N-terminal tal como se describe en esta memoria, en donde el agente biointeractivo o analitico se
selecciona de biotina, fluoréforo, toxina, quelante, un resto que extiende la semivida (tal como, por ejemplo, resto de
unioén a albumina, variante de Fc o Fc nativo), un reactivo de formacién de imagenes y un péptido.

La invencion pertenece al método selectivo para modificar una proteina o un péptido en el grupo amino N-terminal tal
como se define en las reivindicaciones, en donde R' es un resto que comprende un grupo reactivo que facilita la union
covalente a un agente biointeractivo o analitico. En un aspecto particular, el método de la invencién comprende,
ademas, una etapa de hacer reaccionar un agente biointeractivo o un agente analitico con el grupo reactivo presente
en el agente acilante.

En una realizacion, la proteina diana o el péptido diana se selecciona de una proteina del factor de diferenciacion del
crecimiento 15 (GDF15), homdlogos, variantes, fragmentos y otra forma modificada de los mismos, Fc nativo, Fc
variante o péptido agonista de APJ.

Estos y otros aspectos de la invencién se explicaran en la siguiente descripcion detallada de la invencién.

Breve descripcion del dibujo

Descripcién detallada

Definicion:

Para los fines de interpretar esta memoria descriptiva, se aplicaran las siguientes definiciones, a menos que se
especifique lo contrario y cuando sea apropiado, los términos y las expresiones utilizados en singular también incluiran
el plural y viceversa.

La presente invencion se dirige a las necesidades mencionadas anteriormente, proporcionando un método de
introducir compuestos modificadores en una proteina o un péptido diana de una manera selectiva.

Debe tenerse en cuenta que, tal como se utiliza en esta memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular "un", "una" y "el", "la" incluyen referentes en plural, a menos que el contexto dictamine claramente lo contrario.
Asi, por ejemplo, la referencia al "conjugado” incluye la referencia a uno o mas conjugados ; la referencia al

"polipéptido” incluye la referencia a uno o mas polipéptidos, etcétera.

El término alquilo se refiere a un resto hidrocarbonado ramificado o no ramificado (o de cadena lineal o no lineal)
completamente saturado, que comprende 1 a 30 atomos de carbono. Preferiblemente, el alquilo comprende 5 a 20
atomos de carbono, y mas preferiblemente 10 a 15 atomos de carbono. Alquilo C10-15 se refiere a una cadena de
alquilo que comprende de 10 a 15 carbonos.

El término "alquenilo" se refiere a un hidrocarburo ramificado o no ramificado que tiene al menos un doble enlace
carbono-carbono. El término "alquinilo C2-30" se refiere a un hidrocarburo que tiene de dos a siete atomos de carbono
y que comprende al menos un triple enlace carbono-carbono.

El término "alquinilo" se refiere a un hidrocarburo ramificado o no ramificado que tiene al menos un triple enlace
carbono-carbono. El término "alquinilo C2-30" se refiere a un hidrocarburo que tiene de dos a siete dtomos de carbono
y que comprende al menos un triple enlace carbono-carbono.

El término arilo se refiere a grupos hidrocarbonados aromaticos, monociclicos o biciclicos, que tienen 6-10 atomos de
carbono en la porcién del anillo. Ejemplos representativos de arilo son fenilo o naftilo.

El término heteroarilo incluye heteroarilo monociclico o biciclico, que contiene de 5-10 miembros del anillo
seleccionados de atomos de carbono y de 1 a 5 heterodtomos, y cada uno de los heteroatomos se selecciona
independientemente de O, N 0 S, en donde S y N pueden oxidarse a diversos estados de oxidacion. Para el sistema
heteroarilo biciclico, el sistema es completamente aromatico (es decir, todos los anillos son aromaticos).
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El término cicloalquilo se refiere a grupos hidrocarbonados monociclicos, biciclicos o triciclicos saturados o
insaturados, pero no aromaticos de 3-12 atomos de carbono, preferiblemente 3-8 o 3-7 atomos de carbono. Para el
sistema cicloalquilo biciclico y triciclico, todos los anillos son no aromaticos. Por ejemplo, cicloalquilo abarca
cicloalquenilo y cicloalquinilo. El término "cicloalquenilo" se refiere a un grupo hidrocarbonado biciclico o triciclico de
3-12 atomos de carbono, que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. El término "cicloalquinilo" se refiere
a un grupo hidrocarbonado biciclico o triciclico de 3-12 atomos de carbono, que tiene al menos un ftriple enlace
carbono-carbono.

El término heterociclilo se refiere a un sistema de anillo monociclico, biciclico o triciclico no aromatico (parcialmente
insaturado pero no aromatico) saturado o insaturado que contiene al menos un heteroatomo seleccionado de O, Sy
N, en que N y S también pueden ser opcionalmente oxidado a diversos estados de oxidacién. En una realizacion, el
resto heterociclilo representa un anillo monociclico saturado que contiene de 5-7 atomos de anillo y que contiene
opcionalmente un heteroatomo adicional, seleccionado de O, S o N. El anillo heterociclico puede estar sustituido con
alquilo, halo, oxo, alcoxi, haloalquilo, haloalcoxi. En otra realizacion, el heterociclilo es diciclico o triciclico. Para el
sistema policiclico, algunos anillos pueden ser aromaticos y estar condensados a un anillo o anillos saturados o
parcialmente saturados. El sistema condensado global no es completamente aromatico. Por ejemplo, un sistema de
anillo heterociclico puede ser un anillo de heteroarilo aromatico condensado con un sistema de anillo de cicloalquilo
saturado o parcialmente saturado.

El término " conjugado " pretende referirse a la entidad formada como resultado de una unién covalente de la
proteina/el péptido diana a un agente biointeractivo/analitico, opcionalmente a través de un enlazador. El término
"conjugacion” pretende referirse a la etapa de unir covalentemente la proteina/el péptido diana a un agente
biointeractivo/analitico, opcionalmente a través de un enlazador.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "polipéptido” se refiere a un polimero de residuos de aminoacidos
enlazados por enlaces peptidicos, ya sea que se produzcan de forma natural o sintética. Los polipéptidos de menos
de aproximadamente 10 residuos de aminoacidos se denominan comunmente «péptidos». El término "péptido"
pretende indicar una secuencia de dos o mas aminoacidos enlazados por enlaces peptidicos, en donde dichos
aminoacidos pueden ser naturales o no naturales. El término engloba los términos polipéptidos y proteinas, que
pueden estar constituidos por dos 0 mas péptidos que se mantienen unidos mediante interacciones covalentes tales
como, por ejemplo, puentes de cisteina o interacciones no covalentes. Las abreviaturas de una o tres letras
reconocidas en la técnica se utilizan para representar residuos de aminoacidos que constituyen los péptidos y
polipéptidos de la invenciéon. Excepto cuando esta precedido por "D", el aminoacido es un L-aminoacido. Cuando la
abreviatura de una letra es una letra se refiere al D-aminoacido. Cuando la abreviatura de una letra es una letra
minuscula, se refiere al L-aminoacido. Se utilizan grupos o cadenas o abreviaturas de aminoacidos para representar
péptidos. Los péptidos se indican con el extremo N a la izquierda y la secuencia se escribe desde el extremo N al
extremo C.

Los péptidos de la invencion contienen aminoacidos no naturales (es decir, compuestos que no se encuentran en la
naturaleza) y se pueden emplear alternativamente otros analogos de aminoacidos conocidos en la técnica.

Ciertos aminoacidos no naturales pueden introducirse mediante la tecnologia descrita en Deiters et al., J Am Chem
Soc 125:11782-11783, 2003; Wang y Schultz, Science 301:964-967, 2003; Wang et al., Science 292:498-500, 2001;
Zhang et al., Science 303:371-373, 2004 o en la Patente de EE.UU. N° 7.083.970. Brevemente, algunos de estos
sistemas de expresién implican mutagénesis dirigida al sitio para introducir un codoén sin sentido, tal como un TAG
ambar, en el marco de lectura abierto que codifica un polipéptido de la invencién. A continuacién, vectores de
expresion de este tipo se introducen en un huésped que puede utilizar un ARNt especifico para el codén sin sentido
introducido y se carga con el aminoacido no natural de eleccién. Aminoacidos no naturales particulares que son
beneficiosos con el propdsito de conjugar restos con los polipéptidos de la invencion incluyen aquellos con cadenas
laterales de acetileno y azido.

Una "proteina" es una macromolécula que comprende una o mas cadenas polipeptidicas. Una proteina también puede
comprender componentes no peptidicos tales como grupos carbohidrato. Algunos carbohidratos y otros sustituyentes
no peptidicos pueden ser afiadidos a una proteina por la célula en la que la se produce la proteina, y variaran con el
tipo de célula. Las proteinas se definen en esta memoria en términos de sus estructuras de la cadena principal de
aminoacidos; sustituyentes tales como grupos carbohidrato generalmente no se especifican, pero aun asi pueden
estar presentes. Una proteina o polipéptido codificado por una molécula de ADN que no es del hospedador es una
proteina o polipéptido "heterdlogo"”.

Un "polipéptido aislado o proteina aislada" es un polipéptido o una proteina (por ejemplo GDF15) que esta
esencialmente libre de componentes celulares, tales como carbohidratos, lipidos u otras impurezas proteinicas
asociadas con el polipéptido en la naturaleza. Tipicamente, una preparacion de polipéptido o proteina aislado contiene
el polipéptido o la proteina en una forma altamente purificada, es decir, al menos aproximadamente un 80% pura, al
menos aproximadamente un 90% pura, al menos aproximadamente un 95% pura, més de 95% pura, tal como como
96%, 97% 0 98% o mas pura, o mas del 99% pura. Una forma de demostrar que una preparacion de proteina particular
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contiene un polipéptido o una proteina aislada es mediante la aparicion de una sola banda después de la electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS) de la preparacion de proteina y la tincién con azul brillante
de Coomassie del gel. Sin embargo, el término "aislado" no excluye la presencia del mismo polipéptido o proteina en
formas fisicas alternativas, tales como dimeros o formas alternativamente glicosiladas o derivatizadas.
Preferiblemente, el polipéptido aislado estd sustancialmente libre de cualquier otro polipéptido contaminante u otros
contaminantes que se encuentren en su entorno natural que interfieran con su uso terapéutico, diagndéstico, profilactico
o de investigacion.

Un experto ordinario en la técnica apreciara que se pueden realizar diversas sustituciones de aminoacidos, p. €j.,
sustituciones de aminoacidos conservativas, en la secuencia de cualquiera de los polipéptidos o proteinas descritos
en esta memoria, sin disminuir necesariamente su actividad. Tal como se utiliza en este memoria, "aminoacido
comunmente utilizado como un sustituto del mismo" incluye sustituciones conservativas (es decir, sustituciones con
aminoacidos de caracteristicas quimicas equiparables). Para los fines de la sustitucion conservadora, los aminoacidos
no polares (hidrofébicos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, glicina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Los aminoacidos polares (hidrofilicos) neutros incluyen serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y
glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (de caracter basico) incluyen arginina, lisina e histidina. Los
aminoacidos cargados negativamente (de caracter acido) incluyen acido aspartico y acido glutamico. Ejemplos de
sustituciones de aminoacidos incluyen sustituir un L-aminoacido por su correspondiente D-aminoacido, sustituir
cisteina por homocisteina u otros aminoacidos no naturales que tienen una cadena lateral que contiene tiol, sustituir
una lisina por homolisina, acido diaminobutirico, acido diaminopropiénico, ornitina u otros aminoacidos no naturales
que tienen una cadena lateral que contiene amino, o sustituyendo una alanina por norvalina o similares.

El término "aminoacido", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a aminoacidos que se producen de forma
natural, aminoacidos no naturales, analogos de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que funcionan de una
manera similar a los aminoacidos que se producen de forma natural, todos en sus esterecisbmeros D y L si su
estructura permite formas estereoisoméricas de este tipo. A los aminoacidos se les puede aludir en esta memoria por
su nombre, sus simbolos de tres letras comunmente conocidos o por los simbolos de una letra recomendados por la
Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB.

La expresién "se producen de forma natural" se refiere a materiales que se encuentran en la naturaleza y no son
manipulados por el hombre. De manera similar, "no se producen de forma natural”, "no natural" y similares, tal como
se utiliza en esta memoria, se refiere a un material que no se encuentra en la naturaleza o que ha sido modificado
estructuralmente o sintetizado por el hombre. Cuando se utiliza en relacion con los aminoacidos, la expresion "se
producen de forma natural” se refiere a los 20 aminoacidos convencionales (es decir, alanina (A o Ala), cisteina (C o
Cys), acido aspartico (D o Asp), acido glutamico (E o Glu), fenilalanina (F o Phe), glicina (G o Gly), histidina (H o His),
isoleucina (I o lle), lisina (K o Lys), leucina (L o Leu), metionina (M o Met), asparagina (N o Asn), prolina (P o Pro),
glutamina (Q o Gin), arginina (R o Arg), serina (S o Ser), treonina (T o Thr), valina (V o Val ), triptéfano (W o Trp) y
tirosina (Y o Tyr)).

Las expresiones "aminoacido no natural" y "aminoacido antinatural”, tal como se utilizan en esta memoria, pretenden
representar indistintamente estructuras de aminoacidos que no se pueden generar biosintéticamente en organismo
alguno utilizando genes no modificados o modificados de cualquier organismo, ya sea el mismo o diferente. Las
expresiones se refieren a un residuo de aminoacido que no esta presenta en la secuencia o de la proteina que se
produce de forma natural (tipo salvaje) o en las secuencias de la presente invencién. Estos incluyen, pero no se
limitan a aminoacidos modificados y/o analogos de aminoacidos que no son uno de los 20 aminoacidos que se
producen de forma natural, selenocisteina, pirrolisina (Pyl) o pirrolina-carboxilisina (Pcl, p. €j., tal como se describe en
la publicacion de patente PCT W0O2010/48582). Residuos de aminoacidos no naturales pueden introducirse mediante
sustitucion de aminoacidos que se producen de forma natural y/o mediante insercion de aminoacidos no naturales en
la secuencia de proteinas que se producen de forma natural (tipo salvaje) o las secuencias de la invencién. El residuo
de aminoacido no natural también se puede incorporar de modo que se imparta una funcionalidad deseada a la
molécula, por ejemplo, la capacidad de enlazar un resto funcional (p. ej., PEG). Cuando se utiliza en relacién con los
aminoacidos, el simbolo " U" se entendera como "aminoacido no natural" y "aminoacido antinatural”, tal como se utiliza
en esta memoria.

El término "analogo", tal como se utiliza en esta memoria, para referirse a un polipéptido o proteina significa un péptido
o proteina modificado en donde uno o mas residuos de aminoécidos del péptido/la proteina han sido sustituidos con
otros residuos de aminoacidos y/o en donde uno o mas residuos de aminoacidos se han eliminado del péptido/la
proteina y/o en donde se han afiadido uno o mas residuos de aminoacidos al péptido/la proteina. Una adicion o
eliminacion de residuos de aminoacidos de este tipo puede tener lugar en el extremo N-terminal del péptido y/o en el
extremo C-terminal del péptido.

El término "APJ" (al que también se alude como "receptor de apelina", "receptor de tipo 1 de angiotensina", "receptor
de tipo 1 de angiotensina II" y similares) indica un dominio de transmembrana 7 de 380 residuos, receptor acoplado a
Gi, cuyo gen esté localizado en el brazo largo del cromosoma 11 en seres humanos (Secuencia de Referencia NCBI:
NP_005152.1, y codificado por Secuencia de Referencia NCBI: NM_005161). APJ se cloné por primera vez en 1993
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a partir de ADN gendmico humano utilizando cebadores oligonucleotidicos degenerados (O'Dowd et al. Gene, 136:
355-60, 1993) y comparte una homologia significativa con el receptor de angiotensina I, tipo 1. Sin embargo, a pesar
de esta homologia, la angiotensina Il no se une a APJ. Aunque ha sido huérfano durante muchos afos, el ligando
endogeno se ha aislado y se ha denominado apelina (Tatemoto et al., Biochem Biophys Res Commun 251, 471-6
(1998)).

El término "agonista de APJ" incluye polipéptidos de apelina: Apelina indica una preproteina de 77 residuos
(Secuencia de Referencia NCBI: NP_0059109.3, y codificado por Secuencia de Referencia NCBI: NM_017413.3),
que se procesa en formas biolégicamente activas de péptidos de apelina, tales como apelina-36, apelina-17, apelina-
16, apelina-13, apelina-12. El péptido maduro de longitud completa, al que se alude como "apelina-36", comprende
36 aminoacidos, pero la isoforma mas potente es la forma piroglutamada de un 13mero de apelina (apelina-13), al que
se alude como "Pyr-1-apelina-13 o Pyr'-apelina-13". Se describen diferentes formas de apelina, por ejemplo, en la
patente de EE.UU. 6.492.324 B1. Agonistas de péptidos de apelina también se describen en las solicitudes de patente
ndameros WO 2013/111110, WO 2014/081702, WO 2015/013168, WO 2015/013165, WO 2015/013167 y WO
2015/013169.

Las expresiones "polipéptido GDF15" y "proteina GDF 15" se utilizan indistintamente y significan un polipéptido que se
produce de forma natural de tipo salvaje expresado en un mamifero, tal como un ser humano o un ratén. Para los
fines de esta divulgacion, la expresion "proteina GDF15" puede utilizarse indistintamente para referirse a cualquier
polipéptido GDF15 de longitud completa, que consiste en 308 residuos de aminoacidos; (NCI Ref. Seq. NP_004855.2)
que contiene un péptido sefal de 20 aminoacidos, un prodominio de 167 aminoacidos y un dominio maduro de 112
aminoacidos que se escinde del prodominio mediante proteasas de tipo furina. A un polipéptido de 308-aminoacidos
GDF15 se le alude como polipéptido GDF 15 de "longitud completa"; un polipéptido GDF15 de 112 aminoacidos (p. €j.,
los aminoacidos 197-308) es un polipéptido GDF15 "maduro”. El péptido GDF15 maduro contiene los siete residuos
de cisteina conservados, requeridos para la formacién del motivo del nudo de cisteina (que tiene tres enlaces disulfuro
intracatenarios) y el enlace disulfuro intercatenario Unico que son tipicos de los miembros de la superfamilia TGF. El
péptido GDF15 maduro contiene dos residuos de cisteina adicionales que forman un cuarto enlace disulfuro
intracatenario. Por lo tanto, GDF15 biolégicamente activo es un homodimero del péptido maduro enlazado
covalentemente por un enlace disulfuro intercatenario. Por lo tanto, una proteina o polipéptido GDF15 también incluye
un multimero, mas particularmente un dimero de la proteina.

El término "polipéptido mutante GDF15" abarca un polipéptido GDF15 en el que se ha modificado una secuencia
polipeptidica GDF15 que se produce de forma natural. Dichas modificaciones incluyen, pero no se limitan a, una o
mas sustituciones de aminoacidos, incluyendo sustituciones con aminoacidos que no se producen de forma natural,
analogos de aminoacidos que no se producen de forma natural y miméticos de aminoacidos.

En un aspecto, la expresion "proteina mutante GDF15 " se refiere a una secuencia de la proteina GDF15 (p. ej., SEQ
ID NO 1 -8 ) en la que al menos un residuo que normalmente se encuentra en una posicion dada de un polipéptido
GDF15 nativo se elimina o se sustituye con un residuo que normalmente no se encuentra en esa posicion en la
secuencia nativa de GDF15. En algunos casos, sera deseable reemplazar un unico residuo que normalmente se
encuentra en una posicion dada de un polipéptido GDF15 nativo con mas de un residuo que normalmente no se
encuentra en la posicion; en aln otros casos, puede ser deseable mantener la secuencia de polipéptido GDF15 nativa
e insertar uno o mas residuos en una posicién dada en la proteina; en aun otros casos, puede ser deseable eliminar
por completo un residuo determinado ; todas estas construcciones quedan abarcadas por la expresion "proteina
mutante GDF 15". La presente invencion también abarca moléculas de acido nucleico que codifican secuencias
polipeptidicas mutantes GDF15 de este tipo.

En diversas realizaciones, una proteina GDF15 mutante comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente un 85 por ciento idéntica a una proteina GDF15 que se produce de forma natural. En otras
realizaciones, un polipéptido GDF15 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente
90 por ciento, o aproximadamente 95, 96, 97, 98 o 99 por ciento idéntica a una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido GDF15 que se produce de forma natural. Polipéptidos GDF15 mutantes de este tipo preferiblemente, pero
no necesariamente, poseen al menos una actividad de un polipéptido mutante de GDF15 de tipo salvaje, tal como la
capacidad de reducir los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos o colesterol en sangre; la capacidad de reducir el
peso corporal; o la capacidad de mejorar la tolerancia a la glucosa, el gasto energético o la sensibilidad a la insulina.

Aunque los polipéptidos GDF15 y los polipéptidos GDF15 mutantes, y las construcciones que comprenden este tipo
de polipéptidos se describen principalmente en términos de GDF 15 humana, la invencién no esta limitada y se extiende
a los polipéptidos GDF15 y los polipéptidos GDF15 mutantes y las construcciones que comprenden este tipo de
polipéptidos, en que los polipéptidos GDF15.y los polipéptidos GDF 15 mutantes se derivan de otras especies (p. €j.,
monos cynomolgus, ratones y ratas). En algunos casos, puede utilizarse un polipéptido GDF15 o un polipéptido
GDF15 mutante para tratar o mejorar un trastorno metabdlico en un sujeto en una forma madura de un polipéptido
GDF15 mutante que se deriva de la misma especie que el sujeto.
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Un polipéptido GDF15 mutante es preferiblemente bioldgicamente activo. En diversas realizaciones respectivas, un
polipéptido GDF15 o un polipéptido GDF 15 mutante tiene una actividad bioloégica que es equivalente a, mayor o menor
que la de la forma que se produce de forma natural de la proteina GDF15 madura. Ejemplos de actividades bioldgicas
incluyen la capacidad de reducir los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos o colesterol en sangre; la capacidad de
reducir el peso corporal; o la capacidad de mejorar la tolerancia a la glucosa, la tolerancia a los lipidos o la sensibilidad
a la insulina; la capacidad de reducir la excrecion de glucosa y proteinas en la orina.

Tal como se utiliza en esta memoria, en el contexto de la estructura de un polipéptido o proteina, el término "N-terminal”
(o "extremo amino") y "C-terminal” (o "extremo carboxilo") se refieren a los extremos amino y carboxilo del polipéptido,
respectivamente. La expresion "aminoacido N-terminal" se refiere al ultimo aminoacido presente en el extremo N. La
expresion "aminoacido adyacente al aminoacido del extremo N" se refiere al aminoacido presente en la posicion
adyacente al ultimo aminoacido del extremo N (es decir, el segundo aminoacido presente en la proteina o el péptido,
contando desde el extremo N).

La expresion resto que prolonga la semivida se refiere, por ejemplo, a un polimero, tal como polietilenglicol (PEG),
acidos grasos, un grupo colesterol, un carbohidrato u oligosacarido; o cualquier proteina, polipéptido o péptido natural
o sintético que se una a un receptor de rescate. El resto que prolonga la semivida puede unirse a las proteinas
plasmaticas (p. ej., albumina e inmunoglobulina) con semividas séricas prolongadas. Por ejemplo, el resto que
prolonga la semivida es un dominio constante de IgG o un fragmento del mismo (p. €j., la regiéon Fc), albumina de
suero humano (HSA) o polipéptidos de union a albumina. El resto que prolonga la semivida puede ser un residuo de
unioén a albumina u otro residuo de union a proteinas plasmaticas. Un " residuo de unién a albumina", tal como se
utiliza en esta memoria, significa un residuo que se une de forma no covalente a la seroalbumina humana. En una
divulgacion, el residuo de unién a albumina es un residuo lipofilico. En otra divulgacion, el residuo de unién a albumina
se carga negativamente a pH fisioldégico. Un residuo de union comprende tipicamente un acido carboxilico que puede
estar cargado negativamente. En una realizacion, el resto que prolonga la semivida es un acido graso, que se puede
definir como una cadena de alquilo C6-70, de alquenilo C6-70 o de alquinilo C6-70, cada una de las cuales esta
sustituida con al menos un acido carboxilico (por ejemplo 1, 2, 3 0 4 CO2H) y opcionalmente sustituida adicionalmente
con un grupo hidroxilo. Ejemplos de &cidos grasos se definen mediante las Formulas A1, A2y A3. En otra divulgacion,
el resto que prolonga la semivida es una molécula pequefia que se une de forma no covalente a una proteina
plasmatica (p. ej., albumina). Moléculas pequenas de este tipo son, por ejemplo, warfarina, aspirina, derivados de
benzodiazepina (p. €j., diazepam), indoles, cardendlidos (p. ej., digitoxina) y acidos biliares.

Restos que prolongan la semivida incluyen albumina, que se refiere a la proteina mas abundante en el plasma
sanguineo que tiene un peso molecular de aproximadamente entre 65 y 67 kilodalton en su forma monomeérica,
dependiendo de la especie de origen. El término "albumina" se utiliza indistintamente con "albumina del suero" y no
pretende definir la fuente de albumina que forma un conjugado con los péptidos modificados de la invencion. Por
tanto, el término "albumina", tal como se utiliza en esta memoria, puede referirse a albumina purificada de una fuente
natural tal como sangre o fluis serosa, o puede referirse a albumina sintetizada quimicamente o producida de manera
recombinante.

Restos que prolongan la semivida incluyen "Fc nativo", que se refiere a una molécula o secuencia que comprende la
secuencia de un fragmento que no se une al antigeno, resultante de la digestién del anticuerpo completo o producido
por otros medios, ya sea en forma monomérica o multimérica, y puede contener la region de bisagra. La fuente de
inmunoglobulina original del Fc nativo es preferiblemente de origen humano y puede ser cualquiera de las
inmunoglobulinas, aunque se prefieren 1IgG1 e 1IgG2. Las moléculas de Fc nativas estan formadas por polipéptidos
monomeéricos que pueden enlazarse para dar formas diméricas o multiméricas por asociacion covalente (es decir,
enlaces disulfuro) y no covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre subunidades monoméricas
de moléculas de Fc nativas varia de 1 a 4 dependiendo de la clase (p. €j., IgG, IgA e IgE) o subclase (p. €j., I9G1,
1gG2, 1gG3, IgA1 e IgGA2). Un ejemplo de un Fc nativo es un dimero unido por disulfuro resultante de la digestiéon
con papaina de una IgG (véase Ellison et al., 1982, Nucleic Acids Res. 10: 4071-9). La expresién "Fc nativo", tal como
se utiliza en esta memoria, es genérica para las formas monomérica, dimérica y multimérica.

Los restos que prolongan la semivida incluyen la " variante Fc " que se refiere a una molécula o secuencia que se
modifica a partir de un Fc nativo, pero que ain comprende un sitio de union para el receptor de rescate, FcRn (receptor
Fc neonatal). Las publicaciones internacionales N°s WO 97/34631 y WO 96/32478 describen variantes de Fc a modo
de ejemplo, asi como la interaccién con el receptor de rescate. Por lo tanto, la expresion "variante de Fc" puede
comprender una molécula o secuencia que se humaniza a partir de un Fc nativo no humano. Ademas, un Fc nativo
comprende regiones que se pueden separar, porque proporcionan caracteristicas estructurales o actividad biolégica
que no se requieren para el bioconjugado de la invencién. Asi, la expresion "variante Fc" comprende una molécula o
secuencia que carece de uno o0 mas sitios o residuos Fc nativos, o en la que uno o mas sitios o residuos Fc han sido
modificados, que afectan o estan implicados en: (1) formacién de enlace disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula
huésped seleccionada, (3) heterogeneidad N-terminal tras la expresion en una célula huésped seleccionada, (4)
glicosilacion, (5) interaccion con el complemento, (6) unién a un receptor Fc que no sea un receptor de rescate o (7)
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Las variantes de Fc se describen con mayor detalle mas
adelante en esta memoria.
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Los restos que prolongan el semitiempo se refieren a "dominio Fc" que abarca Fc nativos y variantes de Fc y
secuencias tal como se defini6 arriba. Al igual que con las variantes de Fc y las moléculas de Fc nativas, la expresion
"dominio Fc" incluye moléculas en forma monomérica o multimérica, ya sea digeridas a partir del anticuerpo completo
o producidas por otros medios. Un dominio Fc puede conjugarse con un polipéptido de Féormula I' o cualquiera de las
Formulas I-IX mediante, por ejemplo, un enlace covalente entre el dominio Fc y la secuencia peptidica. Proteinas Fc
de este tipo pueden formar multimeros mediante la asociaciéon de los dominios Fc y tanto estas proteinas Fc como
sus multimeros son un aspecto de la presente invencion.

Restos que prolongan la semivida incluyen "fragmento Fc modificado”, que significara un fragmento Fc de un
anticuerpo que comprende una secuencia modificada. El fragmento Fc es una porcion de un anticuerpo que
comprende CHz, CHs y parte de la region de bisagra. El fragmento Fc modificado puede derivarse de, por ejemplo,
IgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4. FcLALA es un fragmento Fc modificado con una mutacién LALA (L234A, L235A), que
desencadena ADCC con menor eficiencia y se une y activa el complemento humano débilmente. Hessell et al. 2007
Nature 449:101-104. Se describen modificaciones adicionales al fragmento Fc, por ejemplo, en la patente de EE.UU.
N° 7.217.798.

El enlazador separa la proteina/el péptido diana y el agente biointeractivo/analitico o cualquier resto que comprenda
un grupo reactivo que facilite la unién covalente al agente biointeractivo/analitico. En esta descripcion, su estructura
quimica no es critica, ya que sirve principalmente como un espaciador.

El enlazador es un resto quimico que contiene dos grupos reactivos/grupos funcionales, uno de los cuales puede
reaccionar con el péptido/la proteina diana y el otro con el agente biointeractivo/bionanalitico. Los dos grupos
reactivos/funcionales del enlazador estan enlazados a través de un resto enlazador o espaciador, cuya estructura no
es critica siempre que no interfiera con el acoplamiento del enlazador a la proteina/el péptido diana y con el agente
biointeractivo/analitico.

El enlazador puede estar constituido por aminoacidos enlazados por enlaces peptidicos. El enlazador puede estar
compuesto por 1 a 20 aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, en donde los aminoacidos se seleccionan entre los
20 aminoacidos que se producen de forma natural. Los 1 a 20 aminoéacidos pueden seleccionarse entre los
aminoacidos glicina, serina, alanina, metionina, asparagina, glutamina, cisteina y lisina. Un enlazador puede estar
formado por una mayoria de aminoacidos que no tienen impedimentos estéricos, tales como glicina y alanina. Los
enlazadores pueden ser poliglicinas, polialaninas, combinaciones de glicina y alanina (tales como poli(Gly-Ala)) o
combinaciones de glicina y serina (tales como poli(Gly-Ser)).

El enlazador puede comprender de 1 a 20 aminoacidos que se seleccionan de aminoacidos antinaturales. Mientras
que un enlazador de 1 - 10 residuos de aminoacidos se prefiere para la conjugacion con el agente biointeractivo o

analitico, la presente divulgacién contempla enlazadores de cualquier longitud o composicién. Un ejemplo de
enlazador de aminoacidos no natural es el acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico que tiene la siguiente formula:

HZN\/\O /\/o\/ﬁ\

Los enlazadores descritos en esta memoria son a modo de ejemplo, y se contemplan enlazadores que son mucho
mas largos y que incluyen otros residuos. También se contemplan enlazadores no peptidicos.

OH o sus unidades repetidas.

Alternativamente, el enlazador puede comprender uno o mas grupos alquilo, grupos alquenilo, grupos cicloalquilo,
grupos arilo, grupos heteroarilo, grupos heterociclicos, polietilenglicol y/o uno o mas aminoacidos naturales o no
naturales, o una combinacion de los mismos, en donde cada uno de los grupos alquilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo,
heteroarilo, heterociclilo, polietilenglicol y/o los aminoacidos naturales o antinaturales se combinan y enlazan
opcionalmente entre si, o se enlazan al agente biointeractivo/analitico y/o a la proteina/el péptido diana, mediante un
grupo quimico seleccionado de -C(O)O-, -OC(O)-, -NHC(O)-, -C(O)NH-, -O-, -NH-, -S-, -C(O)-, -OC(O)NH-, -NHC(O)-
O-, =NH-O-, =NH-NH- o =NH-N(alquilo)-.

Los enlazadores que contienen un espaciador de alquilo son, por ejemplo,-NH-(CH2).-C(O)- o -S-(CH2).-C(O)- u -O-
(CH2)-C(0)-, -NH-(CHz)-NH-, -O-C(0O)-(CH2).-C(0O)-O-, -C(0O)-(CHz)-O-, -NHC(O)-(CH2)-C(O)-NH- y similares, en
donde z es 2-20 se pueden utilizar. Estos enlazadores de alquilo pueden estar sustituidos, ademas, por cualquier
grupo que no obstaculice estéricamente, incluyendo, pero no limitado a un alquilo inferior (p. €j., C1-Cs), acilo inferior,
halégeno (p. €j., Cl, Br), CN, NH: o fenilo.

El enlazador también puede ser de naturaleza polimérica. El enlazador puede incluir cadenas o unidades de polimero
que sean bioestables o biodegradables. Los polimeros con enlaces repetidos pueden tener diversos grados de
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estabilidad en condiciones fisioldgicas dependiendo de la labilidad del enlace. Los polimeros pueden contener enlaces
como policarbonatos (-O-C(0)-0O-), poliésteres (-C(0)-O-), poliuretanos (-NH-C(O)-O-), poliamida (-C(O) -NH-). Estos
enlaces se proporcionan a modo de ejemplos, y no se pretende que limiten el tipo de enlaces que se pueden emplear
en las cadenas o enlazadores poliméricos. Polimeros adecuados incluyen, por ejemplo, polietilenglicol (PEG),
polivinilpirrolidona, poli(alcohol vinilico), poliaminoacidos, diviniléter con anhidrido maleico, N-(2-hidroxipropil)-
metacrilamida, dextrano, derivados de dextrano, polipropilenglicol, poliol polioxietilado, heparina, fragmentos de
heparina, polisacaridos, celulosa y derivados de celulosa, almidén y derivados de almidoén, polialquilenglicol y
derivados del mismo, copolimeros de polialquilenglicoles y derivados de los mismos, poliviniletiléter y similares y
mezclas de los mismos. Un enlazador polimérico es, por ejemplo, polietilenglicol (PEG). El enlazador PEG puede ser
lineal o ramificado. El peso molecular del enlazador PEG no esta restringido a tamafio particular alguno, pero puede
tener un peso molecular entre 100 y 5000 Dalton, por ejemplo, 500 a 1500 Dalton.

El enlazador contiene grupos funcionales-reactivos apropiados en ambos terminales que forman un puente entre el
grupo amino del péptido/la proteina diana y un grupo funcional/reactivo en el agente biointeractivo/bioanalitico.

El enlazador puede comprender varios restos de enlace (o espaciador) de diferente naturaleza (por ejemplo, una
combinacién de aminoacidos, resto heterociclilo, PEG y/o restos alquilo). En este caso, cada uno de los restos de
enlace contiene grupos reactivos funcionales apropiados en ambos terminales, con el fin de unir estos restos entre si
y para formar un puente en cada uno de los terminales con el participante respectivo.

La proteina/el péptido diana modificado o construccién de la misma (es decir, péptido/proteina unido a un enlazador
parcial) incluyen grupos reactivos que pueden reaccionar con funcionalidades reactivas disponibles en el agente
analitico/biointeractivo o construccion de los mismos (es decir, previamente unido un enlazador parcial) para formar
un enlace covalente. Los grupos reactivos son grupos quimicos capaces de formar un enlace covalente. Los grupos
reactivos estan ubicados en un sitio de conjugacién y generalmente pueden ser grupo carboxi, fosforilo, acilo, éster o
anhidrido mixto, maleimida, N-hidroxisuccinimida, tetrazina, alquino, imidato, piridin-2-il-disulfanilo, por lo que son
capaces de formar un enlace covalente con funcionalidades tales como grupo amino, grupo hidroxilo, grupo alqueno,
grupo carboxi, grupo hidrazina, grupo hidroxilamina, un grupo azida o un grupo tiol en el otro sitio de conjugacion.

Grupos reactivos de particular interés para conjugar un péptido diana//una proteina diana con un agente
biointeractivo/analitico y/o un resto enlazador y/o para conjugar diversos restos enlazadores de diferente naturaleza
son N-hidroxisuccinimida, alquino (mas particularmente ciclooctino).

El grupo funcional (Fg) incluye: 1. grupos tiol para reaccionar con grupos reactivos tales como maleimidas, tosilsulfona
o piridin-2-ildisulfanilo; 2. grupos amino (por ejemplo, la funcionalidad amino de un aminoacido) para reaccionar con
un grupo reactivo tal como acido carboxilico o acido carboxilico activado (p. ej., formacion de enlaces amida mediante
la quimica de N-hidroxisuccinamida), grupos fosforilo, grupo acilo o anhidrido mixto; 3. azida para someterse a una
cicloadicion de Huisgen con un alquino y mas particularmente un grupo reactivo ciclooctina (mas cominmente
conocida como quimica de clic); 4. grupo carbonilo para reaccionar con un grupo reactivo seleccionado de
hidroxilamina o hidrazina para formar oxima o hidrazina, respectivamente; 5. alqueno reacciona con un grupo reactivo
de tetrazina en una adicién de aza [4 + 2]. Aunque en esta memoria se describen varios ejemplos de enlazadores y
funcionalidades/grupo reactivo, la divulgacion contempla enlazadores de cualquier longitud y composicion.

El término " toxina " se refiere a pequefias moléculas o péptidos que son capaces de interactuar con macromoléculas
tales como enzimas, receptores celulares y células y provocar dafios o enfermedades. Toxinas de este tipo pueden
utilizarse en la terapia del cancer para destruir las células cancerosas. Debido a su toxicidad, toxinas de este tipo no
pueden utilizarse como farmacos por si mismas. Tipicamente, estan vinculados a una proteina que los dirige a las
células cancerosas. Ejemplos de toxinas son MMAF (monometil auristatina F), MMAE (monometil auristatina E),
mertansina (DM-1), maitansina, criptoficina, tubulisina y dolastatina 10.

La expresion "quelante" o "agente quelante" se refieren a una molécula organica capaz de formar un complejo con
iones metalicos (p. €j., lantanidos). Los quelantes se utilizan cominmente para marcar proteinas o péptidos. Los
productos finales de los conjugados de iones metalicos se utilizan para la radioinmunodeteccion, radioinmunoterapia,
formacion de imagenes por resonancia magnética, terapia fotodinamica u otras modalidades similares. Ejemplos no
limitantes de quelantes o agentes quelantes son DTPA (anhidrido dietilentriaminopentaacético) y derivado del mismo,
NOTA (acido 1,4,7-triazaciclononano-N,N',N"-triacético) y derivados del mismo, tales como NODA-GA, DOTA (acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"”’- tetraacético) (ion metalico radiactivo de unién) y derivado del mismo,
TETA (acido 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-N,N',N”,N""-tetraacético) y su derivado, DTTA 4acido N-(p-
isotiocianatobencil)-dietilentriamina-N,N',N”,N"’- tetraacético. Estos y otros quelantes estan facilmente disponibles en
fuentes comerciales.

La expresién "reactivo de formacion de imagenes" son productos quimicos disefiados para permitir a los médicos

determinar si una masa es benigna o maligna y localizar sitios de cancer metastasico en el cuerpo. Agentes de
formacion de imagenes fijan como objetivo un tumor particular, después de lo cual los instrumentos de formacién de
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imagenes se pueden ajustar para neutralizar la diana. Ejemplos de agentes de formacién de imagenes son fluoréforos,
vivoTags, nanoparticulas fluorescentes, luciferina y xenolight.

El término "fluoréforo” se refiere a un compuesto quimico que puede volver a emitir luz tras la excitacion de la luz. Los
fluoréforos contienen tipicamente varios grupos aromaticos combinados, o moléculas planas o ciclicas con varios
enlaces 1. Los fluoréforos generalmente se unen covalentemente a una macromolécula, sirviendo como marcador (o
colorante, o etiqueta, o informador) para reactivos afines o bioactivos (anticuerpos, péptidos, acidos nucleicos). Los
fluoréforos se utilizan principalmente para tefir tejidos, células o materiales en una diversidad de métodos analiticos,
es decir, formacion de imagenes fluorescentes y espectroscopia. Ejemplos incluyen fluoresceina, rodamina, tintes de
Cy tales como Cy5 y Cy7, tintes Alexa tales como Alexa 750, Alexa 647 y Alexa 488, cumarinas y similares.

Un "agente biointeractivo", tal como se utiliza en la presente, se refiere a un resto o compuesto organico que evoca
una respuesta biolégica cuando se introduce en un tejido o célula vivos. Ejemplos de agentes biointeractivos incluyen
antigenos, toxinas, proteinas terapéuticas o péptidos y similares. Agentes biointeractivos pueden ser moléculas
pequefias y macromoléculas.

Un "agente analitico", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un resto o compuesto organico que se puede
detectar mediante métodos instrumentales para caracterizar cualitativa o cuantitativamente el material al cual el agente
analitico esta unido o asociado de otro modo. Ejemplos de agentes analiticos de este tipo incluyen marcas, por
ejemplo, fluoréforos o radiomarcas.

Realizaciones

En esta memoria se describen diversas realizaciones de la invencién. Se reconocera que las caracteristicas
especificadas en cada una de las realizaciones se pueden combinar con otras caracteristicas especificadas para
proporcionar realizaciones adicionales.

En la realizacién 1, la invencion pertenece a un método para modificar una proteina diana o un péptido diana en la
funcionalidad amino del aminoacido N-terminal tal como se define en la reivindicacién 1.

En una realizacion, la invencion pertenece a un método de acuerdo con la realizacion 1, en donde la secuencia de
aminoacidos XH- es MH- y AH-.

En una realizacion, la invencion pertenece a un método de acuerdo con la realizacion 1, en donde la secuencia de
aminoacidos XHX’ se selecciona entre AHA- y MHA.

La invencion se refiere a un método de acuerdo con la realizacion 1, en done R1 es biotina. Ejemplos no limitantes
de un agente acilante de este tipo para biotinilacién son:

SO3NHS-biotina de Féormula:

0

HN/U\NH 0
SO3" Na*
MOQ .
S 0
0

SO3NHS-LC.biotina de Férmula:

O

HN)LNH 0
O
H\/\/\)'L N SO5° Na”
S 0”
0 @]
NHS-PEG24-biotina de Férmula:
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O

HN NH O
S O o)
s 24 0
;y otras construcciones de biotina conocidas que

estan facilmente disponibles, por ejemplo, de fuentes comerciales.

La invencion pertenece también a un método de acuerdo con la realizacion 1, en done R1 es un resto acido graso
(FA). Ejemplos de acido graso son cadena de alquilo Cs-70, alquenilo Ce.70, alquinilo Ce-70 sustituido con al menos un
acido carboxilico (por ejemplo 1, 2, 3 0 4 CO2H) y ademas, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo. El acido
graso (FA) esta preferiblemente conjugado a la proteina diana o péptido diana a través de un enlazador L'. En una

realizacion, la invencién pertenece a un método de acuerdo con la realizacién 1, en el que el R1 se selecciona de los
siguientes acidos:

O o) o
RZ
o HO OH 0 o)
(ffq s ) Jo L
R? R4 RS P HO AkT  TOH

A1A2y A3

R2 es COzH, H;

R3, R*y R® son, independientemente uno de otro, H, OH, CO2H, -CH=CH2 0 -C=CH;
Ak’ es un alquileno Ce-C3o ramificado;

g, ry p son, independientemente entre si, un niumero entero entre 6 y 30; y en donde el punto de unién es cualquiera
de la funcionalidad CO2H; o una amida, un éster o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién, R1 se selecciona de los siguientes acidos grasos:

2
COZH . COzH OH . C02 . COzH \\
o 0 0
J7<L HG%DH HD’S\
¥
\ ¢ Ry Rg Ak'  Rg
CO,H COH - CO,H

en donde Ak?, Ak3, Ak*, Ak®y Ak® son, independientemente, un alquileno (Cs-20), R® y R7 son, independientemente,
alquilo (Cs-20).

En una realizacién, R1 se selecciona de los siguientes acidos grasos:

11



ES 2818 109 T3

o O
HO OH
G
OH ,
5 Estos restos de acidos grasos se han descrito en las solicitudes de EE.UU. co-presentadas numeros 62/015.862

(expediente del agente numero PAT056 274-US-PSP), 62/082.327 (expediente del agente nimero PAT056274-US-
PSP02) y 62/107.016 (expediente del agente nimero PAT056274-US-PSP03).

OH

En una realizacidn, la invencion se refiere a un método en el que el agente acilante es:

10
O
G /O
H
N 0"}\/1\1
T
o o
R8 es un alquilo Ce-70 lineal o ramificado, un alquenilo Ce-70 lineal o ramificado o un alquinilo Ce-7olineal o ramificado,
cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido con 1 a 3 sustituyentes seleccionados de carboxi e hidroxilo;
15
s es 1 a 34. En un aspecto particular de esta realizacion, R8 es
R
. z CO,H R,
Ak
R
LA T LT G )
. - y CO;H
TRy P . 0
Rz

20 en donde Ak', R2, R®, R*, R5, q, ry p se definen arriba. Se han descrito ejemplos de restos de acido graso-PEG-NHS
de este tipo en una solicitud presentada conjuntamente N° 62/015.862 (nimero de expediente del agente PAT056274-
US-PSP) y las solicitudes de EE.UU. N° 62/082.327 (numero de expediente del agente PAT056274-US-PSP02) y
62/107.016 (numero de expediente del agente PAT056274-US-PSP03).

12
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En otra realizacion, la invencion pertenece a un método de acuerdo con la realizacién 1, en el que R1 es un grupo

reactivo que es un resto cicloalquino y el agente acilante es de Férmula:

H H
: 9 2-4
N ) O
\0)1\0 0\
O
| ° N
— s}
T —_ o]
‘ O J n\/\/\/“\ N
o
N 3 py
2-4
o
(9]
o \N 0
o~
SO;H
En otra realizacion, el grupo reactivo es tetrazina y el agente acilante es de Férmula:
10
O
o Osy
s SO,H
) o}
0]
0
0] o)
/\a, \/\r Y
1-5
o)

13
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En una realizacién, la invencion se refiere a un método en el que el agente acilante es:

10

En una realizacion adicional, la invencion pertenece a un método que comprende, ademas, una etapa de hacer
reaccionar un agente biointeractivo o un agente analitico con el grupo reactivo presente en el agente acilante, en
donde el agente biointeractivo o bionalitico se hace reaccionar a través de un grupo funcional, en donde el grupo
funcional es azida y el agente biointeractivo o un agente analitico que comprende el grupo funcional azido es:

Nani~ o O O™
O/\\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)

J

O\/\O/\/O\/\Q/\\/O\/\O/\j
Q

: )
O N O g™~ O g

0,8

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2818 109 T3

Ng/\/(éo\/);o/\/ H \[( i

O

en donde y es 0 a 34 y FA es un residuo de acido graso unido a través de una de sus funcionalidades de &cido
carboxilico al enlazador PEG y FA tiene las siguientes Formulas:

R
Ak'l : EDEH R3
X coMm S aRs 2 " 0)q
: - s 2 CO,H
r Ra . P 0 r
R;

Otro ejemplo de agente biointeractivo que comprende un grupo funcional azido es un péptido terapéutico, en donde
una lisina azido se ha introducido (preferiblemente en el extremo N) opcionalmente a través de un enlazador (p. €j.
Poliglicina). Un ejemplo de un agente biointeractivo de este tipo es:

Ho
H‘_-/( l';}o HN

]

A

§ N
l o HO O. <. NH
0 0% "NH o L(H o} Ho O TY-NH
HS\/\ir N,
0 0 S

A A4
KLHO Q O

En una realizacion, la invencion se refiere a un método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones
precedentes, en donde la proteina diana o el péptido diana es un péptido agonista de APJ, una Fc nativa o una proteina
GDF15 o un mutante del mismo.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones
precedentes, en donde el pH es inferior a 5.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones
precedentes, en donde el pH es aproximadamente 4,5. En una realizacién, el pH es de 4,5 a 4,8. En una realizacion,
el pH es de aproximadamente 4,6. En otra realizacion, el pH es de aproximadamente 4,75. El pH se puede ajustar
utilizando una solucién tampén de acetato de sodio, fosfato de sodio o fosfato de potasio o una combinacion de las
mismas. Ejemplos no limitantes de tampones son NaOAc, fosfato dibasico de sodio o potasio (NazHPO4 o K2HPO4).

En una realizacion, la invencion se refiere a un método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones
precedentes, en donde el pH es 4.

Se prepara un conjugado a partir de los métodos descritos en esta memoria. En otra divulgacion, se describe una
vacuna que se prepara con un conjugado o una proteina/un péptido modificado descrito en esta memoria. En otra
divulgacion, se describe una proteina/un péptido terapéutico que tiene una proteina/un péptido modificado descrito en
esta memoria. En otra divulgacion, se describe un agente formador de imagenes que tiene una proteina/un péptido
modificado descrito en esta memoria. En otra divulgacion, se describe una herramienta de marcaje que tiene una
proteina/un péptido modificado descrito en esta memoria.

Los métodos, los conjugados obtenidos de los métodos, los enlazadores y el agente biointeractivo/analitico también
se definen en la seccion de Ejemplos que figura a continuacion.

Etapa a) del método: Sintesis del péptido/la proteina diana de modo que la proteina o el péptido resultante
contiene un aminoacido histidina en la posiciéon adyacente al extremo N del aminoacido
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Una proteina/un péptido diana puede ser uno que ya posea un aminoacido histidina en la posicion adyacente al
aminoacido N-terminal. Si una proteina diana no posee un aminoacido histidina en la posicion adyacente al
aminoacido N-terminal, es posible modificar la proteina/el péptido de acuerdo con la etapa a) de la invencién. Las
inserciones de residuos de aminoacidos en las proteinas se puede conseguir mediante técnicas estandar conocidas
para los expertos en la técnica tales como técnicas transgenéticas o de modificacién quimica posterior a la traduccion.

El presente método de esta divulgacién implica la modificacion del péptido o la proteina diana para activar la
funcionalidad amino del aminoacido en el extremo N.

La etapa a puede representarse por los siguientes esquemas 1 a 5:

El esquema 1 describe una etapa en la que la proteina o el péptido diana se modifica reemplazando el aminoacido
adyacente al aminoacido N-terminal de dicha proteina diana o péptido diana con un aminoécido histidina:

®_A33_A32_Aa1 » @—Aa3

Esquema 1

His—Aa;

en donde P es una proteina/un péptido diana con sus ultimos 3 aminoacidos en el extremo N (Aa3, Aa2, Aa1).
El esquema 2 describe una etapa en la que la proteina diana o el péptido diana se modifica reemplazando los dos

aminoacidos en el extremo N (es decir, Aa1 y Aaz) de dicha proteina diana o péptido diana con una secuencia de
aminoacidos XH-, en donde H es histidina.y X es un aminoacido seleccionado entre M, A, Q, Ny G:

®—A33—A32—A31 I @—Aas—His—X

Esquema 2
El esquema 3 describe una etapa en la que la proteina o el péptido diana se modifica reemplazando los tres

aminoacidos en el extremo N (es decir, Aa1, Aaz y Aas) de dicha proteina diana o péptido diana con una secuencia de
aminoacidos XHX’-, en donde H es histidina.y X y X’ son independientemente M, A, Q, Ny G:

@—Aa3—Aa2—Aa1 » @ —X'——His—X

Esquema 3
Los esquemas 4 y 5 describe una etapa en el que la proteina o el péptido diana se modifica reemplazando una
secuencia de dos aminoacidos de Férmula XH o una secuencia de tres aminoacidos de Féormula XHX’- en el extremo

N de dicha proteina diana o péptido diana, en donde H es histidina y X y X' se seleccionan independientemente de
M, A, Q,NyG;

®_A33_A32_Aa1 S — @——Aa3—Aaz—Aa1—His—X

Esquema 4

®_A33_A32_Aa1 - . @——Aa3———Aa2——Aa1—-X'—-His—-X

Esquema 5

Los péptidos o polipéptidos/proteina modificados tal como se describe arriba en los Esquemas 1 a 5 pueden producirse
mediante procedimientos quimicos sintéticos o mediante métodos recombinantes o una combinacién de ambos
métodos. Las construcciones de péptidos o polipéptidos/proteinas pueden prepararse como de longitud completa o
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pueden sintetizarse como fragmentos de longitud no completa y unirse. Los péptidos y polipéptidos utilizados en el
método de la presente invencion pueden producirse mediante procedimientos conocidos per se para la sintesis de
péptidos. Los métodos para la sintesis de péptidos pueden ser cualquiera de una sintesis en fase soélida y una sintesis
en fase liquida. Por lo tanto, el péptido y polipéptido de interés se pueden producir condensando un péptido o
aminoacido parcial capaz de constituir la proteina con la parte residual de la misma y, cuando el producto tiene un
grupo protector, el grupo protector se desprende, tras lo cual se puede fabricar un péptido deseado. Los métodos
conocidos para la condensacion y desproteccion incluyen los procedimientos descritos en la siguiente bibliografia (1)

- (5).

(1) M. Bodanszky y M. A. Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience Publishers, Nueva York, 1966,

(2) Schroeder y Luebke, The Peptide, Academic Press, Nueva York, 1965,

(3) Nobuo Izumiya et al. Fundamentals and Experiments in Peptide Synthesis, Maruzen, 1975,

(4) Haruaki Yajima y Shumpei Sakakibara, Biochemical Experiment Series 1, Protein Chemistry 1V, 205, 1977,y
(5) Haruaki Yajima (ed.), Development of Drugs-Continued, 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten.

Después de la reaccion, el péptido o polipéptido se puede purificar y aislar mediante una combinacién de técnicas de
purificacién convencionales, tales como extraccion con disolvente, cromatografia en columna, cromatografia liquida,
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y recristalizacion. En los casos en los que el péptido aislado como
antes es un compuesto libre, puede convertirse en una sal adecuada mediante el método conocido. A la inversa, en
los casos en los que el producto aislado es una sal, se puede convertir en el péptido libre mediante el método conocido.

La amida del polipéptido se puede obtener utilizando una resina para la sintesis de péptidos que sea adecuada para
la amidacion. La resina incluye resina de clorometilo, resina de hidroximetilo, resina de benzhidrilamina, resina de
aminometilo, resina de alcohol 4-benciloxibencilico, resina de 4- metilbenzhidrilamina , resina PAM, resina de 4-
hidroximetilmetilfenilacetamidometilo, resina de poliacrilamida, 4-(2',4'-dimetoxifenil-hidroximetilo)fenoxi, resina de 4-
(2',4'-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)fenoxi, resina de cloruro de 2-clorotritilo, etcétera. Utilizando una resina de este
tipo, los aminoacidos cuyos grupos a-amino y grupos funcionales de la cadena lateral se han protegido
adecuadamente se condensan sobre la resina de acuerdo con la secuencia del péptido objetivo mediante diversas
técnicas de condensacion que son conocidas per se. Al final de la serie de reacciones, el péptido o el péptido protegido
se separa de la resina y los grupos protectores se separan y, si es necesario, se forman enlaces disulfuro para obtener
el polipéptido objetivo.

Para la condensacion de los aminoacidos protegidos arriba mencionados, se puede utilizar una diversidad de reactivos
de activacion para la sintesis de péptidos, tales como HATU, HCTU o, p. €j., una carbodiimida. La carbodiimida incluye
DCC, N,N'-diisopropilcarbodiimida y N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. Para la activacién con un reactivo
de este tipo, se puede utilizar un aditivo inhibidor de la racemizacién, p. ej., HOBt u Oxyma Pure. EI aminoacido
protegido se puede afadir directamente a la resina junto con los reactivos de activacion y el inhibidor de la
racemizacion o se puede preactivar como anhidrido de acido simétrico, éster de HOBt o éster de HOOBt y luego se
afiade a la resina. El disolvente para la activacion de aminoacidos protegidos o la condensacién con la resina puede
seleccionarse adecuadamente entre aquellos disolventes que se sabe que son utiles para reacciones de condensacion
de péptidos. Por ejemplo, pueden mencionarse N,N-dimetilformamida, N-metilpirrolidona, cloroformo, trifluoroetanol,
dimetilsulféxido, DMF, piridina, dioxano, cloruro de metileno, tetrahidrofurano, acetonitrilo, acetato de etilo o mezclas
adecuadas de ellos. La temperatura de reaccion se puede seleccionar del intervalo conocido hasta ahora por ser util
para la formacién de enlaces peptidicos y habitualmente se selecciona del intervalo de aproximadamente -20°C a
50°C. El derivado de aminoacido activado se utiliza generalmente en una proporcién de 1,5 a 4 veces en exceso. Si
se encuentra que la condensacion es insuficiente mediante un test que utiliza la reaccion de ninhidrina, la reaccién de
condensacion se puede repetir para lograr una condensacion suficiente sin separar el grupo protector. Si la
condensacion repetida todavia fracasa en proporcionar un grado suficiente de condensacion, el grupo amino que no
ha reaccionado puede acetilarse con anhidrido acético o acetilimidazol.

El grupo protector del grupo amino para el aminoacido material de partida incluye Z, Boc, amiloxicarbonilo terciario,
isoborniloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, Cl -Z, Br-Z, adamantiloxicarbonilo, trifluoroacetilo, ftalilo, formilo, 2-
nitrofenililsulfenilo, difenilfosfinotioilo o Fmoc. EIl grupo protector de carboxi que se puede utilizar incluye, pero no se
limita al alquilo C1.6, cicloalquilo Cs-g y aril Ce-10-alquilo C1-2 arriba mencionados, asi como 2-adamantilo, 4 -nitrobencilo,
4-metoxibencilo, 4-clorobencilo, fenacilo, benciloxicarbonilhidrazido, butoxicarbonilhidrazido terciario y tritilhidrazido.

El grupo hidroxi de serina y treonina puede protegerse mediante esterificacion o eterificacion. El grupo adecuado para
dicha esterificacion incluye grupos derivados de carbono, tales como grupos alcanoilo inferior, p. ej., acetilo, etc.,
grupos aroilo, p. ej., benzoilo, etc., benciloxicarbonilo y etoxicarbonilo. El grupo adecuado para dicha eterificacion
incluye bencilo, tetrahidropiranilo y butilo terciario. El grupo protector para el grupo hidroxilo fendlico de tirosina incluye
Bzl, Cl2-Bzl, 2-nitrobencilo, Br-Z y butilo terciario.
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El grupo protector de imidazol para histidina incluye Tos, 4-metoxi-2,3,6-trietilbencenosulfonilo, DNP, benciloximetilo,
Bum, Boc, Trt y Fmoc.

El grupo carboxilo activado del aminoacido de partida incluye el correspondiente anhidrido de acido, azida y ésteres
activos, p. ej., ésteres con alcoholes tales como pentaclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,4-dinitrofenol, alcohol
cianometilico, p-nitrofenol, HONB, N-hidroxisuccinimida, N-hidroxiftalimida, HOBt, etc. El grupo amino activado del
aminoacido de partida incluye la correspondiente fosforamida.

El método para la eliminaciéon de grupos protectores incluye la reduccion catalitica utilizando hidrégeno gaseoso en
presencia de un catalizador tal como negro de paladio o paladio sobre carbono, tratamiento acido con fluoruro de
hidrégeno anhidro, acido metanosulfénico, acido trifluorometanosulfénico, acido trifluoroacético o una mezcla de
dichos acidos, tratamiento basico con diisopropiletilamina, trietilamina, piperidina, piperazina, reducciéon con sodio
metélico en amoniaco liquido. La reaccion de eliminacién mediante el tratamiento con &cido arriba mencionado se
lleva a cabo generalmente a una temperatura de -20°C - 40°C y se puede realizar de manera ventajosa con la adicion
de un aceptor de cationes, tal como anisol, fenol, tioanisol, m-cresol, p-cresol, sulfuro de dimetilo, 1,4-butanoditiol, 1,2-
etanoditiol. El grupo 2,4-dinitrofenilo utilizado para proteger el grupo imidazol de histidina puede eliminarse mediante
tratamiento con tiofenol, mientras que el grupo formilo utilizado para proteger el grupo indol del triptéfano puede
eliminarse mediante tratamiento alcalino con solucion diluida de hidréxido de sodio o amoniaco acuoso diluido. asi
como el tratamiento con acido arriba mencionado, en presencia de 1,2-etanoditiol, 1,4-butanoditiol.

El método de proteger los grupos funcionales que no deben participar en la reaccion del material de partida, los grupos
protectores que se pueden utilizar, el método para separar los grupos protectores y el método para activar los grupos
funcionales que han de participar en la reaccidén se puede seleccionar criticamente entre los grupos y métodos
conocidos.

Otro método para obtener la forma amida del polipéptido comprende amidar primero el grupo carboxilo del aminoacido
C-terminal, luego extender la cadena peptidica hacia el lado N hasta la longitud de cadena deseada y luego
desproteger selectivamente el grupo a-amino del péptido C-terminal y el grupo a-carboxi del aminoacido o péptido que
va a formar el resto del polipéptido objetivo y condensar los dos fragmentos, cuyo grupo a-amino y grupos funcionales
de cadena lateral han sido protegidos con grupos protectores adecuados, arriba mencionados en un disolvente mixto
tal como el mencionado anteriormente en esta memoria. Los parametros de esta reaccién de condensacion pueden
ser los mismos que los descritos anteriormente en esta memoria. A partir del péptido protegido obtenido por
condensacion, todos los grupos protectores se separan mediante el método arriba descrito para proporcionar con ello
el péptido bruto deseado. Este péptido bruto puede purificarse mediante procedimientos de purificacién conocidos y
la fraccion principal puede liofilizarse para proporcionar el polipéptido amidado objetivo. Para obtener un éster del
polipéptido, el grupo a-carboxilo del aminoacido C-terminal se condensa con un alcohol deseado para dar un éster de
aminoacido y luego se sigue el procedimiento arriba descrito para la produccion de la amida.

Alternativamente, los métodos de expresion recombinante son particularmente Utiles para la produccién del péptido o
la proteina modificado tal como se describe en los Esquemas 1 a 5. La expresién de proteina recombinante utilizando
una célula huésped (una célula modificada artificialmente para comprender acidos nucleicos que codifican la
secuencia del péptido y que transcribira y traducira y, opcionalmente, secretara el péptido en el medio de crecimiento
celular) se utiliza rutinariamente en la técnica. Para el procedimiento de produccién recombinante, un acido nucleico
que codifica la secuencia de aminoacidos del péptido se sintetizaria tipicamente mediante métodos convencionales y
se integraria en un vector de expresion. Métodos de este tipo son particularmente preferidos para la fabricacion de
composiciones polipeptidicas que comprenden los péptidos condensados a secuencias peptidicas adicionales u otras
proteinas o fragmentos o dominios de proteinas. La célula huésped puede ser opcionalmente al menos una
seleccionada de E. coli, COS-1, COS-7, HEK293, BHT21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653, SP2 /0, 293, helLa, mieloma,
linfoma, levadura, insectos o células vegetales, o cualquier derivado, célula inmortalizada o transformada de los
mismos.

La divulgacién también abarca polinucleétidos que codifican las variantes arriba descritas que pueden estar en forma
de ARN o en forma de ADN, cuyo ADN incluye ADNc, ADN gendmico y ADN sintético. El ADN puede ser de doble
cadena o de cadena sencilla. Las secuencias codificantes que codifican las composiciones de la presente invencion
pueden variar como resultado de la redundancia o degeneracion del codigo genético.

Los polinucledtidos que codifican las composiciones de la presente invenciéon pueden incluir lo siguiente: solo la
secuencia codificante de la variante, la secuencia codificante de la variante y la secuencia codificante adicional tal
como un polipéptido funcional, o una secuencia conductora o secretora o una pro-secuencia de proteinas; la secuencia
codificante para la variante y la secuencia no codificante, tal como intrones o secuencia no codificante 5' y/o 3' de la
secuencia codificante para la variante. Por lo tanto, la expresion "polinucleétido que codifica una variante" abarca un
polinucleétido que puede incluir no solo la secuencia codificante para la variante, sino también un polinucleétido, que
incluye una secuencia codificante y/o no codificante adicional.
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La divulgacion se refiere, ademas, a variantes de los polinucleétidos descritos que codifican fragmentos, analogos y
derivados del polipéptido que contienen las sustituciones indicadas. La variante del polinucleétido puede ser una
variante alélica que se produce de forma natural de la secuencia de GDF15 humana, una variante que no se produce
de forma natural o una variante truncada tal como se describi6 arriba. Por lo tanto, la presente divulgacién también
incluye polinucledtidos que codifican las variantes arriba descritas, asi como variantes de aquellos polinucledétidos,
cuyas variantes codifican un fragmento, derivado o analogo de la variante descrita. Variantes de nucleétidos de este
tipo incluyen variantes de delecion, variantes de sustitucion, variantes truncadas y variantes de adicién o insercion,
siempre que esté presente al menos una de las sustituciones de aminoacidos indicadas de la primera realizacion.

Los polinucledtidos se pueden expresar en huéspedes después de que las secuencias se hayan enlazado
operativamente a (es decir, se hayan colocado para asegurar el funcionamiento de) una secuencia de control de la
expresion. Estos vectores de expresion son tipicamente replicables en los organismos huéspedes tales como
episomas o como parte integral del ADN cromosdémico del huésped. Habitualmente, los vectores de expresion
contendran marcadores de seleccion, p. €j., tetraciclina, neomicina y dihidrofolato reductasa, para permitir la deteccion
de aquellas células transformadas con las secuencias de ADN deseadas. La variante de GDF15 puede expresarse
en células de mamifero, insectos, levaduras, bacterias u otras células bajo el control de promotores apropiados.
También se pueden emplear sistemas de traduccion libres de células para producir proteinas de este tipo utilizando
ARNSs derivados de construcciones de ADN de la presente invencion.

Escherichia coli (E. coli) es un huésped procariético, particularmente util para clonar los polinucleétidos de la presente
divulgacion. Otros huéspedes microbianos adecuados para su uso incluyen Bacillus subtilus, Salmonella typhimurium
y diversas especies de Serratia, Pseudomonas, Streptococcusy Staphylococcus, aunque también se pueden emplear
otros como opcion. En estos huéspedes procariotas, también se pueden hacer vectores de expresion, que tipicamente
contendran secuencias de control de la expresion compatibles con la célula huésped (p. €j., un origen de replicacion).
Ademas, puede estar presente cualquiera de un cierto nimero de promotores bien conocidos, tales como el sistema
promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano (Trp), un sistema promotor de beta-lactamasa o un sistema
promotor de fagos lambda o T7. Los promotores controlaran tipicamente la expresion, opcionalmente con una
secuencia de operador, y tendran secuencias de sitios de unién a ribosomas y similares, para iniciar y completar la
transcripcion y traduccion.

Un experto en la técnica de la expresién de proteinas reconocera que la secuencia de metionina o metionina-arginina
puede introducirse en el extremo N de la secuencia madura para la expresion en E. coli y se contemplan dentro del
contexto de esta invencion. Por lo tanto, a menos que se indique lo contrario, las composiciones de la presente
invencion expresadas en E. coli tienen una secuencia de metionina introducida en el extremo N.

También pueden utilizarse para la expresion otros microbios, tales como levaduras u hongos. Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Pichia angusta son ejemplos de huéspedes de levadura
preferidos, con vectores adecuados que tienen secuencias de control de la expresion, tales como promotores,
incluyendo 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glicoliticas, y un origen de replicacién, secuencias de terminacion
y similares, segun se desee. Aspergillus niger, Trichoderma reesei y Schizophyllum commune son ejemplos de
huéspedes fungicos, aunque también se pueden emplear otros como opcién.

También se puede utilizar el cultivo de células de tejidos de mamifero para expresar y producir los polipéptidos. En la
técnica se ha desarrollado un cierto nimero de lineas celulares huéspedes adecuadas capaces de secretar variantes
intactas, e incluyen las lineas de células CHO, diversas lineas de células COS, células NSO, lineas de células de
ovario de hamster sirio, células HelLa o lineas celulares de rifidn embrionario humano (es decir, HEK293,
HEK293EBNA).

Vectores de expresion para células de mamiferos pueden incluir secuencias de control de la expresion, tales como un
origen de replicacion, un promotor, un potenciador y sitios de informacién de procesamiento necesarios, tales como
sitios de union de ribosomas, sitios de corte y empalme de ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias terminadoras
de la transcripcion. Secuencias de control de la expresion preferidas son promotores derivados de SV40, adenovirus,
virus del papiloma bovino, citomegalovirus, virus del sarcoma de Raus y similares. Sitios de poliadenilacion preferidos
incluyen secuencias derivadas de SV40 y hormona del crecimiento bovino.

Los vectores que contienen las secuencias de polinucleétidos de interés (p. €j., que codifican las composiciones de la
presente invencion y las secuencias de control de la expresidn) pueden transferirse a la célula huésped mediante
métodos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por ejemplo, la transfeccion con cloruro
de calcio se utiliza comunmente para las células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o la
electroporacion se pueden utilizar para otros huéspedes celulares.

Pueden emplearse diversos métodos de purificacion de proteinas y métodos de este tipo son conocidos en la técnica
y se describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology 182: 83-9 (1990) y Scopes, Protein Purification:
Principles and Practice, Springer-Verlag, NY (1982). La o las etapas de purificacion seleccionadas dependeran, por
ejemplo, de la naturaleza del procedimiento de produccion utilizado para las composiciones.
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Los polipéptidos se pueden preparar en forma sustancialmente pura o aislada (p. €;j., libres de otros polipéptidos). Los
polipéptidos pueden estar presentes en una composicion que esta enriquecida con el polipéptido en relacién con otros
componentes que pueden estar presentes (p. €j., otros polipéptidos u otros componentes de la célula huésped). Por
ejemplo, el polipéptido purificado puede proporcionarse de manera que el polipéptido esté presente en una
composicion que esté sustancialmente libre de otras proteinas expresadas, p. €j., menos del 90%, menos del 60%,
menos del 50%, menos del 40%, menos del 30%, menos del 20%, menos del 10%, menos del 5% o menos del 1%
de la composicién esta constituido por otras proteinas expresadas.

Etapa b) del método: Conjugacion especifica para el sitio con la proteinal/el péptido modificado (de la etapa a)
- Acetilacion selectiva del grupo amino en el extremo N del péptido/la proteina modificado

La acilacion del grupo amino N-terminal de una proteina o péptido diana se puede representar mediante el siguiente
Esquema 6:

forma activada de:

o R
0 R! W g
- ) i’ ——, "L'1 |
TN W [ 1! ; P e
I)'..‘_-l J_NHE T ;IHL J||. I}H "h I:I P'ﬂ !I_H
M Ho — =
04
Esquema 6

en donde Pwm es un péptido o una proteina modificado de acuerdo con la etapa a), R', L' y n son como se definieron
arriba y la forma activada del 4cido 6A es el éster NHS. La reaccion de acilacion se lleva a cabo en medios acuosos
a un pH de menos de 6. En ofra realizacion, la reaccion de acilacion se lleva a cabo a un pH de menos de 5. En otra
realizacion, la reaccion de acilacion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 4. En otra realizacion, la reaccion
de acilacion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 4,5. En aun otra realizacién, la reaccién de acilacion se
lleva a cabo a un pH entre 4,5y 4,8. En aun otra realizacion, el pH es de aproximadamente 4,6. En aun otra realizacion,
el pH es de aproximadamente 4,75. El pH se puede ajustar utilizando una solucion tampén de acetato de sodio, fosfato
de sodio o fosfato de potasio o una combinacion de las mismas. Ejemplos no limitantes de tampones son NaOAc,
fosfato dibasico de sodio o potasio (Na2zHPO4 0 K2HPOas).

R' puede ser un agente biointeractivo o un agente analitico.

Alternativamente, R' puede ser un resto que comprende un grupo reactivo que facilita la unién covalente a un agente
biointeractivo o a un agente analitico,

Cuando R1 es un resto que comprende un grupo reactivo, la etapa b) del método de la invencion se puede representar
mediante el siguiente esquema 7:

forma activada de:

e (-
HO LT g, Joom
v /n N~ ("L ~
NH, - H ! /n Rg
TA B

Esquema 7

en donde Pwm, L' y n se definen arriba; M es un resto quimico y Rg es un grupo reactivo. Ejemplos de Rg son acilo,
éster o anhidrido mixto, alquino, tetrazina, maleimida, imidato, carboxi.
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El método de la invencidn puede comprender, ademas, una etapa de hacer reaccionar un agente biointeractivo o un
agente analitico con el grupo reactivo Ry del conjugado 7B, en donde el agente biointeractivo o bionalitico se hace
reaccionar mediante un grupo funcional correspondiente y opcionalmente mediante un enlazador L2.

Esta etapa puede representarse por el siguiente Esquemas 8:

e
(0] Fg t R" o
R
g 8A G R"
_H L1)n/ ‘—N)LCU)/ \(L 7/
H n 2
> t
8B

7B

Esquema 8

en donde Pwm es una proteina diana o un péptido diana que ha sido modificado de acuerdo con la etapa a), de modo
que la proteina o el péptido resultante contiene un aminoéacido histidina en la posicién adyacente al aminoacido N-
terminal;

L'y L2 son enlazadores;

Rg es un grupo reactivo;

Fg es un grupo funcional;

G es el grupo quimico resultante formado como resultado de la reaccién de Rq con Fg;
R'1 es un agente biointeractivo o analitico;

ny t son independientemente 0 o 1.

Ejemplos de grupo funcional (Fg) son grupo amino, grupo azida, grupo alqueno, grupo tiol o hidrazina, grupos
hidroxilamina.

El grupo funcional (Fg) incluye: 1. grupos tiol para reaccionar con grupos reactivos tales como maleimidas, tosilsulfona
o piridin-2-ildisulfanilo; 2. grupos amino (por ejemplo, la funcionalidad amino de un aminoacido) para reaccionar con
un grupo reactivo tal como acido carboxilico o acido carboxilico activado (p. ej., formacion de enlaces amida mediante
la quimica de N-hidroxisuccinamida), grupos fosforilo, grupo acilo o anhidrido mixto; 3. azida para someterse a una
cicloadicion de Huisgen con un alquino y mas particularmente un grupo reactivo ciclooctina (mas comiunmente
conocida como quimica de clic); 4. grupo carbonilo para reaccionar con un grupo reactivo seleccionado de
hidroxilamina o hidrazina para formar oxima o hidrazina, respectivamente; 5. alqueno reacciona con un grupo reactivo
de tetrazina en una adicion de aza [4 + 2]. Aunque en esta memoria se describen varios ejemplos de enlazadores y
funcionalidades/grupo reactivo, la invencion contempla enlazadores de cualquier longitud y composicion.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método, en el que R' es un resto que contiene un grupo reactivo de
alquino (es decir, Rg es alquino o cicloalquino o bicicloalquino) que facilita la unién covalente a un agente biointeractivo
que contiene una funcionalidad azida (es decir, en el compuesto 8A, tes 0y Fq es azido). Alternativamente, el agente
biointeractivo o analitico puede unirse a un enlazador L2 que contiene una funcionalidad azida en una posicion terminal
(es decir: en el compuesto 8A t es 1y Fq es azido). Restos que contienen un grupo reactivo con alquino estén
facilmente disponibles de fuentes comerciales. Son de particular interés los restos de cicloalquino. En el documento
US 2009/0068738 se han descrito ejemplos del uso de alquino ciclico en la quimica del clic para el marcaje de
proteinas. Ejemplos especificos se han descrito arriba.

Esta quimica implica una cicloadicién azida-alquino de Huisgen, que se conoce mas comunmente como quimica de

clic. En esta realizacion particular, el grupo quimico G resultante que se forma como resultado de la cicloadicion azida-
alquino es un triazol tal como se ilustra en el esquema 9:
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Esquema 9

en donde todas las variables se han descrito arriba y C1 es un sistema de anillo carbociclico o heterociclico mono-,
di- o tri-ciclico o heterociclico opcionalmente sustituido con fllior. En una realizacion, L' es un enlazador de alquileno
C1-C20, en donde la cadena de alquileno esta opcionalmente sustituido con oxo (=0), y en donde uno o mas carbonos
esta sustituido con O o NH.

En otra realizacién, la invencion pertenece a un método, en donde R1 es un resto que contiene un grupo reactivo de
tetrazina para facilitar la unién covalente a un agente biointeractivo/analitico que contiene una funcionalidad alqueno
(preferiblemente un alqueno filtrado) (es decir: en el compuesto 8A, s es 0 y Fg es alqueno o cicloalqueno).
Alternativamente, el agente biointeractivo o analitico puede unirse a un enlazador L? que contiene una funcionalidad
alqueno en una posicion terminal (es decir: en el compuesto 8A s es 1y Fg es alqueno o cicloalqueno). Los restos de
tetrazina estan facilmente disponibles de fuentes comerciales y arriba se han descrito ejemplos no limitantes. Esta

quimica se conoce como cicloadicion aza [4 + 2]. En esta realizacion particular, el grupo quimico G resultante que se
forma como resultado de la cicloadicion tetrazina-alqueno es un grupo multiciclico de Férmula:

(
¥
X
|
N\N/rS{

en donde u es un numero entero de 0 a 2 y v es un numero entero de 0 a 3.

El esquema 10 ilustra la derivatizacion adicional utilizando cicloadicién de tetrazina-alqueno.
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R1

en donde las variables son como se definen arriba y D es un alqueno deformado, es decir, un sistema de anillo mono-
o biciclo-alquenilo.

En otra divulgacion, la divulgacién pertenece a un método, en donde R1 es un resto que contiene un grupo reactivo
de maleimida para facilitar la uniéon covalente a un agente biointeractivo/analitico que contiene una funcionalidad tiol
(es decir: en el compuesto 8A, s es 0 y Fq es -SH). Alternativamente, el agente biointeractivo o analitico puede unirse
a un enlazador L? que contiene una funcionalidad alqueno en una posicion terminal (es decir: en el compuesto 8A s
es 1y Fg es -SH). Restos que contienen maleimida estan faciimente disponibles de fuentes comerciales. En esta
realizacién particular, el grupo quimico G resultante que se forma como resultado de la reaccién de tiol-maleimida es
de Férmula:

\

S

¥

O

El esquema 11 ilustra la derivatizacion adicional de maleimida-tiol :
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La quimica y los reactivos descritos arriba se utilizan para generar la construccion Fg-(L2)-R'" y/o forma activada de
HO-C(O)-(L"n-R" y/o forma activada de HO-C(O)-(L")»-Rg. Cada una de las unidades de enlace puede poseer el
grupo reactivo/grupo funcional apropiado en cada uno de los extremos. Los grupos reactivos de alquino (cicloalquino),
maleimida o tetrazina se hacen reaccionar con un grupo funcional (azida, tiol y alqueno, respectivamente) que esta
presente en el participante en la reaccion.

Aplicaciones médicas y de diagnéstico del método de la invenciéon

Por lo tanto, puede ser deseable modificar proteinas para alterar las propiedades fisico-quimicas de la proteina/el
péptido tal como, por ejemplo, para aumentar (o para disminuir) la solubilidad para modificar la biodisponibilidad de
proteinas terapéuticas. Puede ser deseable modificar la tasa de aclaramiento en el cuerpo mediante la conjugacion
de compuestos con la proteina/el péptido que se une a las proteinas plasmaticas, tales como, p. ej., albumina, o que
incrementan el tamafio de la proteina para prevenir o demorar la descarga a través de los rifiones. La conjugacion
también puede alterar y, en particular, disminuir la susceptibilidad de una proteina/un péptido a la hidrdlisis tal como,
p, €j,, la protedlisis in vivo.

En otra divulgacion, puede ser deseable conjugar un marcador para facilitar el andlisis de la proteina/el péptido.
Ejemplos de marcadores de este tipo incluyen isétopos radiactivos, marcadores fluorescentes tales como los
fluoréforos ya descritos y sustratos enzimaticos.

En aun otra divulgacion, un compuesto se conjuga con una proteina para facilitar el aislamiento de la proteina. Por
ejemplo, se puede conjugar a la proteina un compuesto con una afinidad especifica por un material de una columna
particular. También puede ser deseable modificar la inmunogenicidad de una proteina, por ejemplo, conjugando una
proteina para ocultar, enmascarar o eclipsar uno o mas epitopos inmunogénicos en la proteina.

En una divulgacion, la divulgacion proporciona un método para mejorar las propiedades farmacoldgicas de proteinas
diana. La mejora es con respecto a la proteina sin modificar correspondiente. Ejemplos de propiedades farmacolégicas
de este tipo incluyen semivida funcional in vivo, inmunogenicidad, filtracion renal, proteccion con proteasa y union a
albumina o unién a otras proteinas plasmaticas de cualquier proteina especifica.

Usos Terapéuticos de las Proteinas Modificadas

En la medida en que la proteina/el péptido no modificado sea una proteina terapéutica, la invencion también se refiere
a las proteinas modificadas para uso en terapia y, en particular, a composiciones farmacéuticas que comprenden las
proteinas modificadas. Por tanto, tal como se utiliza en esta memoria, el término "tratamiento" y la expresion "que
trata" se refieren al control y al cuidado de un paciente con la finalidad de combatir una afeccién tal como una
enfermedad o un trastorno. Se pretende que el término o la expresién incluya el espectro completo de tratamientos
para una afeccién dada que el paciente padece tal como la administracion del compuesto activo con el fin de aliviar
los sintomas o complicaciones, con el fin de retrasar la progresion de la enfermedad, del trastorno o de la afeccion,
con el fin de aliviar o calmar los sintomas y complicaciones y/o con el fin de curar o eliminar la enfermedad, el trastorno
o la afeccidn, asi como para prevenir la afeccién, en donde la prevencién se debe entender como el control y el cuidado
de un paciente con el fin de combatir la enfermedad, afeccion o el trastorno e incluye la administracién de los
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compuestos activos para evitar la aparicion de los sintomas o complicaciones. El paciente a tratar es preferentemente
un mamifero, en particular, un ser humano, pero también puede incluir animales, tales como perros, gatos, vacas,
ovejas y cerdos. No obstante, se deberia reconocer que los regimenes terapéuticos y regimenes profilacticos
(preventivos) representan aspectos separados para los usos divulgados en la presente y contemplados por el
facultativo o veterinario a cargo del tratamiento.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una proteina modificada tal como se utiliza en esta memoria se refiere a
una cantidad suficiente para curar, aliviar o detener parcialmente las manifestaciones clinicas de una enfermedad
determinada y sus complicaciones. Una cantidad adecuada para conseguir esto se define como "cantidad
terapéuticamente eficaz". Cantidades terapéuticamente eficaces para cada finalidad dependeran, p. €j., de la gravedad
de la enfermedad o lesion, asi como del peso, sexo, edad y estado general del sujeto. Se entendera que la
determinacién de una dosis apropiada se puede conseguir utilizando experimentacién rutinaria, construyendo una
matriz de valores y evaluando puntos diferentes en la matriz, todo lo cual se encuentra dentro de las capacidades
normales de un facultativo o veterinario formado.

Los métodos y composiciones descritos en esta memoria proporcionan proteinas modificadas para uso en terapia.
Como tal, una dosis parenteral tipica esta en el intervalo de 10 ~ 9 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal por administracion. Las dosis de administracion habituales son de aproximadamente 0,0000001 a
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por administracion. La dosis exacta dependera, por ejemplo, de la
indicacion, el medicamento, la frecuencia y el modo de administracion, el sexo, la edad y el estado fisico general del
sujeto a tratar, la naturaleza y la gravedad de la enfermedad o afeccion a tratar, el efecto deseado del tratamiento y
otros factores evidentes para el experto en la técnica. Frecuencias de dosificacion tipicas son dos veces al dia, una
vez al dia, bi -diariamente, dos veces por semana, una vez por semana o con intervalos de dosificacion incluso mas
largos. Debido a las semividas prolongadas de los compuestos activos en comparacion con la proteina no conjugada
correspondiente, el régimen de dosificacion con intervalos de dosificacion largos, tales como dos veces por semana,
una vez por semana o incluso con intervalos de dosificacion mas largos, es una realizacion particular. Muchas
enfermedades se tratan utilizando mas de un medicamento en el tratamiento, ya sea administrado concomitantemente
o administrado secuencialmente. Por lo tanto, se contempla que las proteinas modificadas en los métodos terapéuticos
para el tratamiento de una de las enfermedades se puedan utilizar combinadas con uno o mas compuestos
terapéuticamente activos diferentes utilizados normalmente en el tratamiento de una enfermedad. También se
contempla que el uso de la proteina modificada combinada con otros compuestos terapéuticamente activos utilizados
normalmente en el tratamiento de una enfermedad en la fabricaciéon de un medicamento para esa enfermedad.

Composicion farmacéutica

El conjugado preparado utilizando el método de la presente invencion puede administrarse en cualquiera de una
diversidad de maneras, incluyendo por via subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, por inhalacion,
intranasal, oral etc.de manera particularmente preferidos se emplea la administraciéon continua intravenosa de los
conjugados, o una amida, éster o sal del mismo. Los conjugados pueden administrarse como un bolo o como una
infusién continua a lo largo de un periodo de tiempo. Se puede utilizar una bomba implantable. La administracion de
conjugados intermitente o continua puede continuarse durante uno a varios dias (p. €j., 2-3 o mas dias), o durante
periodos de tiempo mas prolongados, p. €j., semanas, meses o afos. La administracién de conjugados intermitente
o continua se puede proporcionar durante al menos aproximadamente 3 dias, preferiblemente al menos
aproximadamente 6 dias. Se puede proporcionar una administracion de conjugado intermitente o continua durante al
menos aproximadamente una semana. Puede proporcionarse una administracion de conjugado intermitente o
continua durante al menos aproximadamente dos semanas. Puede ser deseable mantener una concentracion de
conjugado en plasma media por encima de un valor umbral particular durante la administracion o entre la
administracion de multiples dosis. Una concentracion deseable puede determinarse, por ejemplo, basandose en la
condicion fisiolégica del sujeto, la gravedad de la enfermedad, etc. Valor o valores deseables de este tipo pueden
identificarse mediante la realizacién de ensayos clinicos estandar. Alternativamente, los péptidos y conjugados de los
mismos podrian administrarse por via oral a través del mecanismo FcRn. (Nat Rev Immunol. 7(9), 715-25, 2007; Nat
Commun. 3;3:610, 2012, Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 304: G262-G270, 2013).

Se puede proporcionar una composicion farmacéutica que comprende un conjugado preparado utilizando el método
de la presente invencion o una amida, un éster o una sal de los de los mismos y uno o mas soportes farmacéuticamente
aceptables. La composicién farmacéutica puede formularse para rutas particulares de administracion, tales como
administracion oral, administracion subcutanea, administracion parenteral y la administracion rectal, etc. Ademas, las
composiciones farmacéuticas se pueden preparar en forma sélida (incluyendo, sin limitacién, capsulas, comprimidos,
pildoras, granulos, liofilizados, polvos o supositorios) o en forma liquida (incluyendo, sin limitacién, soluciones,
suspensiones o emulsiones). Las composiciones farmacéuticas pueden someterse a operaciones farmacéuticas
convencionales tales como fabricacion aséptica, esterilizacion y/o pueden contener diluyentes inertes convencionales,
agentes formadores de torta, agentes de tonicidad, agentes lubricantes o agentes tampdn, asi como adyuvantes, tales
como conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes y tampones, etc.
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Composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen tipicamente soluciones acuosas estériles (en
los casos en los que sean hidrosolubles) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
soluciones o dispersiones inyectables estériles.

Para la administracién intravenosa, soportes adecuados incluyen soluciéon salina fisiolégica, agua bacteriostatica,
Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, N.J.) o solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, la
composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista facilidad de ser incorporada en una jeringa.
Las formulaciones farmacéuticas preferidas son estables en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y deben
preservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. En general, el
soporte relevante puede ser un medio disolvente o de dispersidén que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. Se puede
mantener la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accidon de microorganismos puede conseguirse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &cido ascoérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir en la composicion agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes, tales como manitol,
aminoacidos, sorbitol, cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr
incluyendo en la composicion un agente que retarde la absorcidn, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.
Se puede incorporar un excipiente multifuncional, tal como albimina recombinante en el proceso de formulacién para
facilitar la estabilizacion del producto conjugado frente a la degradacién y ayudar en la administracién y liberacién del
componente activo. (BioPharm International, 2012, Vol 23, Numero 3, pags. 40-44).

Determinadas composiciones inyectables son soluciones o suspensiones isoténicas acuosas, y los supositorios se
preparan ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas. Dichas composiciones pueden esterilizarse
y/o contener adyuvantes tales como agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o emulsionantes, promotores
de la solucién, sales para regular la presién osmoética y/o tampones. Ademas, también pueden contener otras
sustancias valiosas desde el punto de vista terapéutico. Dichas composiciones se preparan de acuerdo con métodos
convencionales de mezcladura, granulacion o recubrimiento, respectivamente, y contienen aproximadamente 0,1-
75%, o contienen aproximadamente 1-50% del ingrediente activo.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido de esterilizacién por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo
en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion de caracter basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
los métodos preferidos de preparacién son el secado al vacio y la liofilizacion que produce un polvo del ingrediente
activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién previamente esterilizada filtrada del mismo.

Las composiciones orales en general incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para el propdsito de la
administracion terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y utilizarse en forma de
comprimidos, grageas o capsulas, p. ej., capsulas de gelatina. Las composiciones orales también se pueden preparar
utilizando un soporte fluido para uso como un colutorio. Pueden incluirse agentes aglutinantes farmacéuticamente
compatibles y/o materiales adyuvantes como parte de la composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos
y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un
aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa,
un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de
magnesio o Sterotes; un emoliente tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o
sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aromatizante de naranja. Formulaciones
para administracion oral pueden incorporar de forma ventajosa agentes para mejorar la estabilidad dentro del tracto
gastrointestinal y/o potenciar la absorcion.

Para la administracién por inhalacion, los agentes terapéuticos se administran preferiblemente en forma de un aerosol
desde un recipiente o dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, p. €j., un gas tal como di6xido
de carbono o un nebulizador. Cabe sefalar que los pulmones proporcionan una gran area de superficie para la
administracion sistémica de agentes terapéuticos.

Los agentes pueden estar encapsulados, p. e€j., en microparticulas poliméricas tales como las descritas en la
publicacion de EE.UU. 20040096403, o en asociacion con cualquiera de una amplia diversidad de otros vehiculos de
administracion de farmacos que se conocen en la técnica. Los agentes pueden administrarse en asociacion con un
lipido cargado tal como se describe, por ejemplo, en la publicacién de EE.UU. 20040062718. Cabe sefialar que el
ultimo sistema se ha utilizado para la administracién de un polipéptido terapéutico, insulina, demostrando la utilidad
de este sistema para la administraciéon de agentes peptidicos.

La administracién sistémica también puede ser por medios transmucosos o transdérmicos.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2818 109 T3

Composiciones adecuadas para la aplicacion transdérmica incluyen una cantidad eficaz de un conjugado con un
soporte adecuado. Soportes adecuados para la administracién transdérmica incluyen disolventes absorbibles
farmacoldgicamente aceptables para ayudar al paso a través de la piel del huésped. Por ejemplo, los dispositivos
transdérmicos tienen la forma de un vendaje que comprende un miembro de respaldo, un depdsito que contiene el
compuesto opcionalmente con soportes, opcionalmente una barrera de control de la velocidad para administrar el
compuesto de la piel del huésped a una velocidad controlada y predeterminada a lo largo de un periodo de tiempo
prolongado y medios para asegurar el dispositivo a la piel.

Composiciones adecuadas para aplicacién toépica, p. ej., a la piel y los ojos, incluyen soluciones acuosas,
suspensiones, pomadas, cremas, geles o formulaciones pulverizables, p. ej., para la administracion por aerosol o
similares. Sistemas de administracion tépica de este tipo seran en particular apropiados para la aplicacién dérmica.
Por lo tanto, son particularmente adecuados para su uso en formulaciones tdpicas, incluyendo cosmeéticas, bien
conocidas en la técnica. Estas pueden contener solubilizantes, estabilizantes, agentes potenciadores de la tonicidad,
tampones y conservantes.

La composicion farmacéutica puede ser para administracién subcutanea. Se conocen en la técnica componentes y
métodos de formulacién adecuados para la administracion subcutanea de agentes terapéuticos polipeptidicos (p. €j.,
anticuerpos, proteinas de fusién y similares). Véanse, p. €]., la solicitud de patente estadounidense publicada N°
2011/0044977 y la patente de EE.UU. N° 8.465.739 y la patente de EE.UU. N° 8.476.239. Tipicamente, las
composiciones farmacéuticas para la administracion subcutanea contienen estabilizadores adecuados (p. e€j.,
aminoacidos, tales como metionina, y sacaridos, tales como sacarosa), agentes tampodn y agentes tonificantes.

Tal como se utiliza en esta memoria, una aplicaciéon topica también puede pertenecer a una inhalacién o a una
aplicacion intranasal. Se pueden administrar convenientemente en forma de un polvo seco (ya sea solo, como una
mezcla, por ejemplo, una mezcla seca con lactosa, o una particula de componente mixto, por ejemplo con fosfolipidos)
desde un inhalador de polvo seco o una presentacion en aerosol de un recipiente presurizado, bomba, pulverizador,
atomizador o nebulizador, con o sin el uso de un propulsor adecuado.

Pueden proporcionarse composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién que comprendan uno o mas agentes
que reduzcan la velocidad a la que se descompondra el compuesto preparado por el método de la presente invencion
como ingrediente activo. Agentes de este tipo, a los que se alude en esta memoria como "estabilizadores", incluyen,
pero no se limitan a antioxidantes, tales como acido ascérbico, tampones de pH o tampones de sal, albumina
recombinante.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales que retienen
la eficacia biolégica y las propiedades de los conjugados y que tipicamente no son biolégicamente o de otra manera
indeseables. En muchos casos, los conjugados son capaces de formar sales con acidos y/o bases en virtud de la
presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos similares a los mismos.

Sales por adicion de acido farmacéuticamente aceptables se pueden formar con &acidos inorganicos y acidos
organicos, p. e€j., sales acetato, aspartato, benzoato, besilato, bromuro/bromhidrato, bicarbonato/carbonato,
bisulfato/sulfato, canforsulfornato, cloruro/hidrocloruro, cloroteofilonato, citrato, etandisulfonato, fumarato, gluceptato,
gluconato, glucuronato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato, laurilsulfato, malato, maleato,
malonato, mandelato, mesilato, metilsulfato, naftoato, napsilato, nicotinato, nitrato, octadecanoato, oleato, oxalato,
pamoato, pamoato, fosfato/hidrégeno-fosfato/dihidrégeno-fosfato, poligalacturonato, propionato, estearato, succinato,
sulfosalicilato, tartrato, tosilato y trifluoroacetato.

Acidos inorganicos de los que se pueden derivar sales incluyen, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico,
acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares.

Acidos organicos a partir de los cuales se pueden derivar sales incluyen, por ejemplo, acido acético, &cido propidnico,
acido glicolico, acido oxalico, acido maleico, acido malénico, acido succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido
citrico, acido benzoico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido toluenosulfénico, acido
sulfosalicilico y similares. Se pueden formar sales por adicion de bases farmacéuticamente aceptables con bases
organicas e inorganicas.

Bases inorganicas a partir de las cuales se pueden obtener sales incluyen, por ejemplo, sales de amonio y metales
de las columnas | a Xl de la Tabla Periddica. En determinadas realizaciones, las sales se obtienen a partir de sodio,
potasio, amonio, calcio, magnesio, hierro, plata, zinc y cobre; algunas sales particularmente adecuadas incluyen sales
de amonio, potasio, sodio, calcio y magnesio.

Bases organicas a partir de las cuales se pueden obtener sales incluyen, por ejemplo, aminas primarias, secundarias
y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas, resinas de
intercambio idnico basicas y similares. Determinadas aminas organicas incluyen isopropilamina, benzatina, colinato,
dietanolamina, dietilamina, lisina, meglumina, piperazina y trometamina.
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Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden sintetizar a partir de un compuesto precursor, un resto de caracter
basico o acido, mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, las sales de este tipo se pueden preparar
haciendo reaccionar formas de acido libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base
apropiada (tal como hidréxido, carbonato, bicarbonato de Na, Ca, Mg o K, o similares), o haciendo reaccionar formas
de base libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido apropiado. Las reacciones de este tipo
normalmente se llevan a cabo en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de los dos. Generalmente,
cuando sea posible, es deseable el uso de medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o
acetonitrilo. Pueden encontrarse listas de sales adecuadas adicionales, p. e€j., en " Remington's Pharmaceutical
Sciences", 202 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa, (1985); y en "Handbook of Pharmaceutical Salts
Properties, Selection, and Use" de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim, Alemania, 2002).

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "soporte farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de
los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (p. ej., agentes
antibacterianos, agentes antifungicos), agentes isotonicos, agentes retardadores de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, excipientes multifuncionales tales como albimina recombinante y
similares y combinaciones de los mismos, tales como conoceran los expertos en la técnica (véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990, pags. 1289-1329). Salvo en lo que
concierne a cualquier portador convencional que sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

Ejemplo de la invencion

Método Experimental

Abreviaturas
ACN acetonitrilo
BOC terc.-butiloxicarbonilo
DIEA diisopropiletilamina
DIPEA N,N'-diisopropiletilamina
DMF N, N'-dimetilformamida
DMSO Sulfoxido de dimetilo
DTT Ditiotreitol
Fmoc cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo
HATU hexafluorofosfato de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio-3-6xido
HCTU hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio
HOBt hidroxibenzotriazol
HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
HPF6 acido hexafluorofosforico
LC cromatografia liquida
MALDI desorcidn/ionizacién por laser asistida por matriz
MS Espectrometria de masas
NHS N-hidroxisuccinimida
NMP N-metilpirrolidona
RMN resonancia magnética nuclear
PBS Solucidn salina tamponada con fosfato
PEG polietilenglicol
PS sintesis de péptidos
PG grupo protector
RP-HPLC HPLC de fase inversa
SM material de partida
SCF fluido supercritico
SPPS sintesis de péptidos en fase sdlida
TIC total en corriente
TIPS triisopropilsilano
TFA acido trifluoroacético
Trt tritilo
UPLC Cromatografia liquida de ultra rendimiento

Métodos de LCMS
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Método A
Columna Acquity BEH 1,7 ym 2,1 x 50 mm
Temperatura de la columna 50 C
Eluyentes A: Agua (acido férmico al 0,1%); B: ACN (acido férmico al
0,1%);
Caudal 1 mL/min
Gradiente 0 min 40% de B; 40% a 98% de B en 1,40 min; 2,05 min 98%
de B; 2,1 min 40% de B
Espectréometro de masas Cuadrupolo Sencillo ESl intervalo de escaneo 120-1600
UPLC Waters Acquity
Método B
Columna Proswift Monolith 4,6 x 50 mm
Temperatura de la columna 50 C
Eluyentes A: Agua (acido férmico al 0,1%); B: ACN (acido férmico al
0,1%);
Caudal 1 mL/min
Gradiente 0,7 min 2% de B; 2% a 60% de B en 12,8 min; 14 min 60%
de B; 14,2 min 2% de B
Espectréometro de masas Qtof intervalo de escaneo ESI 600-3500; desconvolucionado
por Max Ent 1 en el paquete de software Mass Lynx
UPLC Waters Acquity
Método C
Columna Hilic 2,1 x 100 mm
Temperatura de la columna 55C
Eluyentes A: CO2 B: MeOH
Caudal 2 mL/min
Gradiente 0,15 min 2% de B; 2% a 50% de B en 1,5 min; 2,1 min 50%
de B; 2,25 min 2% de B; 2,5 min 2% de B
Espectréometro de masas Cuadrupolo Simple ESI
SCF Waters Acquity
Método D
Columna Proswift Monolith 4,6 x 50 mm
Temperatura de la columna 50 C
Eluyentes A: Agua (acido férmico al 0,1%) B: ACN (acido formico al
0,1%);
Caudal 1 mL/min
Gradiente 0 min 3% de B; 3% a 90% de B en 7 min; 7,1 min 15% de B;
7,70 min 95% de B; 7,8 min 3% de B
Espectrometro de masas Qtof intervalo de escaneo ESI 100-1900; desconvolucionado
por Max Ent 1 en el paquete de software Mass Lynx
UPLC Waters Acquity
Método E
Columna XBridge Columna C18, 3,5 ym, 2,1 x 50 mm
Temperatura de la columna 50C
Eluyentes A: Agua (acido férmico al 0,1%) B: ACN
Caudal 1mL/min 0,0 min a 1,21 min; 1 mL/min a 2 mL/min en 0,49
min; 1,5 mL/min a 1,0 mL/min en 0,29 min
Gradiente 0 min 1% de B; 1% a 30% de B en 1,2 min; 1,21 min 95% de

B; 1,71 min 1% de B

Espectrometro de masas

Cuadrupolo Sencillo ESI intervalo de escaneo 150-1600

HPLC

Agilent 1100

Método F de UPLC HRMS:

Columna: Acquity BEH300 C4 1,7 uym, 2,1 x 50 mm

Eluyente A: Agua (TFA al 0,1%)
Eluyente B: ACN (TFA al 0,1%)

Caudal: 0,5 mL/min
Temperatura: 40 °C
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Gradiente: 20% mantener 0,5 min, rampa a ACN al 80% en 10 min

Sintesis general de péptidos (etapa a del método de la invencion: modificar el péptido de modo que el péptido
resultante contenga una histidina en la posicién adyacente al aminoacido del extremo N)

Los péptidos se sintetizaron mediante quimica Fmoc en fase soélida estandar. Los péptidos se ensamblaron en el
sintetizador de péptidos de microondas Liberty (CEM Corporation, Carolina del Norte, EE. UU.). Los péptidos con una
carboxamida no sustituida en el extremo C se sintetizaron a partir de resina Rink-Amida-AM protegida con Fmoc
(Novabiochem, EE.UU.).

Ciclo de Sintesis: La resina se lavdé con DMF y DCM. Fmoc se separé mediante tratamiento con piperidina al 20%/
DMF (tipicamente 7 mL por 0,1 mmol dos veces). La resina se lavé con DMF y el acoplamiento se realizé mediante
la adicién del aminoacido Fmoc (5 eq.; solucién 0,2 M en DMF), HCTU (5 eq.; solucién 0,5 M en DMF) y DIPEA (10
eq.; solucion 2 M en NMP), seguido de mezcladura de la suspension con nitrégeno a 75 °C durante tipicamente 5 a
50 min con una potencia de microondas de 0 a 20 vatios, dependiendo de los requisitos especificos. Después de
lavar con DMF, la etapa de acoplamiento podria repetirse una vez dependiendo de los requisitos especificos. La
resina se lavo con DMF.

Los péptidos se purificaron mediante HPLC preparativa de fase inversa. Se utilizé la siguiente columna: columna
Waters XBridge 30 x 50 mm 5 um. Las fases moviles consistieron en el eluyente A (NH4OH 5 mM en H20) y eluyente
B (ACN). Los gradientes se disefiaron en funcién de los requisitos especificos del problema de separacion. Los
productos puros se liofilizaron a partir de ACN/H20.

En lo que sigue se describe la sintesis de un ejemplo representativo.

Péptido 1: AHNGDLKF-NH2

Sintesis de AHNGDLKF-NH2

Fmoc-NH-PS

SPPS

A-H(Trt}-N(Trt)-G-D(O-1Bu)-L-K(Boc)-F-NH-PS

1. Escision/Separacion de PG
2. Purificacion

A-H-N-G-D-L-K-F-NH2
Preparacion de A-H(Trt)-N(Trt)-G-D(O-tBu)-L-K(Boc)-F-NH-PS

La resina Rink-Amida-AM protegida con Fmoc (316 mg, 0,25 mmol) se sometié a sintesis de péptidos en fase sdlida
(SPPS) en el sintetizador de péptidos de microondas Liberty.

El acoplamiento se realizé de la siguiente manera:

Numero de Potencia  del
Acoplamiento | AA acoplamientos x | Temperatura °C microondas
Tiempo de reaccion
1 H 1x 7,5 min 75 20
2 K(Boc) 1x7,5min 75 20
3 L 1x7,5min 75 25
4 D(O-tBu) 1x7,5min 75 20
5 G 1x 7,5 min 75 20
6 N(Trt) 1x7,5min 75 20
7 H(Trt) 1 X2 min 50 0
1 x4 min 50 25
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[ 8 [ A | 1x7,5min | 75 | 20

Preparacion de Péptido 1
(Escision de la resina con separacion concomitante del grupo protector y luego purificacion)

Se afadié una mezcla de TFA/H20O/TIPS (95:2,5:2,5) (3 mL, que contenia 0,2 g de DTT) al compuesto Intermedio
(0,25 mmol) y la suspension se agité a ta durante 3 h. Se separo por filtracion la solucion de escision y se lavéd la
resina con TFA ac. al 95% (1 mL). Las soluciones combinadas de escision y lavado se vertieron sobre una mezcla de
dietil éter frio (30 mL), dando un precipitado. La suspension se centrifugd y el sobrenadante se vertié. Se afiadio dietil
éter (30 mL) al residuo, la suspensién se agité con vortex durante 3 min y se centrifugd, y el sobrenadante se verti6.
El proceso de lavado se repitié dos veces. El sélido se seco en vacio. El producto bruto se purific6 mediante HPLC
preparativa (gradiente: 5-20% de B a lo largo de 3,2 min) y se liofiliz6 en ACN/H20 para proporcionar Ejemplo 1 (49
mg, 0,054 mmol). LCMS (Waters Acquity UPLC XBridge C18 3,5 um 3,0 x 30 mm, 40 °C, Eluyente A: Agua + NH40OH
5 mM, Eluyente B: ACN, gradiente de 5% a 95% de B/A alo largo de 2 min): Tiempo de retencién: 0,70 min ; medido:
[M + H] + = 900,8; calculado: [M + H] + = 901,0).

Los péptidos 2 y 3 se sintetizaron por analogia:

Péptido 2 ALNGDLKF-NH2

LCMS Tiempo de retencion: 0,81 min; medido: [M + H] + = 876,8; calculado: [M + H] + = 877,0).
Péptido 3 (ejemplo de referencia). MHNGDHLF-NH2

LCMS Tiempo de retencion: 0,68 min; medido: [M + H] + = 969,8; calculado: [M + H] + = 970,1).

Ensayo de reactividad general del NHS: (Etapa b de la invencion)

Sulfo-NHS-LC biotina (5 eq) se afiade al péptido (0,2 mg/ml) en tampdon NaOAc 30 mM pH 4 y la reaccién se mantiene
a temp. ambiente. Después de una hora, la reaccion se enfria bruscamente con 200 eq de hidrato de hidrazina y la
conversion se controla mediante LCMS y se mapea mediante MALDI o RMN. La relacién de compuestos se estimo
en base a la absorcion UV a 214 nm.

SM = material de partida

+ 1 = reactividad en el extremo N

+ 1' = reactividad en lisina

+ 2 = reactividad tanto en el extremo N como en lisina

Resultados de secuencia por LC-MS (SM: +1:+1":+2)*

AHNGDLKLO0:9:1:0

ALNGDLKF7:1:0:0

MHNGDHLFO0:10:n/d:0

Ejemplo 1: Etapa b de la invencién utilizando AHNGDLKF-NH2 y Sulfo-NHS-LC biotina como agente activante
LCMS Tiempo de Retencion del Producto: 1,81 min; medido: [M + H] + = 1239,63; calculado: [M + H] + = 1239,6200).
Datos de mapeo (utilizando el método MALDI LIFT): Biotina + Alanina: medido [M + H] + = ~ 411; calculado: [M +
H] + = 411,21). Biotina +AH: medido [M + H] + = 548,27; calculado: [M + H] + = 548,27). No se detectd masa de
alanina sola.

Ejemplo 2: Etapa b de la invencién utilizando ALNGDLKF-NH2 y Sulfo-NHS-LC biotina como agente activante

LCMS Tiempo de Retencion del Producto: 1,29 min; medido: [M + H] + = 876,50; calculado: [M + H] + = 877,0). Muy
poca adicion (principalmente material de partida)
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Ejemplo 3: Etapa b utilizando MHNGDHLF -NH2 y Sulfo-NHS-LC biotina como un agente activante

LCMS Tiempo de Retencion del Producto: 2,05 min; medido: [M + H] + = 1308,5972; calculado: [M + H] + = 1308,59).

Datos de mapeo (utilizando el método MALDI LIFT): Datos de mapeo (utilizando el método MALDI LIFT): Biotina +
Metionina: medido [M - H] = 470,64, calculado: [M - H] = 470,66). No se detect6 masa de metionina sola.

Ejemplo 4: Conjugacion especifica para el sitio de biotina Sulfo-NHS-LC con un péptido agonista de APJ
(compuesto Intermedio c):

Etapa 1: Sintesis de A-H-Q-R-P-C-L-S-C-K-G-P-(D-Nle)-fenetil amina compuesto Intermedio a

Int-A

Se sometié resina de fenetilamina-AMEBA (Sigma Aldrich, 0,1 mmol, 1,0 mmol/g) a sintesis de péptidos en fase sélida
en un sintetizador de péptidos automatico (CEM Liberty Blue Microwave) con doble Arg estandar para los residuos de
Arg y doble tiempo acoplado con D-Nle. Los aminoacidos se prepararon como soluciones 0,2 M en DMF. Un ciclo de
acoplamiento estandar se definié de la siguiente manera:

*Acoplamiento de aminoacido: AA (5 eq.), HATU (5 eq.), DIEA (25 eq.)

sLavado: DMF (3 X 7 mL)

*Desproteccion de Fmoc: 20% Piperidina/HOBt 0,1 M (2 x 7 mL)

sLavado: DMF (4 x 7 mL, luego 1 x5 mL)

Acoplamiento | AA Numero de acoplamientos x Tiempo de reaccion | Método de
(Temp) Acoplamiento
1 Fmoc-D-Nle-OH 1 x 10 min (70°C) DIEA/HATU
2 Fmoc-L-Pro-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
3 Fmoc-L-Gly-OH 1 x 5 min (70°C) DIEA/HATU
4 Fmoc-L-Lys-OH 1 x 5 min (70°C) DIEA/HATU
5 Fmoc-L-Cys-OH 1 x 5 min (70°C) DIEA/HATU
6 Fmoc-L-Ser-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
7 Fmoc-L-Leu-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
8 Fmoc-L-Cys-OH 1 x 5 min (70°C) DIEA/HATU
9 Fmoc-L-Pro-OH 1 x 5 min (70°C) DIEA/HATU
10 Fmoc-L-Arg-OH 2 x 25 min (25°C) DIEA/HATU
11 Fmoc-L-GIn-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
12 Fmoc-L-His-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
13 Fmoc-L-Ala-OH 1 x 5 min (70°C) DIEA/HATU
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Después del ensamblaje del péptido, la resina se lavé con DMF (2 x 50 mL) y DCM (2 x 50 mL) y luego se seco en
vacio para dar el compuesto Intermedio a (276 mg, 0,1 mmol).

Etapa 2: Preparacion del compuesto Intermedio b (Escision de péptido de resina)

H oo
H H
o N N N
S I il H/E }
~OH \/O\)N:(NH
NH, ©
int-b

Compuesto Intermedio a (276 mg, 0,1 mmol) se combind con 4 mL de solucion de TFA (37 mL de TFA, 1 mL de

H20, 1 mL de TIPS, 3,06 g de DTT) y se agit6 a t.a. durante 3 horas. La solucion se separd de la resina y se precipitd
10 en 40 mL de Et20 frio. La solucion se agitdé con vortex y se dej6 reposar sobre hielo durante 10 minutos antes de

centrifugar a 4000 rpm durante 5 minutos. El disolvente se separé y el sélido blanco se lavé dos veces mas con Et20

frio (40 mL cada vez), se centrifugé (5 minutos cada vez) y se decanté. El solido se secd en vacio durante la noche,

produciendo compuesto Intermedio b-lote 1 (17,4 mg, 0,012 mmol). LCMS (SQ2 Andlisis del Producto-Acido-

Péptido-Polar, columna Acquity UPLC BEH C18, 130 A17 um, 2,1 mm x 50 mm, 50°C): R¢= 1,83 minutos, MS [M+H]
15 1513,5.

Etapa 3: Preparacion del compuesto Intermedio ¢ (Ciclacion de residuos cisteina)
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Compuesto Intermedio b-lotes 1 y 2 (29,6 mg, 0,020 mmol) en agua (3 mL) y 10 gotas de DMSO para dar una
solucion ligeramente turbia. Se afiadié gota a gota lentamente yodo (50 mM en HOAc, 0,783 mL, 0,039 mmol) y la
reaccion se mezclo a t.a. durante la noche. El andlisis LCMS de la reaccion bruta mostré una conversion completa
del material de partida. Se afiadi6é gota a gota acido ascérbico 0,5 M hasta que se disipd el color. El material se
purificé mediante HPLC activada por MS. La liofilizacién de las fracciones reunidas dio 7 mg del producto deseado
en forma de un polvo blanco (4,63 pymol, 24%). LCMS (SQ2 Analisis del Producto-Acido-Péptido, columna Acquity
UPLC BEH C18, 130 A, 1,7 ym, 2,1 mm x 50 mm, 50°C): Rt = 0,90 minutos, MS [M+H] 1511,8.

Etapa 4: Preparacion del compuesto Intermedio d (Reactividad NHS/Péptido)
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X
HN" NH ’ 0 pH 4 tampdn NaOAc
S N\M/JJ‘“D'DSDE
3 O Intc
OH
/ 8]
O
D NHS\S HN .
HEN‘,‘;;.,D o ;

Sulfo-NHS-LC-Biotina (Sigma Aldrich, 0,737 mg, 1,324 umol, 5 eq.) se disolvié en tampon NaOAc 30 mM pH 4 (266
uL) y se afiadié al compuesto Intermedio ¢ (0,4 mg, 0,265 mmol). La reaccidén se mezclé a t.a. durante 16 horas.

5 33 uL de la mezcla de reaccién se separaron y se enfriaron bruscamente inactivé con hidrazina monohidrato (0,6 pl,
200 eq.). La conversion completa del material de partida en producto +1 se observé mediante LCMS. El marcaje en
el residuo de Ala N-terminal se confirmé digiriendo la mezcla de reaccién con Tripsina Gold (Promega) de acuerdo
con el protocolo del fabricante y analisis LCMS. LCMS (SQ2 Analisis del Producto-Acido-Péptido, columna Acquity
UPLC BEH C18, 130 A, 1,7 ym, 2,1 mm x 50 mm, 50°C): Rt = 2,29 minutos, MS [M+2/2] 925,8.

10
Etapa 5: Digestion de compuesto Intermedio d con Trypsin Gold (Marcaje N-terminal)
O
HoN__O
H”J\NH 2
S N “r"°N ¢ “OH
0 H 0O HHO
R
L NH
Fragmento 1 .;;L
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HN™ "NH,
Fragment 2

Se prepard una soluciéon de Trypsin Gold (Promega Parte n°® TB309) en &cido acético 50 mM (1 pg/pL). La mezcla
bruta de compuesto Intermedio d (100 pL, 0,081 pmol) se diluyé con 50 mM de Tris-HCI, CaCl2 1 mM pH 7,4 (200
ML) para dar una solucion de 0,5 mg/mL. Se afiadié Trypsin Gold (3 yL) y la reaccién se mezclé a 37°C durante 16
horas. Elanalisis LCMS indic que la escision se habia producido en las posiciones Ry K C-terminales del compuesto
Intermedio d con una adicion de biotina en cada uno de los fragmentos. LCMS (SQ4 Analisis del Producto-20 min-
Acido-XXPolar, Acquity CSH 1,7 pm 2,1 x 100 mm, 50°C): Fragmento 1 AHQR +1 biotina Rt = 5,92 minutos, MS
[M+2/2] calculado: 425,715, observado: 426,1; Fragmento 2: AHQRPCLSCK +1 biotina Rt = 11,40 minutos, MS [M+2/2]
calculado:740,345, observado: 740,9, MS [M+3/3] calculado: 493,896, observado: 494 4.

Ejemplo de Proteina Terapéutica (GDF15): Etapa a del método de la invencion: modificando el péptido de modo que
el péptido resultante contenga una histidina en la posicion adyacente al aminoacido del extremo N

Expresion de proteinas GDF-15 humanas en células de E.coli

Cepas de E.coli BL21 (DE3) Gold (Stratagene) y células Rosetta (DE3) pLysS (Novagen) se transformaron con
construcciones de Secuencia ID N°s 1 a 7 y construccion MAHA-(200-308) -hGDF 15, respectivamente, clonadas en
vectores pET26b. Las células transformadas se cultivaron bajo seleccion de antibiéticos primero en 3 ml y luego en
50 ml de caldo Luria (Bacto-Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5/L, glucosa 6 g/L) hasta que se alcanz6
una DO600 de 1,5. Los precultivos se utilizaron para inocular dos fermentadores de 1 L llenos de medio Terrific Broth
(NH4S04 1,2 g/L, H2PO4 0,041 g/L, K2HPO4 0,052 g/L, Bacto-Triptona 12 g/L, Extracto de levadura 24 g/L). Los
cultivos se indujeron mediante la adicién automatica de isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM cuando el
pH aumenté por encima de 7,1. Otros parametros de fermentacién fueron: temp = 37°C; pH 7,0 +/- 0,2 ajustado
mediante la adicion de NaOH/H2S04 2 N; pO2 > 30% con cascadas de velocidad del agitador, flujo de aire y adicién
de oxigeno. Cinco horas después de la induccién, los cultivos se enfriaron a 10°C y las células se recogieron por
centrifugacion.

Purificacion y replegamiento de variantes de GDF15

a) cuerpos de inclusién

Sedimentos de E. coli recombinante que expresan la proteina de interés se resuspendieron (5% p/v) en NaH2PO4 50
mM/NaCl 150 mM/benzamidina.HCI 5 mM/ DTT 5 mM, pH 8,0 a 4°C, se homogeneizaron y lisaron por 2 pasajes por
prensa French (800 y 80 bares). Los cuerpos de inclusion (IBs) se aislaron mediante centrifugacion a 12,000 rpm
durante 60 min a 4°C.

b) Purificacion de proteina bruta no plegada

Los IBs se solubilizaron (5% p/v) en guanidina 6 M/NaH2PO4 100 mM/Tris 10 mM/beta-mercaptoetanol 20 mM, pH
8,0 y se agitaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Los desechos se separaron mediante centrifugaciéon a
12,000 rpm. Los IBs solubilizados se purificaron adicionalmente en Ni-NTA-Superflow (la construccion sin la etiqueta
His se une también a esta resina debido al alto contenido de histidina). Después de lavar la linea de base con
guanidina 6 M/ NaH2PO4 100 mM /Tris 10 mM/beta-mercaptoetanol 5 mM, pH 8.0, el material unido se eluy6 con el
mismo tampon ajustado a pH 4,5. El material eluido se ajustd a pH 8,0, se afiadiéo DTT 100 mM vy la solucién se agité
durante la noche a 4°C. A continuacion, se ajusté el pH a 2 mediante la adicion de acido trifluoroacético (TFA, solucion
madre al 10% en agua) y la solucion se diluy6 adicionalmente 1:1 con TFA al 0,1% en agua. La solucion de proteina
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bruta se purificé adicionalmente utilizando RP-HPLC (Poros) utilizando un gradiente de acetonitrilo al 0-50% en 50
min. Las fracciones que contenian GDF-15 se combinaron y liofilizaron.

c) Plegamiento de proteinas

Método 1: Material liofilizado se disolvidé a razén de 2 mg/ml en acido acético 100 mM, se diluyé 15-20 veces en
tampon de plegamiento (CHES 100 mM/NaCl 1 M/CHAPS 30 mM/GSH 5 mM /GSSG 0,5 mM/DMSO al 20%, pH 9,5,
4°C) y la solucién se agité suavemente durante 3 dias a 4°C. Después de 3 dias, se afadieron 3 volimenes de acido
acético 100 mM y la solucién se concentrd por ultrafiltracion (corte de 5 kDa) hasta aproximadamente 100-200 ml, se
diluyé 10 veces con acido acético 100 mM y se volvié a concentrar. El material replegado se purificé adicionalmente
mediante RP-HPLC preparativa en una columna Vydac C4 a 50°C (tampdn A: TFA al 0,1% en agua; tampén B: TFA
al 0,05% en acetonitrilo). Después de cargar la columna, se lavd con tampéon B al 15% y se eluyd con un gradiente
de 15% de B a 65% de B en 50 min. Las fracciones recogidas que contienen la proteina de interés se diluyeron con
un volumen igual de tampén A y se liofilizaron. Los rendimientos del replegamiento fueron de aproximadamente el
25% para ambas proteinas.

Método 2: Protocolo seguido como en el método 1 con tampdn de plegamiento: CHES 100 mM, pH 9,4, arginina 0,9
M, NaCl 0,5 M, EDTA 1 mM, GSH 2,5 mM, GSSG 1 mM (concentracion final).

Los siguientes mutantes de GDF15 se prepararon de acuerdo con el procedimiento anterior:

M-(His)e-hGDF15 (ejemplo de referencia)
MHHHH HHAR NGDHC PLGPG RCCRL HTVRA SLEDL GWADW VLSPR EVQVT MCIGA

CPSQF RAANM HAQIK TSLHR LKPDT VPAPC CVPAS YNPMV LIQKT DTGVS LQTYD

DLLAK DCHCI (SEQ ID No 1).
LCMS: Masa calculada: 26462 Masa Observada: 26464

MH-(199-308)-hGDF15 (ejemplo de referencia)
MHNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQI

KTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID No 2)
LCMS: Masa calculada: 24636 Masa Observada: 24638

M-(His)e-M-hGDF15 (ejemplo de referencia)
MHHHHHHMARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWYVLSPREVQVTMCIGACPSQF

RAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ

ID No 3).
LCMS: Masa calculada: 26724 Masa Observada: 26725

M-(His)e-cynoGDF15 (ejemplo de referencia)
MHHHHHHARNGDRCPLGPGRCCRLHTVHASLEDLGWADWYLSPREVQVTMCIGACPSQFRE

ANMHAQIKMNLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCV  (SEQ

ID No 4).
LCMS: Masa calculada (dimero): 26664 Masa Observada: 26665

His-dGDF15 (ejemplo de referencia):
MHHHHHHAHARDGCPLGEGRCCRLQSLRASLQDLGWANWYVVAPRELDVRMCVGACPSQFR

SANTHAQMQARLHGLNPDAAPAPCCVPASYEPVVLMHQDSDGRVSLTPFDDLVAKDCHCVY

(SEQ ID NO 5).
LCMS: Masa calculada (dimero): 26368 Masa Observada: 26363

AH-(199-308)-hGDF15
AHNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQI

KTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID No §)
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Etapa 1: preparacion de la construccion M-Hise-TEV(ENLYFQ/A)-H-hsGDF15 aa199-308

La construccion M-His6-TEV(ENLYFQ /A) -H-hsGDF15 aa199-308 se preparé de acuerdo con el procedimiento
anterior (etapas a, b y c).

Etapa 2: Escisién por TEV de la proteina de la etapa 1

La proteina liofilizada se solubilizé en agua hasta una concentracion final de 1,75 mg/ml. La proteina se desplegé de
nuevo diluyendo 1:1 en Guan 6 M/Tris 50 mM, pH 8,0 + DTT 50 mM, y se agité a TA durante 1 h. El material se volvié
a purificar mediante RP-HPLC preparativa en una columna Vydac C4 y se liofilizd. Se solubilizaron 26 mg de liofilizado
en 26 ml de Tris 50 mM/UREA 3 M, pH 7,5 + 3000 Unidades de Proteasa AcTEV (Invitrogen, 12575-023) y se
incubaron durante 4 dias. Después, el pH se ajusté a pH 2,0 mediante la adicidon de acido trifluoroacético (TFA,
solucién madre al 10% en agua) y la solucion se diluy6 adicionalmente a 150 ml con TFA al 0,1% en agua. Después
de filtrar a través de una membrana de 0,22 um, el material se purifico de nuevo mediante RP-HPLC preparativa en
una columna Vydac C4 para aislar la proteina escindida con éxito. Las fracciones se recogieron manualmente; las
fracciones que contienen proteina diana se aislaron y liofilizaron. A continuacién, la proteina GDF15 escindida se
replegd y la proteina replegada se purific6 como se describié arriba.

LCMS: Masa calculada (dimero): 24516 Masa Observada: 24518
Los siguientes mutantes de GDF15 se preparan de acuerdo con el procedimiento anterior:

MHA-(200-308)-hGDF15 (ejemplo de referencia)
MHAGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQI

KTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID No. 7)

LCMS: Masa calculada (dimero): 24752
Los siguientes mutantes de GDF15 se preparan de acuerdo con el procedimiento anterior:

AHA-(200-308)-hGDF15
AHAGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQI

KTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ ID No. 8)
LCMS: Masa calculada (dimero): 24430 Masa Observada (dimero): 24432

Conjugacion especifica para el sitio de MH-(199-308)GDF15 (ejemplo de referencia) con un agente acilante de
acidos grasos

Etapa 1: preparacién del agente acilante enlazador de acidos grasos:

Etapa 1a: 3-terc-butil-2-undecilmalonato de 1-bencilo

)( Q O
N N A S OMO/\@ - 0
Br + 2

A una suspension de NaH (160 mg, 4,0 mmol) en DMF (8 mL) a 0°C bajo N2, se afadié terc-butil malonato de bencilo
(1,0 g, 4,0 mmol) en DMF (2 mL). La mezcla se agité durante 50 min, tras de lo cual se afiadié 1-bromoundecano en
DMF (2 mL). Después de una hora adicional de agitacion, se dejé calentar la reaccidon a temperatura ambiente. La
reaccion se mantuvo durante la noche. Se afiadieron Et2O (100 mL) y agua (20 mL) para repartir la reaccion. La fase
acuosa se extrajo con Et20 (100 mL) y los componentes organicos combinados se secaron sobre Na2SOas. El
disolvente se evaporé y el residuo se purificé mediante columna de resolucion instantanea (C18 12 g, ACN al 40-
100%/ agua + TFA al 0,1%) para producir el compuesto del titulo en forma de un aceite incoloro (1,14 g, 2,82 mmol,
71%): LCMS Método A Rt = 1,58min, M+Na 427,4; '"H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 0,84 - 0,96 (m, 3 H)
1,28 (sa, 12 H) 1,31 (m, J=3,90 Hz, 6 H) 1,41 (s, 9 H) 1,88 (c, J=7,38 Hz, 2 H) 3,29 (t, J=7,58 Hz, 1 H) 5,19 (¢, J=12,27
Hz, 2 H) 7,30 - 7,42 (m, 5 H).
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Etapa 1b: 11-terc.-butil docosano-1,11,11-tricarboxilato de 1,11-dibencilo

o 0O
)(o 0 OMBr

g

Una solucién de I-1 (650 mg, 1,61 mmol) en DMF (1 mL) se afiadié lentamente a una suspension de NaH (70,7mg,
1,77 mmol) en DMF (6 mL) a 0°C bajo N2. La mezcla se agitd durante 40 min antes de la adicion de 11-
bromoundecanoato de bencilo (571 mg, 1,61 mmol) en DMF (1 mL). Tras la adicién, la reaccion se dejé calentar a
temperatura ambiente y se agit6é durante la noche. La reaccién se diluyé con Et20 (100 mL) y se extrajo con agua (20
mL). La fase acuosa se extrajo con Et2O (100 mL) y los componentes organicos combinados se secaron sobre
Naz2SO0a4. El disolvente se evapord. El residuo se purificd por columna de resolucion instantanea (silice 80 g, 0-10%
EtOAC/HEP) para producir 1-2 en forma de un aceite incoloro (823 mg, 1,21 mmol, 75%): 'H RMN (400 MHz,
CLOROFORMO-d) 6 ppm 0,84 - 0,94 (m, 3 H) 1,12 (m, J=6,60 Hz, 4 H) 1,19 - 1,33 (m, 28 H) 1,35 (s, 9 H) 1,66 (quin,
J=7,40 Hz, 2 H) 1,85 (t, J=8,44 Hz, 4 H) 2,37 (t, J=7,52 Hz, 2 H) 5,14 (s, 2 H) 5,16 (s, 2 H) 7,30 - 7,42 (m, 10 H).

o0

Etapa 1c: Acido 13-(benciloxi)-2-((benciloxi)carbonil)-13-oxo-2-undeciltridecanoico

0 Q
HO 0’\©
R
0“0

A una solucién del compuesto intermedio 1-2 (200 mg, 0,295 mmol) en DCM (3 mL) se anadié TFA (0,6 mL) y la
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 h. El disolvente se evaporé y el residuo se purificé mediante
columna de resolucion instantanea (silice 12 g, EtOAc al 0-15% / HEP) para producir el compuesto del titulo (177mg,
0,284 mmol, 96%): "H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 0,87 - 0,94 (m, 3 H) 0,94 - 1,05 (m, 2 H) 1,19 (s a.,
14 H) 1,23 - 1,37 (m, 16 H) 1,65 (quin, J=7,40 Hz, 2 H) 1,78 - 1,91 (m, 2 H) 1,93 - 2,05 (m, 2 H) 2,37 (t, J=7,52 Hz, 2
H) 5,14 (s, 2 H) 5,27 (s, 2 H) 7,31 - 7,44 (m, 10 H).

Etapa 1d: 11-(2,5-dioxociclopentil)docosano-1,11,11-tricarboxilato de 1,11-dibencilo
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Se afadié una soluciéon de DCC (58,6 mg, 0,284 mmol) en DCM (1 mL) a una solucién de I-3 (177 mg, 0,284 mmol) y
N-hidroxisuccinimida (32,7 mg, 0,284 mmol) en DCM (2 mL) y THF (0,3 mL) bajo N2. La reaccion se agitdé a
temperatura ambiente durante 4 h. El disolvente se evaporé y el residuo se purificd mediante columna de resolucion
instantanea (silice 12 g, EtOAc al 0-35% / HEP) para producir I-4 en forma de un aceite incoloro (153 mg, 0,213 mmol,
75%): '"H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 0,86 - 0,93 (m, 3 H) 1,12 - 1,21 (m, 2 H) 1,21 - 1,37 (m, 30 H)
1,66 (quin, J=7,40 Hz, 2 H) 1,89 - 2,07 (m, 4 H) 2,37 (t, J=7,58 Hz, 2 H) 2,84 (s a., 4 H) 5,13 (s, 2 H) 5,25 (s, 2 H) 7,30
- 7,47 (m, 10 H).

Etapa 1e: Construccién de enlazador de acido graso (compuesto Intermedio 5)

HoN o~ O~ 0
0/\/0\/\0/\\/0\/\0]
+ K/O\/\O/\/O\/\O
O~ OO
[o/\/o\/\o’\/o\/‘o

HOY\‘/O\)

0

HN \/\O/\’O\/\O/\/Oj
OO~~~
\/0\/\0/\/0\/\0/\
O~ O~ O
[o’\/o\/“o/\/o\/‘o

HO o/
Ei)/\\/

Se afiadié una solucién de compuesto intermedio 1-4 (145 mg, 0,201 mmol) en THF (1,5 mL) y DCM (1,5 mL) a un vial
cargado con aminoacido-PEG24. Se afadié DIPEA (88 pL, 0,504 mmol) y la reaccién se agité en una placa de
agitacion durante 15 h. El disolvente se evapord y el residuo se purificé por cromatografia de fluidos supercriticos
(Waters HILIC 20 x 150 mm; 15-25% MeOH / CO2) para producir el compuesto intermedio I-5 (151 mg, 0,086 mmol,
43%): Método LCMS C Rt = 1,30 min, [M+2H]+2 876,4; '"H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 0,86 - 0,93 (m,
3H)0,93-1,04 (m,2H) 1,19 (sa., 15 H) 1,23 - 1,37 (m, 15 H) 1,61 - 1,68 (m, 2 H) 1,78 (td, J=12,44, 4,34 Hz, 2 H)
1,92 - 2,05 (m, 2 H) 2,37 (t, J=7,58 Hz, 2 H) 2,62 (t, J=6,05 Hz, 2 H) 3,49 (dd, J=6,72, 2,32 Hz, 2 H) 3,52 - 3,59 (m, 2
H) 3,59 - 3,73 (m, 92 H) 3,80 (t, J=6,05 Hz, 2 H) 5,13 (s, 2 H) 5,18 (s, 2 H) 7,31 - 7,42 (m, 10 H) 8,09 (t, J=5,26 Hz, 1
H).

Etapa 1f: Compuesto intermedio 6
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A
0.0 (\P Ou 0
Q
HN \/\0/\’0\/\0/\/0
O/\/O\/\O/\/O\/\O]
K/O\./'\O/\/O\./"O/\

o O
O/\./ \/\O/\/ \/\O /\/O\/’\O/\/O\/\O
o\)

I . O

HN \/\O/\‘/O\/\O/\/Oj
O/\/O\/'\O/‘\/O\/\O
O\./\O/‘\/O\/\O/\/O

I-5

Se afiadié DCC (22 mg, 0,103 mmol) en DCM (0,265 mL) a una soluciéon de compuesto intermedio I-5 (150 mg, 0,086
mmol) y N-hidroxisuccinimida en DCM (1,5 mL). La reaccion se agité durante 1,5 h. Se afiadié N-hidroxisuccinimida
adicional (10 mg) en THF (0,5 mL) y DCC (22 mg) en DCM (0,265 mL) y la reaccion se agité durante la noche. El
disolvente se evapord y el residuo se purificé mediante columna de resolucién instantanea (silice 12, MeOH al 0-5% /

DCM) para producir el compuesto intermedio 1-6 (159 mg, cuantitativo) en forma de un sélido blanco: LCMS Método
A Rt = 1,55 min, [M+H30+H]*2 933,9.

Etapa 1g: agente acilante enlazador de acidos grasos (Compuesto intermedio 7)

)
:E O 0
8}
HN \/\O/\\/O\/\O/‘\/O
HN \/\O/“\/D\/\O/‘\/O O/\VOV/\O/\VO\/\OJ
O/‘\./O\/\O/\./O\,/“O [\/va\ O'A\"’O\’/\O/\
L\/O\/\O/\VO\/\Q/\W O\/\ OA\’O\/\O/\/O
O\./’\O/\./Ov/\o/\/o O/\\/O\/\D/\‘/va\o
O/\VO\'/\O/\'\/O\’/\O

% o o._
WOJ B 071‘)]/\/

A una solucién de compuesto intermedio 1-6 (159 mg, 0,086 mmol) en THF (5 mL) se afiadié una suspensién de Pd al
10% sobre carbono (4,6 mg, 4,3 pmol) en THF (1 mL). La reaccion se colocd bajo hidrégeno y se agité durante 40
min. Se afadié mas Pd sobre carbono (7 mg, 6,5 umol) y luego se agité otra 1 h bajo hidrégeno. La reaccién se hizo
pasar a través de un filtro de membrana vy el filtrado se evaporé. El residuo se purificé por HPLC (Sunfire C18 30 x 50
mm, ACN al 45-70% / agua + TFA al 0,1%) para producir el agente de acilacion del enlazador de acidos grasos del
titulo (83 mg, 0,047 mmol, 54%): LCMS Método A Rt = 1,03min, [M+2H]+2 835,2; '"H RMN (400 MHz, CLOROFORMO-
d) 5 ppm 0,84 -0,94 (m,3H) 1,17 (sa.,2H)1,21-1,39 (m, 30 H) 1,57 - 1,68 (m, 2 H) 1,69 - 1,80 (m, 2 H) 1,97 - 2,10
(m, 2 H) 2,34 (t, J=7,21 Hz, 2 H) 2,86 (s, 4 H) 2,92 (t, J=6,48 Hz, 2 H) 3,51 - 3,73 (m, 96 H) 3,87 (t, J=6,48 Hz, 2 H)
7,45 (t, J=4,46 Hz, 1 H)

Ejemplo 5: Etapa 2: Conjugacion selectiva de MH-(199-308)-hGDF15 con agente de acilacién enlazador de acidos
grasos
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HO

AN~ O™~
ONO\/\O/\/O\/\OJ
OO
O~ Og ™0
[o/\/o\/“o/\/o\/‘o

O@L?&/\/O\)

H N/MH—hGDF15
2

0. OH O
Q OH

[o\/\o/\\/o\/\o/‘\/ NH
O/\,O\/\O/\/O\/\O
|/\ O/\/O\/'\O/\\/O
O\/\O/\\/O\/\O/\/Oj
O/\/O\/’\O/‘\/O\/’\O

L\/O\/\H—E—MH-hGDHS
O

MH-(199-308)-hGDF15 (0,393 mL, 0,028 pymol, 1,78 mg/mL) se afadié a 1,5 ml de tampoén acetato de sodio 30 mM,
pH 4, acido graso NHS (I-7: 474 ug, 0,284 umol, 10 mg/ml) se afiadio a la solucién. Después de 5 horas, la reaccién
5 se completd de acuerdo con MALDI. Los productos se purificaron lavando 5 veces utilizando ultrafiltracion de amicon
10 kD para dar 575 ug de conjugado con un rendimiento del 73%. MALDI: sm (18%), masa esperada: 24638 masa
observada: 24735; +1 acido graso (38%) masa esperada: 26192 masa observada: 26268; +2 acido graso (40%)
masa esperada: 27746 masa observada: 27798; +3 acido graso (4%) masa esperada: 29300 masa observada:

29333.
10

Ejemplo 6: Etapa 2: Conjugacion especifica para el sitio de M-(His)6-hGDF15-(199-308) con agente de acilacion de

enlazador de acidos grasos
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0] HC 0
HO 0
HN \/\0/\/0\/\ O/\\_/Oj
O,»\,O\/\O/\/O\/\O
HoN-M-(His)s-hGDF 15 Kfo\/\o’\/o\/\o/\
[O\/\O/\/O\/\O/\/O
O/\\/O\/\O/\/O\/\O
9]
@:37(\/0\/
OO
Q HG._ o
HO O
HN \/\O/\,O\//\o/\/{)j
EO\/\O/\\/O\/«O/\\,O
O/\/O\/\O/\/O\/\O
HN—Tr/\“O\)
O

M-(His)s-hGDF15

M-(His)s-hGDF15 (0,493 ml, 0,026 ymol, 1,42 mg/ml) se afadié a 1,5 ml de tampoén acetato de sodio 30 mM NHS
acido graso (I-7; 0,221 mg, 0,132 umol, 10 mg/mL) se afadié a la solucién. Durante la noche la reaccién no se
5 completo, por lo que se anadieron 2,5 equivalentes mas de acido graso NHS (0,110 mg, 0,066 umol, 10 mg/mL) y
después de 5 h, Maldi mostré conjugado +2 como el producto principal. El producto se purificé lavando 5 veces
utilizando ultrafiltracion de amicon 10 kD para dar 565 ug de conjugado con un rendimiento del 76%. MALDI: sm
(18%), masa esperada: 26468 masa observada: 26553; +1 &cido graso (38%) masa esperada:
observada: 28099; +2 acido graso (40%) masa esperada: 29576 masa observada: 29649; +3 acido graso (4%) masa

10 esperada: 31130 masa observada: 31201.
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HO

HIN \/\O/‘\/O\/\O/‘\/Oj

HaN~AH-hGDF15 0O O
K/O\/’\O/\\/O\/\O
e
[O\/\o/\/o\//\of\/o
O/\‘/O\/\O/\‘/O\/\O
G
&O\nz/\/o\)
o (8]
0 OH 0
O OH
[O\/\O/\/O\/’\O/‘\/NH
O/‘\/O\/\O/\\/O\/\O
(\0‘/\./0\/\0"/\./0
O\//\O/\/O\/\O/\/O]
O/\/O\/\O/\/O\/\O
(o
" N—N-AH-hGDF15
o H
AH-GDF15 + |-7:
Grado de Marcaje Calculado Observado %
AH-GDF15 (dimero) 24518 24559 3
AH-GDF15 +1 FA 26072 26091 44
AH-GDF15 +2 FA 27626 27615 42
AH-GDF15 +3 FA 29180 29164 11

+1FA 'y +2FA se refieren a la adicién de un acido graso en el extremo N de la unidad monomeérica y la unidad dimérica,
respectivamente. +3FA se refiere a acilacion no selectiva.

Secuencia (monoémero):
ahngdhcplgpgrccrlhtvrasledigwadwvlsprevgvtmcigacpsgfraanmhagiktsihrikpdtvpapccvpasynpmvligktdtgvsiqtyddllakd
chci

Una solucién de 10 mg/mL de acido graso I-7 se preparé en H20. AH-hGDF15 (1,12 mg/mL, 175 pL, 0,0080 umol) se
combiné con 202 uL de tampdn NaOAc 30 mM pH 4,0 y se afiadié una parte alicuota de 1-7 (13,33 pL). La reaccion
se mezcl6 a t.a. durante 16 horas, momento en el que el analisis MALDI mostré una conversion del 30% del material
de partida. Se afiadié una parte alicuota adicional de 6,67 uL de I-7 y la reaccion se mezcld durante 16 horas y se
afiadio una parte alicuota de 13,33 pL de 1-7. Después de 16 horas de mezcladura a t.a. se afiadié I-7 (13,33 uL)y
la reaccion se mezclé a t.a. durante 3 dias. Se afiadié una parte alicuota de 13,33 L de I-7 y la reaccion se mezcld a
t.a. durante 16 horas, momento en el que el analisis MALDI indicd una conversion > 95%. La solucién se intercambi6
en tampdén NaOAc 30 mM pH 4,0 utilizando un filtro centrifugo Amicon MWCO de 10 kDa diluyendo y concentrando
la reaccion 5 veces hasta un volumen de 0,2 mL. La concentracién se midié mediante Az2so (30040 M-1 cm-1; 26072
g/mol) para ser 0,31 mg/mL, 30%.

Ejemplo 6A: Conjugacion especifica para el sitio de AHA-hGDF15-(200-308) con agente de acilaciéon de
enlazador de acidos grasos
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O

Se prepard una solucién de 10 mg/mL de &cido graso (Compuesto intermedio 7) en agua de calidad de biologia
molecular. A AHA-hGDF15 (6,67 mg/mL en NaOAc 30 mM pH 4,0, 5,247 mL, 1,433 pmol) se afiadi6 NaOAc 30 mM
pH 4,6 (intervalo aceptable 4,5-5,0) para dar una concentracion de proteina final de 0,88 mg/mL. Se afiadié compuesto
intermedio 7 (10 eq., 2,39 mL, 0,014 mmol) y la reacciéon se mezcld a t.a. durante 18 horas. Se habia formado un
precipitado en el vial de reaccion. La mezcla de reaccion se dividid entre 4 x 15 mL de filtros centrifugos Amicon de
10 kDa y cada uno se diluyé a 15 mL con NaOAc 30 mM pH 4,0. El material se intercambié con tampén 4 veces en
NaOAc 30 mM pH 4,0 y las muestras se combinaron hasta un volumen de 25,6 mL, agitando el precipitado en el filtro
con una punta de pipeta entre lavados. El precipitado permanecio en solucién, por lo que la mezcla se dej6 reposar
a4 °C durante la noche. La concentracion se midié mediante A280 (30040 cm~'M-", 27538 g/mol) para ser 1,62 mg/mL
(100%). El analisis de UPLC mostré una recuperacion del 60% de los productos +1y +2 (Método F).

Especie % observado
AHA-GDF15 29
AHA-GDF15 +1 FA 27
AHA-GDF15 +2 FA 33
AHA-GDF15 +3 FA 11

Purificacion

El producto bruto se purificé mediante cromatografia de fase inversa (Tampon A TFA al 0,1% en agua; Tampén B TFA
0,1 M en gradiente de ACN; 99% -80% de Tampon A) en un Waters BEH300 130 A, 3,5 ym, 4,6 mm x 100 mm caudal
2,5 ml/min.

Fraccién 1: AHA-hGDF15 que no ha reaccionado: Rt=17,33 min

Fraccion 2: AHA-GDF15 + 1FA: Rt=20,20 min (aproximadamente 15% de rendimiento)
Fraccion 3: AHA-GDF15 + 2FA: Rt=21,60 min (aproximadamente 15% de rendimiento)
Fraccion 4: AHA-GDF15 + 3FA: Rt=23,0 min (aproximadamente 5% de rendimiento)

Alternativamente, la reaccion se puede llevar a cabo en NazHPO4-7H20 10 mM y NaOAc 30 mM a un pH de 4,73: Se
prepard una solucion de 10 mg/mL de Compuesto intermedio 7 en agua de calidad de biologia molecular. A AHA-
hGDF15 (12,04 mg/mL en NaOAc 30 mM pH 4,0, 4,15 uL, 0,002 ymol) se afadié NaOAc 30 mM NazHPO4 - 7H20 10
mM pH 4,73 para dar una concentracién de proteina final de 0,88 mg/mL. Se afiadié compuesto intermedio 7 (20 eq.,
6,83 pL, 0,041 ymol) y la reaccion se mezcld a t.a. durante 18 horas. La mezcla de reaccion se habia vuelto turbia con
un precipitado. El analisis de UPLC mostrd 58% de los productos +1y +2 (Método F).
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Especie % observado
AHA-GDF15 0
AHA-GDF15 +1 FA 11
AHA-GDF15 +2 FA 47
AHA-GDF15 +3 FA 34
AHA-GDF15 +4 FA 7

Alternativamente, la reaccion también se puede llevar a cabo en NaOAc 30 mM y K2HPO4 10 mM a un pH de 4,6: Se
prepard una solucion de 10 mg/mL de Compuesto intermedio 7 en agua de calidad de biologia molecular. A AHA-
hGDF15 (6,21 mg/mL en NaOAc 30 mM pH 4,0, 5,261 mL, 1,337 ymol) se afadié NaOAc 30 mM, K2HPO4 10 mM pH
4,6 (intervalo aceptable 4,5-5,0) para dar una concentracion de proteina final de 0,88 mg/mL. Se afiadi6 Compuesto
intermedio 7 (10 eq., 68,3 uL, 0,409 ymol) y la reaccién se mezclé a t.a. durante 7 horas. La mezcla de reaccioén se
habia vuelto turbia con un precipitado. La mezcla de reaccién se dividié en 4 porciones de 9 mL en 15 mL de filtros
centrifugos Amicon de 10 kDa y se diluyé a 15 mL con NaOAc 30 mM pH 4,0. El material se intercambié 4 veces en
NaOAc 30 mM pH 4,0, agitando el precipitado entre cada uno de los lavados con una punta de pipeta. La mezcla de
reaccion se concentrd hasta un volumen de 75 mL. El precipitado permanecid, por lo que el material se almacené a
4 °C durante dos dias. La concentracion se midié mediante A280 (30040 cm-'M-", 27538 g/mol) para ser 0,4 mg/mL
(97%). El analisis de UPLC mostré una recuperacion del 61% de los productos +1 y +2 (Método F).

Especie % observado
AHA-GDF15 34
AHA-GDF15 +1 FA 34
AHA-GDF15 +2 FA 27
AHA-GDF15 +3 FA 5

Ejemplo 7: Biotinilacion de M(His)sM-GDF15 (ejemplo de referencia) con mapeo para confirmar el marcaje N-
terminal

8
HN N
0P
S

0
0
HaN—M(His)sM-hGDF15 + H
; N. )L\/\/\/N S
"Na© o
0 0

o H
S NMN*M(HiS)gM-hGDF']S
H )
NH
HN\“/

O

pH=4
—_—

A una solucion de MHHHHHHM-hGDF15 (0,53 mg/mL, 8 mL) en tampdn acetato de sodio de pH 4 de NaOAc 30 mM
se afadio una solucion de éster de NHS (1,5 mg/mL en tampén de NaOAc 30 mM de pH 4) en la siguiente cantidad
secuencialmente cada dos horas, 118 uL, 177 uL. La mezcla se concentré/lavé utilizando un concentrador de amicon
(3 veces) con tampdn NaOAc a pH 4, y el cartucho se lavo repetidamente para lograr una alta recuperacion de
proteina. Se obtuvieron 5,8 mL 0,64 mg/mL de producto. LCMS: Esperado (+1): 27066, Observado (+1): 27066;
Esperado (+2): 27406, Observado (+2): 27405.

La biotinilacion confirmé el 90% en el extremo N mediante digestion con Glu-C y mapeo.

El objetivo de este protocolo es reducir, alquilar y digerir proteinas con Glu-C (S. aureus V8) para su posterior analisis
mediante HPLC-MS/MS (cromatografia liquida de alto rendimiento - espectrometria de masas en tdndem) o MALDI
MS (espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion con laser asistido por matriz). Brevemente, las proteinas puras
se reconstituyen en cadétropos, se reducen con ditiotreitol, se alquilan con yodoacetamida y luego se digieren con Glu-
C. Glu-C tiene especificidad para los residuos de glutamato cuando se tampona en tampones bicarbonato de amonio
o acetato de amonio. Glu-C escindira aspartato o glutamato en presencia de tampdn fosfato.

1. Método Experimental
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1.1.Reconstitucion/desnaturalizacion (GnHCI 4 M en 25 ulL)

1.1.1. AAadir 25 uL de hidrocloruro de guanidina (GnHCI) 4 M a una parte alicuota de proteina seca.

1.1.2. Agitar, sacudir o golpear suavemente durante aproximadamente 2 minutos para reconstituir y desnaturalizar la
proteina.

1.2.Reducciéon (GnHCI 2 M, ABC 100 mM, DTT 10 mM en 50 ulL)

1.2.1. Aiadir 20 uL de tampédn bicarbonato de amonio 250 mM recién preparado (ABC).
1.2.2. Aiadir 5 uL de ditiotreitol (DTT) 100 mM recién preparado en agua.

1.2.3. Incubar durante 1 hora a 37°C con agitacion suave.

1.3. Alquilacién (GnHCI 1,6 M, ABC 83,3 mM, DTT 8,3 mM, IAA 25 mM en 60 uL)
1.3.1. AAadir 4,75 uL de agua.

1.3.2. AAadir 5,25 uL de yodoacetamida (IAA) 400 mM recién preparada en agua.
1.3.3. Agitar o sacudir breve y suavemente para mezclar la muestra.

1.3.4. Incubar durante 40 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

1.4. Limpieza

1.4.1. Aiadir al menos 1000 uL de etanol helado.

1.4.2. Agitar o sacudir suavemente para mezclar.

1.4.3. Incubar a - 20°C durante 2 horas para precipitar la proteina.
1.4.4. Centrifugar durante 10 minutos a 10.000 RPM a 4°C.

1.4.5. Separa la mayor parte del sobrenadante.

1.4.6. Secar hasta completar en un Speedvac.

1.5. Digestion de Glu-C (GnHCI 0,25 M, Am Ac 25 mM ~pH 6,5, 20:1 proteina:Glu-C en 100 ulL)

1. Reconstituir la proteina seca en 10 uL de GnHCI 2,5 M.

.2. Agitar, sacudir o golpear suavemente durante aproximadamente 1 minuto para reconstituir la proteina.

5.3. Aiadir 10 uL de tampdn acetato de amonio 250 mM recién preparado.

1.5.4. Reconstituir 10 ug de Glu-C en 100 uL de agua milliQ.

1.5.5. Afiadir una cantidad adecuada de 0,1 ug/uL de Glu-C para lograr una relacién de (1 ug de Glu-C: 20 ug de
proteina). Por ejemplo, afiadir 10 uL por 20 ug de proteina.

1.5.6. Afadir agua para lograr un volumen de reaccion final de 100 uL.

1.5.7. Incubar durante 4 horas a 37°C con agitacion suave.

1.5.8. Glu-C tiene una actividad enzimatica a partir de pH 4,0 - 9,0, por lo que no es posible extinguir la actividad con
la adicion de acido o base. Se recomienda analizar de inmediato.

La muestra de GDF15 biotinilada deberia producir un péptido GluC desplazado en masa de 339 da.

Producto de digestion de GIuC N-terminal de GDF15 biotinilado quimicamente. Secuencia: LC-biotina-
M(His)sMARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLE. Masa monoisotdpica calculada con 3 alquilaciones de cisteina =
4311,9755 Da M 3+ carga +1 calc. = 1438,3325 Masa observada = 1438,3331.

(J'I(J'I

1.
1.
1.

Ejemplo 8: Biotinilacion especifica para el sitio de M(His)s-hGDF15 (ejemplo de referencia)

O

pH 4
H,N—His-hGDF 5 Z_S\/W \{/\ M }Q

HN NH
O

H
N _His-hGDF15
S WL/\OT\)Lﬁ 1S

0] 24
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His-hGDF15 + Biotina-PEG24-éster de NHS:

Grado de Marcaje Calculado Observado % Rt (min)
His-hGDF 15 (dimero) 26468 26464 18 2,35
His-hGDF15 +1 biotina 27823 27818 61 2,48
His-hGDF 15 +2 biotina 29179 29174 21 2,75

+1 biotina y +2 biotina se refieren a la acilaciéon del extremo N-terminal de los restos monomérico y dimérico,
respectivamente.

Se preparo una solucién de 10 mg/mL de biotina-PEG24-NHS (Biomatrik, Inc.) en NaOAc a pH 4 30 mM. Se combiné
MHHHHHH-hGDF15 (1,007 mL 0,054 pmol) con NaOAc 30 mM, pH 4 (1,5 mL y biotina-PEG24-NHS (Biomatrik, Inc.,
397 ul, 2,70 ymol). La mezcla se agit6é a t.a. durante 16 horas, momento en el que se afnadieron 10 equivalentes
adicionales (79,4 pL) de solucién de NHS y la reaccién se mezclé a t.a. durante 16 horas. Se afiadieron 10
equivalentes adicionales (79,4 uL) de soluciéon de NHS vy la reaccion se mezcld a t.a. durante 16 horas. La reaccion
se calenté a 37°C y se agité durante 10 horas, momento en el que la mezcla se cambié por NaOAc 30 mM pH 4
utilizando un filtro centrifugo Amicon MWCO de 10 kDa diluyendo y concentrando la muestra 5 veces hasta un volumen
de 2 mL. El analisis LCMS indico la presencia de material de partida, productos +1 y +2. La concentracion se midio
mediante Azgo (29090 M-'cm-", 27818 g/mol) para ser 1,20 mg/mL (100%.). LCMS Método D R; = 2.48 min; MS [M+1+1
biotina], [M+1+2 biotina]: observado: 27818.0000, 29174.0000, calculado: 27823,7, 29179,4.

Ejemplo 8A: Biotinilacion especifica para el sitio de M(His)6-hGDF15 (ejemplo de referencia)

o)
Y-NH o
HN Y-NH

S pH=4 HN
NH,-His-hGDF 15 d
.____+
0
o, P 0
‘Na'O j:;: HN-His-hGDF 15
' 0
7%

His-hGDF15 + Sulfo-NHS-Biotina:

Grado de Marcaje Calculado Observado % Rt (min)
His-hGDF15 B8 26468 n/d 0 n/d
His- hGDF15 B8 +1 biotina 26692 26690 7 5,05
His- hGDF15 B8 +2 biotina 26920 26918 71 5,05
His- hGDF15 B8 +3 biotina 27148 27143 21 5,05

Se prepard una solucion de 10 mg/mL de sulfo-NHS-biotina (ThermoFisher) en NaOAc 30 mM, pH 4. Se combiné
His-hGDF15 B8 (100 uL, 0,0076 pmol) con NaOAc 30 mM pH 4 (293,3 uL) y sulfo-NHS-biotina (ThermoFisher, 6,70
uL, 0,151 pymol). La mezcla se agité a t.a. durante 16 horas. La mezcla se intercambié en NaOAc 30 mM pH 4
utilizando un filtro centrifugo Amicon MWCO de 10 kDa diluyendo y concentrando la muestra 5 veces hasta un volumen
de 150 pL. El analisis LCMS indicé la presencia de material de partida, productos +1 y +2. La concentracion se midi
mediante Azso (29090 M-'cm-', 26917 g/mol) para ser 1,08 mg/mL (80%.). LCMS Método E: R; = 5.05 min; MS [M+1+1
biotina] observado: 26690; calculado: 26692, [M+1+2 biotina] observado: 26918; calculado: 26920, [M+1+3 biotina]
observado: 27143; calculado: 27148.

Ejemplo 9: Conjugacion especifica para el sitio del agente acilante de BCN con M(His)6M-hGDF15 (ejemplo de
referencia)
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| O H
HoN—His-hGDF15 :
N\OJL

/i O/LLN,Hls-hGDF'IS
o) H
O

His-hGDF15

Seq:MHHHHHHMARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVYLSPREVQVTMCIGACP
SQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

Se diluyé una soluciéon madre de His-hGDF15 (0,6 mL, 4,8 mg/mL) a 0,5 mg/mL con tampén NaOAc 30 mM pH 4,5
(5,2 mL). Una soluciéon madre de 10 mg/mL de (2,5-dioxopirrolidin-1-il)carbonato de (1R,8S,9s)-biciclo[6.1.0] non-4-
in-9-ilmetilo (NHS-BCN) en DMSO (251 pL se ahadié lentamente) y la reaccién se colocé en un plato agitador a 24°C
durante 21 h. La reaccién se diluyé hasta 30 mL con tampdén NaOAc 30 mM pH 4,5 y se concentré hasta 2 mL
utilizando un cartucho de ultrafiltracion MWCO de 10 kDa (repeticion 4 veces) para producir 2,5 mL de concentrado.
Basado en Azso (¢ = 29090M-' cm™', 26730g/mol) el concentrado fue 0,93mg/mL (2,33 mg, 80%): LCMS QT2_15-
60kDa_15min_polar

Grado de Marcaje Calculado Observado % intensidad TIC (MS+)
GDF15 26726 26726 26

GDF15 +1BCN 26903 26904 43

GDF15 +2BCN 27080 27080 23

GDF15 +3BCN 27257 27256 9

BCN Biciclononinilo

+1BCN y +2 BCN se refieren a la acilacion del extremo N del grupo amino de los restos monomérico y dimérico. +3
BCN se refiere a acilacion no selectiva.

Ejemplo 10: : Conjugacion especifica para el sitio del agente acilante de BCN con M(His)e-hGDF15 (ejemplo de
referencia)

HoN—His-hGDF15 )J\N,His-hGDF15

H

His-hGDF15 Seq:

MHHHH HHAR NGDHC PLGPG RCCRL HTVRA SLEDL GWADW VLSPR EVQVT MCIGA
CPSQF RAANM HAQIK TSLHR LKPDT VPAPC CVPAS YNPMV LIQKT DTGVS LQTYD
DLLAK DCHCI

Se diluy6 una solucién madre de His-hGDF1 (7,04 mL, 1,42 mg/mL) a 0,5 mg/mL con tampén NaOAc 30 mM pH 4,5
(12,95 mL). Una solucién madre de 10 mg/mL de (2,5-dioxopirrolidin-1-il)carbonato de (1R,8S,9s)-biciclo[6.1.0] non-
4-in-9-ilmetilo (NHS-BCN) en DMSO (0,88 mL) se afiadi6 lentamente y la reaccion se colocé en un plato agitador a
24°C durante 24 h. Se afiadié una porcién adicional de la solucion madre de NHS-BCN (176 pL) se afiadio, y la
reaccion se mantuvo a 24°C durante 24 h. La reaccion se diluyé hasta 60 mL con tampén NaOAc 30 mM pH 4,5y se
concentré hasta 4 mL utilizando un cartucho de ultrafiltracion MWCO de 10 kDa (repeticién 4 veces) para producir 4,1
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mL de concentrado. Basado en Azso (¢ = 29090M-"cm', 26700 g/mol) el concentrado fue 2,19 mg/mL (8,98 mg, 89%):
LCMS QT2_15-60kDa_15min_polar

Grado de Marcaje Calculado Observado % intensidad TIC (MS+)
GDF15 26468 26464 33

GDF15 +1BCN 26645 26640 34

GDF15 +2BCN 26822 26817 21

GDF15 +3BCN 26999 26993 3

BCN Biciclononinilo

+1BCN y +2 BCN se refieren a la acilacion del extremo N del grupo amino de los restos monomérico y dimérico. +3
BCN se refiere a acilacion no selectiva.

Ejemplo 11: Marcaje con fluoréforo de His-hGDF15 (ejemplo de referencia)

Etapa 1: Preparacion del agente acilante enlazador de Fluoréforo (1-8)

Na\,/\o/‘\,o\/\o/\\/c}\/\o
;/\/O\/\O/\fo\/\o/\/o
O\/\O/\/O\/‘\O/‘\/O\/’\O/\
O
Alexa —/<o g 0O H O O j
547
DN HzN/\/O[\/\O}IZ\B,N;; NGO NN

A una solucion de éster de Alexafluor647-NHS (Life Technologies, 5 mg, 4,00 pmol) en PBS (1 mL) se anadié azido-
dPEGz3-amina (Quanta Biodesign n° de cat. 10525, 4,84 mg, 4,4 pmol). La reaccion se mezcl6 a t.a. durante 6,5
horas, momento en el cual se afiadieron 0,25 equivalentes adicionales de azido-dPEGz3-amina (1 mg) con dos gotas
de DIPEA. La reaccién se mezclo a t.a. durante 16 horas. La conversion completa se observd mediante andlisis
LCMS. La mezcla se utilizé en el paso siguiente sin purificacién adicional. LCMS Método E: Rt = 1,73 min; MS [M+H/3]
observado: 646,1; calculado: 655,3.

Etapa 2: Derivatizacion adicional de la construccién his-hGDF15-BCN (ejemplo 10) con un agente fluoréforo (1-8)
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His-hGDF15 AF647:

Grado de Marcaje Calculado Observado % Rt (min)
His-hGDF15 26468 26465 27 6,19
His-hGDF15-BCN 26644 N/D 0 6,19
His-hGDF15 +1AF647 28609 28580 42 6,19
His-hGDF15+2AF647 30574 30714 21 6,19
His-hGDF15+3AF647 32539 32830 10 6,19

A una solucion de His-hGDF15-BCN (500 ul, 2,19 mg/mL, 0,041 umol) se afiadié una solucién de 1 (20,55 pl, 7,86
mg/mL 0,082 uml). La reaccion se mezclé a t.a.durante 2 dias, momento en el que se observd una conversion del
75% mediante analisis LCMS. La mezcla se intercambi6 en PBS utilizando un filtro centrifugo Amicon MWCO de 10
kDa diluyendo y concentrando la muestra 8 veces hasta un volumen de 2,25 mL. La concentraciéon se midié mediante
A2s0 (29090 M-1 cm-1; 28600 g/mol) para ser 0,32 mg/mL (60%). LCMS Método B: Rt = 6,19 min; MS [M+H+1AF647]:
observado 28580,0000, calculado: 28609,336.

Ejemplo 12: Conjugacién especifica para el sitio del quelante del isétopo Cu64 con GDF15 (ejemplo de
referencia)

COOH. o 0
_ COCH . -his-hGDF15
(\N’S HPFs o T 4 pH=4 ﬁ/\)\ﬁ
COOH._N._~pft H,N-his-hGDF15 NJ
COOH COOH )
COOH

A una solucién de His-hGDF15 (1,12 mg/mL, 200 uL) se afiadié una solucion de NODA-GA-NHS, HPF6, sal de TFA
(CheMatech Cat n° C098) (20 uL, 10 mg/mL), y la mezcla se agitd a t.a. durante 2 dias. Se observé una conversion
parcial (50% de +1) mediante analisis LC-MS. Se afiadieron 200 yL de tampon NaOAc pH 4 y 20 uL de solucién de
NODA-GA-NHS y la mezcla se agit6 a t.a. durante 2 dias més. Aproximadamente el 70% de conversion a +1y +2 se
observé mediante andlisis LC-MS. Se afiadié méas solucion de NODA-GA-NHS (20 pL) y la mezcla se agit6 a t.a.
durante la noche. Aproximadamente el 80% de conversién a +1 y +2 se observo mediante analisis LC-MS. La mezcla
se lavo con Amicon 10k 4 veces para dar 150 yL de solucion de 0,40 mg/mL.

Grado de Marcaje Calculado Observado %
His-hGDF15 26726 26726 20
His-hGDF15 +1AF647 27084 27086 50
His-hGDF15+2AF647 27442 27442 30
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Ejemplo 13: Conjugacion especifica para el sitio de Toxina con GDF15 (ejemplo de referencia)

Etapa 1: preparacion de la construccion de Toxina

Q

NH>
ISEE: ; —
0O
y 0 Hoo O l\ij N\_/lLl‘\l N N N
\/\\/\\)J\N N\:)LN o P e /O Q m
O H O > H
S
HzN" "N
H

NH ji H ¢ H
H 2 Q
o R A Y 1 8 LY N "Q,/LWN
o N\/‘\/\/JLN N\:/tLN o AL O O 0 Om
O H Q i H
O J/
A

HNTN "

A una solucién de maleimida MMAF (Concortis) (1,57 mg, 1,2 eq) en DMSO (130 uL) se afnadié una solucion de 2-
AMINO-N-(3-AZIDOPROPYL)-3-MERCAPTOPROPIONAMIDE (0,2 mg, 1 eq) en 72,7 uL de DMSO, y DIPEA (1 uL, 6
eq), Yy la mezcla se agita a t.a. durante 1 h. La conversion parcial se observa mediante analisis LC-MS. Se afiadié
mas azida cisteina (100 uL). La reaccion se agité durante tres dias.

Aumento de escala: se afadieron 1,7 mg de maleimida MMAF (Concortis) (en 200 uL de DMSO) a cys-N3 (130 uL +
100 uL) y DIPEA (2 uL) y la reaccioén se agité durante tres dias.

Ambas mezclas se combinaron y purificaron mediante Sunfire C18 eluyendo con ACN al 10-90%/agua (TFA al 0,1%)
(rt = 1,15 min) para dar 2,9 mg de producto limpio con un rendimiento del 92%.

Etapa 2: Conjugacion especifica para el sitio de BCN a His-cynoGDF 15 (correspondiente a la etapa b de la presente

invencién)

HoN-his-cynoGDF15  + H;V;

: HJOLOQ
Sotot{,

A his-cynoGDF15 (B1, 150 uL, 0,87 mg/mL) se afiadié tampoén pH 4 (450 uL) y NHS-BCN (Berry and associates cat
n® LK4320) en DMSO (10 mg/mL, 4,12 uL) y la mezcla se agité a 4C a lo largo del fin de semana. La conversion del
60% fue evidente después de 1 dia a 4C, momento en el cual se afiadieron 7 eq de NHS-BCN en DMSO (10 mg/ml,
4,12 ul). Después de otras 24 h a 4C, se anadieron 13 eq de NHS-BCN (10 mg/mL en DMSO, 8 ul) y la reaccion se
incubd a t.a. durante 4 h. Se observé una conversion parcial. La mezcla se incubd a t.a. durante otras 4 h. Se observo
una conversion completa y la mezcla se diluyé a 15 mL y se lavd/concentr6 a través de un cartucho Amicon 10K 4
veces para dar 7 mL de una solucién de 0,60 mg/mL (4,2 mg) con un rendimiento del 88%. LCMS: +1 masa esperada:
26844, masa observada: 26842; +2 masa esperada: 27024 masa observada: 27020.

H
N“’his-cynoGDF1 5

Etapa 3: Modificacién adicional de la construccidon conjugada
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A BCN-GDF15 (7 mL, 0,6 mg/mL) se afiadié Azido-MMAF (200 uL, 7,25 mg/mL en DMSO) y la mezcla se agité a t.a.
durante tres dias, seguido de 30°C durante 2 dias. Se obtuvo aproximadamente un 70% de conversién en un producto
mono- y bis-modificado. El producto se lavé con Amicon 10k para dar 4,7 mL de 1 mg/mL de producto en acetato de
sodio 30 mM a pH 4 con rendimiento cuantitativo. Maldi: sm (25%), masa calculada: (+1) 26844 (+2) 27024 masa
observada: +1; 26699; +1 toxina (50%) masa calculada: 28377 masa observada: (+1); 28525; + 2 toxina (25%) masa
calculada: 30088 masa observada: 29910.

Ejemplo 14: Conjugacion especifica para el sitio de Fc con un agonista peptidico de APJ

Esquema general:

N
S
AH T g}r AH T
AH HN—AH
AH—Fc ﬂ&c
Péptido

Peptldn.._,,

Peptido

Etapa 1: Sintesis de NH2-azidoLys-GGGGS-Q-R-P-C-L-S-C-K-G-P-DNle-fenetilamina Compuesto intermedio 14
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N(//' H/g’ ON/»,N\/Q N\/{(é
NH }
2 HS\/\H, ¢

Resina de fenetilamina-AMEBA (Sigma Aldrich, 0,25 mmol, 1,0 mmol/g) se sometié a sintesis de péptidos en fase
soélida en un sintetizador automatico de péptidos (CEM Liberty Blue Microwave) con doble Arg estandar para los
residuos de Arg y Dnle y azidolisina acoplados a doble tiempo. Los aminoacidos se prepararon como soluciones 0,2
M en DMF. Un ciclo de acoplamiento estandar se definié de la siguiente manera:

» Acoplamiento de aminoacido: AA (5 eq.), HATU (5 eq.), DIEA (25 eq.)
* Lavado: DMF (3 X 7 mL)

* Desproteccion de Fmoc: 20% Piperidina/HOBt 0,1 M (2 x 7 mL)

» Lavado: DMF (4 x 7 mL, luego 1 x5 mL)

Acoplamiento | AA Numero de acoplamientos x Tiempo de reaccion | Método de
(Temp) Acoplamiento
1 Fmoc-D-Nle-OH 1 x 10 min (70°C) DIEA/HATU
2 Fmoc-L-Pro-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
3 Fmoc-L-Gly-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
4 Fmoc-L-Lys-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
5 Fmoc-L-Cys-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
6 Fmoc-L-Ser-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
7 Fmoc-L-Leu-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
8 Fmoc-L-Cys-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
9 Fmoc-L-Pro-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
10 Fmoc-L-Arg-OH 2 x 25 min (25°C) DIEA/HATU
11 Fmoc-L-GIn-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
12 Fmoc-L-Ser-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
13 Fmoc-L-Gly-OH 1 x5 min (70°C) DIEA/HATU
14 Fmoc-L-Gly-Gly-Gly-OH 1 x 10 min (70°C) DIEA/HATU
15 Fmoc-L-azidoLys-OH 1 x 10 min (70°C) DIEA/HATU

Después del ensamblaje del péptido, la resina se lavé con DMF (2 x 50 mL) y DCM (2 x 50 mL) y luego se seco en
vacio para dar el Compuesto Intermedio 14a (770 mg, 0,250 mmol).

Etapa 2: Preparacion del Compuesto intermedio 14b(Escisién de péptido de resina)

Compuesto intermedio 14a (770 mg, 0,250 mmol) se dividié por la mitad y cada muestra se combiné con 6 mL de
solucion de TFA (37 mL de TFA, 1 mL de H20, 1 mL de TIPS, 2,569 g (20 eq.) DTT) y se agité a t.a. durante 3 horas.
La solucion se separé de la resina y se precipité en 40 mL de Et20 frio. La solucion se agitd con vortex y se dejo
reposar sobre hielo durante 10 minutos antes de centrifugar a 4000 rpm durante 5 minutos. El disolvente se separd y
el sdlido blanco se lavé dos veces mas con Et20 frio (40 mL cada vez), se centrifugd (5 minutos cada vez) y se
decant6. El sélido se secé en vacio durante la noche y se purific6 mediante HPLC activada por M, produciendo
Compuesto intermedio 14b en forma de un polvo blanco (80 mg, 0,045 mmol, 80%). LCMS (SQ2 Analisis del
Producto-Acido-Péptido-PoIar, columna Acquity UPLC BEH C18, 130 A 17 pm, 2,1 mm x 50 mm, 50°C): Rt = 2,32
minutos, MS [M+H+2/2] 888,0.

Etapa 3: Preparacion de Compuesto Intermedio 14c (Ciclacion de residuos cisteina)
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Compuesto intermedio 14b (80 mg, 0,045 mmol) se disolvié en agua (1,25 mL) y se afiadié lentamente gota a gota
yodo (50 mM en HOAc, 1,804 mL, 0,090 mmol) y la reacciéon se mezclé a t.a. durante 3 horas. El analisis LCMS de
la reaccién bruta mostré una conversion completa del material de partida. Se afadi6 gota a gota acido ascorbico 0,5
M hasta que se disip6 el color. El material se purificé mediante HPLC activada por MS. La liofilizacién de las fracciones
reunidas dio 20,1 mg del producto deseado en forma de un polvo blanco (0,045 mmol, 25%). LCMS (SQ2 Andlisis del
Producto-Acido-Péptido-Polar, columna Acquity UPLC BEH C18, 130 A, 1,7 ym, 2,1 mm x 50 mm, 50°C): Rt = 2,17
minutos, MS [M+H+2/2] 886,8.

Etapa 4: Preparacion de la construccion Fc-AH

Clonacion de la construccion AH-Fc:

El fragmento de ADN que se muestra a continuacion se generd mediante técnicas de PCR estandar utilizando el vector
pPL1146 que contiene la secuencia sefial de Ig Kappa de ratéon seguida de la Fc humana aguas abajo de un promotor
de CMV, como molde. Se disefié un cebador directo (5'-GCT TGC TAG CCA CCA TGG AAA CTG-3') que contiene
un sitio Nhel seguido de secuencias correspondientes al extremo 5' de la secuencia sefal contenida en el vector
pPL1146. Un cebador inverso (5'-GTT GAT TGA ATT CTT AGA AGC ACA TGG GGC CCT TGT GGC ACA GCC GGG
GCC GCT GGC TTC CGC CAC CTC CGC TGC CTC CAC CGC CGC TGC CTC CGC CAC CTG CGC CTG GAC
TCA GAG ACA GGG-3') se disefid para que contuviera un sitio EcoRI, una secuencia de Apelina, un enlazador de
glicina serina y una secuencia complementaria al extremo 3' del Fc humano contenido en pPL1146. Después de la
amplificacién, el fragmento se digirié por restriccion tanto con Nhel como con EcoRl, se aislé y se purifico a partir de
un gel de agarosa y se ligo en el vector pPL1146 digerido y purificado de la misma manera. Los ligamientos se
transformaron en células E coli DH5a y las colonias que contenian los plasmidos correctos se identificaron mediante
secuenciacion de ADN. Las secuencias mostradas son para la cadena sentido y se ejecutan en la direccion de 5' a
3.

Secuencia de nucleétidos

GCTAGCCACCATGGAAACTGACACCCTGCTGCTGTGGGTCCTGCTGCTGTGGGTGCCTGG
CAGCACTGGCGCTCATGATAAGACACACACATGCCCCCCTTGTCCAGCACCAGAGGCAGC
TGGAGGACCAAGCGTGTTCCTGTTTCCACCCAAGCCTAAAGACACACTGATGATCTCAAGG
ACCCCAGAAGTCACATGCGTGGTCGTGGACGTGTCTCACGAGGACCCCGAAGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGATGGCGTCGAGGTGCATAATGCTAAGACCAAACCCCGAGAGGAACAG
TACAACAGCACCTATCGGGTCGTGTCCGTCCTGACAGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAAC
GGCAAAGAGTATAAGTGCAAAGTGAGTAATAAGGCTCTGCCTGCACCAATCGAGAAAACAA
TTTCTAAGGCTAAAGGGCAGCCAAGAGAACCCCAGGTGTACACTCTGCCTCCATCTAGGG
AGGAAATGACAAAGAACCAGGTCAGTCTGACTTGTCTGGTGAAAGGCTTCTACCCCTCCGA
CATCGCAGTGGAGTGGGAATCTAATGGCCAGCCTGAAAACAATTACAAGACCACACCCCC
TGTGCTGGACTCCGATGGGTCTTTCTTTCTGTATTCTAAGCTGACCGTGGATAAAAGTCGG
TGGCAGCAGGGAAACGTCTTCTCATGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCATTAC
ACACAGAAGTCCCTGTCTCTGAGTCCAGGCAAATGAGAATTC
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Expresién y Purificacion de Proteinas AH-Fc :

ADN de plasmido de expresion de AH-Fc se transfecté en células HEK293T a una densidad de 1 x 108 células por ml
utilizando métodos de polietilenimina estandar. Luego se cultivaron cultivos de 500 mL en medio FreeStyle 293 (Life
Technologies) en matraces de 3 L durante 4 dias a 37 ° C.

La proteina AH-Fc se purificé a partir de medio acondicionado clarificado. Brevemente, se hicieron fluir 500 ml de
medio acondicionado sobre una columna HiTrap MabSelect SuRe de 5 ml (GE Life Sciences) a 4 ml/min. La columna
se lavo con 20 volumenes de columna de PBS que contenia Triton X-114 al 0,1% y luego la proteina Fc-A H se eluyd
con glicina 0,1 M, pH 2,7, se neutralizé con Tris-HCI 1 M, pH 9 y se dializ6 frente a PBS. Los rendimientos de proteina
fueron de 10 a 20 mg por 500 ml de medio acondicionado y los niveles de endotoxina fueron < 1 UE/mg segun lo
medido por el test de Charles River ENDOSAFE PTS.

La proteina se caracteriz6 por LC/MS de las proteinas AH-Fc N-desglicosiladas reducidas. El peso molecular de Fc-
AH fue el esperado.

LC/MS de proteina AH-Fc nativa Los picos eran heterogéneos y aproximadamente 3 kDa mas grandes de lo
esperado para los dimeros. Esto es caracteristico de la glicosilacion ligada a N esperada para Fc que tiene un sitio
de glicosilacion ligada a N consenso.

Exclusién por tamafno analitico en Superdex 200 la proteina AH-Fc tiene entre 89 y 100% de dimero, 0 a 10% de
tetramero y 0 a 1% de agregado.

Reduccién de SDS/PAGE la proteina migré predominantemente como mondémeros del tamaio esperado.

Etapa 5: Preparacion de AH-Fc BCN (Instalacién de mango clic en el extremo N de Fc-HA)

pH=4
AH-Fc + 0  HVH >
gg‘oj\o/
0

Secuencia AH-Fc

AHDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

AH-Fc (de la etapa 4: 1 mL, 3 mg/mL, 0,117 umol) se disolvié en NaOAc 30 mM pH 4,0 (4,3 mL) y una solucién madre
de 10 mg/mL de (2,5-dioxopirrolidin-1-il)carbonato de (1R,8S,9s)-biciclo[6.1.0]non-4-in-9-iimetilo (BCN) in DMSO (0,70
mL) se afadio lentamente y la reaccion se coloco en una placa agitadora a t.a. durante 3 dias. Se afiadié BCN (0,25
mL) y la reaccién se mezcld a t.a. durante 3 dias. Se afiadié BCN (0,70 mL) y la reaccién se mezcld a t.a. durante 16
horas. La solucion se cambié a NaOAc 30 mM pH 4,0 utilizando un filtro centrifugo Amicon MWCO de 10 kDa diluyendo
y concentrando la reaccién 5 veces hasta un volumen de 900 pL. La solucidon se centrifugd y se separo el
sobrenadante. La concentracién se midi6 mediante A280 y fue 1,73 mg/mL (1,56 mg, 26%). LCMS (QT2,
Proteina_20-70 kDa_3min, Proswift Monolith 4,6 x 50 mm, 50°C, Eluyente A: Agua + Acido Férmico al 0,1%; Eluyente
B: CAN + Acido Férmico al 0,1%, 2-98% a lo largo de 2 min) Rt = 1,58 min.

Grado de Marcaje Calculado Observado % intensidad TIC (MS+)
Fc-AH 51141 51141,5 18
Fc-AH +1BCN 51318 51317 31
Fc-AH +2BCN 51495 51496 31
Fc-AH +3BCN 51672 51671 20
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Etapa 6: Fc-HA- BCN + Compuesto intermedio 14c (Conjugacién de péptido CNM a Fc)

O

HaN._.NH
‘T/’
HN g NH, HN
0 \]\ HO
S IV O 0 o 4
N ¢ |
é JK,N o . _on . N\T(\N N N’k/Nj(\NJLVNj(\N N.,
s O =
N-AN, H H H H
H r\ H HN’QO G o] O Q
NN
o
S\gr7 o
S

Se preparé una solucién madre de 50 mg/mL de compuesto intermedio 14c en H20. Compuesto intermedio 14c
(53,7 L, 1,515 pymol) se afiadié a una solucién madre de Fc-HA-BCN en 30 mM de NaOAc pH 4,0 (1,73 mg/mL, 1,56
mg, 0,030 pymol) y la reaccidon se mezcl6 a t.a. durante 16 horas. La solucion se cambié a NaOAc 30 mM pH 4,0
utilizando un filtro centrifugo Amicon MWCO de 50 kDa diluyendo y concentrando la reaccion 5 veces hasta un
volumen de 250 pL. La concentracion se midié mediante A280 y fue 3,32 mg/mL (830 pg, 50%). LCMS (QT2,
Proteina_35-70 kDa_3 min, Proswift Monolith 4,6 x 50 mm, 50°C, Eluyente A: Agua + Acido Férmico al 0,1%; Eluyente
B: CAN + Acido Férmico al 0,1%, 10-80% de B a lo largo de 2 min) Rt = 1,43 min.MS [M(glicosilado)+H] 545245.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para modificar una proteina diana o un péptido diana en la funcionalidad amino del aminoacido N-
terminal, que comprende las etapas de:

a. modificar la proteina diana o el péptido diana de modo que la proteina o el péptido resultante contenga un
aminoacido histidina en la posicién adyacente al aminoacido N-terminal;

b. poner en contacto la proteina o el péptido que contiene un aminoacido histidina en la posicion adyacente al
aminoacido N-terminal con un compuesto acilante a un pH inferior a 6, para formar una proteina o un péptido

modificado;
en donde el agente acilante es de la siguiente Férmula:

0O 0O /R1
R 1
L
),
N—Q
0

en donde:
R es H o SO3Na;
L" es un resto alquilo C1-Cso lineal o ramificado o un resto oligoetilenglicol no ramificado de Férmula:

EL/\/O\(*/\OX\/ 0\/\H:z.&

‘ésxﬁ/\/ow(\/\oafy\/o\/\m%o
~, O @] wrs
ésl]/\/ \6/\03’)/\/ SN,

en donde y es 0 a 34;

R’ es biotina o un resto de acido graso; y
nes0o1;

o en donde el agente acilante es de la formula:

H; ;,:/ ;H N

o

/IIIII-

X,
0 N 0
~7r 0
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9]
SOsH
5 o]
0
y en donde
10 la proteina o el péptido que contiene un aminoacido histidina en la posicién adyacente al aminoacido N-terminal se

prepara reemplazando los dos aminoacidos en el extremo N de dicha proteina diana o péptido diana con una

secuencia de aminoacidos XH-, en donde H es histidina y X es el aminoacido A; o

la proteina o el péptido que contiene un aminoacido histidina en la posicién adyacente al aminoacido N-terminal se

prepara reemplazando los tres aminoacidos en el extremo N de dicha proteina diana o dicho péptido diana con una
15 secuencia de aminoacidos XHX '-, en donde H es histidina y X y X' son el aminoacido A; o

la proteina o el péptido que contiene un aminoacido histidina en la posicién adyacente al aminoacido N-terminal se
prepara afiadiendo una secuencia de dos aminoacidos de Férmula XH o una secuencia de tres aminoacidos de

Foérmula XHX '- en el extremo N de dicho proteina diana o dicho péptido diana, en donde H es histidinay X y X’ son
20 A
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2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R! se selecciona de los siguientes acidos:

0 o 0
RZ
HO HO OH 0 0
) ) J L
R} R* RSP HO Ak' TOH
A1 A2y A3
R2 es COzH, H;

R3, R* y R5 son, independientemente uno de otro, H, OH, CO2H, -CH=CH2 o -C=CH;
Ak’ es un alquileno Ces-C3o ramificado;

g, ry p son, independientemente entre si, un nimero entero entre 6 y 30; y en donde el punto de unién es cualquiera

de la funcionalidad CO2H; o una amida, un éster o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde R1 se selecciona de los siguientes acidos grasos:

o O C © o 0 o O

HO OH HO OH HO OH HO OH

CH . OH HO . CH : CH

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el agente acilante es:
Q

0] /O
N 0’}’\,“
T

G
en donde:
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R8 es un alquilo C6-70 lineal o ramificado, un alquenilo C6-70 lineal o ramificado o un alquinilo C6-70 lineal o
ramificado, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido con 1 a 3 sustituyentes seleccionados de carboxi e

hidroxilo; y
ses1a34.
5
5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el agente acilante es:
O HO o)
HO @]
HN\/\O/\VO\/\O/\/OJ
K/O\/\o/\,o\/\o/\
[O\/f\o/\/o\,/\of\/o
OA\/O\V-"\O/\./O%O

HFO\) |

10 6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el agente acilante es:

/!llll'

Ov
7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende, ademas, una etapa de hacer reaccionar un agente
15 biointeractivo o un agente analitico de la siguiente formula:

H
0
o)k?
N0
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Nas~ g™ O™ O™
O/\\/o\/\of\/o\/\o/\./o\)

p

i
O\/’\O/‘\/O\/\O/\/O\/\O/\I
0]

j

‘0,8

0,8

o\/\,?)#\,\q\/\/\/u\m,m\)l\/@\ ¢ A I/O &} L8 Gqu‘E

4 H00 :OH - -
HzN'JkNJ/
H

5 o)

/\((Ov;\ H FA

N yO/‘\\/ T

en donde y es de 0 a 34 y FA tiene las siguientes Férmulas:
10
Rz

e CO,H R,
%™ com ‘Z‘Ji:\]ﬂ 2 0
, R, 2 Nf—COH

' X P

en donde Ak’ es un alquileno Cs-C3o ramificado;
R2es COz2H o H;
15 R3, R* y R5 son, independientemente uno de otro, H, OH, CO2H, -CH=CH2 o -C=CH;
g, ry p son independientemente entre si un niumero entero entre 6 y 30;
con el grupo reactivo presente en el agente acilante.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proteina diana o el
20 péptido diana es un péptido agonista de APJ, una Fc nativa o una proteina GDF15.
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9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el pH es 4.
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