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DESCRIPCION
Profarmacos de CNP con unién de portador en el resto del anillo

La presente invencion se refiere a profarmacos de péptido natriurético tipo C (“CNP”, por sus siglas en inglés) en los que
el portador se une de forma covalente y reversible al resto de anillo de un resto de CNP, a composiciones farmacéuticas
que comprenden tales profarmacos de CNP, a sus usos en el tratamiento de enfermedades que pueden tratarse con los
profarmacos de CNP de la presente invencion.

Las mutaciones de ganancia de funcién en FGFR3 conducen a acondroplasia (“ACH”, por sus siglas en inglés),
hipocondroplasia (“HCH”, por sus siglas en inglés) y displasia tanatoférica (“TD”, por sus siglas en inglés). Estas
afecciones, todas debidas al aumento de la sefalizacion del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (“FGFR3”,
por sus siglas en inglés), se caracterizan por un enanismo rizomélico desproporcionado y difieren en gravedad, que varia
de leve (HCH) a grave (ACH) y letal (TD). EI FGFRS3 es un regulador clave del crecimiento 6seo endocondral y sefiales a
través de varias vias intracelulares, incluyendo las del transductor de sefiales y activador de la transcripcion (“STAT”, por
sus siglas en inglés) y la proteina quinasa activada por mitégeno (“MAPK”, por sus siglas en inglés). La activacion
constitutiva de FGFR3 afecta la proliferacion y la diferenciacion terminal de los condrocitos de la placa de crecimiento y
la sintesis de la matriz extracelular. La activacion de FGFR3 se asocia con una mayor fosforilacion de las vias STAT y
MAPK. La via de sefalizacién de MAPK esta regulada por el péptido natriurético tipo C (CNP). La unién de CNP a su
receptor, el receptor B del péptido natriurético (“NPR-B”, por sus siglas en inglés), inhibe la sefializacidon posterior de
FGFR3 vy, por lo tanto, desencadena el crecimiento endocondral y el sobrecrecimiento esquelético, como se observa en
ratones y humanos que sobreexpresan CNP. La sobreproduccion de CNP en el cartilago o la administracion continua de
CNP mediante infusion intravenosa (iv) normaliza el enanismo de los ratones acondroplasicos, o que sugiere que la
administracion de CNP a niveles suprafisioldgicos es una estrategia para tratar la ACH.

Sin embargo, dada la corta vida media de CNP-22 (2 minutos después de la administracion intravenosa (iv)), el CNP como
agente terapéutico es un desafio en una poblacion pediatrica debido a que requeriria una infusién continua. Ademas,
como el CNP se inactiva ampliamente en el tejido subcutaneo, se requiere una infusion iv.

Potter (FEBS Journal 278 (2011) 1808-1817) describe que la eliminacion de CNP se produce por dos rutas de
degradacioén: degradacién mediada por receptor y degradacién por proteasas extracelulares. El CNP se degrada por la
accion de la endopeptidasa neutra 24,11 (“NEP”, por sus siglas en inglés) y se elimina de la circulacién sistémica por el
receptor de depuracion del péptido natriurético, NPR-C, que se une y deposita el CNP en los lisosomas, en donde se
degrada el CNP.

La reduccién de la degradacién por una o ambas de estas rutas de eliminacién serviria para prolongar la vida media del
CNP.

Debido al tamafo limitado de la cavidad de su sitio activo, la NEP reconoce preferiblemente sustratos menores de
aproximadamente 3 kDa. En US 8.377.884 B2 se describen variantes de CNP que opcionalmente se conjugan
permanentemente con polimero de PEG para aumentar la resistencia a la escision de NEP. Sin embargo, se encontrd
que la adicién de PEG, incluso tan pequefia como 0,6 kDa, a CNP de tipo silvestre reduce la actividad de CNP, y la adicién
de mas de aproximadamente 2 o 3 kDa de PEG a CNP o variantes del mismo reduce la actividad de CNP en una manera
dependiente del tamafo. Por lo tanto, la uniéon de moléculas de PEG mayores de 2 a 3 kDa para reducir la degradacion
de NEP se acompafa de una pérdida de actividad, lo que puede reducir el potencial terapéutico de tales moléculas.

Ademas de afectar negativamente a la actividad del péptido, la conjugacién de PEG u otra macromolécula con CNP
también puede impedir la distribucion eficaz en la placa de crecimiento. Farnum et al. (Anat Rec A Discov Mol Cell Evol
Biol. Enero 2006; 288(1): 91-103) demostrd que la distribucion de moléculas desde la vasculatura sistémica a la placa de
crecimiento dependia del tamafio, y que las moléculas pequefias (hasta 10 kDa) podian distribuirse a la placa de
crecimiento, mientras que un tamafo molecular de 40 kDa o mayor impedia la entrada a la placa de crecimiento.

La solicitud internacional WO 2009/156481 A1 se refiere a conjugados de PEG reversibles de BNP cuyo término se definio
como que incluye a todos los miembros de la familia de péptidos natriuréticos. Esta solicitud sélo se centra en los efectos
cardiovasculares de esta clase de péptidos, que estan mediados por el receptor A del péptido natriurético (NPR-A). En
WO 2009/156481 A1 no se revelan las propiedades especificas de CNP con respecto a la regulacion del crecimiento, la
proliferacién y la diferenciaciéon de los condrocitos de la placa de crecimiento cartilaginoso, mediada por la activacion del
receptor B del péptido natriurético (NPR-B).

En The American Journal of Human Genetics 91, 1108-1114 se describié un enfoque diferente para crear una molécula
de CNP resistente a NEP y permitir la administracion subcutanea. BMN-111 es un péptido natriurético de tipo C (CNP)
humano recombinante modificado al que se han afadido 17 aminoacidos para formar un analogo farmacoldgico de CNP
de aminoacido 39. BMN-111 imita la actividad farmacolégica del CNP en la placa de crecimiento y tiene una vida media
prolongada como resultado de la resistencia a la endopeptidasa neutra (NEP) que permite la administracion subcutanea
(sc) una vez al dia. Como BMN-111 es un péptido que no se produce de forma natural, el riesgo de inducir una respuesta
inmunoldgica aumenta en comparacion con el péptido nativo y, tal como lo describe Martz en “sFGFR for achondroplasia”
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(SciBx, Biocentury, octubre de 2013), se ha observado una respuesta inmunolégica a BMN-111 en estudios con animales,
sin que la presencia de anticuerpos afecte a la actividad farmacolégica del farmaco. Sin embargo, BMN-111 sélo tiene
una vida media de 20 minutos, que cuando se dosifica diariamente se asocia con una exposicién de corta duracion a
niveles eficaces del farmaco.

Para aumentar la exposicion a niveles de farmaco eficaces, se puede aumentar la dosis del farmaco que tiene actividad
de CNP. Dado que los péptidos natriuréticos son una familia de hormonas que pueden afectar el volumen sanguineo y la
presion arterial, un aumento de la dosis puede estar asociado con efectos adversos cardiovasculares. Los estudios de
BMN-111 en animales y humanos han demostrado que a medida que aumenta la dosis, la presion arterial desciende y la
frecuencia cardiaca aumenta. Las dosis de BMN-111 de hasta 15 ug/kg se asociaron con hipotensién leve en voluntarios
sanos. Por lo tanto, aumentar la dosis de un farmaco que tiene actividad de CNP para aumentar la exposicion al farmaco
puede estar asociado con efectos secundarios cardiovasculares inaceptables.

En WO2009/0676639A2 y W02010/135541A2 se contempla el uso de CNP PEGilado. Sin embargo, los autores
consideran que conservar la funcionalidad de dicho CNP PEGilado es una propiedad esencial de sus conjugados. Por lo
tanto, los conjugados de CNP PEGilados descritos alli mantienen su capacidad para unirse a NPR-B y, por lo tanto,
todavia plantean el problema de la hipotension.

Wendt et al. (J Pharmacol Exp Ther, April 2005, 353: 132-149) ensefia variantes de péptido natriurético tipo C resistentes
a endopeptidasa neutra como un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento del enanismo relacionado con el receptor
del factor de crecimiento de fribroblastos 3. También describe variantes de CNP PEGiladas en las que el péptido se une
al polimero a través de un enlace amida estable.

W02004/047871A2 describe compuestos natriuréticos modificados, tales como péptidos natriuréticos de tipo cerebral
(“BNP”, por sus siglas en inglés), urodilatina, péptido natriurético cerebral canino (“cBNP”, por sus siglas en inglés), péptido
natriurético auricular (“ANP”, por sus siglas en inglés), péptido natriurético de dendroaspis (“DNP”, por sus siglas en inglés)
0 péptido natriurético tipo C (CNP), y conjugados de los mismos y usos de estos en el tratamiento de una enfermedad
cardiaca congestiva y afecciones relacionadas con esta afeccion.

WO2010/033217A1 ensefia una nueva version quimérica de péptido natriurético que se ha creado combinando porciones
de péptido natriurético tipo C (CNP) con péptido natriurético de dendroaspis. Por consiguiente, el CD-NP resultante
consiste en CNP humano de 22 aminoacidos y C-terminal de 15 aminoacidos de Dendroaspis NP. Dichos conjugados
pueden ser Utiles en el tratamiento de insuficiencia cardiaca congestiva aguda, crénica y en etapa temprana.

En resumen, existe la necesidad de un tratamiento de CNP mas comodo y seguro con un riesgo reducido de hipotension.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion superar, al menos parcialmente, las deficiencias descritas
anteriormente.

Este objeto se logra con un profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende

- un resto de CNP -D que comprende un resto de anillo; y

- un resto portador -Z que esta conjugado a través de un resto -L2- a un resto enlazador de profarmaco reversible -L'-,
cuyo resto enlazador de profarmaco reversible -L'- esta conjugado de forma covalente y reversible a una cadena lateral
de un residuo de aminoacido de dicho resto del anillo de -D; y en donde -L?- es un enlace quimico o un espaciador, en
donde el resto -L'-L2- es de formula (Ild-ii):

H
H

en donde

la linea punteada no marcada indica la unién a un nitrégeno de una cadena lateral de aminoacido del resto del anillo de -
D formando un enlace amida; y la linea punteada marcada con el asterisco indica unién a -Z; en donde -D tiene la
secuencia de SEQ ID NO:24 y -L'- esta conjugado con la lisina en la posicion 26;

en donde -Z es de férmula (h):
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en donde
la linea punteada indica union a -L2-; y cada -Z° es un resto
CHz{O—C H,-C Hz}O—c H,
cl
0 CH{O—CHZ—CPQ}O—CH3
cl

| ]
~CH,-CH,-C—-NH-CH,—CH,—CH,—0—CH,

en donde
cada c1 es un numero entero que oscila independientemente entre 200 y 250.

Sorprendentemente, se descubrié que la unién de un portador -Z a través de un resto enlazador de profarmaco reversible
al anillo de un resto de CNP reduce significativamente la unién del profarmaco al receptor NPR-B en comparacion con,
por ejemplo, la unién N-terminal o la unién fuera del resto de anillo de CNP. Esto permite la administracion de un
compuesto de CNP con actividad residual baja o casi nula, es decir, con union reducida de NPR-B, lo que a su vez reduce
el riesgo de hipotensién. Como la unién del polimero -Z al resto de CNP es reversible, la union de NPR-B se restablece
tras la liberacion del profarmaco de CNP y el CNP liberado puede distribuirse de manera efectiva a la placa de crecimiento.

Esta combinacién de inactividad inicial frente a NPR-B y posterior liberacion controlada del conjugado de profarmaco que
convierte la fraccién CNP en una forma completamente activa del farmaco con respecto a la unién de NPR-B proporciona
varias ventajas, tal como la reduccion del riesgo de hipotension, la opcién de administrar dosis mas altas y una disminucion
en la frecuencia de administracion, lo que mejora el cumplimiento y la conveniencia para el paciente.

Ademas, se encontré sorprendentemente que una liberacion continua de CNP, tal como desde un sistema de liberacion
controlada, tales como los profarmacos de la presente invencion, es mas eficaz que una inyeccion en bolo una vez al dia.

Dentro de la presente invencion, los términos se utilizan con el siguiente significado.
De la manera que se usa en la presente, el término “CNP” se refiere al polipéptido CNP de SEQ ID NO:24.

El CNP-22 natural (SEQ ID NO:1) tiene la siguiente secuencia: GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC, en donde las cisteinas
en la posicion 6 y 22 estan conectadas a través de un puente disulfuro, como se ilustra en la Figura 1.

SEQ ID NO:24 tiene la siguiente secuencia: LQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC, en donde las
cisteinas en la posicion 22 y 38 estan conectadas a través de un puente disulfuro.

Para el término “CNP” también se describen las siguientes secuencias de péptidos, en donde soélo la secuencia de SEQ
ID NO:24 esta de acuerdo con la invencion:
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SEQ ID NO:2 (CNP-53): DLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:3 (G-CNP-53): GDLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:4 (M-CNP-53): MDLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:5 (P-CNP-53): PDLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:6 (CNP-53 M48N): DLRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSNSGLGC;
SEQ ID NO:7 (CNP-53 A15-31): DLRVDTKSRAAWARGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:8 (CNP-52): LRVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:9 (CNP-51): RVDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:10 (CNP-50): VDTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:11 (CNP-49): DTKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:12 (CNP-48): TKSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:13 (CNP-47): KSRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:14 (CNP-46): SRAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:15 (CNP-45): RAAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:16 (CNP-44): AAWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:17 (CNP-44 A14-22): AAWARLLQEHPNAGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:18 (CNP-44 A15-22): AAWARLLQEHPNARGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:19 (CNP-43): AWARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:20 (CNP-42): WARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:21 (CNP-41): ARLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:22 (CNP-40): RLLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:23 (CNP-39): LLQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:24 (CNP-38): LQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:25 (CNP-37): QEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:26 (CNP-37 Q1pQ, en donde pQ = piroglutamato): pPQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:27 (G-CNP-37): GQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:28 (P-CNP-37): PQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:29 (M-CNP-37): MQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:30 (PG-CNP-37): PGQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:31 (MG-CNP-37): MGQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:32 (CNP-37 M32N): QEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSNSGLGC;

SEQ ID NO:33 (G-CNP-37 M32N): GQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSNSGLGC;

SEQ ID NO:34 (G-CNP-37 K14Q): GQEHPNARKYKGANQKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:35 (G-CNP-37 K14P): GQEHPNARKYKGANPKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:36 (G-CNP-37 K14Q, A15): GQEHPNARKYKGANQGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:37 (G-CNP-37 K14Q, K15Q): GQEHPNARKYKGANQQGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:38 (CNP-36): EHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:39 (CNP-35): HPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:40 (CNP-34): PNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:41 (CNP-33): NARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:42 (CNP-32): ARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:43 (CNP-31): RKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:44 (CNP-30): KYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:45 (CNP-29): YKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:46 (CNP-28): KGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:47 (GHKSEVAHRF-CNP-28): GHKSEVAHRFKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:48 (CNP-27): GANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:49 (CNP-27 K4Q, K5Q): GANQQGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:50 (CNP-27 K4R,K5R): GANRRGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:51 (CNP-27 K4P,K5R): GANPRGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:52 (CNP-27 K4S,K5S): GANSSGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:53 (CNP-27 K4P,K5R): GANGANPRGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:54 (CNP-27 K4R, K5R, K9R): GANRRGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:55 (CNP-27 K4R, K5R, K9R, M22N): GANRRGLSRGCFGLKLDRIGSNSGLGC;

SEQ ID NO:56 (P-CNP-27 K4R, K5R, K9R): PGANRRGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:57 (M-CNP-27 K4R, K5R, K9R): MGANRRGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:58 (fragmento de HSA-CNP-27): GHKSEVAHRFKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLG;

SEQ ID NO:59 (fragmento de HSA-CNP-27 M22N): GHKSEVAHRFKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSNSGLGC;
SEQ ID NO:60 (fragmento de M-HSA-CNP-27): MGHKSEVAHRFKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:61 (fragmento de P-HSA-CNP-27): PGHKSEVAHRFKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:62 (CNP-26): ANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:63 (CNP-25): NKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:64 (CNP-24): KKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:65 (CNP-23): KGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:66 (R-CNP-22): RGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:67 (ER-CNP-22): ERGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

P ey
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SEQ ID NO:68
SEQ ID NO:69
SEQ ID NO:70
SEQ ID NO:71
SEQ ID NO:72
SEQ ID NO:73

R-CNP-22 K4R): RGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

ER-CNP-22 4KR): ERGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

RR-CNP-22): RRGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

fragmento de HRGP-CNP-22): GHHSHEQHPHGANQQGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

fragmento de HRGP-CNP-22): GAHHPHEHDTHGANQQGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

fragmento de HRGP-CNP-22): GHHSHEQHPHGANPRGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:74 (fragmento de IgG1(Fc)-CNP-22): GQPREPQVYTLPPSGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:75 (fragmento de HSA-CNP-22): GQHKDDNPNLPRGANPRGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:76 (fragmento de HSA-CNP-22): GERAFKAWAVARLSQGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:77 (fragmento de inhibidor de osteocrina NPR C-CNP22): FGIPMDRIGRNPRGLSKGCFGLKLDRIGSMSGL-
GC;

SEQ ID NO:78 (fragmento de dominio de union a heparina FGF2-CNP22): GKRTGQYKLGSKTGPGPKGLSKGCFGLKLD-
RIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:79 (fragmento de IgG1(Fc)-CNP-22 K4R): GQPREPQVYTGANQQGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:80 (fragmento de HSA-CNP-22 K4R): GVPQVSTSTGANQQGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:81 (fragmento de fibronectina-CNP-22 K4R): GQPSSSSQSTGANQQGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:82 (fragmento de fibronectina-CNP-22 K4R): GQTHSSGTQSGANQQGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:83 (fragmento de fibronectina-CNP-22 K4R): GSTGQWHSESGANQQGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:84 (fragmento de dedo de zinc-CNP-22 K4R): GSSSSSSSSSGANQQGLSRGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
SEQ ID NO:85 (CNP-21): LSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:86 (CNP-20): SKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;
(
(
(
(
(
(

Py

SEQ ID NO:87 (CNP-19): KGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:88 (CNP-18): GCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:89 (CNP-17): CFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:90 (fragmento de BNP-CNP-17-fragmento de BNP): SPKMVQGSGCFGLKLDRIGSMSGLGCKVLRRH,;

SEQ ID NO:91 (CNP-38 L1G): GQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:92 (Ac-CNP-37; en donde Ac= acetilo): AccQEHPNARKYKGANKKGLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC;

SEQ ID NO:93: QEHPNARX1YX2GANX3X4GLSX5GCFGLXeLDRIGSMSGLGC,

en donde Xi, X2, X3, X4, X5 y X6 se seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en K, R, P, Sy Q,
siempre que al menos uno de X1, X2, X3, X4, X5y Xe se seleccione del grupo que consiste en R, P, Sy Q; preferiblemente
X1, X2, X3, X4, X5y Xe se seleccionan del grupo que consiste en Ky R, siempre que al menos uno de X1, X2, X3, X4, X5y
Xe sea R;

SEQ ID NO:94: QEHPNARKYKGANX1X2GLSX3GCFGLX4LDRIGSMSGLGC,

en donde X1, X2, X3y X4 se seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en K, R, P, Sy Q, siempre
que al menos uno de X1, X2, X3 y X4 se seleccione del grupo que consiste en R, P, S y Q; preferiblemente X1, X2, X3y X4
se seleccionan de Ky R, siempre que al menos uno de X1, X2, X3 y X4 sea R;

SEQ ID NO:95: QEHPNARKYKGANX1X2GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC,

en donde X1Xz se seleccionan del grupo que consiste en KR, RK, KP, PK, SS, RS, SR, QK, QR, KQ, RQ, RRy QQ.

De la manera que se usa en la presente, el término “variante del polipéptido CNP” se refiere a un polipéptido con la
secuencia de SEQ ID NO:24.

De la manera que se usa en la presente, el término “resto de anillo” se refiere al tramo de restos de aminoacidos
consecutivos del farmaco o resto de CNP que se localiza entre dos restos de cisteina que forman un puente disulfuro
intramolecular. Estas dos cisteinas corresponden a las cisteinas en la posicion 22 y la posiciéon 38 en la secuencia de
CNP-38 (SEQ ID NO:24). Por consiguiente, los aminoacidos 23 a 37 estan ubicados en dicho resto de anillo, si el farmaco
o resto de CNP tiene la secuencia de CNP-38.

Independientemente de la longitud del resto de CNP, la secuencia del resto de anillo de CNP de tipo silvestre es
FGLKLDRIGSMSGLG (SEQ ID NO:96).

De la manera que se usa en la presente, el término “composicion liquida” se refiere a una mezcla que comprende un
profarmaco de CNP soluble en agua y uno o mas disolventes, tal como agua.

De la manera que se usa en la presente, el término “composicion seca” significa que una composicion farmacéutica se
proporciona en forma seca. Los métodos adecuados para el secado son el secado por pulverizacion y la liofilizacion, es
decir, secado por congelacién. Tal composicidn seca del profarmaco de la presente invencion tiene un contenido de agua
residual de un maximo del 10%, preferiblemente menos del 5% y mas preferiblemente menos del 2%, determinado de
acuerdo con Karl Fischer. Preferiblemente, la composicién farmacéutica de la presente invencion se seca mediante
liofilizacién.

De la manera que se usa en la presente, el término “fArmaco” se refiere a una sustancia utilizada en el tratamiento, cura,
prevencion o diagnostico de una enfermedad, o utilizada para mejorar el bienestar fisico o mental. Si un farmaco D-H se
conjuga con otro resto, el resto -D del producto resultante que se originé a partir del farmaco se denomina “resto
biolégicamente activo”.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2934 582 T3

De la manera que se usa en la presente, el término “profarmaco” se refiere a un resto biolégicamente activo conectado
de forma reversible y covalente a un grupo protector especializado a través de un resto enlazador de profarmaco reversible
que es un resto enlazador que comprende un enlace reversible con el resto biolégicamente activo y en donde el grupo
protector especializado altera o elimina propiedades indeseables en la molécula original. Esto también incluye la mejora
de las propiedades deseables del farmaco y la supresion de las propiedades indeseables. El grupo protector no téxico
especializado se denomina “portador”. Un profarmaco libera el resto biolégicamente activo -D unido de forma reversible y
covalente en forma de su correspondiente farmaco D-H. En otras palabras, un profarmaco es un conjugado que
comprende un resto biolégicamente activo que se conjuga de forma covalente y reversible con un resto portador a través
de un resto enlazador de profarmaco reversible, cuya conjugacion covalente y reversible del portador con el resto
enlazador de profarmaco reversible es directa o a través de un espaciador, tal como -L2-. Dicho conjugado libera el resto
biolégicamente activo anteriormente conjugado en forma de farmaco libre.

Un “enlace biodegradable” o un “enlace reversible” es un enlace que es hidroliticamente degradable, es decir, escindible,
en ausencia de enzimas en condiciones fisioldgicas (solucion amortiguadora acuosa a pH 7,4, 37 °C) con una vida media
que varia de una hora a seis meses, preferiblemente de una hora a cuatro meses, aun mas preferiblemente de una hora
a tres meses, aun mas preferiblemente de una hora a dos meses, aun mas preferiblemente de una hora a un mes. Por
consiguiente, un “enlace estable” es un enlace que tiene una vida media en condiciones fisioldgicas (solucion
amortiguadora acuosa a pH 7,4, 37 °C) de mas de seis meses.

Por lo tanto, un “resto enlazador de profarmaco reversible” es un resto que se conjuga covalentemente con un resto
biolégicamente activo, tal como CNP, a través de un enlace reversible y que también se conjuga covalentemente con un
resto portador, tal como -Z, en donde la conjugacion covalente con dicho resto portador es directa o a través de un resto
espaciador, tal como -L?-. El enlace entre -Z y -L?- es un enlace estable.

De la manera que se usa en la presente, el término “enlazador de profarmacos sin trazas” significa un enlazador de
profarmacos reversible que al escindirse libera el farmaco en su forma libre. De la manera que se usa en la presente, el
término “forma libre” de un farmaco significa el farmaco en su forma farmacolégicamente activa y no modificada.

De la manera que se usa en la presente, el término “composicion farmacéutica” se refiere a una composicién que contiene
uno o mas ingredientes activos, por ejemplo un farmaco o un profarmaco, aqui especificamente los profarmacos de CNP
de la presente invencion, y opcionalmente uno o mas excipientes, asi como cualquier producto que resulte, directa o
indirectamente, de la combinacién, complejacién o agregacion de dos o mas de los ingredientes de la composicién, o de
la disociacién de uno o mas de los ingredientes, o de otros tipos de reacciones o interacciones de uno o mas de los
ingredientes. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién abarcan cualquier composicion
preparada mediante el mezclado de uno o mas profarmacos de CNP de la presente invencion y, opcionalmente, un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

De la manera que se usa en la presente, el término “excipiente” se refiere a un diluyente, adyuvante o vehiculo con el que
se administra el agente terapéutico, tal como un farmaco o profarmaco. Dicho excipiente farmacéutico puede ser liquido
estéril, tales como el agua y los aceites, incluyendo los de origen petrolero, animal, vegetal o sintético, tales como el aceite
de cacahuate, aceite de soya, aceite mineral o aceite de sésamo. El agua es un excipiente preferido cuando la
composicion farmacéutica se administra por via oral. La solucién salina y la dextrosa acuosa son excipientes preferidos
cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones acuosas
de dextrosa y glicerol se emplean preferiblemente como excipientes liquidos para soluciones inyectables. Los excipientes
farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, trehalosa, gelatina, malta, arroz, harina,
tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol,
propilenglicol, agua y etanol. La composicion farmacéutica, si se desea, también puede contener cantidades menores de
agentes humectantes o emulsionantes, agentes amortiguadores de pH, tales como, por ejemplo, acetato, succinato, tris,
carbonato, fosfato, HEPES (acido  4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico), MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico), o puede contener detergentes, tales como Tween, poloxameros, poloxaminas, CHAPS, Igepal,
0 aminoacidos, tales como, por ejemplo, glicina, lisina o histidina. Estas composiciones farmacéuticas pueden adoptar la
forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos o formulaciones de liberacidn
sostenida. La composicion farmacéutica puede formularse como un supositorio, con aglutinantes y excipientes
tradicionales, tales como los triglicéridos. La formulacion oral puede incluir excipientes estandar, tales como grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa y carbonato de magnesio.
Dichas composiciones contendran una cantidad terapéuticamente efectiva del farmaco o del resto biolégicamente activo,
junto con una cantidad adecuada de excipiente, a fin de proporcionar la forma de administracién adecuada al paciente.
La formulacion debe adaptarse al modo de administracion.

De la manera que se usa en la presente, el término “liposoma” se refiere a una vesicula, preferiblemente una vesicula
esférica, que tiene al menos una bicapa lipidica. Preferiblemente, los liposomas comprenden fosfolipidos, incluso mas
preferiblemente fosfatidilcolina. El término “liposoma” se refiere a varias estructuras y tamafios, tales como, por ejemplo,
a las vesiculas liposomales multilamelares (“MLV”, por sus siglas en inglés) que tienen mas de una bicapa lipidica
concéntrica con un diametro promedio de 100 a 1000 nm, vesiculas liposdmicas unilamelares pequefas (‘SUV”, por sus
siglas en inglés) que tienen una bicapa lipidica y un diametro promedio de 25 a 100 nm, vesiculas liposémicas
unilamelares grandes (“‘LUV”, por sus siglas en inglés) que tienen una bicapa lipidica y un diametro promedio de
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aproximadamente 1000 um, y vesiculas unilamelares gigantes (“GUV”, por sus siglas en inglés) que tienen una bicapa
lipidica y un diametro promedio de 1 a 100 uym. El término “liposoma” también incluye las vesiculas elasticas, tales como
los transferosomas y los etosomas, por ejemplo.

De la manera que se usa en la presente, el término “acuasoma” se refiere a las nanoparticulas esféricas con un didmetro
de 60 a 300 nm que comprenden al menos tres capas de estructura autoensamblada, especificamente, un nucleo
nanocristalino en fase sdlida recubierto por una pelicula oligomérica a la que se adsorben las moléculas del farmaco con
o sin modificacion del farmaco.

De la manera que se usa en la presente, el término “etosoma” se refiere a las vesiculas lipidicas que comprenden
fosfolipidos y etanol y/o isopropanol en una concentracion relativamente alta y agua, y que tienen un tamafo que oscila
entre decenas de nanémetros y micrometros.

De la manera que se usa en la presente, el término “LeciPlex” se refiere al sistema vesicular a base de fosfolipidos con
carga positiva que comprende PC de soya, un agente cationico y un disolvente biocompatible como PEG 300, PEG 400,
éter monoetilico de dietilenglicol, éter de polietilenglicol de alcohol tetrahidrofurfurilico o 2-pirrolidona o N-metil-2-
pirrolidona.

De la manera que se usa en la presente, el término “niosoma” se refiere a las vesiculas unilamelares o multilamelares que
comprenden tensioactivos no iénicos.

De la manera que se usa en la presente, el término “farmacosoma” se refiere a los agregados vesiculares, micelares o
hexagonales ultrafinos de lipidos unidos covalentemente a restos biolégicamente activos.

De la manera que se usa en la presente, el término “proniosoma” se refiere a formulaciones secas de portadores
recubiertos de tensioactivos que, al rehidratarse y agitarse ligeramente, proporcionan niosomas.

De la manera que se usa en la presente, el término “polimerosoma” se refiere a una vesicula esférica artificial que
comprende una membrana formada por copolimeros en bloque sintéticos anfifilicos y que, opcionalmente, puede
comprender una solucién acuosa en su nucleo. Un polimerosoma tiene un diametro que varia de 50 nm a 5 ym y mas. El
término también incluye a los sintosomas, que son polimerosomas modificados para incluir canales que permiten el paso
de ciertos quimicos a través de la membrana hacia el interior o el exterior de la vesicula.

El término “esfingosoma” se refiere a una vesicula concéntrica bicapa en la que un volumen acuoso esta totalmente
encerrado por una bicapa lipidica membranosa compuesta principalmente por esfingolipidos naturales o sintéticos.

De la manera que se usa en la presente, el término “transferosoma” se refiere a vesiculas lipidicas ultraflexibles que
comprenden un nucleo acuoso y que estan formadas por una mezcla de lipidos polares comunes y lipidos adecuados
activados por los bordes que facilitan la formacion de bicapas muy curvadas que hacen que el transferosoma sea
altamente deformable.

De la manera que se usa en la presente, el término “ufasoma” se refiere a una vesicula que comprende acidos grasos
insaturados.

De la manera que se usa en la presente, el término “reactivo” significa un compuesto quimico que comprende al menos
un grupo funcional para reaccionar con el grupo funcional de otro compuesto quimico o farmaco. Se entiende que un
farmaco que comprende un grupo funcional (tal como una amina primaria o secundaria, o un grupo funcional hidroxilo) es
también un reactivo.

De la manera que se usa en la presente, el término “resto” significa una parte de una molécula a la que le faltan uno o
mas atomos en comparacion con el reactivo correspondiente. Si, por ejemplo, un reactivo de la formula “H-X-H” reacciona
con otro reactivo y pasa a formar parte del producto de reaccion, el correspondiente resto del producto de reaccién tiene
la estructura “H-X-" 0 “-X-", mientras que cada “-” indica la unién a otro resto. De este modo, un resto biolégicamente activo
se libera de un profarmaco como un farmaco.

Se entiende que si se proporciona la secuencia o estructura quimica de un grupo de atomos que esta unido a dos restos
0 que interrumpe un resto, dicha secuencia o estructura quimica puede estar unida a los dos restos en cualquier
orientacion, a menos que se indique explicitamente lo contrario. Por ejemplo, un resto “-C(O)N(R")-" puede unirse a dos
fracciones o interrumpir un resto como "-C(O)N(R")-" o como “-N(R")C(O)-". De manera similar, un resto
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De la manera que se usa en la presente, el término “grupo funcional” significa un grupo de atomos que puede reaccionar
con otros grupos de atomos. Los grupos funcionales incluyen, entre otros, los siguientes grupos: acido carboxilico (-
(C=0)0OH), amina primaria o secundaria (-NHz, -NH-), maleimida, tiol (-SH), &cido sulfénico (-(O=S=0)OH), carbonato,
carbamato (-O(C=0)N<), hidroxilo (-OH), aldehido (-(C=0O)H), cetona (-(C=0)-), hidrazina (>N-N<), isocianato,
isotiocianato, acido fosférico (-O(P=0)OHOH), acido fosfonico (-O(P=0)OHH), haloacetilo, haluro de alquilo, acriloilo,
fluoruro de arilo, hidroxilamina, disulfuro, sulfonamidas, acido sulfarico, vinilsulfona, vinilcetona, diazoalcano, oxirano y
aziridina.

En caso de que los profarmacos de la presente invencion comprendan uno o mas grupos acidos o basicos, la invencion
también comprende sus correspondientes sales farmacéutica o toxicolégicamente aceptables, en particular sus sales
farmacéuticamente utilizables. Por lo tanto, los profarmacos de la presente invenciéon que comprenden grupos acidos
pueden utilizarse de acuerdo con la invencién, por ejemplo, como sales de metales alcalinos, sales de metales
alcalinotérreos o como sales de amonio. Ejemplos mas precisos de tales sales incluyen sales de sodio, sales de potasio,
sales de calcio, sales de magnesio o sales con amoniaco o aminas organicas, tales como, por ejemplo, etilamina,
etanolamina, trietanolamina o aminoacidos. Los profarmacos de la presente invencion que comprenden uno o mas grupos
basicos, es decir, grupos que pueden protonarse, pueden estar presentes y pueden utilizarse de acuerdo con la invencion
en forma de sus sales de adicidon con acidos inorganicos u organicos. Los ejemplos de acidos adecuados incluyen cloruro
de hidrégeno, bromuro de hidrégeno, acido fosférico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido metanosulfénico, acido p-
toluenosulfénico, acidos naftalendisulfonicos, acido oxalico, acido acético, acido tartarico, acido lactico, acido salicilico,
acido benzoico, acido férmico, acido propidnico, acido pivalico, acido dietilacético, acido maldnico, acido succinico, acido
pimélico, acido fumarico, acido maleico, acido malico, acido sulfaminico, acido fenilpropiénico, acido glucénico, acido
ascorbico, acido isonicotinico, acido citrico, acido adipico y otros acidos conocidos por el experto en la técnica. Los
expertos en la técnica conocen métodos adicionales para convertir el grupo basico en un catiéon, como la alquilaciéon de
un grupo amina que da como resultado un grupo amonio con carga positiva y un contraiéon apropiado de la sal. Si los
profarmacos de la presente invencion comprenden simultdneamente grupos acidos y basicos, la invencién también
incluye, ademas de las formas de sal mencionadas, sales internas o betainas (zwitteriones). Las sales respectivas pueden
obtenerse por los métodos habituales que conoce el experto en la técnica, como, por ejemplo, poniendo estos profarmacos
en contacto con un acido o una base organica o inorganica en un disolvente o dispersante, o mediante intercambio
aniénico o cationico con otras sales. La presente invencion también incluye todas las sales de los profarmacos de la
presente invencion que, debido a su baja compatibilidad fisiolégica, no son directamente adecuadas para su uso en
productos farmacéuticos, pero que pueden utilizarse, por ejemplo, como intermedios para reacciones quimicas o para la
preparacion de sales farmacéuticamente aceptables.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa una sustancia que no causa dafio cuando se administra a un paciente
y, preferiblemente, significa que esta aprobada por una agencia reguladora, tal como la EMA (Europa) y/o la FDA (EE.
UU.) y/o cualquier otra agencia reguladora nacional para su uso en animales, preferiblemente para su uso en humanos.

De la manera que se usa en la presente, el término “aproximadamente” en combinacion con un valor numérico se utiliza
para indicar un rango que va desde e incluye el valor numérico mas y menos no mas del 10% de dicho valor numérico,
mas preferiblemente no mas del 8% de dicho valor numérico, incluso mas preferiblemente no mas del 5% de dicho valor
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numérico, y mas preferiblemente no mas del 2% de dicho valor numérico. Por ejemplo, la frase “aproximadamente 200"
se utiliza para significar un rango que va desde e incluye 200 +/- 10%, es decir, que va desde e incluye 180 a 220;
preferiblemente 200 +/-8%, es decir, que va desde e incluye 184 a 216; aun mas preferiblemente que va desde e incluye
200 +/-5%, es decir, que va desde e incluye 190 a 210; y mas preferiblemente 200 +/-2%, es decir, que va desde e incluye
196 a 204. Se entiende que un porcentaje dado como “aproximadamente 20%” no significa “20% +/- 10%”, es decir, que
va desde e incluye 10 a 30%, sino que “aproximadamente 20%” significa que va desde e incluye 18 y 22%, es decir, mas
y menos el 10% del valor numérico que es 20.

De la manera que se usa en la presente, el término “polimero” significa una molécula que comprende unidades
estructurales de repeticion, es decir, los monémeros, conectados por enlaces quimicos de forma lineal, circular,
ramificada, reticulada o dendrimérica, o una combinacion de las mismas, que puede ser de origen sintético o bioldgico, o
una combinacion de ambos. Se entiende que un polimero también puede comprender uno o mas grupos quimicos y/o
restos, tales como, por ejemplo, uno o mas grupos funcionales.

Preferiblemente, un polimero soluble tiene un peso molecular de al menos 0,5 kDa, por ejemplo, un peso molecular de al
menos 1 kDa, un peso molecular de al menos 2 kDa, un peso molecular de al menos 3 kDa, o un peso molecular de al
menos 5 kDa. Si el polimero es soluble, es preferible que tenga un peso molecular de como maximo 1000 kDa, como
maximo 750 kDa, como maximo 500 kDa, como maximo 300 kDa, como maximo 200 kDa, como maximo 100 kDa. Se
entiende que también una proteina es un polimero en el que los aminoacidos son las unidades estructurales que se
repiten, aunque las cadenas laterales de cada aminoacido puedan ser diferentes.

De la manera que se usa en la presente, el término “polimérico” significa un reactivo o un resto que comprende uno o mas
polimeros o restos de polimeros. Un reactivo o resto polimérico puede comprender opcionalmente uno o mas restos, que
se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en:

« alquilo C1-50, alquenilo C2-s0, alquinilo C2-s0, cicloalquilo Cs-10, heterociclilo de 3 a 10 miembros, heterobiciclilo de 8 a 11
miembros, fenilo, naftilo, indenilo, indanilo y tetralinilo; y
* enlaces seleccionados del grupo que comprende
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en donde

las lineas punteadas indican unién al residuo del resto o reactivo, y
- Ry -R? se seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en -H, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y
hexilo.

El experto en la técnica entiende que los productos de polimerizacidon obtenidos de una reaccién de polimerizacién no
tienen todos el mismo peso molecular, sino que presentan una distribucién de peso molecular. Por consiguiente, los
rangos de peso molecular, pesos moleculares, rangos de numeros de monémeros en un polimero y numeros de
mondémeros en un polimero, tal como se utilizan en la presente, se refieren al peso molecular promedio en niumero y al
numero promedio de mondmeros, es decir, a la media aritmética del peso molecular del polimero o del resto polimérico y
a la media aritmética del numero de monémeros del polimero o del resto polimérico.

Por consiguiente, en un resto polimérico que comprende “x” unidades de monémero, cualquier nimero entero dado para
“x” corresponde al numero medio aritmético de mondémeros. Cualquier rango de numeros enteros dado para “X”
proporciona el rango de enteros en el que se encuentra la media aritmética del nimero de monémeros. Un nimero entero
para “x” dado como “aproximadamente x” significa que la media aritmética del niUmero de monémeros se encuentra en un
rango de numeros enteros de x +/- 10%, preferiblemente x +/- 8%, mas preferiblemente x +/- 5% y mas preferiblemente x

+-2%.
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De la manera que se usa en la presente, el término “peso molecular promedio en nimero” significa la media aritmética
ordinaria de los pesos moleculares de los polimeros individuales.

De la manera que se usa en la presente, el término “soluble en agua” con referencia a un portador significa que cuando
dicho portador forma parte del profarmaco CNP de la presente invencion, al menos 1 g del profarmaco CNP que
comprende dicho portador soluble en agua puede disolverse en un litro de agua a 20 °C para formar una solucion
homogénea. Por consiguiente, el término “insoluble en agua” con referencia a un portador significa que cuando dicho
portador forma parte del profarmaco CNP de la presente invencién menos de 1 g del profarmaco CNP que comprende
dicho portador insoluble en agua puede disolverse en un litro de agua a 20 °C para formar una solucién homogénea.

De la manera que se usa en la presente, el término “a base de PEG” en relacidon con un resto o reactivo significa que
dicho resto o reactivo comprende PEG. Preferiblemente, un resto o reactivo a base de PEG comprende al menos un 10%
(p/p) de PEG, tal como al menos un 20% (p/p) de PEG, tal como al menos un 30% (p/p) de PEG, tal como al menos un
40% (p/p) de PEG, tal como al menos un 50% (p/p), tal como al menos un 60 (p/p) de PEG, tal como al menos un 70%
(p/p) de PEG, tal como al menos un 80% (p/p) de PEG, tal como al menos un 90% (p/p) de PEG, tal como al menos un
95% (p/p) de PEG. El porcentaje en peso restante del resto o reactivo a base de PEG son otros restos seleccionados
preferiblemente de los siguientes restos y enlaces:

* alquilo C1-50, alquenilo Cz-s0, alquinilo C2-s0, cicloalquilo Cs-10, heterociclilo de 3 a 10 miembros, heterobiciclilo de 8 a 11
miembros, fenilo, naftilo, indenilo, indanilo y tetralinilo; y
* enlaces seleccionados del grupo que comprende

—0-—, =8+, —+—N—, —-N==, —§—S+ —N=N-—
I > |||7 | | I 1 "
R
S T A i
(-, 0, -, 0, 0 O—CNA-
0 R
R 0 S
'| 1 | || | 1 H | 1
+N—|C—:—, R R N
A R R’ R ) g C
o} S

en donde

las lineas punteadas indican unién al residuo del resto o reactivo, y
-R y -R? se seleccionan de forma independiente entre el grupo formado por -H, metilo, etilo, propilo, butilo,
pentilo y hexilo.

De la manera que se usa en la presente, el término “a base de PEG que comprende al menos un X% de PEG” en relacion
con un resto o reactivo significa que dicho resto o reactivo comprende al menos un X% (p/p) de unidades de etilenglicol
(-CH2CH20-), en donde las unidades de etilenglicol pueden estar dispuestas en bloques, alternadas o pueden estar
distribuidas aleatoriamente dentro del resto o reactivo y preferiblemente todas las unidades de etilenglicol de dicho resto
o reactivo estan presentes en un bloque; el porcentaje en peso restante del resto o reactivo a base de PEG son otros
restos seleccionados preferiblemente entre los siguientes restos y enlaces:

* alquilo C1-50, alquenilo Cz-s0, alquinilo C2-s0, cicloalquilo Cs-10, heterociclilo de 3 a 10 miembros, heterobiciclilo de 8 a 11
miembros, fenilo, naftilo, indenilo, indanilo y tetralinilo; y
* enlaces seleccionados del grupo que comprende

| | ] I 1 | | I 1 | ] |
L ()1 Q1 ’ —— Q — N]——
O, S N— —N= R R L N=N-
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en donde

las lineas punteadas indican unién al residuo del resto o reactivo, y
- Ry -R@ se seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en -H, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y
hexilo.

El término “a base de acido hialurénico que comprende al menos un X% de acido hialurénico” se utiliza en consecuencia.

De la manera que se usa en la presente, el término “sustituido” significa que uno o mas atomos de -H de una molécula o
resto se sustituyen por un atomo diferente o un grupo de atomos, que se denominan “sustituyentes”.

Preferiblemente, uno o mas sustituyentes opcionales adicionales se seleccionan independientemente entre si del grupo
que consiste en halogeno, -CN, -COOR*!, -ORX!, -C(O)R*", -C(O)N(R¥'Rx12), -5(0)2N(R*'R*"a), -S(O)N(R*'Rx'a), -S(0)2R*",
-S(O)R*!, -N(R")S(0)2N(R¥12RxP), -SRX!, -N(RX'R*'?), -NO2, -OC(O)R*!, -N(RX")C(O)R *'3, -N(RX")S(O)R *'a, -
N(RS(0)R*'a, -N(R*")C(O)OR*"a, -N(R*")C(O)N(RX12Rxb), -OC(O)N(R*'R*'2), -TO, alquilo C1-s0, alquenilo C2-50 y alquinilo
C2-50; en donde -T9, alquilo C1-s0, alquenilo C2-50 y alquinilo C2.s0 estan opcionalmente sustituidos con uno o mas -R*?, que
son iguales o diferentes, y en donde alquilo C1-50, alquenilo C2-50 y alquinilo Cz-50 estan opcionalmente interrumpidos por
uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en -T%-, -C(0)O-, -O-, -C(O)-, -C(O)N(R®)-, -S(0)2N(R®)-, -
S(O)N(R*®)-, -S(O)2-, -S(0)-, -N(R*¥)S(0)2N(R*%2)-, -S-, -N(R*%)-, -OC(OR*®)(R*%2)-, -N(R**)C(O)N(R*%?)-, y -OC(O)N(R*®)-;

-R¥1, -Rx1a  _Rx1b g¢ seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en -H, -T°, alquilo C1-s0, alquenilo Co.
50 y alquinilo C2-s0; en donde -T?, alquilo C1-50, alquenilo Caz-s0 y alquinilo C2-s0 estan opcionalmente sustituidos con uno o
mas -R*?, que son iguales o diferentes, y en donde alquilo C1.s0, alquenilo Ca.s0 y alquinilo Ca.50 estan opcionalmente
interrumpidos por uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en -T%-, -C(O)O-, -O-, -C(0)-, -C(O)N(R®)-, -
S(0)2N(R®)-, -S(O)N(R®)-; -S(0)2-, -S(0)-, -N(R®®)S(0)2N(R*3?)-, -S-, -N(R*®)-, -OC(OR*®)(R*%2)-, -N(R*®)C(O)N(R*%?)-,y -
OC(O)N(R®)-;

cada T° se selecciona independientemente del grupo que consiste en fenilo, naftilo, indenilo, indanilo, tetralinilo,
cicloalquilo Cs-10, heterociclilo de 3 a 10 miembros, y heterobiciclilo de 8 a 11 miembros; en donde cada T° esta
opcionalmente sustituido de forma independiente con uno o mas -R*?, que son iguales o diferentes;

cada -R* se selecciona independientemente del grupo que consiste en haldégeno, -CN, oxo (=0), -COOR*, -OR*, -
C(O)R™, -C(O)N(R“R*4a) -S(0)°N(R**R*4?), -S(O)N(Rx4Rx4a), -S(0)2R*, -S(O)R*, -N(R*)S(0)2N(R*42Rx4), -SR*, -
N(R*R*4?), -NO2, -OC(O)R*, -N(R*)C(O)R*2, -N(R*)S(0)2R*3, -N(R*)S(O)R*a, -N(R*)C(O)OR*42, -
N(R*)C(O)N(R*“2R**b), -OC(O)N(R**R*4?), y alquilo C1.6; en donde el alquilo C1.s esta opcionalmente sustituido con uno o
mas halégenos, que son iguales o diferentes;

cada -R*3, -Rx% _Rx4 _Rx4a _Rx4 gg gelecciona independientemente del grupo que consiste en -H y alquilo C1.6; en donde
el alquilo C1-s esta opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, que son iguales o diferentes.

Mas preferiblemente, uno o mas sustituyentes opcionales adicionales se seleccionan independientemente entre si del
grupo que consiste en halégeno, -CN, -COORX!, -ORx!, -C(O)R*!, -C(O)N(R*'R¥'2), -S(0)2N(R*'Rx12), -S(O)N(R*'R*"a), -
S(0)2R*, -S(O)R, -N(R*")S(0O)2N(RX12Rx1P), -SR*!, -N(RX'R*'2), -NO2, -OC(O)R*", -N(R*")C(O)R *12, -N(R*")S(O)2R *'2, -
N(R*")S(0)R*'a, -N(R*")C(O)OR*'2, -N(R*")C(O)N(R*'2Rx'P) -OC(O)N(R*'R*'a), -T9, alquilo C1-10, alquenilo Cz-10 y alquinilo
C2-10; en donde -To, alquilo C1-10, alquenilo Co-10 y alquinilo C2-10 estan opcionalmente sustituidos con uno o mas -R??,
que son iguales o diferentes, y en donde alquilo C1-10, alquenilo C2-10 y alquinilo C2-10 estan opcionalmente interrumpidos
por uno o mas grupos seleccionados del grupo que consiste en -T%, -C(O)O-, -O-, -C(O)-, -C(O)N(R*®)-, -S(0)2N(R*®)-, -
S(O)N(R®3)-, -S(0)2-, -S(0)-, -N(R*3)S(0)2N(R*3)-, -S-, -N(R*3)-, -OC(ORX®)(RX%2)-, -N(R*3)C(O)N(R*%2)-, y -OC(O)N(R*)-;

cada -R¥1, -Rx1a -Rx1b _RX3  _Rx32 gg selecciona independientemente del grupo que consiste en -H, halégeno, alquilo C1-s,
alquenilo Cz2- y alquinilo Cz-s;
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cada T° se selecciona independientemente del grupo que consiste en fenilo, naftilo, indenilo, indanilo, tetralinilo,
cicloalquilo Csa.10, heterociclilo de 3 a 10 miembros, y heterobiciclilo de 8 a 11 miembros; en donde cada T° esta
opcionalmente sustituido de forma independiente con uno o mas -R*?, que son iguales o diferentes;

cada -R* se selecciona independientemente del grupo que consiste en haldgeno, -CN, oxo (=0), -COOR*, -OR*, -
C(O)R*, -C(O)N(R*R*a), -S(0)2N(R*R*4?), -S(O)N(R*R**3), -S(0)2Rx4, -S(O)R*, -N(R**)S(0)2N(R*aR*b), -SR*4, -
N(R“R*?), -NO2, -OC(O)R*, -N(R*)C(O)R*2, -N(R“)S(0)2R*2, -N(R*)S(O)R*2, -N(R*)C(O)OR*2,
N(R*)C(O)N(R*“2R**b), -OC(O)N(R**R*4?), y alquilo C1.6; en donde el alquilo C1.s esta opcionalmente sustituido con uno o
mas halégenos, que son iguales o diferentes;

cada -R*, -R¥a -R*4b ge selecciona independientemente del grupo que consiste en -H, halégeno, alquilo C1.s, alquenilo
C26 y alquinilo Czs;

Aun mas preferiblemente, uno o mas sustituyentes opcionales adicionales se seleccionan independientemente entre si
del grupo que consiste en haldégeno, -CN, -COORX!, -ORX!, -C(O)R*!, -C(O)N(R*'R*'2), -S(0)2N(R*'R*"a), -S(O)N(R*'Rx'a),
-S(0)2R*!, -S(O)RX!, -N(R*")S(O)2N(R*12Rx1P), -SR*!, -N(R*'R*'@), -NO2, -OC(O)R*!, -N(R*")C(O)R *'2, -N(R*")S(O)2R *'2, -
N(RS(O)R*'a, -N(R*")C(O)ORX'2, -N(R*')C(O)N(R*'2RxP), -OC(O)N(R*'Rx'2), -T°, alquilo C1-s, alquenilo C2 y alquinilo
Cz; en donde -T?, alquilo C1.6, alquenilo Cz-6 y alquinilo C2.6 estan opcionalmente sustituidos con uno o mas -R*?, que son
iguales o diferentes, y en donde alquilo C1-s, alquenilo Cz y alquinilo C2-6 estan opcionalmente interrumpidos por uno o
mas grupos seleccionados del grupo que consiste en -T%-, -C(O)O-, -O-, -C(O)-, -C(O)N(R*3)-, -S(0)2N(R*3)-, -S(O)N(R*3)-
, =S(0)2-, -S(0)-, -N(R®®)S(0)2N(R*3?)-, -S-, -N(R*3)-, -OC(OR*®)(R*%2)-, -N(R*®)C(O)N(R*%2)-, y -OC(O)N(R*)-;

cada -R*", -R¥1a -Rx1b _Rx2 _RX3 _Rx3a gg selecciona independientemente del grupo que consiste en -H, haldgeno, alquilo
C1-s, alquenilo Cz2-6 y alquinilo Cz-s;

cada T° se selecciona independientemente del grupo que consiste en fenilo, naftilo, indenilo, indanilo, tetralinilo,
cicloalquilo Csa.10, heterociclilo de 3 a 10 miembros, y heterobiciclilo de 8 a 11 miembros; en donde cada T° esta
opcionalmente sustituido de forma independiente con uno o mas -R*?, que son iguales o diferentes.

Preferiblemente, un maximo de 6 &atomos de H de una molécula opcionalmente sustituida se sustituyen
independientemente con un sustituyente, por ejemplo, 5 atomos de H se sustituyen independientemente con un
sustituyente, 4 atomos de H se sustituyen independientemente con un sustituyente, 3 atomos de H se sustituyen
independientemente con un sustituyente, 2 atomos de H se sustituyen independientemente con un sustituyente, o 1 atomo
de H se sustituye con un sustituyente.

El término “interrumpido” significa que un resto se inserta entre dos atomos de carbono o, si la insercidn es en uno de los
extremos del resto, entre un carbono o heteroatomo y un atomo de hidrégeno.

De la manera que se usa en la presente, el término “alquilo C1-4” solo o en combinacion significa un resto alquilo de cadena
lineal o ramificada que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. Si esta presente al final de una molécula, los ejemplos de alquilo
C1.4 de cadena lineal o ramificada son metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo y terc-butilo. Cuando
dos restos de una molécula estan unidos por el alquilo C1-4, los ejemplos de tales grupos alquilo C1-4 son-CHz-, -CH2-CH2-
, -CH(CHs)-, -CH2-CH2-CH2-, -CH(C2Hs)-, -C(CHs)2-. Cada hidrogeno de un carbono de alquilo C14 puede estar
opcionalmente reemplazado por un sustituyente como se definié anteriormente. Opcionalmente, un alquilo C1.4 puede
estar interrumpido por uno o mas restos como se define a continuacion.

De la manera que se usa en la presente, el término “alquilo C1-6” solo 0 en combinacion significa un resto alquilo de cadena
lineal o ramificada que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Si estan presentes al final de una molécula, los ejemplos de
grupos alquilo C1-6 de cadena lineal y ramificados son metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-
butilo, n-pentilo, 2-metilbutilo, 2,2-dimetilpropilo, n-hexilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo
y 3,3-dimetilpropilo. Cuando dos restos de una molécula estan unidos por el alquilo C16, los ejemplos de tales grupos
alquilo C16 son -CHz-, -CH2-CH2-, -CH(CHs)-, -CH2-CH2-CH2-, -CH(C2H5s)- y -C(CHs) 2-. Cada atomo de hidrégeno de un
carbono C1.6 puede ser sustituido opcionalmente por un sustituyente como el definido anteriormente. Opcionalmente, un
alquilo C1-6 puede estar interrumpido por uno o mas restos como se define a continuacion.

Por consiguiente, “alquilo C1-10”, “alquilo C1-20" 0 “alquilo C1-50” significa una cadena de alquilo que tiene de 1 a 10,de 1 a
20 o de 1 a 50 atomos de carbono, respectivamente, en donde cada atomo de hidrégeno del carbono C1-10, C1-20 0 C1-50
puede reemplazarse opcionalmente por un sustituyente como se definié anteriormente. Opcionalmente, un alquilo C1-10 0
C1-50 puede estar interrumpido por uno o mas restos como se define a continuacion.

De la manera que se usa en la presente, el término “alquenilo C2-6” solo 0 en combinacién significa un resto de hidrocarburo
de cadena recta o ramificada que comprende al menos un enlace doble carbono-carbono que tiene de 2 a 6 4tomos de
carbono. Si esta presente al final de una molécula, los ejemplos son -CH=CH2, -CH=CH-CHj3, -CH2-CH=CH2, -CH=CHCH>-
CHs y -CH=CH-CH=CH.. Cuando dos restos de una molécula estan unidos por el grupo alquenilo C2-, entonces un
ejemplo de tal alquenilo C2.6 es -CH=CH-. Cada atomo de hidrogeno de un resto de alquenilo C26 puede ser sustituido
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opcionalmente por un sustituyente como el definido anteriormente. Opcionalmente, un alquenilo C26 puede estar
interrumpido por uno o mas elementos como se define a continuacion.

Por consiguiente, el término “alquenilo Cz-10”, “alquenilo C2-20" 0 “alquenilo C2-50”, solo 0 en combinacion, significa un resto
de hidrocarburo de cadena recta o ramificada que comprende al menos un enlace doble carbono-carbono que tiene de 2
a 10, 2 a 20 0 2 a 50 atomos de carbono. Cada atomo de hidroégeno de un grupo alquenilo Cz-10, alquenilo C2-20 0 alquenilo
C2-50 puede ser sustituido opcionalmente por un sustituyente como se definié anteriormente. Opcionalmente, un alquenilo
C2-10, un alquenilo C220 o un alquenilo Czs0 puede estar interrumpido por uno o mas elementos como se define a
continuacion.

De la manera que se usa en la presente, el término “alquinilo C2-6” solo o en combinacion significa un resto de hidrocarburo
de cadena recta o ramificada que comprende al menos un enlace triple carbono-carbono que tiene de 2 a 6 4tomos de
carbono. Si esta presente al final de una molécula, los ejemplos son -C=CH, -CH2-C=CH, CH2-CH2-C=CH y CH2-C=C-
CHs. Cuando dos partes de una molécula estan unidas por el grupo alquilo, un ejemplo es -C=C-. Cada atomo de
hidrégeno de un grupo alquinilo C26 puede ser sustituido opcionalmente por un sustituyente como el definido
anteriormente. Opcionalmente, se pueden producir uno o mas enlaces dobles. Opcionalmente, un alquinilo C26 puede
estar interrumpido por uno o mas elementos como se define a continuacion.

Por consiguiente, de la manera que se usa en la presente, el término “alquinilo C2-10”, “alquinilo C2-20” y “alquinilo C2-50”",
solo o en combinacidn, significa un resto de hidrocarburo de cadena recta o ramificada que comprende al menos un enlace
triple carbono-carbono que tiene de 2 a 10, 2 a 20 o 2 a 50 atomos de carbono, respectivamente. Cada atomo de hidrégeno
de un grupo alquinilo Cz-10, alquinilo Cz-20 0 alquinilo Cz2-50 puede ser sustituido opcionalmente por un sustituyente como el
definido anteriormente. Opcionalmente, se pueden producir uno o0 mas enlaces dobles. Opcionalmente, un alquinilo Cz-10,
un alquinilo C2-20 0 un alquinilo C2-50 puede estar interrumpido por una o mas moléculas como se define a continuacion.

Como se menciond anteriormente, un alquilo C14, alquilo C1., alquilo C1-10, alquilo C1-20, alquilo C1-50, alquenilo Cas,
alquenilo Ca-10, alquenilo C2-20, alquenilo Cz-s0, alquinilo Cz-s, alquinilo Cz-10, alquenilo Ca2-20 0 alquinilo Cz-50 pueden estar
opcionalmente interrumpidos por uno o mas restos que se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en

SO, S, PN PNeR —S—S — N=N——,
R
R NR @) NR @) O
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| i I
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R R" R R’ ,
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en donde

las lineas punteadas indican la unién con el resto dl resto o el reactivo; y
- Ry -R@ se seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en -H, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y
hexilo.

De la manera que se usa en la presente, el término “cicloalquilo Cs-10” significa una cadena de alquilo ciclica que tiene de
3 a 10 atomos de carbono, que puede estar saturada o insaturada, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo, ciclooctilo, ciclononilo o ciclodecilo. Cada atomo de hidrégeno de un carbono de
cicloalquilo Cs.10 puede reemplazarse por un sustituyente como se definié anteriormente. El término “cicloalquilo C3-10”
también incluye biciclos puenteados como norbornano o norborneno.

El término “carbopoliciclo de 8 a 30 miembros” o “carbopoliciclo de 8 a 30 miembros” significa un resto ciclico de dos o
mas anillos con 8 a 30 atomos de anillo, en donde dos anillos vecinos comparten al menos un atomo de anillo y que puede
contener hasta el nUmero maximo de enlaces dobles (anillo aromatico o no aroméatico saturado, parcialmente saturado o
insaturado). Preferiblemente un carbopoliciclo de 8 a 30 miembros significa un resto ciclico de dos, tres, cuatro o cinco
anillos, mas preferiblemente de dos, tres o cuatro anillos.
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De la manera que se usa en la presente, el término “heterociclilo de 3 a 10 miembros” o “heterociclo de 3 a 10 miembros”
significa un anillo con 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 atomos de anillo que puede contener hasta el nimero maximo de enlaces
dobles (anillo aromatico o no aromatico totalmente saturado, parcialmente saturado o insaturado) en donde al menos un
atomo del anillo y hasta 4 atomos del anillo estan sustituidos por un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en
azufre (incluyendo -S(O)-, -S(O)2-), oxigeno y nitrégeno (incluyendo =N(O)-) y en donde el anillo esta unido al resto de la
molécula a través de un atomo de carbono o nitrégeno. Los ejemplos de heterociclos de 3 a 10 miembros incluyen, pero
no se limitan a, aziridina, oxirano, tiirano, azirina, oxireno, tiireno, azetidina, oxetano, tietano, furano, tiofeno, pirrol,
pirrolina, imidazol, imidazolina, pirazol, pirazolina, oxazol, oxazolina, isoxazol, isoxazolina, tiazol, tiazolina, isotiazol,
isotiazolina, tiadiazol, tiadiazolina, tetrahidrofurano, tetrahidrotiofeno, pirrolidina, imidazolidina, pirazolidina, oxazolidina,
isoxazolidina, tiazolidina, isotiazolidina, tiadiazolidina, sulfolano, pirano, dihidropirano, tetrahidropirano, imidazolidina,
piridina, piridazina, pirazina, pirimidina, piperazina, piperidina, morfolina, tetrazol, triazol, triazolidina, tetrazolidina,
diazepano, azepina y homopiperazina. Cada atomo de hidrogeno de un heterociclilo de 3 a 10 miembros o de un grupo
heterociclico de 3 a 10 miembros puede ser sustituido por un sustituyente como se define a continuacion.

De la manera que se usa en la presente, el término “heterociclo de 8 a 11 miembros” o “heterobiciclo de 8 a 11 miembros”
significa un resto heterociclico de dos anillos con 8 a 11 atomos de anillo, en donde al menos un atomo de anillo es
compartido por ambos anillos y que puede contener hasta el nimero maximo de enlaces dobles (anillo aromatico o no
aromatico totalmente saturado, parcialmente saturado o insaturado) en donde al menos un atomo del anillo y hasta 6
atomos del anillo estan sustituidos por un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en azufre (incluyendo -S(O)-
, -S(0)2-), oxigeno y nitrégeno (incluyendo =N(O)-), y en donde el anillo esta unido al resto de la molécula a través de un
atomo de carbono o nitrégeno. Ejemplos de un heterociclo de 8 a 11 miembros son indol, indolina, benzofurano,
benzotiofeno, benzoxazol, benzisoxazol, benzotiazol, benzoisotiazol, bencimidazol, bencimidazolina, quinolina,
quinazolina, dihidroquinazolina, quinolina, dihidroquinolina, tetrahidroquinolina, decahidroquinolina, isoquinolina,
decahidroisoquinolina, tetrahidroisoquinolina, dihidroisoquinolina, benzazepina, purina y pteridina. El término heterociclo
de 8 a 11 miembros también incluye las estructuras espiro de dos anillos como el 1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decano o los
heterociclos puenteados como el 8-aza-biciclo[3.2.1]octano. Cada atomo de hidrégeno de un heterobiciclo de 8 a 11
miembros o de un carbono de heterobiciclo de 8 a 11 miembros puede ser sustituido por un sustituyente como se define
a continuacion.

Del mismo modo, el término “heteropoliclico de 8 a 30 miembros” o “heteropolimero de 8 a 30 miembros” significa un resto
heterociclico de mas de dos anillos con 8 a 30 atomos de anillo, preferiblemente de tres, cuatro o cinco anillos, en donde
dos anillos vecinos comparten al menos un atomo de anillo y que puede contener hasta el nimero maximo de enlaces
dobles (anillo aromatico o no aromatico totalmente saturado, parcialmente saturado o insaturado), en donde al menos un
atomo del anillo y hasta 10 atomos del anillo estan sustituidos por un heteroatomo seleccionado del grupo del azufre
(incluyendo -S(O)-, -S(0)2-), oxigeno y nitrégeno (incluyendo =N(O)-), y en donde el anillo esta unido al resto de una
molécula a través de un atomo de carbono o nitrégeno.

Se entiende que la frase “el par R*/RY se une con el atomo al que estan unidos para formar un cicloalquilo Cs.10 0 un
heterociclilo de 3 a 10 miembros” en relacion con un resto de la estructura

significa que Rx y Ry forman la siguiente estructura:

en donde R es cicloalquilo Cs-10 0 heterociclilo de 3 a 10 miembros.

También se entiende que la frase “el par R*¥RY se une con los atomos a los que estan unidos para formar un anillo A” en
relaciéon con un resto de la estructura
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significa que R*y RY forman la siguiente estructura:

De la manera que se usa en la presente, el término “alquino terminal” significa un resto

H

De la manera que se usa en la presente, “halégeno” significa fluor, cloro, bromo o yodo. Generalmente se prefiere que el
halégeno sea fluoro o cloro.

En general, el término “comprender” o “que comprende” también abarca “consistir en” o “que consiste en”.

En la presente invencion, -L'- se conjuga de forma covalente y reversible con la cadena lateral de |a lisina en la posicion
26 de dicho resto de anillo de -D.

También se descubrié sorprendentemente que un aumento de las longitudes de la secuencia de PNC es beneficioso con
respecto a la estabilidad de NEP: El CNP-22 era mas susceptible a la degradacién de NEP que CNP-34, que a su vez era
més susceptible que CNP-38.

En la presente invencion, el resto -L'- se conjuga con el resto de anillo de -D a través de un grupo amina primario.
-L'- esta conectado al resto de anillo de -D a través de un enlace amida. Se entiende que este enlace puede no ser
reversible per se, pero que los grupos vecinos convenientemente elegidos comprendidos en -L'- pueden hacer que tales

enlaces sean reversibles.

-D tiene la secuencia de SEQ ID NO:24 y -L'- se conjuga con la lisina en la posicion 26. El resto -L'-L?- es de férmula (lld-

i):

en donde

la linea punteada no marcada indica la unién a un nitrégeno de una cadena lateral de aminoacidos del resto de anillo de
-D mediante la formacion de un enlace amida; la linea punteada marcada con el asterisco indica la unién a-Z, y

la linea punteada marcada con el asterisco indica la unién a -Z de la férmula (h) tal y como se definié anteriormente, en
donde -D tiene la secuencia de SEQ ID NO:24 y -L'- se conjuga con la lisina en la posicion 26.

En una realizacion mas preferida, el resto -L'-L2- es de formula (l1d-ii’):
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(11d-ii *),
en donde

la linea punteada no marcada indica la union a -D tal como se define en la férmula (l1d-ii); y
la linea punteada marcada con el asterisco indica la union a -Z de férmula (h).

- Z es soluble en agua.
- Z tiene un peso molecular de aproximadamente 40 kDa.

Los solicitantes descubrieron que una union N-terminal de un resto -L'-L2-Z es significativamente mas eficiente con
respecto a la estabilidad de NEP que la unién en un sitio interno, y que el sitio de unién menos eficiente con respecto a la
estabilidad de NEP es en la parte del anillo de un resto de CNP. Sin embargo, los solicitantes descubrieron
sorprendentemente que esta desventaja de la union al anillo con respecto a la estabilidad de NEP puede compensarse
utilizando un resto ramificado -Z que tenga un peso molecular de al menos 10 kDa, tal como al menos 12 kDa, tal como
al menos 15 kDa, tal como al menos 18 kDa, tal como al menos 20 kDa, tal como al menos 24 kDa, tal como al menos 25
kDa, tal como al menos 27 kDa, tal como al menos 30 kDa. Preferiblemente, dicho resto ramificado -Z tiene un peso
molecular no superior a 500 kDa, preferiblemente no superior a 250 kDa, preferiblemente no superior a 200 Da,
preferiblemente no superior a 150 kDa, y mas preferiblemente no superior a 100 kDa. Lo mas preferible es que dicho resto
ramificado -Z tenga un peso molecular de aproximadamente 40 kDa. Por lo tanto, el uso de tal resto ramificado -Z en la
parte del anillo del resto de CNP no s6lo conduce a un aumento de la estabilidad de NEP, sino que combina el aumento
de la estabilidad de NEP con la reduccion de la union de NPR-B asociada con la union al anillo.

Sorprendentemente, se descubrié que aunque el resto de anillo esta implicado en la unién de NPR-C, la unién de un
portador de 5 kDa al resto de anillo no tuvo un efecto significativo en la afinidad de NPR-C. Ademas, se descubrid
sorprendentemente que un portador 4x 10 kDa, es decir, un portador ramificado que tiene cuatro brazos de 10 kDa, unido
a la fraccién de anillo, es mas eficiente en la reduccion de la afinidad de NPR-C que un portador 2x 20 kDa, es decir, un
portador ramificado que tiene dos brazos de 20 kDa, aunque el peso molecular total sea el mismo. Por lo tanto, no es sélo
el peso molecular total del portador unido al resto del anillo, sino el patron de ramificacion particular del portador lo que
influye en la afinidad de unién de NPR-C.

Este hallazgo también se ve respaldado por la afinidad de NPR-C medida con un portador de 4 brazos de 40 kDa que
tiene un patrén de ramificacion diferente y que sigue mostrando una alta afinidad de NPR-C.

En resumen, se encontré sorprendentemente que la afinidad de NPR-C puede reducirse eficientemente con un portador
multiramificado fijado al resto de anillo que tiene un primer punto de ramificacién cerca del resto de CNP, tal como, por
ejemplo, a menos de 300 atomos del resto de CNP, preferiblemente a 200 atomos del resto de CNP, incluso mas
preferiblemente a 100 atomos del resto de CNP, incluso mas preferiblemente a menos de 50 atomos del resto de CNP,
incluso mas preferiblemente a menos de 25 atomos del resto de CNP, y mas preferiblemente a menos de 10 atomos del
resto de CNP.

Aun mas preferiblemente, uno o mas puntos de ramificacion adicionales estan situados a menos de 500 atomos del resto
de CNP, aun mas preferiblemente a 300 atomos del resto de CNP, aun mas preferiblemente a menos de 200 atomos del
resto de CNP, aun mas preferiblemente a menos de 100 atomos del resto de CNP, aiin mas preferiblemente a menos de
75 atomos del resto de CNP, aun mas preferiblemente a menos de 50 atomos del resto de CNP, ain mas preferiblemente
a menos de 40 atomos del resto de CNP, y mas preferiblemente a menos de 35 4tomos del resto de CNP.

Ademas, se descubrié que este patron de ramificacion es beneficioso para la estabilidad in vivo del resto de CNP, es
decir, la proteccién contra la degradacién proteolitica. Se descubrié sorprendentemente que la degradacion N-terminal
era mas fuerte cuando se utilizaba un portador 2x 20 kDa en comparacion con un portador 4x 10 kDa. Asimismo, el uso
de un portador de 4 brazos de 40 kDa con un patrén de ramificacion diferente mostré una degradaciéon N-terminal aun
mas fuerte.

El resto -Z es un polimero ramificado a base de PEG que comprende al menos un 10% de PEG, tiene un punto de
ramificacién y dos brazos de polimero a base de PEG, y tiene un peso molecular de aproximadamente 40 kDa. Por
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consiguiente, cada uno de los dos brazos de polimero a base de PEG tiene un peso molecular de aproximadamente 20
kDa y el punto de ramificacion es -CH<.

-Z es de formula (h):

H
O
(h),
en donde
la linea punteada indica unién a -L?-; y
cada -Z°¢ es un resto
CHz{O—CHz—C Hz}O—CH3
cl
O ClH{O_C H2—C H2:|‘O_C H3

cl

I
I

—:—C HZ_C Hz'C—NH—C HZ_C HZ_C HZ—O—C H2
en donde
cada c1 es un numero entero que oscila independientemente entre 200 y 250.
preferiblemente, los dos c1 de la férmula (h) son iguales.
preferiblemente, los dos c1 de la férmula (h) son aproximadamente 225.

En una realizacién aun mas preferida, el resto -Z tiene la formula (h-i):
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(h-1),

en donde

la linea punteada indica union a -L2-; y
cada -Z° es un resto

CHz{O—CHz—C Hz}O—C H,

cl
0 CH{O—C H,-C H2]~O—C H,
I I
- CH,-CH,-C-NH-CH,—CH,—CH,—0—CH,

cada c1 es un numero entero que varia independientemente de 200 a 250.
Preferiblemente, los dos c1 de la férmula (h-i) son iguales.
preferiblemente, los dos c1 de la férmula (h-i) son aproximadamente 225.

La masa total del profarmaco de CNP de la presente invencién es de al menos 10 kDa, tal como al menos 12 kDa, tal
como al menos 15 kDa, tal como al menos 20 kDa o tal como al menos 30 kDa. Se prefiere que la masa total del
profarmaco de CNP de la presente invencion sea como maximo de 250 kDa, como maximo de 200 kDa, 180 kDa, 150
kDa o 100 kDa.

En una realizacion preferida, la actividad residual del profdrmaco de CNP de la presente invencion es de menos del 10%,
mas preferiblemente menos del 1%, incluso mas preferiblemente menos del 0,1%, incluso mas preferiblemente menos
del 0,01%, incluso mas preferiblemente menos del 0,001%, y lo mas preferiblemente menos del 0,0001%.

De la manera que se usa en la presente, el término “actividad residual” se refiere a la actividad que exhibe el profarmaco
de CNP de la presente invencion con el resto de CNP unido a un portador en relacién con la actividad que exhibe el
correspondiente CNP libre. En este contexto, el término “actividad” se refiere a la union de NPR-B. Se entiende que la
medicion de la actividad residual del profarmaco de CNP de la presente invencion lleva un tiempo durante el cual se
liberara una cierta cantidad de CNP del profarmaco de CNP de la presente invencion, y que dicho CNP liberado
distorsionara los resultados medidos para el profarmaco de CNP. Por lo tanto, es una practica aceptada probar la actividad
residual de un profarmaco con un conjugado en el que el resto del farmaco, en este caso CNP, esta unida de forma no
reversible, es decir, estable, a un portador, que se asemeja lo mas posible a la estructura del profarmaco de CNP cuya
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actividad residual se va a medir.

Un ensayo adecuado para medir la actividad de CNP vy la actividad residual del profarmaco de CNP de la presente
invencion, preferiblemente en forma de analogo estable, se describe en WO 2010/135541 A1, ejemplo 4, pagina 143/144.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencidon y al menos un excipiente, en donde el
profarmaco de CNP o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo comprende:

- un resto de CNP -D que comprende un resto de anillo; y

- un resto portador -Z que se conjuga a través de un resto -L?- a un resto enlazador de profarmaco reversible -L'-, cuyo
resto enlazador de profarmaco reversible -L'- esta conjugado de manera covalente y reversible a una cadena lateral de
un residuo de aminoacido de dicho anillo resto de -D; y en donde -L2- es un enlace quimico o un espaciador, en donde el
resto -L'-L2- es de férmula (Ild-ii):

H

en donde

la linea punteada no marcada indica unién a un nitrégeno de una cadena lateral de aminoacido del resto de anillo de -D
mediante la formacién de un enlace amida; y la linea punteada marcada con el asterisco indica unién a -Z; en donde -D
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 24 y -L'- se conjuga con la lisina en la posicion 26; en donde -Z es de formula (h):

ZT

(h),
en donde

la linea punteada indica union a -L2-; y
cada -Z° es un resto
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CHz‘[O_C H2_C HZ}O—C H3

cl
0 CH{O—C H,—C H2]~O—C H,
| 1
—~CH,-CH,-C~NH-CH,—CH,—CH,—0—CH,

en donde
cada c1 es un numero entero que oscila independientemente entre 200 y 250.

Preferiblemente, la composiciéon farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion tiene un pH que va desde e incluye pH 3 a pH 8. Mas
preferiblemente, la composicion farmacéutica tiene un pH que va desde e incluye pH 4 a pH 6. Lo mas preferible es que
la composicion farmacéutica tenga un pH que va desde e incluye pH 4 a pH 5.

En una realizacion, la composicién farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencién y al menos un excipiente es una formulacion liquida.

En otra realizacién, la composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion y al menos un excipiente es una formulacion seca.

Dicha composicion farmacéutica liquida o seca comprende al menos un excipiente. Los excipientes utilizados en las
formulaciones parenterales pueden clasificarse, por ejemplo, como agentes amortiguadores, modificadores de la
isotonicidad, conservantes, estabilizadores, agentes antiadsorcién, agentes de protecciéon contra la oxidacion,
viscosificadores/agentes potenciadores de la viscosidad u otros agentes auxiliares. Sin embargo, en algunos casos, un
excipiente puede tener funciones dobles o triples. Preferiblemente, al menos un excipiente comprendido en la composicion
farmacéutica de la presente invencién se selecciona del grupo que consiste en

(i) Agentes amortiguadores: amortiguadores fisioldgicamente tolerados para mantener el pH en un rango deseado, tal
como fosfato de sodio, bicarbonato, succinato, histidina, citrato y acetato, sulfato, nitrato, cloruro, piruvato; también pueden
utilizarse antiacidos, tales como Mg(OH)2 o0 ZnCOs3;

(ii) Modificadores de la isotonicidad: para minimizar el dolor que puede resultar del dafio celular debido a las diferencias
de presién osmatica en el depdsito de la inyeccion; la glicerina y el cloruro de sodio son ejemplos; las concentraciones
efectivas pueden determinarse mediante osmometria utilizando una osmolalidad supuesta de 285-315 mOsmol/kg para
el suero;

(iii) Conservantes y/o antimicrobianos: las formulaciones parenterales multidosis requieren la adiciéon de conservantes en
una concentracion suficiente para minimizar el riesgo de que los pacientes se infecten al ser inyectados, y se han
establecido los requisitos regulatorios correspondientes; los conservantes tipicos incluyen m-cresol, fenol, metilparabeno,
etilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, clorobutanol, alcohol bencilico, nitrato fenilmercurico, timerosol, acido
sorbico, sorbato de potasio, acido benzoico, clorocresol y cloruro de benzalconio;

(iv) Estabilizadores: La estabilizacion se consigue mediante el refuerzo de las fuerzas estabilizadoras de la proteina, la
desestabilizacion del estado desnaturalizado o la unién directa de los excipientes a la proteina; los estabilizadores pueden
ser aminoacidos tales como alanina, arginina, acido aspartico, glicina, histidina, lisina, prolina, azlicares tales como
glucosa, sacarosa, trehalosa, polioles tales como glicerol, manitol, sorbitol, sales tales como fosfato de potasio, sulfato de
sodio, agentes quelantes tales como EDTA, hexafosfato, ligandos tales como iones metalicos divalentes (zinc y calcio),
otras sales o moléculas organicas, tales como los derivados fendlicos; ademas, se pueden utilizar oligémeros o polimeros,
tales como ciclodextrinas, dextrano, dendrimeros, PEG o PVP, o protamina o HSA,;

(v) Agentes antiadsorcion: Se utilizan principalmente tensioactivos i6nicos o no idénicos u otras proteinas o polimeros
solubles para recubrir 0 adsorber de forma competitiva la superficie interior del recipiente de la formulacién; por ejemplo,
poloxamero (Pluronic F-68), PEG dodecil éter (Brij 35), polisorbato 20 y 80, dextrano, polietilenglicol, PEG-polihistidina,
BSA y HSA, y gelatinas; la concentracion y el tipo de excipiente elegidos dependen del efecto que se quiera evitar, pero
normalmente se forma una monocapa de tensioactivo en la interfaz justo por encima del valor de CMC;

(vi) Agentes de proteccion contra la oxidacién: antioxidantes, tales como acido ascérbico, ectoina, metionina, glutation,
monotioglicerol, morina, polietilenimina (PEI), galato de propilo y vitamina E; también pueden utilizarse agentes quelantes,
tales como acido citrico, EDTA, hexafosfato y acido tioglicélico;

(vii) Viscosificantes o potenciadores de la viscosidad: retardan la sedimentacion de las particulas en el vial y la jeringa, y

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2934 582 T3

se usan para facilitar el mezclado y resuspension de las particulas, asi como para hacer que la suspensiéon sea mas facil
de inyectar (es decir, poca fuerza sobre el émbolo de la jeringa); los viscosificantes o potenciadores de la viscosidad
adecuados son, por ejemplo, viscosificantes de carbémero como Carbopol 940, Carbopol Ultrez 10, derivados de celulosa
como hidroxipropilmetilcelulosa (hipromelosa, HPMC) o dietilaminoetilcelulosa (DEAE o DEAE-C), silicato de magnesio
coloidal (Veegum) o silicato de sodio, gel de hidroxiapatita, gel de fosfato tricalcico, xantanas, carragenanos como la goma
Satia UTC 30, poli(hidroxiacidos) alifaticos, tales como poli(acido D,L- o L-lactico) (“PLA”, por sus siglas en inglés) y
poli(acido glicolico) (“PGA”, por sus siglas en inglés) y sus copolimeros (“PLGA”, por sus siglas en inglés), terpolimeros
de D,L-lactida, glicolida y caprolactona, poloxameros, bloques de poli(oxietileno) hidrofilicos y bloques de
poli(oxipropileno) hidrofébicos para formar un tribloque de poli(oxietileno)-poli(oxipropileno)-poli(oxietileno) (por ejemplo,
Pluronic®), copolimero de polieteréster, tal como un copolimero de tereftalato de polietilenglicol/tereftalato de polibutileno,
isobutirato de acetato de sacarosa (“SAIB”, por sus siglas en inglés), dextrano o derivados del mismo, combinaciones de
dextranos y PEG, polidimetilsiloxano, colageno, quitosano, alcohol polivinilico (“PVA”, por sus siglas en inglés) y derivados,
polialquilimidas, poli(acrilamida-co-dialildimetilamonio (DADMA)), polivinilpirrolidona (PVP), glicosaminoglicanos (GAG),
tales como sulfato de dermatan, sulfato de condroitina, sulfato de queratan, heparina, sulfato de heparan, hialuronano,
copolimeros de bloque AB o tribloque ABA compuestos por bloques A hidréfobos, tales como polilactido (PLA) o
poli(lactido-co-glicolido) (PLGA), y bloques B hidréfilos, tales como polietilenglicol (PEG) o polivinilpirrolidona; dichos
copolimeros de bloque, asi como los poloxameros mencionados anteriormente, pueden exhibir un comportamiento de
gelificacion térmica inversa (estado fluido a temperatura ambiente para facilitar la administracién y estado de gel por
encima de la temperatura de transicion sol-gel a la temperatura corporal después de la inyeccion);

(viii) Agente esparcidor o difusor: modifica la permeabilidad del tejido conectivo a través de la hidrélisis de componentes
de la matriz extracelular en el espacio intrasticial, tal como &cido hialurénico, un polisacarido que se encuentra en el
espacio intercelular del tejido conectivo; un agente esparcidor, tal como hialuronidasa disminuye temporalmente la
viscosidad de la matriz extracelular y promueve la difusién de los farmacos inyectados; y

(ix) Otros agentes auxiliares: tales como agentes humectantes, modificadores de la viscosidad, antibiéticos, hialuronidasa;
acidos y bases, tales como acido clorhidrico e hidroxido de sodio, son agentes auxiliares necesarios para el ajuste del pH
durante la fabricacion.

Otro aspecto de la presente invencion es el profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una
composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP de la presente invencion para su uso como
un medicamento.

Preferiblemente, dicho medicamento se usa en el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste
en acondroplasia, hipocondroplasia, baja estatura, enanismo, osteocondrodisplasias, displasia tanatoférica, osteogénesis
imperfecta, acondrogénesis, condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigota, displasia campomélica, hipofosfatasia
letal congénita, tipo letal perinatal de osteogénesis imperfecta, sindrome de costillas cortas-polidactilia, tipo rizomélico de
condrodisplasia punctata, displasia metafisaria tipo Jansen, displasia espondiloepifisaria congénita, atelosteogénesis,
displasia diastrofica, fémur corto congénito, displasia mesomélica tipo Langer, displasia mesomélica tipo Nievergelt,
sindrome de Robinow, sindrome de Reinhardt, acrodisostosis, disostosis periférica, displasia de Kniest,
fibrocondrogénesis, sindrome de Roberts, displasia acromesomélica, micromelia, sindrome de Morquio, sindrome de
Kniest, displasia metatréfica, displasia espondiloepimetafisaria, neurofibromatosis, sindrome de Legius, sindrome
LEOPARD, sindrome de Noonan, fibromatosis gingival hereditaria, sindrome cardio-facio-cutaneo, sindrome de Costello,
deficiencia de SHOX, baja estatura idiopatica, deficiencia de la hormona del crecimiento, artrosis, disostosis cleidocraneal,
craneosinostosis, braquidactilia, camptodactilia, polidactilia, sindactilia, displasia disegmentaria, encondromatosis,
displasia fibrosa, exostosis multiple hereditaria, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Jaffe-Lichtenstein, sindrome de
Marfan, sindrome de McCune-Albright, osteopetrosis y osteopoiquilia.

En otra realizacion, dicho medicamento se usa en el tratamiento de un trastorno oftalmico, tal como glaucoma y/o presion
intraocular elevada.

En otra realizaciéon, dicho medicamento se usa en el tratamiento de una enfermedad de cancer asociada con la
sobreactivacion de FGFRS3, por ejemplo, mieloma multiple, sindrome mieloproliferativo, leucemia, leucemia de células
plasmaticas, linfoma, glioblastoma, cancer de préstata, cancer de vejiga o cancer de mama.

En otra realizacién, dicho medicamento se utiliza en el tratamiento de un trastorno del musculo liso vascular,
preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en hipertension, restenosis, arteriosclerosis, insuficiencia cardiaca
aguda descompensada, insuficiencia cardiaca congestiva, edema cardiaco, nefredema, edema hepatico, insuficiencia
renal aguda e insuficiencia renal cronica.

En otra realizacion, dicho medicamento se usa en el tratamiento de choque hemorréagico.
Preferiblemente, dicho medicamento se utiliza en el tratamiento de un fenotipo de acondroplasia seleccionado del grupo
que consiste en retraso del crecimiento, deformidades del craneo, defectos de ortodoncia, compresion de la médula

cervical, estenosis espinal, hidrocefalia, pérdida de audicién debida a la otitis crénica, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neuroldgicas y obesidad.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2934 582 T3

Mas preferiblemente dicho medicamento se utiliza en el tratamiento de acondroplasia.

Otro aspecto de la presente invencion es el profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la
composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP de la presente invencién para su uso en el
tratamiento de una enfermedad que puede tratarse con CNP.

Preferiblemente, dicha enfermedad se selecciona del grupo que consiste en acondroplasia, hipocondroplasia, baja
estatura, enanismo, osteocondrodisplasias, displasia tanatoférica, osteogénesis imperfecta, acondrogénesis,
condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigota, displasia campomélica, hipofosfatasia letal congénita, tipo letal
perinatal de osteogénesis imperfecta, sindrome de costillas cortas-polidactilia, tipo rizomélico de condrodisplasia punctata,
displasia metafisaria tipo Jansen, displasia espondiloepifisaria congénita, atelosteogénesis, displasia diastrofica, fémur
corto congeénito, displasia mesomélica tipo Langer, displasia mesomélica tipo Nievergelt, sindrome de Robinow, sindrome
de Reinhardt, acrodisostosis, disostosis periférica, displasia de Kniest, fibrocondrogénesis, sindrome de Roberts, displasia
acromesomélica, micromelia, sindrome de Morquio, sindrome de Kniest, displasia metatréfica, displasia
espondiloepimetafisaria, neurofiboromatosis, sindrome de Legius, sindrome LEOPARD, sindrome de Noonan, fibromatosis
gingival hereditaria, sindrome cardio-facio-cutaneo, sindrome de Costello, deficiencia de SHOX, baja estatura idiopatica,
deficiencia de la hormona del crecimiento, artrosis, disostosis cleidocraneal, craneosinostosis, braquidactilia,
camptodactilia, polidactilia, sindactilia, displasia disegmentaria, encondromatosis, displasia fibrosa, exostosis multiple
hereditaria, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Jaffe-Lichtenstein, sindrome de Marfan, sindrome de McCune-
Albright, osteopetrosis y osteopoiquilia.

En otra realizacion, la enfermedad es un trastorno oftalmico, tal como glaucoma y/o presioén intraocular elevada.

En otra realizacién, dicha enfermedad esta asociada con la sobreactivacién de FGFR3 en cancer, por ejemplo, mieloma
multiple, sindrome mieloproliferativo, leucemia, leucemia de células plasmaticas, linfoma, glioblastoma, cancer de
préstata, cancer de vejiga o cancer de mama.

En otra realizacién, dicha enfermedad es un trastorno del musculo liso vascular, preferiblemente seleccionado del grupo
que consiste en hipertension, restenosis, arteriosclerosis, insuficiencia cardiaca aguda descompensada, insuficiencia
cardiaca congestiva, edema cardiaco, nefredema, edema hepatico, insuficiencia renal aguda e insuficiencia renal crénica.

En otra realizacion, dicha enfermedad es un choque hemorragico.

Preferiblemente, dicha enfermedad es un fenotipo de acondroplasia seleccionado del grupo que consiste en retraso del
crecimiento, deformidades del craneo, defectos de ortodoncia, compresion de la médula cervical, estenosis espinal,
hidrocefalia, pérdida de audicién debida a la otitis crénica, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurolégicas y
obesidad.

Lo mas preferible es que dicha enfermedad sea acondroplasia.

En una realizacion, el paciente que se somete al método de tratamiento de la presente invencion es un paciente mamifero,
preferiblemente un paciente humano. En una realizacién, este paciente humano es un adulto. En una realizacién preferida,
el paciente humano es un paciente pediatrico.

En una realizacién, la enfermedad a tratar con el profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
o la composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP de la presente invencion ocurre en un
paciente mamifero, preferiblemente en un paciente humano. En una realizacion, este paciente humano es un adulto. En
una realizacion preferida, el paciente humano es un paciente pediatrico.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una composicidon farmacéutica de la presente invencion, para usar en el tratamiento de la
acondroplasia mediante inyeccién subcutanea.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco
de CNP de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la composicion
farmacéutica comprende al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional.

Al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional puede estar en su forma libre (es decir, en forma de farmaco
libre), puede estar en forma de conjugado estable o puede estar en forma de un compuesto de liberacion controlada.

En una realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional es un farmaco en su forma libre, es decir,
la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende al menos un profarmaco de CNP y al menos un farmaco
adicional.

Preferiblemente, al menos un farmaco adicional se selecciona del grupo que consiste en antihistaminicos; anticuerpos
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anti-FGFR3 humanos; formas solubles del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 humano; inhibidores de la
tirosina quinasa; estatinas; agonistas de CNP; hormona del crecimiento; IGF-1; ANP; BNP; inhibidores de peptidasas y
proteasas; e inhibidores de NPR-C.

Un antihistaminico preferido es meclozina.

Un inhibidor de tirosina quinasa preferido es NVP-BGJ398.

Una estatina preferida es rosuvastatina.

Un agonista de CNP preferido para al menos un farmaco adicional es vosoritida.

Los inhibidores preferidos de peptidasas y proteasas son inhibidores de NEP y furina.

Los inhibidores preferidos de NEP son tiorfano y candoxatril.

Los inhibidores preferidos de NPR-C son el fragmento de SEQ ID NO:98 (FGIPMDRIGRNPR) y el anticuerpo B701.

Los inhibidores preferidos de las tirosina quinasas son como se describen en las patentes de EE. UU. 6329375 y 6344459,
En una realizacién, al menos un farmaco adicional es un antihistaminico.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es un anticuerpo anti-FGFR3 humano.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es una forma soluble del receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 3 humano (sFGFR3).

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es un inhibidor de tirosina quinasa.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es una estatina.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es una hormona del crecimiento.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es un agonista de CNP.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es IGF-1.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es ANP.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es BNP.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es un inhibidor de peptidasas y proteasas.

En otra realizacion, al menos un farmaco adicional es un inhibidor de NPR-C.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional esta en forma de un conjugado estable.

En una realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende al
menos un resto biolégicamente activo conjugado covalentemente a través de un enlace estable a un resto polimérico,
preferiblemente a un resto polimérico soluble en agua, ya sea directamente o a través de un resto espaciador.

Preferiblemente, dicho resto polimérico, aiun mas preferiblemente el resto polimérico soluble en agua, comprende un
polimero seleccionado del grupo que consiste en 2-metacriloil-oxietil fosfoil colinas, poli(acidos acrilicos), poli(acrilatos),
poli(acrilamidas), poli(alquiloxi) polimeros, poli(amidas), poli(amidoaminas), poli(aminoacidos), poli(anhidridos),
poli(aspartamidas), poli(acidos butiricos), poli(acidos glicdlicos), tereftalatos de polibutileno, poli(caprolactonas),
poli(carbonatos), poli(cianoacrilatos), poli(dimetilacrilamidas), poli(ésteres), poli(etilenos), poli(etilenglicoles), poli(6xidos
de etileno), poli(fosfatos de etilo), poli(etiloxazolinas), poli(acidos glicolicos), poli(hidroxietilacrilatos), poli(hidroxietil-
oxazolinas), poli(hidroximetacrilatos),  poli(hidroxipropilmetacrilamidas),  poli(metacrilatos de  hidroxipropilo),
poli(hidroxipropiloxazolinas), poli(iminocarbonatos), poli(acidos  lacticos), poli(acidos  lactico-co-glicélico),
poli(metacrilamidas), poli(metacrilatos), poli(metiloxazolinas), poli(organofosfacenos), poli(ortoésteres), poli(oxazolinas),
poli(propilenglicoles), poli(siloxanos), poli(uretanos), poli(alcoholes Vvinilicos), poli(vinilaminas), poli(vinilmetiléteres),
poli(vinilpirrolidonas), siliconas, celulosas, carbometilcelulosas, hidroxipropilmetilcelulosas, quitinas, quitosanos,
dextranos, dextrinas, gelatinas, acidos hialurénicos y derivados, acidos hialurénicos funcionalizados, mananos, pectinas,
ramnogalacturonanos, almidones, almidones de hidroxialquilo, almidones de hidroxietilo y otros polimeros a base de
carbohidratos, xilanos y copolimeros de los mismos.
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En otra realizacién, al menos un resto bioldgicamente activo adicional en forma de un conjugado estable se conjuga
covalentemente a través de un enlace estable con un resto de unién a albumina. Preferiblemente, dicho resto que se une
a la albumina es un resto alquilo Cs-24 0 un derivado de acido graso. Los derivados de acidos grasos preferidos son los
descritos en WO 2005/027978 A2 y WO 2014/060512 A1.

Preferiblemente, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un resto
biolégicamente activo seleccionado del grupo que consiste en antihistaminicos; anticuerpos anti-FGFR3 humanos; formas
solubles del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 humano (sFGFR3); inhibidores de tirosina quinasa;
estatinas; agonistas de CNP; hormona de crecimiento; IGF-1; ANP; BNP; inhibidores de peptidasas y proteasas; e
inhibidores de NPR-C.

Un antihistaminico preferido es meclozina.

Un inhibidor de tirosina quinasa preferido es NVP-BGJ398.

Una estatina preferida es rosuvastatina.

Un agonista de CNP preferido para al menos otro resto bioldgicamente activo es vosoritida.

Los inhibidores preferidos de peptidasas y proteasas son inhibidores de NEP y furina.

Los inhibidores preferidos de NEP son tiorfano y candoxatril.

Los inhibidores preferidos de NPR-C son el fragmento de SEQ ID NO:98 (FGIPMDRIGRNPR) y el anticuerpo B701.

Los inhibidores preferidos de las tirosina quinasas son como se describen en las patentes de EE. UU. 6329375 y 6344459,

En una realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de antihistaminico.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de anticuerpo anti-FGFR3 humano.

En otra realizacidn, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende
formas solubles del resto del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 humano (sFGFR3).

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto inhibidor de tirosina quinasa.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de estatina.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de hormona del crecimiento.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto agonista de CNP.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de IGF-1.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de ANP.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de BNP.

En otra realizacién, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de inhibidor de peptidasas y proteasas.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un conjugado estable comprende un
resto de inhibidor de NPR-C.

En otra realizacién, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional esta en forma de un compuesto de
liberacion controlada.
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Preferiblemente, al menos un resto biolégicamente activo adicional o farmaco en forma de compuesto de liberacion
controlada comprende al menos un resto biolégicamente activo o farmaco seleccionado del grupo que consiste en
antihistaminicos; anticuerpos anti-FGFR3 humanos; formas solubles del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
3 humano; estatinas; agonistas de CNP; hormona del crecimiento; IGF-1; ANP; BNP; inhibidores de peptidasas y
proteasas; inhibidores de tirosina quinasas; e inhibidores de NPR-C.

Un antihistaminico preferido es meclozina.

Un inhibidor de tirosina quinasa preferido es NVP-BGJ398.

Una estatina preferida es rosuvastatina.

Un agonista de CNP preferido para al menos un farmaco adicional es vosoritida.

Los inhibidores preferidos de peptidasas y proteasas son inhibidores de NEP y furina.

Los inhibidores preferidos de NEP son tiorfano y candoxatril.

Los inhibidores preferidos de NPR-C son el fragmento de SEQ ID NO:98 (FGIPMDRIGRNPR) y el anticuerpo B701.

Los inhibidores preferidos de las tirosina quinasas son como se describen en las patentes de EE. UU. 6329375 y 6344459.

En una realizacién, al menos un resto o farmaco biolégicamente activo adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco antihistaminico.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de anticuerpo anti-FGFR3 humano.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende formas solubles del resto o farmaco del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 humano
(sFGFR3).

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de inhibidor de tirosina quinasa.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de estatina.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de hormona de crecimiento.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de agonista de CNP.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de IGF-1.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de ANP.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de BNP.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un resto o farmaco de inhibidor de peptidasas y proteasas.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada comprende un inhibidor del resto o farmaco de NPR-C.

En una realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada es insoluble en agua.

Preferiblemente, dicho compuesto de liberacion controlada e insoluble en agua se selecciona del grupo formado por
cristales, nanoparticulas, microparticulas, nanoesferas y microesferas.

En una realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
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controlada insoluble en agua es un cristal que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es una nanoparticula que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es una microparticula que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es una nanoesfera que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es una microesfera que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En una realizacidn, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es una vesicula que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.
Preferiblemente, dicha vesicula que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo es una micela, un
liposoma o un polimerosoma.

En una realizacidn, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es una micela que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es un liposoma que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.
Preferiblemente, dicho liposoma se selecciona del grupo que consiste en acuasomas; vesiculas de tensioactivos no
idnicos, tales como niosomas y proniosomas; liposomas catidnicos, tal como LeciPlex; transferomas; etosomas;
ufasomas; esfingosomas; y farmacosomas.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua es un polimerosoma que comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende al menos un resto biolégicamente activo o farmaco incrustado de forma no
covalente en un polimero insoluble en agua. Preferiblemente, tal polimero insoluble en agua comprende un polimero
seleccionado del grupo que consiste en 2-metacriloil-oxietil fosfoil colinas, poli(acidos acrilicos), poli(acrilatos),
poli(acrilamidas), poli(alquiloxi) polimeros, poli(amidas), poli(amidoaminas), poli(aminoacidos), poli(anhidridos),
poli(aspartamidas), poli(acidos butiricos), poli(acidos glicdlicos), tereftalatos de polibutileno, poli(caprolactonas),
poli(carbonatos), poli(cianoacrilatos), poli(dimetilacrilamidas), poli(ésteres), poli(etilenos), poli(etilenglicoles), poli(6xidos
de etileno), poli(fosfatos de etilo), poli(etiloxazolinas), poli(acidos glicdlicos), poli(hidroxietilacrilatos), poli(hidroxietil-
oxazolinas), poli(hidroximetacrilatos),  poli(hidroxipropilmetacrilamidas),  poli(metacrilatos de  hidroxipropilo),
poli(hidroxipropiloxazolinas), poli(iminocarbonatos), poli(acidos  lacticos), poli(acidos  lactico-co-glicélico),
poli(metacrilamidas), poli(metacrilatos), poli(metiloxazolinas), poli(organofosfacenos), poli(ortoésteres), poli(oxazolinas),
poli(propilenglicoles), poli(siloxanos), poli(uretanos), poli(alcoholes vinilicos), poli(vinilaminas), poli(vinilmetiléteres),
poli(vinilpirrolidonas), siliconas, celulosas, carbometilcelulosas, hidroxipropilmetilcelulosas, quitinas, quitosanos,
dextranos, dextrinas, gelatinas, acidos hialurénicos y derivados, acidos hialurénicos funcionalizados, mananos, pectinas,
ramnogalacturonanos, almidones, almidones de hidroxialquilo, almidones de hidroxietilo y otros polimeros a base de
carbohidratos, xilanos y copolimeros de los mismos.

En una realizacién preferida, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de
liberacién controlada insoluble en agua comprende al menos un farmaco o resto biolégicamente activo incrustado de
forma no covalente en acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA).

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende al menos un resto biolégicamente activo conjugado de forma covalente y
reversible con un polimero insoluble en agua. Preferiblemente, tal polimero insoluble en agua comprende un polimero
seleccionado del grupo que consiste en 2-metacriloil-oxietil fosfoil colinas, poli(acidos acrilicos), poli(acrilatos),
poli(acrilamidas), poli(alquiloxi) polimeros, poli(amidas), poli(amidoaminas), poli(aminoacidos), poli(anhidridos),
poli(aspartamidas), poli(acidos butiricos), poli(acidos glicolicos), tereftalatos de polibutileno, poli(caprolactonas),
poli(carbonatos), poli(cianoacrilatos), poli(dimetilacrilamidas), poli(ésteres), poli(etilenos), poli(etilenglicoles), poli(6xidos
de etileno), poli(fosfatos de etilo), poli(etiloxazolinas), poli(acidos glicolicos), poli(hidroxietilacrilatos), poli(hidroxietil-
oxazolinas), poli(hidroximetacrilatos),  poli(hidroxipropilmetacrilamidas),  poli(metacrilatos de  hidroxipropilo),
poli(hidroxipropiloxazolinas), poli(iminocarbonatos), poli(acidos  lacticos), poli(acidos  lactico-co-glicoélico),
poli(metacrilamidas), poli(metacrilatos), poli(metiloxazolinas), poli(organofosfacenos), poli(ortoésteres), poli(oxazolinas),
poli(propilenglicoles), poli(siloxanos), poli(uretanos), poli(alcoholes Vvinilicos), poli(vinilaminas), poli(vinilmetiléteres),
poli(vinilpirrolidonas), siliconas, celulosas, carbometilcelulosas, hidroxipropilmetilcelulosas, quitinas, quitosanos,
dextranos, dextrinas, gelatinas, acidos hialurénicos y derivados, acidos hialurénicos funcionalizados, mananos, pectinas,
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ramnogalacturonanos, almidones, almidones de hidroxialquilo, almidones de hidroxietilo y otros polimeros a base de
carbohidratos, xilanos y copolimeros de los mismos.

Preferiblemente, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende al menos un resto biolégicamente activo o farmaco seleccionado del grupo que
consiste en antihistaminicos; anticuerpos anti-FGFR3 humanos; formas solubles del receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 3 humano; inhibidores de tirosina quinasa; estatinas; agonistas de CNP; hormona de crecimiento; IGF-1; ANP;
BNP; inhibidores de peptidasas y proteasas; e inhibidores de NPR-C.

Un antihistaminico preferido es meclozina.

Un inhibidor de tirosina quinasa preferido es NVP-BGJ398.

Una estatina preferida es rosuvastatina.

Un agonista de CNP preferido para al menos un farmaco adicional es vosoritida.

Los inhibidores preferidos de peptidasas y proteasas son inhibidores de NEP y furina.

Los inhibidores preferidos para NEP son tiorfan y candoxatril.

Los inhibidores preferidos de NPR-C son el fragmento de SEQ ID NO:98 (FGIPMDRIGRNPR) y el anticuerpo B701.

Los inhibidores preferidos de las tirosina quinasas son como se describen en las patentes de EE. UU. 6329375 y 6344459,

En una realizacién, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de una liberacién controlada
insoluble en agua comprende un resto o farmaco antihistaminico.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de anticuerpo anti-FGFR3 humano.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende formas solubles del resto o farmaco de receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 3 humano (sFGFR3).

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de inhibidor de tirosina quinasa.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de estatina.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de hormona del crecimiento.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de agonista de CNP.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de IGF-1.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de ANP.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de BNP.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de inhibidor de peptidasas y proteasas.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada insoluble en agua comprende un resto o farmaco de inhibidor de NPR-C.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada es soluble en agua.

En una realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
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controlada soluble en agua comprende al menos un resto biolégicamente activo conjugado covalentemente a través de
un enlace reversible a un resto polimérico soluble en agua, ya sea directamente o a través de un resto espaciador.

Preferiblemente, dicho resto polimérico soluble en agua comprende un polimero seleccionado del grupo que consiste en
2-metacriloil-oxietil fosfoil colinas, poli(acidos acrilicos), poli(acrilatos), poli(acrilamidas), poli(alquiloxi) polimeros,
poli(amidas), poli(amidoaminas), poli(aminoacidos), poli(anhidridos), poli(aspartamidas), poli(acidos butiricos), poli(acidos
glicdlicos), tereftalatos de polibutileno, poli(caprolactonas), poli(carbonatos), poli(cianoacrilatos), poli(dimetilacrilamidas),
poli(ésteres), poli(etilenos), poli(etilenglicoles), poli(6xidos de etileno), poli(fosfatos de etilo), poli(etiloxazolinas),
poli(acidos glicdlicos), poli(hidroxietilacrilatos), poli(hidroxietil-oxazolinas), poli(hidroximetacrilatos),
poli(hidroxipropilmetacrilamidas), poli(metacrilatos de hidroxipropilo), poli(hidroxipropiloxazolinas), poli(iminocarbonatos),
poli(acidos lacticos), poli(acidos lactico-co-glicélico), poli(metacrilamidas), poli(metacrilatos), poli(metiloxazolinas),
poli(organofosfacenos), poli(ortoésteres), poli(oxazolinas), poli(propilenglicoles), poli(siloxanos), poli(uretanos),
poli(alcoholes vinilicos), poli(vinilaminas), poli(viniimetiléteres),  poli(vinilpirrolidonas), siliconas, celulosas,
carbometilcelulosas, hidroxipropilmetilcelulosas, quitinas, quitosanos, dextranos, dextrinas, gelatinas, acidos hialurénicos
y derivados, acidos hialurénicos funcionalizados, mananos, pectinas, ramnogalacturonanos, almidones, almidones de
hidroxialquilo, almidones de hidroxietilo y otros polimeros a base de carbohidratos, xilanos y copolimeros de los mismos.

En otra realizacién, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma de un compuesto de liberacién controlada
soluble en agua se conjuga covalentemente a través de un enlace estable con un resto de uniéon a albumina.
Preferiblemente, dicho resto que se une a la albumina es un resto alquilo Cs-24 0 un derivado de acido graso. Los derivados
de &cidos grasos preferidos son los descritos en WO 2005/027978 A2 y WO 2014/060512 A1.

Preferiblemente, al menos un resto biolégicamente activo adicional en forma un de compuesto de liberacion controlada
soluble en agua comprende un resto biolégicamente activo seleccionada del grupo que consiste en antihistaminicos;
anticuerpos anti-FGFR3 humanos; formas solubles del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 humano;
inhibidores de tirosina quinasa; estatinas; agonistas de CNP; hormona de crecimiento; IGF-1; ANP; BNP; inhibidores de
peptidasas y proteasas; e inhibidores de NPR-C.

Un antihistaminico preferido es meclozina.

Un inhibidor de tirosina quinasa preferido es NVP-BGJ398.

Una estatina preferida es rosuvastatina.

Un agonista de CNP preferido para al menos un farmaco adicional es vosoritida.

Los inhibidores preferidos de peptidasas y proteasas son inhibidores de NEP y furina.

Los inhibidores preferidos de NEP son tiorfano y candoxatril.

Los inhibidores preferidos de NPR-C son el fragmento de SEQ ID NO:98 (FGIPMDRIGRNPR) y el anticuerpo B701.

Los inhibidores preferidos de las tirosina quinasas son como se describen en las patentes de EE. UU. 6329375 y 6344459,

En una realizacién, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de una liberacion controlada
soluble en agua comprende un resto o farmaco antihistaminico.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de anticuerpo anti-FGFR3 humano.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende formas solubles del resto o farmaco de receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 3 humano (sFGFR3).

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de inhibidor de tirosina quinasa.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de estatina.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de hormona del crecimiento. Un compuesto de la hormona de
crecimiento de liberacion controlada soluble en agua preferido es el compuesto 2 del ejemplo 2 de WO2016/079114A1.
Por consiguiente, un compuesto preferido de la hormona de crecimiento de liberacién controlada soluble en agua tiene la
siguiente estructura:
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En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de agonista de CNP.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de IGF-1.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de ANP.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de BNP.

En otra realizacion, al menos un resto bioldgicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de inhibidor de peptidasas y proteasas.

En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional en forma de un compuesto de liberacion
controlada soluble en agua comprende un resto o farmaco de inhibidor de NPR-C.

Otro aspecto de la presente invencion es la composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP
y al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional de la presente invencion para su uso como un medicamento.

Otro aspecto de la presente invencion es la composicion farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP
y al menos un resto biolégicamente activo o farmaco adicional de la presente invencién para su uso en el tratamiento de
un paciente que padece un trastorno que se beneficia de la estimulacion del crecimiento.

Preferiblemente, el paciente es un paciente mamifero, mas preferiblemente un paciente humano.

Preferiblemente, los trastornos que se benefician de la estimulacién del crecimiento se seleccionan del grupo que
comprende acondroplasia, hipocondroplasia, baja estatura, enanismo, osteocondrodisplasias, displasia tanatoférica,
osteogénesis imperfecta, acondrogénesis, condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigota, displasia campomélica,
hipofosfatasia letal congénita, tipo letal perinatal de osteogénesis imperfecta, sindrome de costillas cortas-polidactilia, tipo
rizomélico de condrodisplasia punctata, displasia metafisaria tipo Jansen, displasia espondiloepifisaria congénita,
atelosteogénesis, displasia diastréfica, fémur corto congénito, displasia mesomélica tipo Langer, displasia mesomélica
tipo Nievergelt, sindrome de Robinow, sindrome de Reinhardt, acrodisostosis, disostosis periférica, displasia de Kniest,
fibrocondrogénesis, sindrome de Roberts, displasia acromesomélica, micromelia, sindrome de Morquio, sindrome de
Kniest, displasia metatréfica, y displasia espondiloepimetafisaria. Lo mas preferiblemente, el trastorno que se beneficia de
la estimulacion del crecimiento es la acondroplasia.

Otro aspecto de la presente invencion es un método de tratamiento de un paciente que sufre un trastorno que se beneficia
de la estimulacion del crecimiento mediante la administracién de la composicion farmacéutica de la presente invencion.

Preferiblemente, el paciente es un paciente mamifero, mas preferiblemente un paciente humano.
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Preferiblemente, los trastornos que se benefician de la estimulacién del crecimiento se seleccionan del grupo que
comprende acondroplasia, hipocondroplasia, baja estatura, enanismo, osteocondrodisplasias, displasia tanatoférica,
osteogénesis imperfecta, acondrogénesis, condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigota, displasia campomélica,
hipofosfatasia letal congénita, tipo letal perinatal de osteogénesis imperfecta, sindrome de costillas cortas-polidactilia, tipo
rizomélico de condrodisplasia punctata, displasia metafisaria tipo Jansen, displasia espondiloepifisaria congénita,
atelosteogénesis, displasia diastréfica, fémur corto congénito, displasia mesomélica tipo Langer, displasia mesomélica
tipo Nievergelt, sindrome de Robinow, sindrome de Reinhardt, acrodisostosis, disostosis periférica, displasia de Kniest,
fibrocondrogénesis, sindrome de Roberts, displasia acromesomélica, micromelia, sindrome de Morquio, sindrome de
Kniest, displasia metatréfica, y displasia espondiloepimetafisaria. Lo mas preferiblemente, el trastorno que se beneficia de
la estimulacion del crecimiento es la acondroplasia.

El resto polipeptidico del profarmaco de CNP puede prepararse mediante métodos estandar de sintesis de péptidos en
fase solida, por ejemplo, mediante la quimica de Boc (R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85(14): 2149-2154 (1963)).
Alternativamente, se puede emplear la quimica Fmoc (fluorenilmetoxicarbonilo).

Se pueden emplear métodos conocidos en la técnica para mejorar la pureza y/o el rendimiento, incluyendo el uso de
pseudoprolina u otros bloques de construccién de dipéptidos, el acoplamiento de fragmentos y otros (J.Wade et al., Lett.
Pept. Sci., 7(2):107-112 (2000); Y.Fujiwara et al., Chem. Pharm.Bull., 44(7):1326-1331 (1996); P. Cherkupally et al., Eur.
J. Org. Chem., 6372-6378 (2013)).

Alternativamente, el resto polipeptidico del profarmaco CNP puede producirse mediante procesos de sintesis
recombinante.

Figura 1 (no de acuerdo con la invencion): Estructura del CNP de acuerdo con SEQ ID NO:1.
Ejemplos
Materiales y métodos

El CNP SEQ ID No:1 se obtuvo de Bachem AG, Bubendorf, Suiza (CNP-22, humano, No. de catalogo: H-1296). El CNP-
34 SEQ ID No:40 y CNP-38 SEQ ID No:24 se obtuvieron de CASLO ApS, Kongens Lyngby, Dinamarca.

El CNP-38 protegido por cadena lateral en resina TCP que tiene el extremo N-terminal protegido por Boc y cadena lateral
protegida por ivDde de Lys26 (sintetizado mediante estrategia Fmoc) se obtuvo de CASLO ApS, Kongens Lyngby,
Dinamarca.

El CNP-34 protegido por cadena lateral en resina CTC Tentagel que tenia el extremo N-terminal protegido por Boc y
cadena lateral protegida por ivDde de Lys12, Lys16 o Lys22 (sintetizado mediante estrategia Fmoc) se obtuvo de Peptide
Specialty Laboratories GmbH, Heidelberg, Alemania. EI CNP-38 protegido por cadena lateral en resina TCP Tentagel que
tenia el extremo N-terminal libre (sintetizado por estrategia Fmoc) se obtuvo de Peptide Specialty Laboratories GmbH,
Heidelberg, Alemania.

La metoxi PEG amina 5 kDa se obtuvo de Rapp Polymere GmbH, Tuebingen, Alemania. Todos los demas PEG utilizados
en este trabajo se adquirieron de NOF Europe N.V., Grobbendonk, Bélgica.

El FmocN-Me-Asp(OtBu)-OH se obtuvo de Bachem AG, Bubendorf, Suiza. El &cido S-tritil-6-mercaptohexanoico se
adquirid en Polypeptide, Estrasburgo, Francia. EI HATU se obtuvo de Merck Biosciences GmbH, Schwalbach/Ts,
Alemania.

El alcohol 2,4-dimetilbencilico se obtuvo de abcr GmbH, Karlsruhe, Alemania.

El Fmoc-N-Me-Asp(OBn)-OH se obtuvo de Peptide International Inc., Louisville, KY, EE. UU.

La endopeptidasa neutra (NEP) se obtuvo de Enzo Life Sciences GmbH, Lérrach, Alemania.

Todos los demas productos quimicos y reactivos se adquirieron en Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen, Alemania.

Se utilizaron jeringas equipadas con fritas de polietileno (MultiSynTech GmbH, Witten, Alemania) como recipientes de
reaccion o para los pasos de lavado de las resinas peptidicas.

Procedimiento general para la eliminacion del grupo protector ivDde de los CNP protegidos por cadena lateral en resina
La resina se pre-suavizé en DMF durante 30 minutos y el disolvente se desechd. El grupo ivDde se eliminé incubando la

resina con DMF/hidrato de hidracina 4/1 (v/v, 2,5 mL/g de resina) durante 8 x 15 min. Para cada paso se utilizé una nueva
solucion de DMF/hidrato de hidracina. Finalmente, la resina se lavé con DMF (10 x), DCM (10 x) y se secé al vacio.
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Purificacion mediante RP-HPLC:

Para la RP-HPLC preparativa se utilizé un controlador Waters 600 y un Detector de Absorbancia Dual 2487, equipado con
las siguientes columnas: Waters XBridge™ BEH300 Prep C18 5 ym,150 x 10 mm, tasa de flujo de 6 mL/min, o Waters
XBridge™ BEH300 Prep C18 10 uym, 150 x 30 mm, tasa de flujo de 40 mL/min. Se utilizaron gradientes lineales del sistema
de disolventes A (agua con 0,1% de TFA v/v 0 0,01% de HC1 conc. v/v) y del sistema de disolventes B (acetonitrilo con
0,1% de TFA v/v 0 0,01% de HC1 conc. v/v).

Las fracciones de HPLC que contenian el producto se agruparon y liofilizaron si no se indica lo contrario.
Cromatografia ultrarrapida

Las purificaciones por cromatografia ultrarrapida se realizaron en un sistema Isolera One de Biotage AB, Suecia, utilizando
cartuchos de silice Biotage KP-Sil y n-heptano y acetato de etilo como eluyentes. Los productos se detectaron a 254 nm.

Métodos analiticos

La cromatografia liquida de ultra-alta resoluciéon (“UPLC”, por sus siglas en inglés)-espectrometria de masas (“MS”, por
sus siglas en inglés) se realizd en un sistema Waters Acquity equipado con una columna Waters BEH300 C18 (2,1 x 50
mm, tamafio de particula de 1,7 pym, flujo: 0,25 mL/min; disolvente A: agua con 0,04% de TFA (v/v), disolvente B:
acetonitrilo con 0,05% de TFA (v/v)) acoplado a un espectrometro de masas LTQ Orbitrap Discovery de Thermo Scientific
o acoplado a un instrumento Waters Micromass ZQ.

La cromatografia de exclusion por tamafio (“SEC”, por sus siglas en inglés) se realizé con un sistema AEKTAbasic de
Amersham Bioscience equipado con una columna Superdex 200 5/150 GL (Amersham Bioscience/GE Healthcare) dotada
de un filtro de entrada de 0,45 ym, a menos que se indique lo contrario. Como fase movil se utilizé fosfato de sodio 20
mM, NaCl 140 mM, pH 7,4.

Debido a la naturaleza reversible de la unién de -L'-a-D, las mediciones de la estabilidad de NEP y de la afinidad del
receptor se hicieron utilizando analogos estables de los profarmacos de CNP de la presente invencion, es decir, se hicieron
utilizando estructuras similares a las de los profarmacos de CNP de la presente invencion que en lugar de una union
reversible de -Z a -D tienen una union estable.

Esto era necesario, debido a que los profarmacos de CNP de la presente invencién liberarian CNP en el curso del
experimento y dicho CNP liberado habria influido en el resultado.

Cuantificacidn de las concentraciones plasmaticas totales de CNP-38

Las concentraciones plasmaticas totales de CNP-38 (CNP-38 conjugado y liberado) se determinaron mediante la
cuantificacion del péptido caracteristico N-terminal (secuencia: LQEHPNAR) y péptido caracteristico C-terminal
(secuencia: IGSMSGLGC) tras la digestion triptica.

El analisis LC-MS se llevo a cabo utilizando un UPLC Agilent 1290 acoplado a un espectrémetro de masas Agilent 6550
iFunnel Q-TOF mediante una sonda ESI. La cromatografia se realizé en una columna analitica Waters Acquity BEH300
C18 (D.I. 50 x 2,1 mm, tamafio de particula de 1,7 um) con prefiltro a una tasa de flujo de 0,25 mL/min (T = 25 °C). Se
utilizé agua (grado UPLC) con 0,2% de acido féormico (v/v) como fase movil A y acetonitrilo (grado UPLC) con 0,2% de
acido férmico como fase mavil B. El sistema de gradiente comprendia un breve paso isocratico a los parametros iniciales
de 0,1% de B durante 3,0 min, seguido de un aumento lineal de 0,1% de B a 16% de B en 17 min. El analisis de masas
se realizé en el modo de monitoreo de iones simples (“SIM”, por sus siglas en inglés), monitoreando los iones m/z 482,75
[M+2H]?* (N-terminal) y m/z 824,36 [M+H]'* (C-terminal). Como estandar interno se utilizé el péptido CNP-38 deuterado.

Los estandares de calibracion del conjugado CNP-38 en plasma en blanco se prepararon de la siguiente manera: El
plasma cinomolecular descongelado con Li-heparina se homogeneiz6 primero y posteriormente se centrifugd durante 5
minutos. La formulacion del conjugado CNP-38 se diluyd hasta una solucién de trabajo de 10 pg/mL (eq. del conjugado
CNP-38) en DMSO y se introdujo en plasma en blanco a concentraciones entre 9,3 ng/100 pL (eq. del conjugado CNP-
38) y 139,5 ng/100 pL (eq. del conjugado CNP-38). Estas soluciones se utilizaron para generar una curva de calibracién.
Las curvas de calibracion se ponderaron 1/x? para ambos péptidos caracteristicos (N- y C-Terminal). Para el control de
calidad, se prepararon tres muestras de control de calidad con contenidos de 116,2 ng/100 pL (QC alto, eq. del conjugado
CNP-38), 69,75 ng/100 pL (QC medio, eq. del conjugado CNP-38) y 23,25 ng /100 L (QC bajo, eq. del conjugado CNP-
38).

Para la preparacién de la muestra, la precipitacion de las proteinas se llevd a cabo mediante la adicion de 300 pL de
metanol pre-enfriado (0 °C) a 100 pyL de la muestra de plasma. Se transfirieron 200 yL del sobrenadante a una nueva
placa de pocillos y se evaporaron hasta sequedad (bajo una suave corriente de nitrégeno a 35 °C). Se utilizaron 100 pL
de disolvente de reconstitucion (solucion amortiguadora de digestion Thermo, nimero de pedido 60109-101, Thermo
Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Alemania) para disolver el residuo. Se disolvieron 20 ug de tripsina (numero de pedido
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V5111, Promega GmbH, Mannheim, Alemania) en 20 uL de acido acético 10 mM. Se afiadieron 2 yL de la solucién de
tripsina a cada cavidad.

Tras 4 horas de incubacién a 37 °C (bafio de agua), se afiadieron 5 pL de una solucién de TCEP 0,5 M a cada cavidad y
se incubaron de nuevo durante 5 minutos a 96 °C. Después de que las muestras se enfriaran a temperatura ambiente, se
afadieron 3 pL de acetonitrilo. Los eluidos se transfirieron dentro de viales. Se inyectaron 10 L en el sistema UPLC-MS.
Ejemplo 1 (no segun la invencién)

Sintesis del reactivo enlazador 1f

El reactivo enlazador 1f se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

'Il'mob Q | Q
OBn COMU, colidina N OBn
\IT]/\/N Ho HOM Boc” \/\NM

/
N O
BOC Fmoc/ N Tmo?:mOC/N\ O
1a 1b
| O DBU
N OBn
Boo” N | 0
Tmobo. N. O Acido 6-(Trt-mercapto)-
~ . N OBn
A hexanoico, COMU Boc” \/\,N :
1d colidina Tmob HN\ O
1c
Trt_
S LiOH
| ? | o 0
N OH
Boc” "N - Boc’N\/\N , C)‘N
Tmob” \ Tmob” :
O N © O N O
DCC, NHS
1e
LS Tit 1f

A una solucion de N-metil-N-Boc-etilendiamina (2 g, 11,48 mmol) y NaCNBH3 (819 mg, 12,63 mmol) en MeOH (20 mL)
se le afiadié 2,4,6-trimetoxibenzaldehido (2,08 g, 10,61 mmol) en porciones. La mezcla se agité a TA durante 90 min, se
acidificé con HCI 3 M (4 mL) y se agitdé 15 min mas. La mezcla de reaccion se anadié a una solucion saturada de NaHCO3
(200 mL) y se extrajo 5 veces con CH2Clz. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na2SOs y los disolventes
se evaporaron a presion reducida. La N-metil-N-Boc-N'-Tmob-etilendiamina 1a resultante se seco al vacio y se utilizé en
el siguiente paso de la reaccién sin purificacién adicional.

Rendimiento: 3,76 g (11,48 mmol, 89% de pureza, 1a : producto doblemente protegido por Tmob = 8:1)
MS: m/z 355,22 = [M+H]+, (masa monoisotdpica calculada =354,21).

A una solucion de 1a (2 g, 5,65 mmol) en CH2Cl2 (24 mL) COMU (4,84 g, 11,3 mmol), N-Fmoc-N-Me-Asp(OBn)-OH (2,08
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g, 4,52 mmol) y se le afiadié 2,4,6-colidina (2,65 mL, 20,34 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 3 h a TA, se
diluyé con CH2Cl2 (250 mL) y se lavd 3 veces con H2SO4 0,1 M (100 mL) y 3 veces con salmuera (100 mL). Las fases
acuosas se volvieron a extraer con CH2Cl2 (100 mL). Las fases organicas combinadas se secaron sobre Naz2SO4, se
filtraron y el residuo se concentré hasta un volumen de 24 mL. 1b se purificé mediante cromatografia ultrarrapida.

Rendimiento: 5,31 g (148%, 6,66 mmol)
MS: m/z 796,38 = [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada =795,37)

A una solucion de 1b (5,31 g, max. 4,52 mmol) en THF (60 mL) se le afiadié DBU (1,8 mL, 3% v/v). La solucion se agito
durante 12 min a TA, se diluyé con CH2Cl2 (400 mL) y se lavo 3 veces con H2SO4 0,1 M (150 mL) y 3 veces con salmuera
(150 mL). Las fases acuosas se volvieron a extraer con CHz2Cl2 (100 mL). Las fases organicas combinadas se secaron
sobre NazSOa y se filtraron. 1c se aislé tras la evaporacion del disolvente y se usé en la siguiente reaccion sin purificacion
adicional.

MS: m/z 574,31 = [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada = 573,30)

1c (5,31 g, 4,52 mmol, crudo) se disolvié en acetonitrilo (26 mL) y se afiadieron COMU (3,87 g, 9,04 mmol), acido 6-
tritiimercaptohexanoico (2,12 g, 5,42 mmol) y 2,4,6-colidina (2,35 mL, 18,08 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante
4 h aTA, se diluyoé con CH2Cl2 (400 mL) y se lavé 3 veces con H2SO4 0,1 M (100 mL) y 3 veces con salmuera (100 mL).
Las fases acuosas se volvieron a extraer con CH2Cl2 (100 mL). Las fases organicas combinadas se secaron sobre Naz2SOs,
se filtraron y 1d se aislé tras la evaporacion del disolvente. El producto 1d se purificé mediante cromatografia ultrarrapida.

Rendimiento: 2,63 g (62%, 94% de pureza)
MS: m/z 856,41 = [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada = 855,41)

A una solucién de 1d (2,63 g, 2,78 mmol) en i-PrOH (33 mL) y H20 (11 mL) se afiadi6 LiOH (267 mg, 11,12 mmol) y la
mezcla de reaccién se agitdé durante 70 min a TA. La mezcla se diluyé con CH2Cl2 (200 mL) y se lavé 3 veces con H2SOq4
0,1 M (50 mL) y 3 veces con salmuera (50 mL). Las fases acuosas se volvieron a extraer con CH2Cl2 (100 mL). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na2SOq, se filtraron y 1e se aisl6 tras la evaporacion del disolvente. 1e se purificd
mediante cromatografia ultrarrapida.

Rendimiento: 2,1 g (88%)
MS: m/z 878,4 = [M+Na]*, (masa monoisotdpica calculada = 855,40)

A una solucién de 1e (170 mg, 0,198 mmol) en DCM anhidro (4 mL) se le afiadié DCC (123 mg, 0,59 mmol), y una cantidad
catalitica de DMAP. Después de 5 min se afiadié N-hidroxisuccinimida (114 mg, 0,99 mmol) y la mezcla de reaccion se
agité a TA durante 1 h. La mezcla de reaccion se filtrd, el disolvente se eliminé al vacio y el residuo se absorbidé en
acetonitrilo al 90% mas TFA al 0,1% (3,4 mL). La mezcla en bruto se purific6 mediante RP-HPLC. Las fracciones del
producto se neutralizaron con solucién amortiguadora de fosfato 0,5 M con pH 7,4 y se concentraron. La fase acuosa
restante se extrajo con DCM y se aislé 1f al evaporar el disolvente.

Rendimiento: 154 mg (81%)
MS: m/z 953,4 = [M+H]*, (masa monoisotopica calculada = 952,43)

Ejemplo 2 (no segun la invencién)
Sintesis de tiol 2 de monoenlazador NK4K10_.CNP, tiol 2c de monoenlazador N*X4-CNP y tiol 2d de monoenlazador
N=K10.CNP

H N\/\N Nd(4/gK1 O_C NP

HS
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El tiol 2 de monoenlazador NEK4eK10_.CNP (mezcla de regioisomeros con enlazador conjugado en el grupo amino de la
cadena lateral de Lys4 o Lys10) se prepara disolviendo CNP-22 (5,2 ymol) en 0,6 mL de DMSO. Se afiaden 0,15 mL de
soluciéon amortiguadora de borato 0,375 M, ajustada a pH 8,5 con hidrato de tetrabutilamonio, 60 uL de DIPEA y 1f (6,1
mg, 7,1 ymol) en 0,34 mL de DMSO y se agita la mezcla durante 30 min a TA. La mezcla de reaccién se diluye con 2 mL
de acetonitrilo/agua 1/1 (v/v) y 200 uL de AcOH, y se aisla el conjugado de monoenlazador N#4¢K10_CNP protegido de la
mezcla de reaccion mediante RP-HPLC.

Se pueden utilizar gradientes de RP-HPLC optimizados para aislar el tiol 2a de monoenlazador NeK4-CNP y el tiol 2b de
monoenlazador NeK10-CNP.

La eliminacion de los grupos protectores se ve afectada por el tratamiento de las fracciones del producto liofilizado con
0,6 mL de 90/10/2/2 (vIvIviv) HFIP/TFA/TES/agua durante 1 h a TA. El tiol 2 de monoenlazador NeK4#¢K10_.CNP desprotegido
se purifica mediante RP-HPLC. La identidad y la pureza del producto se determinan mediante ESI-LCMS.

El tiol 2c de monoenlazador N#4-CNP desprotegido y el tiol 2d de monoenlazador N¥K'-CNP pueden obtenerse
igualmente a partir de 2a y 2b, respectivamente.

Ejemplo 3 (no segun la invencién)
Sintesis de tiol 3 de monoenlazador N9¢'-CNP

| 0O
I~ N*C-CNP
1 NMeo
@)
3
HS

El tiol 3 de monoenlazador N°¢'-CNP se prepara disolviendo CNP-22 (5,2 umol) en 0,6 mL de DMSO. Se afiaden 0,25
mL de solucién amortiguadora de fosfato 0,5 M con pH 7,4 y 1f (6,1 mg, 7,1 pmol) en 0,34 mL de DMSO y se agita la
mezcla durante varias horas a TA. La mezcla de reaccion se diluye con 2 mL de acetonitrilo/agua 1/1 (v/v) y 200 L de
AcOH, y se aisla el tiol de monoenlazador N°¢'-CNP protegido de la mezcla de reaccion mediante RP-HPLC.

La eliminacion de los grupos protectores se ve afectada por el tratamiento de las fracciones del producto liofilizado con
0,6 mL de 90/10/2/2 (viv/viv) HFIP/TFA/TES/agua durante 1 h a TA. El tiol 3 de monoenlazador N*¢'-CNP desprotegido
se purifica mediante RP-HPLC. La identidad y la pureza del producto se determinan mediante ESI-LCMS.

Ejemplo 4 (no segun la invencién)
PEGilacion de los tioles 2¢c, 2d y 3 de monoenlazador CNP

0 | 0
H '!l\/\N NK4-C NP H N\/\N . NeK10-CNP
H NMeO H NMeO
o O
4 5
N O
PEG/N S PEG/N S
0O (0]
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|
HN AN N*C1-CNP
H NMeO
O
6
@)
NS
PEG—\~\"S

O

Se disuelve 1 ymol de tiol 2c de monoenlazador CNP en 0,5 mL de acetonitrilo / solucién amortiguadora de succinato 0,2
M con pH 3,8 1/1 (v/v), se afiade 1,2 umol de PEG-maleimida lineal 40 kDa y la mezcla se agita a TA. La reaccion se
apaga afiadiendo 20 uL de AcOH y el conjugado 4 de CNP se purifica mediante RP-HPLC preparativa.

Los conjugados de CNP 5 y 6 se preparan igualmente a partir de 1 ymol de tioles 2d y 3 de monoenlazador CNP.

El contenido de CNP se determina mediante un analisis cuantitativo de aminoacidos tras una hidrdlisis total en condiciones
acidas.

Ejemplo 5 (no segun la invencién)
Cinética de liberacion in vitro

Los conjugados 4, 5y 6 de CNP se disuelven en fosfato de sodio 60 mM, EDTA 3 mM, Tween-20 0,01%, pH 7,4 a una
concentracion de aproximadamente 2 mg/mL y se filtran de forma estéril. Las mezclas se incuban a 37 °C. Se extraen
alicuotas en determinados momentos y se analizan mediante RP-HPLC y ESI-MS. Las sefiales UV que se correlacionan
con el CNP liberado se integran y se trazan en funcion del tiempo de incubacion.

Se aplica un software de ajuste de curvas para estimar el correspondiente tiempo medio de liberacion.

Ejemplo 6
Farmacocinética y produccion de GMPc en ratas

Se inyectan dosis equimolares de CNP-22, conjugados de 4, 5 0 6 de CNP por via iv y sc en ratas normales. Los niveles
plasmaticos de CNP y cGMP a lo largo del tiempo se determinan segun se describe en la literatura (patente de EE. UU.
8.377.884 B2).

Ejemplo 7
Sintesis de acido 6-mercaptohexanoico protegido con Dmb 7

El compuesto 7 se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

RO 1) TFA
© 2) LiOH ac. / THF o)

HO HO S bmb

7

A una solucién de acido 6-mercaptohexanoico (7,10 g, 47,90 mmol) en acido trifluoroacético (20 mL), se le afiadié alcohol
2,4-dimetilbenzilico (13,5 g, 95,80 mmol). La mezcla se agitd a TA durante 60 minutos y posteriormente se eliminé el &cido
trifluoroacético al vacio. El residuo se disolvié en una mezcla de 95,8 mL de LiOH (3 M) y THF (81 mL) y se agité a TA
durante 60 min. El disolvente se eliminé al vacio y el residuo acuoso se extrajo 3 veces con EtOAc (200 mL). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre MgSOs y el disolvente se elimind al vacio. 7 se purificé mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 2,27 g (8,52 mmol, 18%)
MS: m/z 267,01 = [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada = 266,13)
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Ejemplo 8
Sintesis del reactivo enlazador 8c

El reactivo enlazador 8c se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

| N | 0

N OBn LiOH
Boc \/\NJK:/\I( > BOC'N\/\N)I\-/\H/OH
Tmob N. O isopropanol ’ :

Fmoc”™ ™

1b 8b

7, PyBOP / DIPEA
THF

| O

N OH

Tmob N\ 'e)

O

Dmb
MO.g

8c

A una solucién de 1b (21,6 g, 27,18 mmol) en isopropanol (401 mL) se le afiadié agua (130 mL) y LiOH (3,90 g, 163,06
mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 3 h a TA, posteriormente se diluy6 con tolueno (300 mL) y se lavé 3 veces
con HCI 0,1 M (200 mL). Las fases acuosas combinadas se lavaron 3 veces con tolueno (100 mL). La fase acuosa se
alcalinizé con NaOH 4 M (4 mL) a un pH de 8,5y se extrajo 8 veces con CH2Cl2 (200 mL). Las fases de CH2Cl2 combinadas
se lavaron con salmuera (50 mL), se secaron sobre Na2SOas. 8b se aislé tras la evaporacion del disolvente y se usé en la
siguiente reaccion sin purificacién adicional.

Rendimiento: 11,89 g (24,59 mmol, 90%)
MS: m/z 484,16 = [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada = 483,26)

A una solucién de 7 (293 mg, 1,10 mmol) y PyBOP (572 mg, 1,10 mmol) en THF (10 mL) se le afadié DIEA (0,52 mL,
3,00 mmol) bajo una atmédsfera de N2. La mezcla de reaccién se agité durante 60 min a TA. Se afiadi6é una solucién de 8b
(484 mg, 1,00 mmol) en THF (2 mL) y la reaccion se agité durante otros 60 min. La reaccién se apagd con una solucion
de acido citrico 2 M (10 mL) y el THF se eliminé al vacio. La fase acuosa resultante se extrajo 2 veces con EtOAc (15 mL)
y las capas organicas combinadas se lavaron con agua (10 mL) y salmuera (10 mL), y se secaron sobre MgSQa. El
disolvente se elimind al vacio y 8c se purificé mediante HPLC RP.

Ejemplo 9
Sintesis del reactivo enlazador 9

El reactivo enlazador 9 se sintetizd de acuerdo con el siguiente esquema:

| 9 Fmoc-Cl / Na,CO, ac. | ©
BOC,N\/\NMOH dioxano - BOC/N\/\N)WOH
Tmob HN O Tmob’ N
~ Fmoc™ ™
8b 9

A una solucién de 8b (2,00 g, 4,14 mmol) y Fmoc-Cl (1,07 g, 4,14 mmol) en dioxano (20 mL) se le afiadié una solucién de
Na2COs 1 M (20 mL). La mezcla de reaccion se agitd durante 40 min a TA. Se afadio agua (100 mL) y éter dietilico (100
mL) y la fase acuosa se extrajo 2 veces con éter dietilico (100 mL). La fase acuosa se acidificé con HCI conc. hasta pH 1
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y se extrajo de nuevo 3 veces con éter dietilico. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na2SOs y el disolvente
se elimind al vacio. 9 se utilizé en el siguiente paso sin purificacion adicional.

Rendimiento: 2,63 g (3,73 mmol, 90%)
5 MS: m/z 728,32 = [M+Na]*, (masa monoisotodpica calculada = 705,33)

Ejemplo 10 (no segun la invencion)
Sintesis del conjugado 10f de Lys26 CNP-38 PEG2x20 kDa reversible

10 El conjugado 10f se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

THZ o 8c, PyBOP, DIEA
H P DMF
g0 L O _resina |
STrt STrt
10a
O
Trmob ~ )J\/\/\/S TFA, DTT, tioanisol, fenol,
m\o N “Dmb agua, TIPS
BOC‘N/\/N (68,5/10/10/5/3,5/1)
I o) >
@) IIIH o
H )J\
10b Boc
STrt STrt
O
H \NJI\/\/\/S‘Dmb
N 2,2"-Ditiobis(piridina-N-6xido)
H O —>
O ITIH o
10¢ HoN— CNP )J\OH

SH SH

38



ES2934 582 T3

10d —CNF
S—S
0
~ J\/\/\/s‘
H N Dmb TFA, MSA, DTT, agua, tioanisol
\N/\/N\n/'j\ (100/5/3/2/1)
H
O —_—
OFNH g
H,N—  CNP )J\OH
10d il
0

¥ PEG2x20kDa-
SN maleimida
i O — >
07 NH

10e Sl_é

I
H,N—  CNP )LOH

I |
10f S s
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Se desprotegieron 2,00 g (0,21 mmol) de CNP-38 protegido por cadena lateral en resina CTC que tenia el extremo N-
terminal protegido por Boc y cadena lateral protegida por ivDde de Lys26 de acuerdo con el procedimiento proporcionado
en Materiales y Métodos para obtener 10a. Una solucion del reactivo enlazador 8c (336 mg, 0,46 mmol), PyBOP (239 mg,
0,46 mmol) y DIEA (182 pL,1,04 mmol) en DMF (5 mL) se incubd durante 10 min a TA, y posteriormente se afiadio a la
resina 10a. La suspension se agité durante 2 h a TA. La resina se lavé 10 veces con DMF (10 mL) y 10 veces con DCM
(10 mL), y se seco al vacio durante 15 min. La escisién del péptido de la resina y la eliminacidn de los grupos protectores
se logré mediante el tratamiento de la resina con 15 mL de céctel de escision pre-enfriado (-18 °C) 68,5/10/5/3,5/1
(vip/viviviv) TFA/DTT/tiofenol/agua/TIPS. La mezcla se dejo calentar hasta TA y se agité durante 60 min. La resina se
filtré y el producto en bruto 10c se precipitd en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C). El precipitado se disolvié en ACN/agua
y se purificé mediante RP-HPLC. Las fracciones de HPLC combinadas se usaron directamente en el siguiente paso.

MS: m/z 1124,60 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1124,59).

A las fracciones combinadas de HPLC de 10c (250 mL) se afiadieron 40 mL de solucidon amortiguadora de acido citrico
0,5 M (pH = 5,00) y 7 mL de una solucién 0,01 M de 2,2’-ditiobis(piridina-N-6xido) en 1/1 (v/v) acetonitrilo/agua. Tras la
incubacion durante 5 minutos a TA, la reaccion se completd. La mezcla se diluyé con 500 mL de agua que contenia 0,1%
de TFA (v/v) y se acidificé con AcOH (20 mL) hasta un pH de aproximadamente 2. 10d se purificé mediante RP-HPLC.
Las fracciones del producto se combinaron y se liofilizaron.

Rendimiento: 101 mg (17,3 pmol, 9%) CNP-38-enlazador-Dmb * 10 TFA
MS: m/z 1124,10 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1124,09).

La escision del grupo protector Dmb se consiguié afadiendo 30 mL de coctel de escision 100/5/3/2/1 (viviwiviv)
TFA/MSA/DTT/agualtioanisol pre-enfriado (-18 °C) a 10d (101 mg, 17,3 ymol) y agitando durante 3 h a 0 °C. El producto
en bruto 10e se precipitd en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C). El precipitado se disolvié en agua que contenia 0,1 % de
TFA (v/v) y se incubé durante 10 minutos para hidrolizar cualquier éster de TFA. 10e se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 46 mg (8,34 pmol, 48%) CNP-38-enlazador-tiol * 10 TFA
MS: m/z 1094,58 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1094,57).

A una solucion de 10e (46 mg, 8,43 umol) en 1,15 mL de agua que contenia 0,1% de TFA (v/v) se afiadié una solucion
de maleimida PEG 2x20 kDa (Sunbright GL2-400MA, 870 mg, 21,75 ymol) en 4,35 mL de agua que contenia 0,1% de
TFA (v/v), seguida de soluciéon amortiguadora de acido lactico 0,5 M (1,07 mL, pH = 4,20). La mezcla se agité a TA durante
4 h. El conjugado 10f se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 233 mg (5,21 ymol, 62%) de conjugado 10f * 10 HCI

Ejemplo 11
Sintesis del conjugado 11i de Lys26 CNP-38 PEG4x10 kDa reversible

El conjugado 11i se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:
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O
L Bt
H
He gog LN _resina__
STrt  STrt
TFA, DTT, tioanisol, fenol, agua, TIPS
(68,5/10/10/5/3,5/1)
11e >
o OY\/\/\S’Dmb
H \NJH-“‘WNH
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O O/ NHO o
I
pg N7 GNP )LOH
I I
SH SH
o) OY\/\/\S'Dmb
H \N .l\\\/\/NH
TFA, MSA, DTT, agua, tioanisol
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HIII/\/ \II/\/\/\SH maleimida

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2934 582 T3

®) PEG2x10kDa
o) Y\/\/\S/

\N)H-"‘\/\/N H

H
PEG2x10kDa
N HN\n/\/\/\S/
| o A0

11i H,N— CNP )LOH

S——-S

A una solucién de 9 (353 mg, 0,50 mmol) y PyBOP (260 mg, 0,50 mmol) en DMF (9 mL) se le afiadié DIEA (105 uL, 0,60
mmol). Esta mezcla se vertié sobre la resina de CNP-38 desprotegido de la cadena lateral Lys26 (2,00 g, 0,21 mmol) y la
suspension se agitd durante 2 h a TA para obtener la resina 11a. La resina se lavo 10 veces con DMF (7 mL). La escision
del grupo protector Fmoc en 11a se llevo a cabo con una solucién de HOBt (0,68 g, 5,03 mmol) y piperazina (3,00 g, 34,83
mmol) en DMF (47 mL). Por lo tanto, la resina se incubé 5 veces con 10 mL de la mezcla de escision durante 15 min a
TA cada vez. A continuacion, la resina se lavd 7 veces con DMF (7 mL).

Se preparé una solucion de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (449 mg, 0,76 mmol), COMU (325 mg, 0,76 mmol) y DIEA (165 pL, 0,95
mmol) en DMF (9 mL) y se extrajo sobre la resina. La mezcla se agité durante 2 h a TA. El procedimiento se repitié dos
veces, cada una de ellas durante 1 h, con la mezcla de acoplamiento recién preparada. La resina se lavo 10 veces con
DMF (7 mL) y los grupos aminos libres restantes se cubrieron con 8 mL de 1/1/2 (v/viv) Ac2O/piridina/DMF.

La escision de los grupos protectores Fmoc en 11c se llevé a cabo con una solucién de HOBt (0,68 g, 5,03 mmol),
piperazina (3,00 g, 34,83 mmol) en DMF (47 mL). Por lo tanto, la resina se incubd 5 veces con 10 mL de la mezcla de
escision durante 15 min a TA cada vez. La resina se lavod 7 veces con DMF (7 mL).

A una solucién de 7 (266 mg, 1,00 mmol) y PyBOP (520 mg, 1,00 mmol) en DMF (9 mL) se le afiadié DIEA (209 uL, 1,20
mmol). Esta mezcla se extrajo sobre la resina y se agité durante 2 h a TA. La resina se lavo 7 veces con DMF (7 mL) para
obtener la resina 11e. La escisién del péptido de la resina y la eliminacién de los grupos protectores se logré mediante el
tratamiento de la resina con 15 mL de «céctel de escision 68,5/10/10/5/3,5/1  (VIpNNIvIvIv)
TFA/DTT/tioanisol/fenol/agua/TIPS pre-enfriado (-18 °C). La mezcla se dej6 calentar hasta TA y se agit6é durante 3 h. La
resina se filtrd y el crudo 11f se precipité en éter dietilico pre-enfriado (- 18 °C) y se purificé por RP-HPLC. Las fracciones
de HPLC combinadas se usaron directamente en el siguiente paso.

MS: m/z 1218,66 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1218,65).

A las fracciones del producto de HPLC combinadas de 11f (1 L) se afiadieron 160 mL de solucién amortiguadora de acido
citrico 0,5 M (pH = 5,00) y 100 mL de una solucién 50 mM de 2,2’-ditiobis(piridina-N-6xido) en 9/1 (v/v) acetonitrilo/agua.
La mezcla se agitd durante 4 h a TA y posteriormente se diluyé con 1 L de agua que contenia 0,1% de TFA (v/v). 11g se
purific6 mediante RP-HPLC. Las fracciones del producto se combinaron y se liofilizaron.

Rendimiento: 64,3 mg (10,7 ymol, 6%) CNP-38-enlazador-DMB * 10 TFA
MS: m/z 1218,15 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1218,14).

La escision del grupo protector Dmb se consiguié afadiendo 45 mL de céctel de escision 100/5/3/2/1 (viviwiviv)
TFA/MSA/DTT/agua/tioanisol pre-enfriado (-18 °C) a 11g (61,8 mg, 10,3 pmol), y después agitando durante 4 ha 0 °C. El
producto en bruto 11h se precipitd en éter pre-enfriado (-18 °C). El precipitado se disolvié en una solucion de 1/1 (v/v)
acetonitrilo/agua que contenia 0,1% de TFA (v/v) y se incubd durante 4 h a TA para hidrolizar cualquier éster de TFA. 11h
se purificé mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 38,4 mg (6,65 ymol, 65%) CNP-38-enlazador-tiol * 10 TFA
MS: m/z 1159,11 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]** = 1159,10).

A una solucién de 11h (34,6 mg, 5,99 umol) en 1 mL de agua que contenia TFA al 0,1% (v/v) se le afiadi6é una solucion
de PEG 2x10 kDa maleimida (Sunbright GL2-200MA, 1,12 g, 56,03 pmol) en 6,1 mL de agua que contenia TFA al 0,1%
(v/v), seguido de solucion amortiguadora de &cido lactico 0,5 M (1,46 mL, pH = 4,00). La mezcla se agité a TA durante 4
h. El conjugado 11i se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 227 mg (4,96 ymol, 83%) de conjugado lli * 10 HCI
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Ejemplo 12 (no segun la invencion)
Sintesis del conjugado 12g de Lys26 CNP-38 PEG4x10 kDa permanente

El conjugado 12g se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

NH,

’ | i Fmoc-Lys(Fmoc)-OH,
N . PyBOP, DIEA, DMF
STrt STrt
10a
Fmoc , ,
I H 1. HOB, piperazina, DMF
~Frmoc 2.7, PyBOP, DIEA, DMF
o
O TH o
H
oc | |
STrt STrt
12a
S,Dmb
@) S,Dmb TFA, DTT, tioanisol, fenol, agua,
H TIPS (68,5/10/10/5/3,5/1)
HN N\H/“\¢/\\/J
]/\/\/\/ X _
@) TH /ji
H
. _resina _
STrt STrt
12¢
_Dmb
S
0 o-Dmb

X
HN NW\)
I\/\/ T
OFINH g
HoN—  CNP )J\OH

| |
SH SH

12d
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S,Dmb
0 _Dmb
Y\/\) H S
HNI\/\/N\H/\/\)
Z O
o™ "NH 0 2,2 Ditiobis(piridina-N-6xido)
L
HoN—  CNP )J\OH
| |
12d SH SH
S,Dmb
(0] Dmb
Y\/\) H SI m
HN N\[(\/\) TFA, MSA, DTT, agua, tioanisol
I\/\/ o (100/5/3/2/1)
@) NH o T
|
HN—  CNP )LOH
12e é_sl,
SH
HN N PEG2x10kDa-
f\/\/ maleimida
07 >NH © >
| 0
H,N—  CNP )J\OH
| |
12f —S
S/ PEG2x10kDa
o) S/ PEG2x10kDa
H
HNI\/\/N\H/\/\)
Z (0]
(@] ITIH o

HoN—  CNP )LOH

12 | |
9 S—s

A una solucion de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (365 mg, 0,62 mmol) y PyBOP (322 mg, 0,62 mmol) en DMF (4,6 mL) se le afiadio
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DIEA (0,11 mL, 0,62 mmol). La mezcla se extrajo en la resina 10a (2,0 g, 0,21 mmol). La suspension se agité durante 2 h
a TA. La resina se lavé 10 veces con DMF (7 mL). La escisién de los grupos protectores Fmoc en 12a se llevé a cabo con
una solucién de HOBt (1,35 g, 9,99 mmol), piperazina (6,00 g, 69,66 mmol) en DMF (94 mL).

Por lo tanto, la resina se incubd 5 veces con la mezcla de escision durante 15 minutos a TA cada vez, para proporcionar
la resina 12b. A continuacion, la resina se lavd 7 veces con DMF (7 mL).

A una solucién de 7 (283 mg, 1,06 mmol) y PyBOP (552 mg, 1,06 mmol) en DMF (6,5 mL), se le afiadié DIEA (185 pL,
1,06 mmol) y la mezcla se extrajo en la resina 12b (2,07 g, 0,10 mmol/g, 0,21 mmol). La mezcla se agité durante 2 h a
TA. Posteriormente, la resina se lavé 10 veces cada uno con DMF (7 mL) y CH2Clz (7 mL), y se secé al vacio.

La escision del péptido de la resina y la eliminacion de los grupos protectores se logré mediante el tratamiento de la resina
con 15 mL de céctel de escision 68,5/10/10/5/3,5/1 (vip/viviviv) TEA/DTT/tioanisol/fenol/agua/TIPS pre-enfriado (-18 °C).
La mezcla se dejo calentar hasta TA y se agité durante 2,5 h. La resina se filtrd, el producto en bruto 12d se precipité en
éter dietilico pre-enfriado (-18 °C) y se purific6 mediante RP-HPLC. Las fracciones de HPLC combinadas se usaron
directamente en el siguiente paso.

MS: m/z 1172,37 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1172,37).

A las fracciones del producto de HPLC combinadas de 12d (390 mL) se afiadieron 58,5 mL de solucion amortiguadora de
acido citrico 0,6 M (pH = 5,00) y 8,9 mL de una solucion de 2,2’-ditiobis(piridina-N-6xido) 10 mM en 1/1 (v/v)
acetonitrilo/agua. La mezcla se agit6é durante 10 minutos a TA y posteriormente se diluy6é con 400 mL de agua que contenia
0,1% de TFA (v/v). 12e se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 100 mg (17,5 ymol, 8% en 6 pasos) CNP-38-enlazador-Dmb * 9 TFA
MS: m/z 1171,87 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1171,86).

La escision del grupo protector Dmb se consiguié afadiendo 65 mL de céctel de escision 100/5/3/2/1 (viviwiviv)
TFA/MSA/DTT/agualtioanisol pre-enfriado (-18 °C) a 12e (100 mg, 17,5 ymol) y agitando durante 3,5 h a 0 °C. El producto
en bruto 12f se precipité en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C). El precipitado se disolvié en agua que contenia 0,1% de
TFA (v/v) y se incubé durante 2 horas a TA para hidrolizar los ésteres de TFA. 12f se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 43,4 mg (7,92 umol, 45%) CNP-38-enlazador-tiol * 9 TFA
MS: m/z 1112,83 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1112,82).

A una solucion de 12f (39,6 mg, 7,22 pymol) en 1 mL de agua que contenia TFA al 0,1% (v/v) se le afiadi6 una solucion de
PEG 2x10 kDa maleimida (Sunbright GL2-200MA, 1,22 g, 59,94 umol) en 6,16 mL de agua que contenia TFA al 0,1%
(v/v), seguido de solucion amortiguadora de &cido lactico 0,5 M (1,41 mL, pH = 4,20). La mezcla se agité a TA durante 4
h. El conjugado 12g se purificé mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 204 mg (4,48 ymol, 57%) de conjugado 12g * 9 HCI

Ejemplo 13 (no segun la invencion)
Sintesis de PEG5kDa tiol 13c

El PEG5kDa tiol 13c se sintetizd de acuerdo con el siguiente esquema:

1. HOBE, colidina,

clorhidrato de EDC,
o DCM
PEGSkDa—NH, + M _~_s >
HO STrt 2. TFA, TES, DCM
13a 13b
O

PEG 5kDa\ )]\/\/\/SH
N
H

13c
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A una solucién de 13b (58,6 mg, 0,15 mmol), HOBt (22,9 mg, 0,15 mmol) y clorhidrato de EDC (28,8 mg, 0,15 mmol) en
DCM (1,00 mL) se le afiadi6 2,4,6-colidina (121 mg, 1,00 mmol). A continuacién, se afiadié una solucion de metoxi PEG
amina 5 kDa 13a (500 mg, 0,10 mmol) en DCM (4,00 mL) y la mezcla se agité durante 16 h a TA. El disolvente se evaporo,

5 la mezcla se disolvié en ACN/agua y se purificé mediante RP-HPLC. La cantidad de disolvente se redujo al vacio y el
residuo acuoso se extrajo con DCM (1 x 100 mL, 2 x 50 mL). Las capas organicas combinadas se redujeron al vacio a 20
mL. Se afadieron TFA (1,6 mL) y TES (3,5 mL), y la mezcla se agité a TA durante 4,5 h. 13c se precipitd en éter dietilico,
se almacend durante la noche a - 20 °C, se filtré y se seco al vacio.

10 Rendimiento: 372 mg (72 umol, 72%)

Ejemplo 14 (no segun la invencién)
Sintesis del conjugado 14e de CNP-34 PEG 5 kDa permanente N-terminal

15 El conjugado 14e se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

o O acido maleimido hexanoico
DIC/Oxima
N I [ >
STrt SMmt
14a
o 1. TFA/TES/agualtioanisol
o O
CNP34 )LO (100/3/2/1)
NI ] >
STrt SMmt
2. Difenilsulfoxido,
anisol, TFA,
OxN Cl,SiMe, NH,F
\ S
14b
O PEG 5kDa tiol 13
o O )L a tiol 13c
CNP-34 OH >
N | |
S—S
OsN
T
—
O
14d o O )k
CNP-34 OH
Nue | |
S—S
O

14e
S
H\\(\/\/\
N
/
PEG 5kDa O

ElI CNP-34 protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el extremo N-terminal libre 14a (0,78 g, 70 umol)
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se pre-hinché en DMF durante 30 min. Una solucién de acido maleimido hexanoico (85,3 mg, 0,40 mmol), DIC (50,9 mg,
0,40 mmol) y Rendimiento: 372 mg (72 mmol,72%) de Oxyma (57,4 mL, 0,40 mmol) en DMF (6 mL) se extrajo sobre la
resina y la mezcla se agité durante 30 min a TA. A continuacion, se repitié el acoplamiento una vez con una solucion de
acoplamiento recién preparada. La resina se lavo 10 veces cada una con DMF y CH2Cl2 y se seco al vacio proporcionando
14b.

La escision del péptido de la resina y la eliminacion de los grupos protectores se logré mediante el tratamiento de la resina
con 6 mL de céctel de escision 100/3/2/1 (v/viviv) TFA/ITES/agualtioanisol durante 1,5 h a TA. El péptido en bruto se
precipito en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C).

MS: m/z 937,77 = [M+4H]**, (masa monoisotdpica calculada para [M+4H]**= 937,74).
El precipitado se disolvié en 15 mL de TFA. Se afiadié una solucién de difenilsulféxido (68,06 mg, 0,34 mmol) y anisol
(0,18 mL, 1,68 mmol) en 5 mL de TFA. Se afiadié triclorometilsilano (0,47 mL, 4,17 mmol) y la mezcla se agité durante 15

min a TA. Se afadio fluoruro de amonio (0,38 g, 10,3 mmol) y la solucién se agité durante otros 2 min. El material en bruto
se precipitd en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C) y se purific6 mediante RP-HPLC para obtener 14d.

Rendimiento: 8,30 mg (1,78 umol, 82% de pureza, 1,4% en 3 pasos) CNP-34-Malhx * 8 TFA
MS: m/z 937,26 = [M+4H]**, (masa monoisotdpica calculada para [M+4H]**= 937,23).

A una solucién de 14d (7,34 mg, 1,57 pymol) en 200 mL de 1/1 (v/v) acetonitrilo/agua con 0,1% de TFA (v/v) se le afiadié
una solucién de 13c (20 mg, 3,90 pmol) en 200 pL de agua con 0,1% de TFA (v/v), seguida de 200 pL de solucion
amortiguadora de acetato 0,5 M (pH = 5,00). La mezcla se incub6 a TA durante 30 minutos. El conjugado 14e se purificd
mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 9,92 mg (1,01 umol, 57%) conjugado 14e * 8 TFA

Ejemplo 15 (no segun la invencién)
Sintesis del conjugado 15e de CNP-38 PEG 5kDa permanente N-terminal

El conjugado 15e se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

O
H,N— CNP-38 /lLo

STrt SMmt >
15a
2 0 PEG 5kDA tiol 13c
ﬂ—' CNP-38 )LOH
S
(@)
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N— CNP-38 )LOH

S——-S

H
N
/
PEG5kDa O

15e

El compuesto 15d se sintetiz6 como se describié para 14d, excepto que se utilizé como material de partida el CNP-38
protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el extremo N-terminal libre 15a (1,34 g, 0,12 mmol).

Rendimiento: 15,6 mg (2,94 umol, 6,6%) CNP-38-Malhx * 9 TFA
MS: m/z 1064,05 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1064,04).

El conjugado 15e se sintetiz6 como se describié para 14e, excepto que se utilizdé 15d (8,34 g, 1,58 mmol) como material
10 de partida.

Rendimiento: 9,47 mg (0,91 ymol, 31%) conjugado 15e * 9 TFA

Ejemplo 16 (no segun la invencion)
15 Sintesis del conjugado 16e de Lys12 CNP-34 PEG 5 kDa permanente

El conjugado 16e se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

A
H
N— CNP-34 0— resina
o LONPS | resina | _
STrt SMmt .

16a

49



10

15

20

ES2934 582 T3

\
N

O

O
mn-T onpaa e PEG 5 kDa tiol 13¢
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Hl\|l o

P
| |
16e S S

Se desprotegieron 1,00 g ( 0,170 mmol) de CNP-34 protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el
extremo N-terminal protegido por Boc y cadena lateral protegida por ivDde de Lys12 de acuerdo con el procedimiento
proporcionado en Materiales y Métodos para obtener 16a.

El compuesto 16d se sintetiz6 como se describe para el 14d, excepto que se uso la resina 16a (1,00 g, 0,10 mmol) como
material de partida.

Rendimiento: 17,0 mg (3,65 pmol, 3,7%) CNP-34-Lys12-Malhx * 8 TFA
MS: m/z 937,25 = [M+4H]**, (masa monoisotdpica calculada para [M+4H]**= 937,23).

El conjugado 16e se sintetiz6 como se describe para 14e, excepto que se usé 16d (17 mg, 3,65 ymol) como material de
partida.

Rendimiento: 12,2 mg (1,25 ymol, 34%) conjugado 16e * 8 TFA

Ejemplo 17 (no segun la invencién)
Sintesis del conjugado 17e de Lys16 CNP-34 PEG 5 kDa permanente

El conjugado 17e se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:
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NH, o
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‘N | | >
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17a
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o N
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N | |
S—S
17d 0
o /_/—/_«”—PEG 5kDa
S
o N
0
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O | )L
- CNP-34 O— resina
H
i, ) LONPS
S—S
17e

Se desprotegieron 0,78 g (0,07 mmol) de CNP-34 protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el extremo
N-terminal protegido por Boc y cadena lateral protegida por ivDde de Lys16 de acuerdo con el procedimiento
proporcionado en Materiales y Métodos para obtener 17a.

El compuesto 17d se sintetiz6 como se describe para el 14d, excepto que se usé la resina 17a (0,78 g, 0,13 mmol) como
material de partida.

Rendimiento: 5,39 mg (1,16 pymol, 1,7%) CNP-34-Lys16-Malhx * 8 TFA
MS: m/z 937,26 = [M+4H]**, (masa monoisotdpica calculada para [M+4H]**= 937,23).

El conjugado 17e se sintetizé como se describe para 14e, excepto que se us6 17d (5,39 mg, 1,16 pmol) como material de
partida.

Rendimiento: 10,7 mg (1,09 umol, 94%) conjugado 17e * 8 TFA
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Ejemplo 18 (no segun la invencion)
Sintesis del conjugado 18e de Lys22 CNP-34 PEG 5 kDa permanente

5 El conjugado 18e se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

NH,
0 | Q

Boc_ - CNP-34 )Lo >

N ]
STrt SMmt

18a

N
o)
0 |
HNJ\)/\/ PEG 5 kDa fiol 13c

o) I )OJ\
i, LCNP34 o resina |
N |
S——S
18d 0
o H—PEG5kDa
S
o N
HN °
0 | )OL
Nise | |
S——S8
18e

Se desprotegieron 1,07 g (0,11 mmol) de CNP-34 protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el extremo
10 N-terminal protegido por Boc y cadena lateral protegida por ivDde de Lys22 de acuerdo con el procedimiento

proporcionado en Materiales y Métodos para obtener 18a.

El compuesto 18d se sintetiz6 como se describe para el 14d, excepto que se usé la resina 18a (1,07 g, 0,11 mmol) como

material de partida.

15

Rendimiento: 5,20 mg (1,12 ymol, 1,0% ) CNP-34-Lys22-Malhx * 8 TFA

MS: m/z 937,26 = [M+4H]**, (masa monoisotdpica calculada para [M+4H]**= 937,23).

El conjugado 18e se sintetizé como se describe para 14e, excepto que se us6 18d (5,2 mg, 1,12 ymol) como material de
20 partida.

Rendimiento: 4,20 mg (0,43 ymol, 38%) conjugado 18e * 8 TFA
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Ejemplo 19 (no segun la invencion)
Sintesis del conjugado 19e de Lys26 CNP-38 PEG 5 kDa permanente

5 El conjugado 19e se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

NH, o
N SN 3 A o[ resina )
Boc | | »
STrt SMmt >
19a
O
B
O
O
Hl\ll o
PEG 5 kDa tiol 13¢
N cNP-38 |0 resina | J
| |
S——-S
19d
O
o H— PEG 5kDa
N S
0 N\
O
|
| |
S——-S
19e

Se desprotegieron (0,865 g, 0,10 mmol) de CNP-38 protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el
10 extremo N-terminal protegido por Boc y cadena lateral protegida por ivDde de Lys26 de acuerdo con el procedimiento
proporcionado en Materiales y Métodos para obtener 19a.

El compuesto 19d se sintetizd6 como se describe para el 14d, excepto que se uso la resina 19a (0,865 g, 0,10 mmol) como
material de partida.
15
Rendimiento: 10,3 mg (1,95 pmol, 2,0%) CNP-38-Lys26-Malhx * 9 TFA
MS: m/z 1064,05 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1064,04).

El conjugado 19e se sintetizé como se describe para 14e, excepto que se us6 19d (4,70 mg, 1,10 pmol) como material de
20 partida.

Rendimiento: 3,20 mg (0,31 ymol, 28%) conjugado 19e * 9 TFA
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Ejemplo 20
Cinética de liberacion in vitro

Los conjugados 10f y 11i de CNP se disolvieron en una soluciéon amortiguadora PBS que contenia 3 mM de EDTA y 10
mM de metionina, pH 7,4, a una concentracion de aproximadamente 1 mg de conjugado/mL. Las soluciones se filtraron
de forma estéril y se incubaron a 37 °C. Se extrajeron alicuotas en determinados puntos de tiempo y se analizaron
mediante RP-HPLC y ESI-MS. Las sefiales UV que se correlacionan con el CNP liberado se integraron y se trazaron en
funcion del tiempo de incubacion.

Se aplicé un software de ajuste de curvas para estimar el correspondiente tiempo medio de liberacién.

Resultados:
Para el conjugado 10f se obtuvo un tiempo de vida media de liberacion de 8,5 d (+ 1 d).
Para el conjugado lli se obtuvo un tiempo de vida media de liberaciéon de 9,5d (+ 1,5 d).

Ejemplo 21
Digestion de variantes de CNP por la endopeptidasa neutra in vitro

Para determinar la estabilidad in vitro de diversas variantes de CNP, incluyendo diferentes longitudes de cadena peptidica
y PEGilaciones, utilizando diferentes sitios de PEGilacion y moléculas de PEG en presencia de Endopeptidasa Neutral
(NEP), se establecié un ensayo de digestion de NEP. Este ensayo monitoreo la disminucion de la variante de CNP no
digerida (normalizada con el estandar interno PFP) a lo largo del tiempo en referencia al punto a tiempo.

De manera mas detallada, la NEP humana recombinante (2,5 ug/mL de concentracién final) y el pentafluorofenol estandar
(PFP; 40 ug/mL de concentracion final) se afiadieron a la variante de CNP (100 ug de equivalentes de CNP/mL) en
soluciéon amortiguadora de digestion (50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 10 mM NacCl). La solucién se incubé a 37 °C y 500 rpm
durante un maximo de 4 dias. Las muestras se tomaron a diferentes intervalos de tiempo. La reaccion se detuvo mediante
una reduccion combinada y desnaturalizacion por calor afadiendo TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina; 25 mM de
concentracion final) e incubando la mezcla a 95 °C, 500 rpm durante 5 minutos. Los productos de reaccién resultantes se
asignaron utilizando HPLC-MS. La vida media de cada variante de CNP se calcul6 a través del cambio de la relacién de
las areas de los picos de HPLC-UV de CNP y PFP a lo largo del tiempo. Para compensar las variaciones en la actividad
de las proteasas, se realizé una digestion de CNP-38 o CNP-34 en cada medicion de lotes como referencia.

La Tabla 1 enumera las vidas medias, con base en el ensayo de escision in vitro de NEP, de diversas variantes de CNP
de diferentes longitudes y que tienen varias moléculas de PEG unidas a diferentes cadenas laterales.

Compuesto Variante de CNP PEGilacion norma de vida media, [h]

CNP-22' CNP-22 - 0,32

CNP-34' CNP-34 - 4,15

14¢" CNP-34 5 kDa PEG, extremo N-terminal |Casi ninguna protedlisis
después de 4 dias.

17¢! CNP 34 5 kDa PEG, Lys16 54,23

18¢’ CNP-34 5 kDa PEG, Lys22 38,87

16¢e’ CNP-34 5 kDa PEG, Lys12 No es posible la evaluacién.

CNP-38' CNP-38 - 12,10

19¢e? CNP-38 5 kDa PEG, Lys26 62,76

15e2 CNP-38 5 kDa PEG, extremo N-terminal |Casi ninguna protedlisis
después de 4 dias.

1292 CNP-38 4x10 kDa PEG, -Lys26 Casi ninguna protedlisis
después de 4 dias.

1) Debido a las variaciones en la actividad catalitica de NEP entre experimentos, se formé una media de todas las
mediciones de vida media de CNP-34 (4,15 h) y las mediciones de vida media de los conjugados de CNP-34 se
normalizaron a esta media usando un coeficiente para calcular el t12 ajustado.
2) Debido a las variaciones en la actividad catalitica de NEP entre experimentos, se formé una media de todas las
mediciones de vida media de CNP-38 (12,10 h) y las mediciones de vida media de los conjugados de CNP-38 se
normalizaron a esta media usando un coeficiente para calcular el t12 ajustado.

El orden de rango de resistencia hacia NEP es el siguiente: La variante de CNP mas larga (CNP-38) es mas estable que
la variante de CNP mas corta (CNP-34), que a su vez es mas estable que la CNP-22 mas corta. El orden de los sitios de
union de PEG es el siguiente: N-terminal > junto al anillo > anillo. Por lo tanto, una unién N-terminal de PEG confiere la
mayor estabilidad hacia la digestion proteolitica con NEP para los conjugados probados. La estabilidad del CNP-38
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PEGilado en Lys26 puede aumentar con el aumento del tamafio del PEG.

Ejemplo 22
Estimulacion funcional del GMPc en células NIH-3T3 con variantes de CNP

La actividad funcional de las variantes de CNP se determind en un ensayo celular con células NIH-3T3 (linea celular de
fibroblastos de embrion murino). Estas células expresan endégenamente NPR-B en la superficie celular. La estimulacion
de NPR-B con CNP conduce a la produccion intracelular del segundo mensajero cGMP que se detecta con un ensayo de
cGMP disponible en el mercado. Las células NIH-3T3 se cultivaron de forma rutinaria en medio DMEM F-12 con 5% de
FBS, 5 mM de glutamina a 37 °C y 5% de CO2. Para cada ensayo, se resuspendieron 50.000 células en solucion
amortiguadora de estimulaciéon (PBS de Dulbecco con IBMX) y se incubaron con las variantes de CNP en diferentes
concentraciones. CNP (las diluciones se realizaron en PBS con 0,2% de BSA). Tras una incubacién de 30 minutos a 37
°C y 5% de COg, se lisaron las células y se determinaron los niveles de GMPc con un ensayo TR-FRET de GMPc
disponible en el mercado (Cisbio, Kit de GMPc, No.de Cat.: 62GM2PEB). Las variantes de CNP con PEG se caracterizaron
siempre en comparacion con la version no PEGilada en el mismo lote de experimentos. En la medida de lo posible, la
evaluacion de la actividad residual se realizé mediante el parametro CEso de la curva dosis-respuesta resultante (modelo
restringido con pendiente comun).

Tabla 2: Actividad NPR-B residual de las variantes de CNP PEGiladas en un ensayo basado en células, determinada
frente a la variante de CNP no PEGilada

Compuesto Variante CNP PEGilacién CEso de compuesto/CEso de CNP-38
15e CNP-38 5 kDa PEG, extremo N-terminal [>5

19e CNP-38 5 kDa PEG, Lys26 >100

129 CNP-38 4x10 kDa PEG, Lys26 >>100

Ili CNP-38 4x10 kDa PEG, Lys26 >>100

10f CNP-38 2x20 kDa PEG, Lys26 >>100

Comparando los sitios de uniéon de PEG probados, la union en Lys26 (anillo-lisina) mostré la mayor reduccién de la
actividad funcional, mientras que la unién N-terminal mostré valores de actividad funcional residual relativamente altos. El
aumento del tamafio de PEG dio como resultado una mejor proteccidon de la molécula de CNP y una menor actividad
funcional residual.

Ejemplo 23
Estudio de crecimiento en ratones FVB tras 5 semanas de tratamiento con CNP-38 mediante inyeccion diaria en
bolo subcutaneo o mediante infusién subcutanea continua

Este estudio se realizé para comprobar el efecto de la inyeccién diaria en bolo subcutaneo frente a la infusién subcutanea
continua de CNP-38 en el crecimiento de los animales. A ratones machos FVB de 21 a 22 dias de edad (n = 9/grupo) se
les administréo 50 nmol/kg/d de CNP-38 o un vehiculo (acetato 30 mM con pH 4 que contenia 5% de sacarosa y 1% de
alcohol bencilico), ya sea mediante una inyeccion diaria en bolo subcutaneo o mediante una infusién subcutanea continua
en la region escapular durante 35 dias. La infusion continua se aplicé mediante bombas osméticas Alzet modelo 1002
durante la semana 1-2, seguida del modelo 1004 durante la semana 3-5. Las concentraciones de CNP-38 en las bombas
se ajustaron al peso medio de los animales el dia 7 del estudio (modelo de bomba 1002) o el dia 25 del estudio (modelo
de bomba 1004). El crecimiento se determind en el dia 35 mediante la medicién de la longitud total del cuerpo y las
mediciones radiograficas del fémur y la tibia derechos.

Resultados de los animales tratados por inyeccion en bolo subcutanea diaria: En d 35, la longitud corporal total de los
animales tratados con CNP-38 fue del 110,2%, la longitud del fémur derecho fue del 105,6%, y la longitud de la tibia
derecha fue del 104,0% en comparacién con los animales tratados con vehiculo.

Resultados de los animales tratados por infusion subcutanea continua: En d 35, la longitud corporal total de los animales
tratados con CNP-38 fue del 121,7%, la longitud del fémur derecho fue del 107,5%, y la longitud de la tibia derecha fue
del 112,2% en comparacion con los animales tratados con vehiculo.

Se concluy6 que la infusion subcutanea continua o las formulaciones relacionadas de liberacion lenta de CNP-38 (por
ejemplo, un profarmaco de CNP-38 de liberacién lenta) son mas eficaces que la inyeccién en bolo subcutanea diaria para
provocar el crecimiento del esqueleto apendicular y axial.

Ejemplo 24 (no segun la invencion)
Estudio farmacocinético del conjugado de Lys26 CNP-38 PEG4310 kDa permanente en monos cynomolgus
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Este estudio se realizdé para demostrar la idoneidad del 12g como compuesto modelo para un profarmaco de liberacion
lenta de CNP-38 en monos cynomolgus. Los monos cynomolgus macho (2-4 afios, 3,5-4,1 kg) recibieron una unica
administracion intravenosa (n = 3 animales) o una unica administracién subcutanea (n = 2 animales) de 12g a una dosis
de 0,146 mg de CNP-38 eq/kg. Se recolectaron muestras de sangre hasta 168 h después de la dosis y se genero plasma.
Las concentraciones plasmaticas totales de CNP-38 se determinaron mediante la cuantificacion del péptido caracteristico
N-terminal (secuencia: LQEHPNAR) y péptido caracteristico C-terminal (secuencia: IGSMSGLGC) tras la digestion triptica
descrita en Materiales y Métodos.

Resultados: Las administraciones de las dosis fueron bien toleradas sin signos visibles de malestar durante la
administracion y después de la misma. No se observaron reacciones en el sitio de la dosis en ningin momento a lo largo
del estudio. Tras la inyeccion intravenosa, el tmax de CNP-38 se observo a los 15 minutos (punto de tiempo mas temprano
analizado), seguido de un lento descenso del contenido de CNP-38 con un tiempo de vida media de aproximadamente
24 h. Tras la inyeccion subcutanea, la concentracion de CNP-38 alcanzé un tmax de 48 h. A las 168 h, la concentracion de
CNP-38 seguia siendo tan alta como aproximadamente 50% de Cmax. La biodisponibilidad fue de aproximadamente el
50%. Se obtuvieron curvas FC similares para el péptido caracteristico N- y C-terminal hasta 168 h después de la dosis, lo
que indica la presencia de CNP-38 intacto en el conjugado.

La farmacocinética favorable de larga duracion durante varios dias y la estabilidad de CNP-38 en el conjugado indican la
idoneidad del compuesto modelo permanente del conjugado 12g de Lys26 CNP-38 PEG 4x10 kDa como profarmaco de
CNP-38 de liberacion lenta tras la inyeccién subcutanea. Puede concluirse que conjugados similares que tienen un CNP-
38 enlazado transitoriamente a Lys26 (como, por ejemplo, 11i) son profarmacos de CNP-38 adecuados que proporcionan
niveles duraderos de CNP-38 bioactivo liberado durante varios dias.

Ejemplo 25
Estudio farmacocinético de los conjugados 10f y lli transitorios en monos cynomolgus

Este estudio se realizé para demostrar la idoneidad de 10f y 11i como profarmacos de CNP-38 de liberacion lenta en
monos cynomolgus. Los monos cynomolgus macho (2-4 afios, 3-5 kg) recibieron una unica administracion subcutanea (n
= 3 animales) del compuesto 10f o una Unica administracion subcutanea (n = 3 animales) de lli a una dosis de 0,146 mg
de CNP-38 eq/kg. Se recolectaron muestras de sangre hasta 168 h después de la dosis y se generd plasma. Los niveles
plasmaticos del contenido total de CNP-38 se analizaron como se describe en el ejemplo 24. Para analizar el contenido
plasmatico de CNP-38 libre, las muestras de sangre se acidificaron después de la extraccion afiadiendo un 20% de
volumen de solucién amortiguadora de citrato de sodio 0,5 M con pH 4 para detener la liberacién adicional de CNP-38 del
conjugado. Los niveles de CNP-38 libre en el plasma pueden determinarse, por ejemplo, mediante ELISA utilizando un
anticuerpo de CNP que se une a la region del anillo de CNP, como se describe en la literatura (patente de EE. UU.
8.377.884 B2), o mediante LCMS/MS.

Resultados: Las administraciones de las dosis fueron bien toleradas sin signos visibles de malestar durante la
administraciéon y después de la misma. No se observaron reacciones en el sitio de la dosis en ningiin momento a lo largo
del estudio. Tras la administracion de la dosis, el tmax total de CNP-38 se observé a las 12 h para el compuesto 10fy a las
24 h para el compuesto 11i. Los niveles plasmaticos totales de CNP-38 estaban por debajo del LC (100 ng/mL, péptido
C-terminal) después de 120 h para el compuesto 10f, mientras que el nivel plasmatico seguia siendo tan alto como el 30%
de Cmax para el compuesto 11i después de 168 h (péptido C-terminal). Para el compuesto 11i se encontrd una vida media
terminal similar de 3-4 d para el péptido C-terminal y el N-terminal, indicando la presencia de CNP-38 intacto en el
conjugado.

Conclusion: La FC favorable de larga duracién durante varios dias y la estabilidad de CNP-38 en el conjugado lli indican
su idoneidad como profdrmaco de CNP-38 para proporcionar niveles duraderos de CNP-38 bioactivo liberado durante
varios dias.

Ejemplo 27 (no segun la invencion)
Sintesis de CNP-38 27d etiquetado con fluoresceina y ensayo de afinidad NPR-C

El compuesto 27d se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:
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Ester de 5(6)-carboxifluoresceina-N-succinimidilo

0
H,N- CNP-38 )Lo B:\EQ

| I
STrt SMmt >

27a

TFA/DTT/TES/agualtioanisol
OH (100/3/3/2/1)

ol

0
CNP-38 )Lo

| [
STrt SMmt

2,2'-Ditiobispiridina-N-6xido

o

27d o S—S

El CNP-38 protegido por cadena lateral en resina TCP tentagel que tenia el extremo N-terminal libre 27a (0,50 g, 35,4
pmol) se pre-hinché en DMF durante 30 min. Una solucion de éster de 5(6)-carboxifluoresceina-N-succinimidilo (41,9 mg,
88,5 umol) y DIEA (30,9 yL,177 umol) en DMF (1,6 mL) se extrajo en la resina y la mezcla se agité durante la noche a
TA. La resina se lavo 10 veces cada una con DMF y CH2Cl2 y se sec6 al vacio proporcionando 27b.

La escision del péptido de la resina y la eliminacion de los grupos protectores se lograron mediante el tratamiento de la
resina con 7 mL de céctel de escision 100/3/3/2/1 (viwiviviv) TEA/DTT/TES/agual tioanisol durante 1 h a TA. La resina se
filtré y el producto en bruto 27c se precipité en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C) y se purific6 mediante RP-HPLC ara
obtener 27c¢. Las fracciones de HPLC combinadas se usaron directamente en el siguiente paso.

MS: m/z 1105,80 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1105,81).

A las fracciones del producto de HPLC combinadas de 27¢ (115 mL), se afadieron 30 mL de solucién amortiguadora de
acido citrico 0,5 M (pH =5,00) y 8 mL de una solucion de 2,2’-ditiobis(piridina-N-6xido) 10 mM en 1/1 (v/v) acetonitrilo/agua.
La mezcla se agitd durante 60 min a TA y posteriormente se diluyé con 350 mL de agua que contenia 0,1% de TFA (v/v).
27d se purifico mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 16,1 mg (2,90 umol, 8,2% en 3 pasos) de CNP-38 etiquetado * 10 TFA
MS: m/z 1105,30 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1105,30).

Para el ensayo de afinidad con NPR-C, se desarrollé una linea celular Hek293 que expresa NPR-C. La region de
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codificacién de la secuencia NPR-C (BC131540) se clond en un vector lentiviral bajo el promotor CMV para la expresion
constitutiva del receptor. Como marcador de seleccién eucariota se utilizé un elemento bicistrénico situado en el vector
para la resistencia a la puromicina. Tras la transduccion, los grupos de células de crecimiento estable se sometieron a
gRT-PCR para confirmar la expresion del ARNm del receptor en comparacion con las células Hek293 parentales. Se
amplié un conjunto de células que expresan NPR-C y se congelé como banco de células maestro para el analisis de
muestras de CNP.

Para el ensayo, las células en crecimiento fueron tripsinizadas del fondo del matraz de células, se contaron y sembraron
en una placa de 96 pocillos (1,5 x 10%/pocillo) y centrifugadas. Los sobrenadantes se descartaron. El estandar y la muestra
de CNP se diluyeron en serie en 9 pasos en PBS con 0,2% de BSA, se transfirieron a la microplaca por duplicado y se
mezclaron con las células. Tras 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se afiadié a cada pocillo CNP 27d
etiquetado con fluoresceina con una concentracién constante y se incubaron las células durante 45 minutos mas a
temperatura ambiente. Posteriormente, las células se analizaron mediante citometria de flujo utilizando la intensidad
media de fluorescencia del canal FITC (FL1, Beckman Coulter FC500MPL) como lectura.

La curva estandar y la curva de la muestra se generaron en un software de analisis (PLA 2,0) utilizando un ajuste 4PL
para el calculo de la potencia y/o Clso.

Tabla 3: Afinidad de NPR-C residual de las variantes de CNP-38 PEGiladas en un ensayo celular frente a CNP-38

Compuesto PEGilacion Clso de CNP-38 PEGilado/Clso de]
CNP-38
15e 5 kDa PEG, extremo N-terminal 0,53
19e 5 kDa PEG, Lys26 1,1
10f 2x20 kDa PEG, Lys26 (conjugado reversible, primer 12
punto de ramificacion del portador cerca del resto de
CNP)
12g 4x10 kDa PEG, Lys26 (conjugado permanente, primer |143
punto de ramificacion del portador cerca del resto de
CNP)
Hi 4x10 kDa PEG, Lys26 (conjugado reversible, primer 91
punto de ramificacion del portador cerca del resto de
CNP)
31d PEG de 4 brazos 40 kDa, Lys26 (conjugado reversible, [1,7
primer punto de ramificacion del portador no cercano al
resto de CNP)

Ejemplo 29
Sintesis del reactivo Asn-enlazador 29b

El reactivo 29b se sintetizd de acuerdo con el siguiente esquema:

|
N OBn
Boc” "N

Tmob N 0O
Fmoc” ™ 1b

LiOH
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Acido 6-maleimidohexanoico

N OH PyBOP, DIEA
Boc” "N Y

M o

™~ 29a

N
\
0

A una solucion de 1b (12,85 g, 16,14 mmol) en isopropanol (238 mL), se le afiadié H20 (77,5 mL) y LiOH (2,32 g, 96,87
mmol). La mezcla de reaccion se agito durante 4 h a TA. Después, la mezcla de reaccion se diluyé con tolueno (300 mL).
Las fases se separaron y la fase orgénica se lavd 3 veces con HCI 0,1 M (200 mL). Las fases se separaron de nuevo. La
fase acuosa se extrajo 3 veces con tolueno (100 mL). El producto se encontr6 en la fase acuosa acida y el valor del pH
de esta fase se ajustd a pH 8,5 mediante la adicion de NaOH 4 N. Posteriormente, la fase acuosa se extrajo 3 veces con
CH2Cl2 (200 mL). La fase organica se lavé con salmuera (50 mL), se secd sobre Na2S0s y se filtr6. 29a se aislo tras la
evaporacion del disolvente y se uso en la siguiente reaccion sin purificacién adicional.

Rendimiento: 6,46 g (13,36 mmol, 83%)
MS: m/z 484,06 = [M+H]*, (masa monoisotodpica calculada =483,26)

A una solucion de acido 6-maleimidohexanoico (1,73 g, 8,19 mmol) en THF (70 mL), se le afiadié PyBOP (4,26 g, 8,19
mmol) y DIEA (3,89 mL, 22,33 mmol). A continuacion, la mezcla de reaccién se agité durante 2 h a TA. A continuacion,
se disolvié 29a (3,60 g, 7,44 mmol) en THF (10 mL) y se afiadié a la mezcla de reaccién. La reaccidn se agité a TA durante
la noche. A continuacion, se afiadié metil-terc-butiléter (300 mL). La fase organica se lavd 2 veces con solucion de HCI
0,1 M (200 mL). Las fases acuosas combinadas se extrajeron 2 veces con metil-terc-butiléter (200 mL). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera (150 mL), se secaron sobre Na2SOs y se filtraron. El disolvente se evapord
al vacio. 29b se purificd mediante cromatografia ultrarrapida.

Rendimiento: 3,34 g (4,94 mmol, 66%)
MS: m/z 677,34 = [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada =676,33)

Ejemplo 30 (no segun la invencion)
Sintesis de tiol de 4 brazos-PEG 40kDa 30c

El tiol de 4 brazos PEG 30c se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:
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A una solucién de acido 6-tritilmercapto-hexanoico (111,72 mg, 286,02 umol), HOBt (43,81 mg, 286,06 umol) y EDC*HCI
(54,84 mg, 286,06 pmol) en CH2Cl2 (5 mL) se le afiadié 2,4,6 -colidina (251 uL, 1,91 mmol). A continuacion, esta solucion

5 se afadio a una solucion de amino de 4 brazos PEG 40 kDa (NOF, Sunbright PTE-400PA, 1,30 g, 31,78 umol) en CH2Cl2
(10 mL). La mezcla de reaccion se agité durante la noche a TA. A continuacidn, se evaporoé el disolvente (bafio de agua
a 30 °C). 30b se purificé mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 650,5 mg (48%).
10

La escision del grupo protector Trt se logré afiadiendo el coctel de escision (500 mg de DTT/500 mL de TFA/500 uL de
agua, 2,5 mL de TES/5,0 mL de HFIP/25,0 mL de CH2Cl2) a 30b (500 mg, 11,79 umol) e incubando durante 30 min a TA.
30c se obtuvo tras la precipitacion en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C).

15 Rendimiento: 401,3 mg (82%; 93,3% de pureza)

Ejemplo 31 (no segun la invencién)
Sintesis del conjugado 31d

20 El conjugado 31d se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:
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31d

Se afadié una solucién del reactivo enlazador 29b (3,82 g, 5,64 mmol), OxymaPure (802 mg, 5,64 mmol) y DIC (868 pL,
5,64 mmol) en DMF (42,5 mL) a la resina 10a (18 g, 1,85 mmol). La suspension se agité durante 100 minutos a TA para
obtener la resina 31a. La resina se lavé 10 veces con DMF (10 mL) y 10 veces con DCM (10 mL), y se secé al vacio
durante 15 minutos. La escision del péptido de la resina y la eliminacién de los grupos protectores se logré6 mediante el
tratamiento de la resina con 135 mL de céctel de escision 100/3/2/1 (viviviv) TFAITES/agualtioanisol. La mezcla se agitd
durante 60 minutos a TA. El producto en bruto 31b se precipitoé en éter dietilico pre-enfriado (-18 °C).

El precipitado se disolvié en TFA (423 mL). A esta solucidn, se le afiadié una solucion de sulféxido de difenilo (1,87 g,
9,25 mmol) y anisol (5,05 mL, 46,25 mmol) en TFA (40 mL). Después, se afiadié triclorometilsilano (13,3 mL, 114,7 mmol)
y la mezcla de reaccioén se agitdé durante 15 min a TA. A continuacién, se afiadio fluoruro de amonio (10,96 g, 296 mmol)
y la solucién se agité durante 2 min en un bafio de agua a TA. El producto en bruto 31c se precipité en éter dietilico pre-
enfriado (-18 °C) y se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 187 mg (34,2 ymol,16%) CNP-38-enlazador * 9 TFA
MS: m/z 1110,33 = [M+4H]**, (masa monoisotopica calculada para [M+4H]**= 1110,33).

A una solucion de 31c (88,0 mg, 16,1 pmol) en 4,40 mL de MeCN/H20 (1:1) que contenia 0,1% de TFA (v/v) se le afiadié
una solucion de tiol de 4 brazos-PEG 40kDa 30c (107,35 mg, 2,59 pmol) en 1,45 mL de agua que contenia 0,1% de TFA
y 1 mM de EDTA, seguido de solucién amortiguadora de fosfato 0,5 M que contenia 3 mM de EDTA (1,46 mL, pH 6,0).
La mezcla se incubd durante 2 h a TA. El conjugado 31d se purific6 mediante RP-HPLC.

Rendimiento: 129 mg (2,09 ymol, 80%) conjugado 16d * 36 TFA

Ejemplo 32
Sintesis alternativa del acido 6-mercaptohexanoico protegido con Dmb 7

El acido mercapto hexanoico protegido por Dmb 7 se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:
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Jl\/\/\/Br Houres > J\/\/\/SH
HO HO

EtOH, NaOH, H,0

Cl
NaH,
THF
Y
O
HOJI\/\/\/S‘Dmb

7

A una solucién de acido 6-bromohexanoico (100 g, 0,513 mol) en EtOH (1,0 L) se le aiadié tiourea (47 g, 0,615 mol) en
una porcion a 20 °C. A continuacion, la suspension se calentd hasta 78 °C (se formé una solucion transparente) y se agitd
durante 12 h. Se afiadié gota a gota una soluciéon de NaOH (62 g, 1,54 mol) en H20 (1,0 L) con un embudo de presion
constante. Después, se continud el reflujo durante 2 h adicionales. La mezcla de reaccion se vertié en H20 (1 L) y se
extrajo con EtOAc (1 L). La fase acuosa se acidificé con HCI concentrado hacia pH = 2 y luego se extrajo 3 veces con
EtOAc (500 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (400 mL). Después, las fases organicas
combinadas se secaron sobre NazSOQs, se filtraron y el disolvente se evapor6 a presién reducida a 45 °C. El &cido 6-
mercaptohexanoico se utilizé en la siguiente reaccion sin purificaciéon adicional.

Rendimiento: 62 g (crudo)

H-NMR (400 MHz, CDCls):
5=2,50-2,55 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,36 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,66 - 1,61 (m, 4H), 1,41 - 1,49 (m, 2H), 1,34 (t, J = 7,6 Hz, 1H)

El acido 6-mercaptohexanoico (27,0 g, 0,182 mol) se cargé en un matraz de tres cuellos de 1 L con THF anhidro (540
mL). La solucién se desgasific6 mediante la técnica de congelacidon-bombeo-descongelacion y, a continuacion, se enfrié
a 0 °C con un bafo de hielo externo. Se afiadié NaH (18,2, 455,4 mmol, 4,16 mL, 60% de pureza) con cucharas durante
30 min a 0 °C. A continuacion, se afiadioé en una porcién el cloruro de 2,6-dimetilbencilo (28,2 g, 0,182 mol). La mezcla de
reaccion se calenté hasta 20 °C y se agit6 durante 12 h. La mezcla de reaccion se vertié en H20 (540 mL) y se extrajo 2
veces con MTBE (540 mL). Después, la fase acuosa se acidificé con HCI conc. hasta alcanzar un pH = 2 y se extrajo 3
veces con MTBE (500 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (500 mL), se secaron sobre Na2SO4
y se filtraron. 7 se aisl6 tras la evaporacion del disolvente a presion reducida a 45 °C como un aceite amarillo.

Rendimiento: 41,5 g (0,16 mol, 85%)

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):

6=11,99 (s, 1 H), 7,05 -7,07 (d, J= 6,8 Hz, 1H), 6,97 (s, 1H), 6,91 — 6,92 (d, J= 6,8 Hz, 1H), 3,66 (s, 2H), 2,38 - 2,39 (m,
2H), 2,29 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 2,16 - 2,19 (m, 2H), 1,40 - 1,55 (m, 4H), 1,22 - 1,38 (m, 2H) ppm.

MS (modo neg.): m/z 265,0 = [M-H], (masa monoisotodpica calculada =265,13).

Ejemplo 33 (no segun la invencion)
Sintesis del reactivo enlazador 33c

El reactivo enlazador 33c se sintetizdé de acuerdo con el siguiente esquema:
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Se llevaron a cabo cuatro reacciones en paralelo. A una solucion del compuesto 1b (60 g, 75 mmol) en CH2Cl2 (300 mL)
se le afadié piperidina (58 g, 0,68 mol, 67 mL). La mezcla de reaccioén se agité a TA durante 4 h. Las cuatro reacciones
que se realizaron en paralelo se combinaron para su elaboracién. La mezcla de reaccién se diluyé con H20 (500 mL) y
se ajustd con una solucién de HCI 0,5 N hacia un pH = 3 ~ 4. La fase organica se separé y la fase acuosa se extrajo con
CH2Cl2 (800 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (400 mL) y soluciéon de NaHCO3 saturada al
5% (400 mL) sucesivamente. A continuacion, las fases organicas combinadas se secaron sobre Na2SOs, se filtraron y el
disolvente se evapord al vacio. 33a se purificd mediante cromatografia sobre silice (malla 100-200) con DCM/MeOH (20/1
a 4/1).

Rendimiento: 150 g (87%)

H-NMR (400 MHz, DMSO-de):
5= 7,34 - 7,38 (m, 4H), 6,25 — 7,29 (m, 2H), 5,08 - 5,19 (m, 2H), 4,60 - 4,68 (m, 1H), 4,32 - 4,40 (m, 2H), 3,73 - 3,79 (m,
9H), 3,10 - 3,27 (m, 3H), 2,65 - 3,05 (m, 8H), 1,36 (s, 9H) ppm.

Se llevaron a cabo dos reacciones en paralelo. A una solucién de Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH (79 g, 0,13 mol), 33a (70 g, 0,12
mol), 4-etil-morfolina (70 g, 0,61 mol, 77 mL) en MeCN (850 mL) se le afiadié gota a gota T3P (50% en EtOAc; 140 g, 0,22
mol) a lo largo de un periodo de 30 min. Tras la adicién, la mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 h. Las dos
reacciones que se realizaron en paralelo se combinaron para su elaboracién. La mezcla de reaccién se diluyé con
H20/CH2Cl2 (1:1, 2 L) y posteriormente se ajustd con una solucion de HCI 0,5 N hacia un pH = 3 ~ 4. La fase organica se
separd y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (1 L). Las fases organicas combinadas se lavaron sucesivamente con
salmuera (800 mL) y soluciéon de NaHCOs3 al 5% (800 mL). A continuacion, las fases organicas combinadas se secaron
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sobre NazSOs4, se filtraron y el disolvente se evaporé al vacio. 33b se purificdé mediante cromatografia sobre silice (malla
100-200) con éter de petroleo/acetato de etilo (5/1 a 1/1).

Rendimiento: 160 g (57%)

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):

6=7,80-7,90 (m, 4H), 7,61 - 7,68 (m, 5H), 7,20 - 7,40 (m, 14H), 6,14 - 6,28 (m, 3H), 5,01 - 5,07 (m, 2H), 4,15 - 4,36 (m
8H), 3,71 — 3,77 (m, 9H), 2,80 - 3,53 (m, 9H), 2,66 - 2,75 (m, 4H), 2,36 - 2,39 (m, 1H), 1,52 - 1,55 (m, 2H), 0,88 - 1,19 (m
13H) ppm.

Se llevaron a cabo dos reacciones en paralelo. A una solucion de 33b (60 g, 52 mmol) en MeOH (1,2 L) se le afiadié Pd/C
al 10% (18 g) en una botella hidrogenada de 2 L. La mezcla de reaccion se desgasificé y se purgd 3 veces con Hz y luego
se agitdé a 25 °C bajo atmosfera de Hz (3,16 kg/cm? (45 psi)) durante 2,5 h. Las dos reacciones que se realizaron en
paralelo se combinaron para su elaboracion. La mezcla de reaccion se filtré6 con diatomita y el filtrado se concentr6 al
vacio para proporcionar el producto en bruto 33c. 33c se purificé mediante cromatografia sobre silice (malla 100-200) con
DCM/MeOH (200/1 a 100/3).

Rendimiento: 70 g (63%)

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):

0=12,15 (s, 1H), 7,87 - 7,89 (m, 4H), 7,50 - 7,70 (m, 5H), 7,31 - 7,40 (m, 9H), 6,20 - 6,23 (m, 2H), 4,13 - 4,36 (m, 10H),
3,70-3,77 (m, 9H), 2,62 - 3,10 (m, 12H), 2,30 - 2,34 (m, 1H), 2,14 - 2,18 (m, 1H), 1,50 - 1,58 (m, 2H), 1,25 - 1,34 (m, 13H)
ppm.

MS: m/z 1056,4= [M+H]*, (masa monoisotdpica calculada =1056,50).

Ejemplo 34 (no segun la invencion)
Sintesis alternativa de 11¢c

El compuesto 11c se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

NH, o
% I N 33c, PyBOP, DIPEA
Boc | |
STrt STr DMF
10a
O
Tmob NN NHFmoc
J/ ﬁNHFmoc
4 )OL
oc H
N— CNP O— resina
o L O
STrt STrt
11c
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Una solucion del reactivo enlazador 33c (3,21 g, 3,04 mmol), PyBOP (1,58 g, 3,04 mmol) y DIPEA (848 mL, 4,86 mmol)
en DMF (24,0 mL) se incubd durante 5 min a TA, y luego se afiadié a la resina 10a (12 g, 1,21 mmol). La suspension se
agité durante 2,5 h a TA. La resina se lavé 10 veces con DMF (10 mL) y 10 veces con DCM (10 mL), y se secé al vacio
durante 60 minutos.

Ejemplo *35
CNP-38 y Conjugado 11i: Evaluacion de los efectos cardiovasculares en el ratén consciente (administracion
subcutanea)

El propdsito de este estudio fue evaluar los efectos secundarios hemodinamicos de 11i a un nivel de dosis equivalente a
un nivel de dosis de CNP-38 que provoca efectos secundarios hemodinamicos (disminucién de la presion arterial) en el
ratén telemetrado.

A los ratones machos Crl:CD1(ICR) (de 8 a 13 semanas de edad y de 27,3 a 35,6 g de peso corporal al inicio de la
dosificacién) se les implanté quirdrgicamente un transmisor telemétrico TA11PA-C10 (Data Sciences International (DSI))
en la arteria carétida. El cuerpo del transmisor se colocé por via subcutanea en el flanco lateral del ratén. Los ratones
fueron dosificados por via subcutanea en un disefio cruzado de cuadrado latino con al menos 72 horas entre las ocasiones
de dosificacion. Los ratones fueron dosificados con 1) vehiculo (succinato 10mM, manitol 46,0 g/L, pH 4,00), 2) CNP-38
(800 ug CNP-38/kg, succinato 10mM, manitol 46,0 g/L, pH 4,00) o 3) 11i (800 ug CNP-38 eq/kg, succinato 10mM, manitol
46,0 g/L, pH 4,00). Se incluyeron al menos cuatro ratones en cada nivel de dosis. La presién arterial (sistélica (PAS),
diastdlica (PAD) y media (PAM)) y la frecuencia cardiaca (FC, derivada de la presion arterial), se registraron utilizando un
sistema de captura de datos digital conectado con un sistema de adquisicion y andlisis de datos DSITM Ponemah. El
sistema de captura permitio registrar los parametros cardiovasculares mientras los ratones estaban en jaulas individuales.
El dia de cada sesion de prueba se pesaron los animales y se realizé un registro previo a la dosis durante al menos 60
minutos antes de la misma. Cada ratén fue devuelto a la jaula de vivienda y se registraron los parametros cardiovasculares
durante aproximadamente 48 horas después de la dosis. Se informé de la presién arterial y la FC en los siguientes puntos
de tiempo: -30, -20, -10, 5, 15y 30 minutos después de la dosis y 1, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 y 48 horas después de la
dosis. Cada punto de tiempo se presentd como el valor promedio de cinco minutos de registro antes del punto de tiempo.
El periodo de seguimiento se selecciond para cubrir la exposicidn a los elementos de prueba tanto antes como después
de Tmax.

Resultados: En comparaciéon con los valores antes de la dosis, los animales que recibieron una dosis de vehiculo
presentaron un aumento de la PAM en los puntos de tiempo de muestreo 5, 15 y 30 minutos después de la dosis. Esto se
consideré una respuesta fisioldgica normal debida a la manipulacion y la dosificacién. EI mismo aumento fisioldgico de la
PAM se observé en los animales a los que se les administrd la dosis de 11i en el punto de tiempo de muestreo 5, 15y 30
minutos después de la dosis. En 3 de los 4 animales dosificados con CNP-38, el aumento fisioldgico de la PAM no fue
evidente. Por el contrario, 3 de los 4 animales dosificados con CNP-38 mostraron una disminucion significativa de la PAM
en los puntos de tiempo de muestreo 5, 15 y 30 minutos después de la dosis. Durante los diez puntos de tiempo restantes,
no hubo diferencias en la PAM entre los animales dosificados con vehiculo, CNP-38 y 11i.

PAM (mmHg) antes de la dosis a 30 min después de la dosis (media + DE)

\Vehiculo (n=10) [11i (n=4) CNP-38 (n=4)
antes de la dosis 101,9+10,0 106,4+10,7 106,8+13,4
5 min después de la dosis |125,9+7,3 122,845,9 102,0£7,5
15 min después de la dosis (126,3+6,9 121,5¢7,5 89,5+29,4
30 min después de la dosis [114,4+15,3 111,5£13,7 99,5+25,2

Se observaron tendencias similares para la PAS y PAD en todos los niveles de dosis. La FC no se vio afectada por el
tratamiento con CNP-38 u 11i.

En conclusién, la administracion subcutanea de 11i no disminuyd la presioén arterial como se observé para una dosis
equivalente de CNP-38.

Ejemplo 36 (no segun la invencién)
Perfil farmacocinético de CNP-38 tras la administracién subcutanea de una sola dosis a monos cynomolgus

Este estudio se realiz6 para comprobar la farmacocinética del CNP-38 tras su administracion subcutanea (s.c.) en monos
cynomolgus. Tres monos machos (2-4 aios, 3-5 kg) recibieron una Unica inyeccioén s.c. a una dosis de 40 ug/kg de CNP-
38. Se tomaron muestras de sangre a los 5, 10, 15, 30,45 miny 1, 2, 4, 8 horas después de la dosis.

Método: Los niveles plasmaticos de CNP se analizaron mediante un radioinmunoanalisis competitivo disponible en el
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mercado (RK-012-03, Phoenix Pharmaceuticals, CA). El ensayo se aplicé esencialmente como lo describe el fabricante.
El ensayo se basa en la uniéon competitiva entre CNP etiquetado con 125l (suministrado en el kit) y CNP no etiquetado
(procedente de la muestra del estudio o de los calibrantes) con un anticuerpo anti-CNP. Cuando la concentracion de CNP
en la muestra aumenta, la cantidad de CNP etiquetado con 1251 que es capaz de unirse al anticuerpo disminuye. Al medir
la cantidad de CNP etiquetado con 1251 en funcion de la concentracion de péptido, es posible construir una curva de
calibracion a partir de la cual se puede determinar la concentraciéon de péptido en la muestra. Se realizaron algunos
cambios en el protocolo de ensayo suministrado. Estos cambios incluyeron el uso de calibrantes de CNP internos y
muestras de control de calidad para asegurar la consistencia entre los ensayos. Para acortar la duracion del ensayo, la
incubacion inicial de las muestras con los anticuerpos se realizé a temperatura ambiente durante 5 horas (en lugar de 16-
24 horas a 4 °C). Debido a los efectos de la matriz en el plasma de los monos, la dilucién minima requerida se fijo en 1:10,
lo que produjo un rango de ensayo de 150-1080 pg/mL de CNP.

Resultados: La administracién de CNP-38 a monos cynomolgus fue bien tolerada. Tras la inyeccion s.c., la mediana de
Tmax de CNP-38 se observo a los 10 minutos, con un tiempo medio de vida media de aproximadamente 7 minutos.

Parametro FC Resultado
Tmax (Mediana) 10 min

Cmax (media) 7,9 ng/mL
AUCtast (media) 2,5 h*ng/mL
\Vida media (media) 6,6 min

Ejemplo 37
Perfil farmacocinético del Conjugado 11i tras la administracion subcutanea de una sola dosis a monos
cynomolgus

Este estudio se realizé para investigar la farmacocinética del 11i tras su administracién s.c. en monos cynomolgus. Cuatro
animales machos (2-4 afos, 3-5 kg) recibieron una Unica inyeccion s.c. de 11i a una dosis de 40 ug de CNP-38 eq/kg. Se
recolectaron muestras de sangre hasta 168 h después de la dosis y se generd plasma (LiHeparin). Las concentraciones
totales de CNP-38 se determinaron mediante LC-MS/MS.

Método: El término “CNP-38 total” se refiere a una combinacion de CNP-38 libre y CNP-38 unido en el conjugado de CNP-
38. Las concentraciones plasmaticas totales de CNP-38 se determinaron mediante la cuantificacion del péptido
caracteristico C-terminal (secuencia: IGSMSGLGC) tras la digestion triptica y la reduccién del puente disulfuro.

El analisis LC-MS se llevo a cabo utilizando un UPLC Agilent 1290 acoplado a un espectrémetro de masas Agilent 6460
Triple Quad mediante una sonda ESI. La cromatografia se realizé en una columna analitica Waters Acquity BEH C18 (D.I.
50 x 1,0 mm, tamafio de particula de 1,7 um, 130 A) con prefiltro a una tasa de flujo de 0,5 mL/min (T = 45 °C). Se utilizé
agua (grado sédico ultrapuro < 500 ppt) con un 0,1% de é&cido férmico (v/v) como fase mévil A y acetonitrilo (grado
ULC/MS) con un 0,1% de acido férmico como fase movil B. El sistema de gradiente comprendia un breve paso isocratico
a los parametros iniciales de 0,1% de B durante 0,5 min, seguido de un aumento lineal de 0,1% de B a 30% de Ben 1,5
min. El analisis de masas se realiz6é en el modo de monitoreo de reaccion multiple (MRM), monitoreando las reacciones
de la ionizacion m/z 824,5 [M+H]'* a 515,2. Como estandar interno se utilizé el conjugado de CNP-38 deuterado.

Los estandares de calibracion del conjugado CNP-38 en plasma en blanco se prepararon de la siguiente manera: El
plasma de cynomolgus descongelado con Li-heparina primero se homogeneizd y posteriormente se centrifugé durante 5
minutos. La formulacion del conjugado CNP-38 se diluyd en ocho soluciones de trabajo de calibracion diferentes que
contenian entre 0,103 y 51,28 pg/mL (CNP-38 eq.) en 50% de metanol/50% de agua/0,1% de &cido férmico (v/v/v). Las
soluciones de trabajo se afadieron al plasma en blanco a concentraciones entre 10,3 ng/ mL (CNP-38 eq.) y 5128 ng/mL
(CNP-38 eq.). Los estandares se utilizaron para la generacion de una curva de calibracién. Se generé una curva de
calibracion con base en las relaciones de area de pico del analito y el estandar interno utilizando una regresion lineal
ponderada (1/x?) y las concentraciones de la muestra se determinaron mediante un calculo retrospectivo con respecto a
la curva de calibracion.

Para la preparacién de la muestra, la precipitacion de las proteinas se llevé a cabo mediante la adicion de 200 yL de
acetonitrilo pre-enfriado (0 °C) a 50 pL de la muestra de plasma y 10 pL de solucion de estandar interno (2,8 pg/mL de
CNP-38 eq. en 50% de metanol/50% de agua/0,1% de acido formico (v/v/v)). Se transfirieron 200 pL del sobrenadante a
una nueva placa de pocillos y se evaporaron hasta sequedad (bajo una suave corriente de nitrégeno a 35 °C). Para el
disolvente de reconstitucion se disolvieron 100 ug de tripsina (nUmero de pedido V5111, Promega GmbH, Mannheim,
Alemania) en 100 pL de acido acético 10 mM. Se anadieron 2,5 mL de solucién amortiguadora de Tris y 500 uL de
metanol. Se afiadieron 50 pL del disolvente de reconstitucion resultante a cada cavidad de la placa de pocillos. Tras 3
horas de incubacién a 37 °C (Eppendorf ThermoMixer con ThermoTop), se afiadieron 5 pL de una soluciéon de TCEP 0,5
M a cada cavidad y se incubaron de nuevo durante 30 minutos a 37 °C. Después de que las muestras se enfriaran a
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temperatura ambiente, se afiadieron 2 pL de acido férmico al 60% en agua. Se inyectaron 10 yL en el sistema UHPLC-
MS. Resultados: La administracién de 11i a monos cynomolgus fue bien tolerada. Tras la inyeccién s.c., la mediana de
Tmax de 11i fue de 36 h, y con un tiempo medio de vida media de 107 h.

Parametro FC Resultado

Tmax (mediana) 36 horas
Parametro FC Resultado

Cmax (Media) 316 ng/mL
AUCtast (media) 38,051 h*ng/mL
\Vida media (media) (107 horas

Ejemplo 38
Estimulacion funcional del GMPc en células NIH-3T3 con CNP liberado

11i se incubd en condiciones fisiolégicas (1 mg de CNP-38 eq/mL), como se describe en el Ejemplo 20. Después de 7
10 dias, se aislé el CNP-38 liberado mediante RP-HPLC y se analiz6 su bioactividad como se describe en el Ejemplo 22.

Compuesto \Variante CNP _|PEGilacion  |CEso de compuesto/CEso de CNP-38
CNP-38 liberado CNP-38 - 1

Ejemplo 39
Sintesis alternativa de 11h
15
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Sintesis alternativa del compuesto 11h: 39a se sintetiza mediante sintesis en fase sélida como se describe en Material y
Métodos. El grupo protector PG1 para la cadena lateral de lisina del anillo y los grupos protectores PG2 para las cadenas

5 laterales de cisteina son Mmt. La escision suave de la resina y la formacion de disulfuro por tratamiento con yodo
proporciona el compuesto 39c. Después del acoplamiento de la molécula enlazadora 39d y la desproteccion global, 11h
se purifica mediante RP-HPLC.

Abreviaturas:
10

ACH acondroplasia

ACN acetonitrilo

AcOH acido acético

AUCtast Area bajo la curva hasta el tltimo punto de tiempo cuantificable
15 Bn bencilo

Boc terc-butiloxicarbonilo
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55

60

65

BSA
cGMP
Cmax
CM
CNP
CcOoOMU
conc.

CTC
PAD
DBU
DCC
DCM
DIC
DIEA
DIPEA
DMAP
DMEM
Dmb
DMEM
DMF
DMSO
DTT
CEso
EDC
EDTA
ELISA
€q
ESI-MS

EtOAc
EtOH
FBS
FGFR3
FITC
Fmoc

HATU
HCH
HFIP
HPLC
HOBt

IBMX
iPrOH

ivDde
LC
LTQ
Mal
PAM
Me
MeOH
min
Mmt
MS
MSA
MTBE
Mtt
PM
m/z
NEP
NHS
NPR
OtBu
PBS

ES2934 582 T3

albumina sérica bovina
monofosfato de guanosina ciclico
Concentracion maxima
citomegalovirus

péptido natriurético tipo C

hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbenio

Concentrado

dia

Poliestirol de cloruro de clorotritilo

Presion arterial diastdlica
1,3-diazabiciclo[5.4.0]Jundeceno
N,N’-diciclohexilcarbodiimida

diclorometano

N,N’-diisopropilcarbodiimida
N,N-diisopropiletilamina
N,N-diisopropiletilamina

dimetilamino-piridina

medio de Eagle modificado de Dulbecco
2,4-dimetilbencilo

medio de Eagle modificado de Dulbecco
N,N-dimetilformamida

dimetilsulfoxido

ditiotreitol

concentracion efectiva media
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
acido etilenodiaminotetracético

ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
equivalente estequiométrico

ionizacion por electroaspersion y espectrometria de masas
etilo

acetato de etilo

etanol

suero bovino fetal

receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3
isotiocianato de fluoresceina
9-fluorenilmetiloxicarbonilo

hora

hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio
hipocondroplasia

hexafluoroisopropanol

cromatografia liquida de alta resolucion
N-hidroxibenzotriazol

Frecuencia cardiaca

3-isobutil-1-metilxantina

2-propanol

intravenoso
4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-ilideno)-3-metilbutilo
cromatografia liquida

cuadrupolo de trampa lineal
3-maleimidopropilo

Presion arterial media

metilo

metanol

minutos

monometoxitritilo

espectro de masas / espectrometria de masas
acido metanosulfonico

metil-terc-butiléter

metiltritilo

peso molecular

relacion masa-carga

endopeptidasa neutra

N-hidroxisuccinimida

receptor de péptido natriurético

terc-butiloxi

solucion salina amortiguada con fosfato
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PEG
PFP

pH

Pr
PyBOP
Q-TOF
gRT-PCR
RP-HPLC
rpm

TA

SIM
PAS
SEC

sC

Su

T3P
TCEP
TCP

TD

TES
TFA
THF
TIPS
Tméx
TMEDA
Tmob
TR-FRET
Trt
UPLC
uv

vS.

ZQ

ES2934 582 T3

poli(etilenglicol)

pentafluorofenol

potentia Hydrogenii

propilo

hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio
tiempo de vuelo con cuadrupolo

reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa
rondas por minuto

temperatura ambiente

monitoreo de un solo ién

Presion arterial sistolica

cromatografia de exclusién por tamafio

subcutaneo

succinimidilo
2,4,6-tripropil-1,3,5,2,4,6-trioxatrifosforinano-2,4,6-trioxido
tris(2-carboxietil)fosfina

poliestirol de cloruro de tritilo

displasia tanatoférica

trietilsilano

acido trifluoroacético

tetrahidrofurano

triisopropilsilano

Tiempo de concentraciéon maxima
N,N,N’N’-tetrametiletilendiamina

2,4 ,6-trimetoxibencilo

transferencia de energia de fluorescencia resuelta en el tiempo
trifenilmetilo, tritilo

cromatografia liquida de ultra-alta resolucion

ultravioleta

versus, frente a

cuadrupolo simple
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Listado de secuencias

ES2934 582 T3

<110> Ascendis Pharma A/S

<120> Profarmacos de CNP con unién de portador en el resto del anillo

<130> CPX70163PC
<160> 98

<170> Patentln version 3,5
<210>1

<211>22

<212>PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> DISULFURO
<222> (6)..(22)

<400> 1

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser

1

Met Ser Gly

<210>2

<211>53
<212>PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> DISULFURO
<222> (37)..(53)
<400> 2

Asp Leu Arg
1

Gln Glu His

Leu Ser Lys

35
Ser Gly Leu
50
<210> 3
<211> 54
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G-CNP-53

5

Leu Gly Cys
20

10 15

Val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu

5

10 15

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly

20

25

30

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met

40

Gly Cys
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<220>
<221> DISULFURO
<222> (38)..(54)

<400> 3

Gly Asp Leu
1

Leu Gln Glu

Gly Leu Ser
35

Met Ser Gly
50

<210>4

<211> 54

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> M-CNP-53

<220>
<221> DISULFURO
<222> (38)..(54)

<400> 4

Met Asp Leu
1

Leu Gln Glu

Gly Leu Ser
35

Met Ser Gly
50

<210>5

<211> 54

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P-CNP-53

<220>
<221> DISULFURO

Arg

His

20

Lys

Leu

Arg

His

20

Lys

Leu

Val

Pro

Gly

Vval

Pro

Gly

Gly

Asp

Asn

Cys

Cys

Asp

Asn

Cys

Cys

ES2934 582 T3

Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu

15

Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys

25

30

Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser

40

45

Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu

15

Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys

25

30

Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser

40
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<222> (38)..(54)
<400> 5

Pro Asp Leu Arg Val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu
1 5 10 15

Leu Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys
20 25 30

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
35 40 45

Met Ser Gly Leu Gly Cys
5 50

<210>6
<211> 53
<212> PRT
10 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-53 M48N

15 <220>
<221> DISULFURO
<222> (37)..(53)

<400> 6
20
Asp Leu Arg Val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu

1 5 10 15

Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
20 25 30

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Asn
35 40 45

Ser Gly Leu Gly Cys
50

<210>7
<211> 36
25 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CNP-53 con delecion de los aminoacidos 15-31
30

<220>

<221> DISULFURO

<222> (20)..(36)

35 <400>7
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Asp Leu Arg

1

Ser Lys Gly

Gly Leu Gly

<210>8
<211> 52
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

35

<223> CNP-52

<220>

<221> DISULFURO
<222> (36)..(52)

<400> 8

Leu
1

Glu

Ser

Gly

<210>9
<211> 51
<212> PRT

Arg Val

His Pro

Lys Gly

Leu Gly
50

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CNP-51

<220>

<221> DISULFURO
<222> (35)..(51)

<400>9

ES2934 582 T3

Val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Gly Leu
5 10 15

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser
20 25 30

Cys

Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln
5 10 15

Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu
20 25 30

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser
40 45

Cys

76



10

15

20

25

30

ES2934 582 T3

Arg Val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu

1

5

15

His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser

20

30

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly

35

Leu Gly Cys
50

<210> 10

<211> 50

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-50

<220>
<221> DISULFURO
<222> (34)..(50)

<400> 10

40

45

Val Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His

1

5

15

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys

20

25

30

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu

35

Gly Cys
50

<210> 11

<211> 49

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-49

<220>
<221> DISULFURO
<222> (33)..(49)

<400> 11

40
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Asp Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His Pro
1 5 10 15

Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly
20 25 30

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly
35 40 45

Cys

<210> 12

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-48

<220>

<221> DISULFURO
<222> (32)..(48)
<400> 12

Thr Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His Pro Asn
1 5 10 15

Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys
20 25 30

Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
35 40 45
<210>13
<211> 47
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-47

<220>

<221> DISULFURO
<222> (31)..(47)
<400> 13

Lys Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His Pro Asn Ala
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10

15

Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe

20

25

30

Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

35

<210> 14

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-46

<220>
<221> DISULFURO
<222> (30)..(46)

<400> 14

Ser Arg Ala Ala Trp Ala Arg

1

Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys
20

Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly

35

<210> 15

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-45

<220>
<221> DISULFURO
<222> (29).. (45)

<400> 15

Arg Ala Ala Trp Ala Arg Leu

1

Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys

Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser

35

<210> 16

20

5

5

40

40

40

Met

Leu Leu

Lys Gly

25

Ser Met

Leu Gln

Gly Leu

25

Ser

79

45

Gln Glu His Pro Asn Ala Arg

10

15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly

30

Ser Gly Leu Gly Cys

45

Glu His Pro Asn Ala Arg Lys

10

15

Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu

Gly Leu Gly Cys
45

30
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ES2934 582 T3

<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<223> CNP-44
<221> DISULFURO

<222> (28)..(44)

<400> 16

Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln
1 5

Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu
20

Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser
35 40

<210> 17

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> CNP-44 con una delecién de los aminoacidos 14-22
<221> DISULFURO

<222> (19)..(35)

<400> 17

Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln
1 5

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
20

Leu Gly Cys
35

<210> 18

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> CNP-44 con una delecién de los aminoacidos 15-22
<221> DISULFURO

<222> (20)..(36)

<400> 18

Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr
10 15

Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys
25 30

Gly Leu Gly Cys

Glu His Pro Asn Ala Gly Leu Ser
10 15

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly
25 30
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Ala Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Gly Leu

1

5

10 15

Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser

Gly Leu Gly Cys

35

<210> 19

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-43

<220>
<221> DISULFURO
<222> (27)..(43)

<400> 19

20

25

Ala Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His

1

5

Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys

20

25

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu

35

<210> 20

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-42

<220>
<221> DISULFURO
<222> (26)..(42)

<400> 20

40

Trp Ala Arg Leu Leu Gln Glu His Pro

1

5

Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly

20

25

Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly

35

40

81

30

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys
10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
30

Gly Cys

Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly
10 15

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp
30

Cys
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<210> 21

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-41

<220>
<221> DISULFURO
<222> (25)..(41)

<400> 21

Ala Arg Leu
1

Asn Lys Lys

Ile Gly Ser
35

<210> 22

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-40

<220>
<221> DISULFURO
<222> (24)..(40)

<400> 22

Arg Leu Leu
1

Lys Lys Gly

Gly Ser Met
35

<210> 23

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-39

<220>
<221> DISULFURO
<222> (23)..(39)

ES2934 582 T3

Leu Gln Glu His
5

Gly Leu Ser Lys
20

Met Ser Gly Leu

Gln Glu His Pro
5

Leu Ser Lys Gly
20

Ser Gly Leu Gly

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala
10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg
25 30

Gly Cys
40

Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn
10 15

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile
25 30

Cys
40
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<400> 23

Leu Leu Gln
1

Lys Gly Leu

Ser Met Ser
35

<210> 24

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-38

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 24

Leu Gln Glu
1

Gly Leu Ser

Met Ser Gly
35

<210> 25

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-37

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 25

Glu

Ser
20

Gly

His

Lys
20

Leu

ES2934 582 T3

His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys
5 10 15

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
25 30

Leu Gly Cys

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys
5 10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
25 30

Gly Cys
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Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 26

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-37 mit Q1pQ (pQ = piroglutamato)

<220>

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

<223> X = piroglutamato

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 26

Xaa Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 27

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G-CNP-37

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 27
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Gly Gln Glu
1

Gly Leu Ser

Met Ser Gly
35

<210> 28

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P-CNP-37

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)
<400> 28

Pro Gln Glu
1

Gly Leu Ser

Met Ser Gly
35
<210> 29
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> M-CNP-37

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 29

His

Lys
20

Leu

His

Lys
20

Leu

Met Gln Glu His

1

Gly Leu Ser Lys

Met Ser

Gly
35

ES2934 582 T3

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys

5 10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
25 30

Gly Cys

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys
5 10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
25 30

Gly Cys

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys
5 10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Leu Gly Cys
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<210> 30

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PG-CNP-37

<220>
<221> DISULFURO
<222> (23)..(39)

<400> 30

Pro Gly Gln
1

Lys Gly Leu

Ser Met Ser
35

<210> 31

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MG-CNP-37

<220>
<221> DISULFURO
<222> (23)..(39)

<400> 31

Met Gly Gln
1

Lys Gly Leu

Ser Met Ser
35

<210> 32

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-37 M32N

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

Glu

Ser
20

Gly

Glu

Ser
20

Gly

ES2934 582 T3

His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys
5 10 15

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
25 30

Leu Gly Cys

His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys
5 10 15

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
25 30

Leu Gly Cys
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<400> 32

Gln Glu His

1

Leu Ser Lys

Ser Gly Leu

<210> 33
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

35

<223> G-CNP-37 M32N

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 33

Gly Gln Glu

1

Gly Leu Ser

Pro

Gly

20

Gly

His

Lys
20

Asn Ser Gly Leu

<210> 34
<211>38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

35

<223> G-CNP-37 K14Q

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 34

ES2934 582 T3

Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
5 10 15

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Asn
25 30

Cys

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys
5 10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
25 30

Gly Cys
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Gly Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Gln Lys
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 35

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G-CNP-37 K14P

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 35

Gly Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Pro Lys
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 36

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G-CNP-37 K14Q, delecion del aminoéacido 15

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)
<400> 36

Gly Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Gln Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35
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<210> 37

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G-CNP-37 K14Q, K15Q

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 37

ES2934 582 T3

Gly Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Gln Gln

1

5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser

20

25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys

35

<210> 38

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-36

<220>
<221> DISULFURO
<222> (20)..(36)

<400> 38

Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu

1

5 10 15

Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser

20

Gly Leu Gly Cys
35

<210> 39

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-35

<220>
<221> DISULFURO
<222> (19)..(35)

<400> 39

25 30
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His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser

1

Lys Gly Cys

Leu Gly Cys
35

<210> 40

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-34

<220>
<221> DISULFURO
<222> (18)..(34)

<400> 40

5 10 15

Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly
20 25 30

Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys

1

5 10 15

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu

Gly Cys

<210> 41

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-33

<220>
<221> DISULFURO
<222> (17)..(33)

<400> 41

20 25 30

Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly

1

5 10 15

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly

Cys

<210> 42

20 25 30
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<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-32

<220>
<221> DISULFURO
<222> (16)..(32)

<400> 42

Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys

1 5

Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

20
<210>43
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-31

<220>
<221> DISULFURO
<222> (15)..(31)

<400> 43

Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe

1 5

25

10

10

30

15

15

Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

20

<210> 44

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-30

<220>
<221> DISULFURO
<222> (14)..(30)

<400> 44

Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly

1 5

Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

20

91
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30
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<210> 45

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-29

<220>
<221> DISULFURO
<222> (13)..(29)

<400> 45

Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu
1 5 10 15

Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 46

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-28

<220>
<221> DISULFURO
<222> (12)..(28)

<400> 46

Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys
1 5 10 15

Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 47

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GHKSEVAHRF-CNP-28

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 47
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Gly His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Gly Ala Asn Lys Lys
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 48

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27

<220>
<221> DISULFURO
<222> (11)..(27)

<400> 48

Gly Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
1 5 10 15

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 49

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27 K4Q, K5Q

<220>
<221> DISULFURO
<222> (11)..(27)

<400> 49

Gly Ala Asn Gln Gln Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
1 5 10 15

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 50

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27 K4R, K5R

<220>
<221> DISULFURO
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<222> (11)..(27)
<400> 50

Gly Ala Asn Arg Arg Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
1 5 10 15

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 51

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27 K4P, K5R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (11)..(27)

<400> 51

Gly Ala Asn Pro Arg Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
1 5 10 15

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 52

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27 K4S, K5S

<220>
<221> DISULFURO
<222> (11)..(27)

<400> 52

Gly Ala Asn Ser Ser Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu
1 5 10 15

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 53

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GAN-CNP-27 K4P, K5R

<220>
<221> DISULFURO

94
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<222> (14)..(30)
<400> 53

Gly Ala Asn Gly Ala Asn Pro Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly
1 5 10 15

Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

10
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25

30
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40
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20 25

<210> 54

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27 K4R, K5R, K9R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (11)..(27)

<400> 54

Gly Ala Asn Arg Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu

1 5 10

30

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

20 25

<210> 55

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-27 K4R, K5R, K9R, M22N

<220>
<221> DISULFURO
<222> (11)..(27)

<400> 55

Gly Ala Asn Arg Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu

1 5 10

Asp Arg Ile Gly Ser Asn Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 56

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P-CNP-27 K4R, K5R, KOR

<220>
<221> DISULFURO
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<222> (12)..(28)
<400> 56

Pro Gly Ala Asn Arg Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys
1 5 10 15

Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 57

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> M-CNP-27 K4R, K5R, K9R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (12)..(28)

<400> 57

Met Gly Ala Asn Arg Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys
1 5 10 15

Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 58

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de albumina sérica humana - CNP-27

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 58

Gly His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Gly Ala Asn Lys Lys
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 59

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Fragmento de albumina sérica humana - CNP-27 M22N

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 59

Gly His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Gly Ala Asn Lys Lys
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Asn Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 60

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> metionina - Fragmento de albumina sérica humana - CNP-27

<220>
<221> DISULFURO
<222> (23)..(39)

<400> 60

Met Gly His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Gly Ala Asn Lys
1 5 10 15

Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
20 25 30

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 61

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> prolina - Fragmento de albumina sérica humana - CNP-27

<220>
<221> DISULFURO
<222> (23)..(39)

<400> 61
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Pro Gly His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Gly Ala Asn Lys
1 5 10 15

Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
20 25 30

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 62

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-26

<220>
<221> DISULFURO
<222> (10)..(26)

<400> 62

Ala Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu lLys Leu Asp
1 5 10 15

Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25

<210> 63

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-25

<220>

<221> DISULFURO
<222> (9)..(25)
<400> 63

Asn Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg
1 5 10 15

Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20 25
<210> 64
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-24

<220>
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<221> DISULFURO
<222> (8)..(24)

<400> 64

Lys Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile
1 5 10 15

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20

<210> 65

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-23

<220>
<221> DISULFURO
<222> (7)..(23)

<400> 65

Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
1 5 10 15

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20

<210> 66

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R-CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (7)..(23)
<400> 66

Arg Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
1 5 10 15

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20
<210> 67
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ER-CNP-22

<220>
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<221> DISULFURO
<222> (8)..(24)

<400> 67

Glu Arg Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile
1 5 10 15

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20

<210> 68

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R-CNP-22 K4R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (7)..(23)

<400> 68

Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
1 5 10 15

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20

<210> 69

<211>24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ER-CNP-22 4KR

<220>
<221> DISULFURO
<222> (8)..(24)

<400> 69

Glu Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile
1 5 10 15

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20

<210>70

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RR-CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
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<222> (8)..(24)
<400> 70

Arg Arg Gly Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile
1 5 10 15

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
20

<210> 71

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de HRGP - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)
<400> 71

Gly His His Ser His Glu Gln His Pro His Gly Ala Asn Gln Gln Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35
<210>72
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de HRGP - CNP-22

<220>

<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)
<400> 72

Gly Ala His His Pro His Glu His Asp Thr His Gly Ala Asn Gln Gln
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210>73
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<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de HRGP - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 73

Gly His His Ser His Glu Gln His Pro His Gly Ala Asn Pro Arg Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 74

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragment de IgG1(FC) - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (20)..(36)

<400> 74

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gly Leu
1 5 10 15

Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser
20 25 30

Gly Leu Gly Cys
35

<210>75

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Albumina sérica humana - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (23)..(39)

<400> 75
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Gly Gln His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Gly Ala Asn Pro
1 5 10 15

Arg Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly
20 25 30

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210>76

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Albumina sérica humana - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 76

Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala Val Ala Arg Leu Ser Gln Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 77

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento inhibidor de osteocrina NPR C - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (19)..(35)

<400> 77

Phe Gly Ile Pro Met Asp Arg Ile Gly Arg Asn Pro Arg Gly Leu Ser
1 5 10 15

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly
20 25 30

Leu Gly Cys
35
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<210>78

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de dominio de unién a heparina FGF2 - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (24)..(40)

<400> 78

Gly Lys Arg Thr Gly Gln Tyr Lys Leu Gly Ser Lys Thr Gly Pro Gly
1 5 10 15

Pro Lys Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile
20 25 30

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys
35 40

<210>79

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de IgG1(FC) - CNP-22 K4R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 79

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Gly Ala Asn Gln Gln Gly
1 5 10 15

Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 80

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de albumina sérica humana - CNP-22 K4R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (20)..(36)

<400> 80
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Gly Val Pro Gln Val Ser Thr Ser Thr Gly Ala Asn Gln Gln Gly Leu

1 5 10

15

Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser

20 25

Gly Leu Gly Cys
35

<210> 81

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de fibronectina - CNP-22

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 81

30

Gly Gln Pro Ser Ser Ser Ser Gln Ser Thr Gly Ala Asn Gln Gln Gly

1 5 10

15

Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met

20 25

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 82

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de fibronectina - CNP-22 K4R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 82

30

Gly Gln Thr His Ser Ser Gly Thr Gln Ser Gly Ala Asn Gln Gln Gly

1 5 10

15

Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met

20 25

Ser Gly Leu Gly Cys
35
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<210> 83

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de fibronectina - CNP-22 K4R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 83

Gly Ser Thr Gly Gln Trp His Ser Glu Ser Gly Ala Asn Gln Gln Gly
1 5 10 15

Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 84

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de dedo de zinc - CNP-22 K4R

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 84

Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Gly Ala Asn Gln Gln Gly
1 5 10 15

Leu Ser Arg Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 85

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-21

<220>

<221> DISULFURO
<222> (5)..(21)
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<400> 85

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met

1

Ser Gly Leu Gly Cys

<210> 86

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-20

<220>
<221> DISULFURO
<222> (4)..(20)

<400> 86

Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser

1

Gly Leu Gly Cys

<210> 87

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-19

<220>
<221> DISULFURO
<222> (3)..(19)

<400> 87

Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly

1

Leu Gly Cys

<210> 88

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-18

<220>
<221> DISULFURO
<222> (2)..(18)

20

20

5

5

5
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ES2934 582 T3

<400> 88

Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu
1 5 10 15

Gly Cys

<210> 89

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-17

<220>
<221> DISULFURO
<222> (1)..(17)

<400> 89

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly
1 5 10 15

Cys

<210> 90

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de BNP - CNP-17 - BNP- fragmento

<220>
<221> DISULFURO
<222> (10)..(26)

<400> 90

Ser Pro Lys Met Val Gln Gly Ser Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp
1 5 10 15

Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys Lys Val Leu Arg Arg His
20 25 30

<210> 91

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-38 L1G

<220>
<221> DISULFURO
<222> (22)..(38)

<400> 91
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Gly Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys
1 5 10 15

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser
20 25 30

Met Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 92

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ac-CNP-37

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

<223> ACETILACION

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<400> 92

Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Lys Lys Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 93

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-37, Xaa = K 0 R, siempre que al menos un Xaa sea R

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> Xaa = Lys, Arg, Pro, Ser o GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos 8, 10, 14, 15, 19 o 25 se seleccione
del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa = Lys, Arg, Pro, Ser o GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos 8, 10, 14, 15, 19 o0 25 se seleccione
del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery GIn

<220>
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<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> Xaa = Lys, Arg, Pro, Ser o GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos 8, 10, 14, 15, 19 o 25 se seleccione
del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)

<223> Xaa = Lys, Arg, Pro, Ser o GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos 8, 10, 14, 15, 19 o0 25 se seleccione
del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery Gin

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (19)..(19)

<223> Xaa = Lys, Arg, Pro, Ser o GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos 8, 10, 14, 15, 19 o 25 se seleccione
del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery Gin

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..(25)

<223> Xaa = Lys, Arg, Pro, Ser o GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos 8, 10, 14, 15, 19 o0 25 se seleccione
del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery Gin

<400> 93

Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Xaa Tyr Xaa Gly Ala Asn Xaa Xaa Gly
1 5 10 15

Leu Ser Xaa Gly Cys Phe Gly Leu Xaa Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 94

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-37 mutado

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> X se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Pro, Ser y GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos
en las posiciones 14, 15, 19 y 25 se seleccione del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)

<223> X se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Pro, Ser y GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos
en las posiciones 14, 15, 19 y 25 se seleccione del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery Gin

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (19)..(19)

<223> X se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Pro, Ser y GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos
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en las posiciones 14, 15, 19 y 25 se seleccione del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery GIn

<220>
<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..(25)

<223> X se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Pro, Ser y GIn, siempre que al menos uno de los aminoacidos
en las posiciones 14, 15, 19 y 25 se seleccione del grupo que consiste en Arg, Pro, Sery Gin

<400> 94

Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Xaa Xaa Gly
1 5 10 15

Leu Ser Xaa Gly Cys Phe Gly Leu Xaa Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35

<210> 95

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CNP-37 mutado

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(15)

<223> Xaa Xaa se selecciona del grupo que consiste en Lys Arg, Arg Lys, Lys Pro, Pro Lys, Ser Ser, Arg Ser, Ser Arg,
GIn Lys, GIn Arg, Lys GIn, Arg GIn, Arg Arg y GIn GIn

<220>

<221> DISULFURO
<222> (21)..(37)
<400> 95

Gln Glu His Pro Asn Ala Arg Lys Tyr Lys Gly Ala Asn Xaa Xaa Gly
1 5 10 15

Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met
20 25 30

Ser Gly Leu Gly Cys
35
<210> 96
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 96
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Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly

1 5 10 15

<210> 97

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bobina aleatoria artificial

<400> 97

Gly Gly Pro Gly Gly Pro Gly Pro Gly Gly Pro Gly Gly Pro Gly Pro
1 5 10 15

Gly Gly Pro Gly
20
<210> 98
<211>13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Inhibidor de NPR-C

<400> 98

Phe Gly Ile Pro Met Asp Arg Ile Gly Arg Asn Pro Arg
1 5 10
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REIVINDICACIONES
1. Un profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende
- un resto de CNP -D que comprende un resto de anillo; y
- un resto portador -Z que se conjuga a través de un resto -L?- a un resto enlazador de profarmaco reversible -L'-, cuyo
resto enlazador de profarmaco reversible -L'- esta conjugado de manera covalente y reversible a una cadena lateral de

un residuo de aminoéacido de dicho anillo resto de -D; y en donde -L2- es un enlace quimico o un espaciador, en donde el
resto -L'-L2- es de férmula (Ild-ii):

H

en donde

la linea punteada no marcada indica la unién a un nitrégeno de una cadena lateral de aminoacido del resto del anillo de -
D formando un enlace amida; y la linea punteada marcada con el asterisco indica unién a -Z; en donde -D tiene la
secuencia de SEQ ID NO:24 y -L'- esta conjugado con la lisina en la posicion 26; en donde -Z es de férmula (h):

Z T

=Z

(h),

en donde
la linea punteada indica union a -L2-; y
cada -Z° es un resto
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CHz{O_CHZ_CHz]‘O_CH3

cl

o ?H{O—C H2—CH2J—O—C H,
| 1
~CH,-CH,-C—-NH-CH,—CH,-CH,—O—CH,

en donde
cada c1 es un numero entero que oscila independientemente entre 200 y 250.

2. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacién 1, en donde

-L'-L2- es de formula (l1d-ii °):

O

H

(1d-ii *),

en donde
la linea punteada no marcada indica union a -D como se define en la reivindicacién 1 y la linea punteada marcada indica
union a -Z como se define en la reivindicacion 1.

3. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la reivindicacion 1 o 2, en donde

- Z es de férmula (h-i):
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TZ

(h'i)>

en donde

la linea punteada indica unién a -L2-; y
cada -Z¢ es un resto

C HZ{O—C H,-C H25|~O—C H;
cl

o CIH{O—C H,-C Hz}O—C H,
. I I
~ CH,-CH,-C—NH-CH,—CH,—~CH,—0—CH, )

en donde
cada c1 es un numero entero que varia independientemente de 200 a 250.

4. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde cada c1 es aproximadamente 225.

5. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y al menos un excipiente.

6. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 5 para uso como un medicamento.

7. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicion farmacéutica para uso de
la reivindicacién 6, en donde el medicamento se usa en el tratamiento de la acondroplasia mediante inyeccion subcuténea.

8. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 5 para uso en el tratamiento de una enfermedad que puede tratarse
con CNP.

9. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicion farmacéutica para uso de
la reivindicacién 8, en donde la enfermedad que se puede tratar con CNP se selecciona del grupo que consiste en
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acondroplasia, hipocondroplasia, baja estatura, enanismo, osteocondrodisplasias, displasia tanatoférica, osteogénesis
imperfecta, acondrogénesis, condrodisplasia punctata, acondroplasia homocigota, displasia campomélica, hipofosfatasia
letal congénita, tipo letal perinatal de osteogénesis imperfecta, sindrome de costillas cortas-polidactilia, tipo rizomélico de
condrodisplasia punctata, displasia metafisaria tipo Jansen, displasia espondiloepifisaria congénita, atelosteogénesis,
displasia diastrofica, fémur corto congénito, displasia mesomélica tipo Langer, displasia mesomélica tipo Nievergelt,
sindrome de Robinow, sindrome de Reinhardt, acrodisostosis, disostosis periférica, displasia de Kniest,
fibrocondrogénesis, sindrome de Roberts, displasia acromesomélica, micromelia, sindrome de Morquio, sindrome de
Kniest, displasia metatréfica, displasia espondiloepimetafisaria, neurofibromatosis, sindrome de Legius, sindrome
LEOPARD, sindrome de Noonan, fibromatosis gingival hereditaria, sindrome cardio-facio-cutaneo, sindrome de Costello,
deficiencia de SHOX, baja estatura idiopatica, deficiencia de la hormona del crecimiento, artrosis, disostosis cleidocraneal,
craneosinostosis, braquidactilia, camptodactilia, polidactilia, sindactilia, displasia disegmentaria, encondromatosis,
displasia fibrosa, exostosis multiple hereditaria, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Jaffe-Lichtenstein, sindrome de
Marfan, sindrome de McCune-Albright, osteopetrosis y osteopoiquilia.

10. El profarmaco de CNP o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicion farmacéutica para uso de
la reivindicacion 9, en donde la enfermedad que se puede tratar con CNP es la acondroplasia.
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Figura 1 (no de acuerdo con la invencion)
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