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DESCRIPCION
Péptidos macrociclicos unidos a triazol.
Antecedentes de la invencion

Los péptidos son cada vez mas importantes en aplicaciones farmacéuticas. Los péptidos no modificados a menudo
adolecen de poca estabilidad metabdlica, poca penetracion celular, y la unién promiscua debido a la flexibilidad de la
configuracién. Para mejorar estas propiedades, los investigadores han generado péptidos ciclicos y
peptidomiméticos por una variedad de procedimientos, incluyendo la formacién de puentes disulfuro, la formacion
del enlace amida, y la formacion de enlace carbono-carbono (Jackson et al. (1991), J. Am. Chem. Soc. 113:9391-
9392; Phelan et al. (1997), J. Am. Chem. Soc. 119:455-460; documento WO-A-2005044839; Taylor (2002), 66: 49-
75 Biopolymers; Brunel et al. (2005), Chem. Commun. (20) :2552-2554; Hiroshige et al. (1995), J. Am. Chem. Soc.
117: 11590-11591; Blackwell et al. (1998), Angew. Chem. Int. Ed. 37:3281-3284; Schafmeister et al. (2000), J. Am.
Chem. Soc. 122:5891-5892). Las limitaciones de estos procedimientos incluyen poca estabilidad metabdlica
(enlaces disulfuro y amida), poca penetrabilidad en las células (enlaces disulfuro y amida), y la utilizacion de metales
potencialmente toxicos (para la formacion de enlaces carbono-carbono). Por lo tanto, existe una necesidad
significativa de procedimientos mejorados para producir péptidos o peptidomiméticos que poseen una mayor rigidez
de configuracion, estabilidad metabdlica y penetrabilidad celular. La presente invencion aborda estas y otras
necesidades en la técnica.

Sumario de la invencion
En la presente memoria se proporcionan macrociclos peptidomiméticos de Férmula 1, en la que:
o 0
R, Rg

—N
Ak- C
rd [Ak-B)-(CE El

Ry Rz

(Foérmula 1)

cada A, B, C, Dy E es independientemente un aminoacido natural o sintético;

Ri1 y Rz son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

L es un enlazador formador de macrociclo que se extiende por 1 o 2 espiras de la hélice a y presenta la féormula

“,
N Ve
fv
N=w/M :
en la que L1, es un grupo alquileno de cadena lineal de 1 a 20 atomos de carbono y L, es un grupo alquileno de

cadena lineal de 1 a 20 atomos de carbono;

Rz es -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo,
cicloarilo, o heterocicloarilo, o parte de una estructura ciclica con un resto de D;

Rs es -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo,
cicloarilo, o heterocicloarilo, o parte de una estructura ciclica con un resto de E;

v es un nimero entero de 1 a 1.000;
w es un namero entero de 1 a 1.000;
X es un nimero entero de 0 a 10;

y es un nimero entero de 0 a 10;y
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Z es un nimero entero de 0 a 10.

En algunas formas de realizacion, L es

. N—Lz—s i (ﬁ—ﬁ

N—N N=N

En otras formas de realizacion, L es

—L —t,— 5—L1—N L2
N GRANS)

En mas formas de realizacion, al menos uno de Ri y Rz es alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, heteroalquilo, o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-. En formas de realizacién
relacionadas, R:1 y Rz son independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-. Por ejemplo, por lo menos uno de R1 y R>
puede ser alquilo, insustituido o sustituido con halo-. En algunas formas de realizacién, tanto R; como R son
independientemente alquilo, insustituido o sustituido con halo-. En otras formas de realizacion, por lo menos uno de
R1y Rz es metilo. En otras formas de realizacion mas, tanto R; como Rz son metilo.

En algunas formas de realizacién, al menos uno entre D y E es un aminoacido natural o sintético sustituido con un
lipido o un hidrocarburo de alto peso molecular. En otras formas de realizacién, al menos uno de entre D y E esta
unido a otro enlazador formador de macrociclo. En aun otras formas de realizacion, una estructura secundaria del
macrociclo peptidomimético es mas estable que una estructura secundaria correspondiente de un polipéptido no
macrociclico correspondiente. En algunas formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético comprende una
hélice a. La hélice a puede comprender, por ejemplo, de 1 a 5 espiras. En otras formas de realizacion, la hélice a es
mas estable que una hélice a de un polipéptido no macrociclico correspondiente. El enlazador formador de
macrociclo abarca de 1 a 2 espiras de la hélice a. La longitud del enlazador formador de macrociclo puede ser, por
ejemplo, de 5 A a 9 A por espira de la hélice a. En algunas formas de realizacion, el enlazador formador de
macrociclo abarca 1 espira de la hélice a. En dichas formas de realizacion, la longitud del enlazador formador de
macrociclo puede ser igual a la longitud de 6 enlaces carbono-carbono a 14 enlaces carbono-carbono, o puede ser
igual a la longitud de 8 enlaces carbono-carbono a 12 bonos de carbono-carbono. En formas de realizacién
relacionadas, el macrociclo puede comprender un anillo de 18 atomos a 26 atomos.

En otras formas de realizacion, el enlazador formador de el macrociclo abarca 2 espiras de la hélice a. En algunas
formas de realizacion, la longitud del enlazador formador de el macrociclo puede ser igual a la longitud de 8 enlaces
carbono-carbono a 16 enlaces carbono-carbono, o puede ser igual a la longitud de 10 enlaces carbono-carbono a 13
enlaces carbono-carbono. En formas de realizacion relacionadas, el macrociclo puede comprender un anillo de 29
atomos a 37 atomos.

Un aminoacido util en la sintesis del macrociclo peptidomimético de la invencién es un compuesto de Férmula lla o

IIb:
\ .
\
T, Tg
9 ~
\Qh R1 Qh R2
R7\ RB ~
T C02R11 T C02 Rﬁ
Rio I:“)10
Ma Ib
en las que
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R1 y Rz son independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo o
heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

cada Q y T es independientemente alquileno.

Rz y Rs son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilalquilo o
heterocicloalquilo;

R10 y R11 son independientemente -H o cualquier grupo protector adecuado para la sintesis de péptidos; y
g y h son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 5, en el que g+h es mayor que 1.

El compuesto puede ser un compuesto de formula lla y R; es alquilo, insustituido o sustituido con halo-. El
compuesto puede ser un compuesto de férmula llb y R, es alquilo insustituido, o sustituido con halo-. El compuesto
puede ser un compuesto de férmula lla y Ri1 estd alquilo insustituido. Por ejemplo, R1 puede ser metilo. El
compuesto puede ser un compuesto de férmula Ilb y Rz es alquilo insustituido. Por ejemplo, Rz puede ser metilo. Por
lo menos uno de Ry y Rio puede ser un grupo protegido adecuado para la sintesis de péptidos. Se describen kits que
comprenden compuestos de férmula lla y formula Ilb u otros analogos de aminoacidos Utiles en la preparacion de los
macrociclos peptidomiméticos de la invencion junto con los reactivos de macrociclacion descritos en la presente
memoria.

Se describe un kit que comprende:

a) por lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consta de compuestos de formulas lla y llb:

\ y

\

T Ty
9 ~
\Qh R Qn Ro
R7 RS ~
\T COZR‘]‘] N COZR11
Rig R1 0
Ila 1Ib

en las que

R1 y Rz son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo, o
heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

cada Q y T es independientemente alquileno;

Rz y Rg son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilalquilo,
o heterocicloalquilo;

Ri0 y R11 son independientemente -H o cualquier grupo protector adecuado para la sintesis de péptidos;
g y h son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 5; y
b) un reactivo de macrociclacién.

Dicho kit puede comprender un compuesto de férmula lla y Ry es alquilo, insustituido o sustituido con halo-. En los
casos relacionados, R es alquilo insustituido. Por ejemplo, R; puede ser metilo. En otros casos, el kit comprende un
compuesto de férmula Ilb y Rz es alquilo insustituido, o sustituido con halo-. En los casos mencionados, R es alquilo
insustituido. Por ejemplo, R, puede ser metilo.
En algunos casos, un kit comprende al menos un compuesto de féormula lla y al menos un compuesto de férmula llb.

Un kit como el descrito también puede comprender un compuesto de férmula lla o férmula Ilb en el que al menos
uno de entre Rg ¥y Rip €s un grupo protegido adecuado para la sintesis de péptidos. En dichos kits el reactivo de
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macrociclaciéon puede ser un reactivo con Cu. En dichos kits el reactivo de macrociclacién puede ser un reactivo con
Ru.

La presente invencion también proporciona un procedimiento para sintetizar un macrociclo peptidomimético, el
procedimiento comprende las etapas de poner en contacto un precursor peptidomimético de férmula Il o férmula IV

0O
N Re
[D]v/ [Alx-[Bly-[C]; [E],,
Ri L4 2 Ra
Il N3
Fuz (Férmula 1)
O
Rz Re
[D]v/ [Alx-[Bly-[Cl; [EL,
R4 1[1 2 R»
Ns It
Ru (Férmula 1V)

con un reactivo de macrociclacion;

enlas que v, w, X, v, z, A, B, C, D, E, Ri, Rz, R7, Rg, L1 ¥ L2 son como se han definido anteriormente; Ri» es -H
cuando el reactivo de macrociclacion es un reactivo con Cu y Rz es -H o alquilo cuando el reactivo de
macrociclacién es un reactivo con Ru, y que ademas dicha etapa de puesta en contacto da como resultado un
enlace covalente formado entre las porciones alquino y azida de férmula lll o férmula IV. Por ejemplo, Ri> puede ser
metilo cuando el reactivo de macrociclacién es un reactivo con Ru.

En algunas formas de realizacion del procedimiento de la invencién, al menos uno de entre R1 y Rz es alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o
sustituido con halo-. En formas de realizacion relacionadas, R; y Rz son independientemente alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con
halo-.

Por ejemplo, al menos uno de entre R; y R, puede ser alquilo, insustituido o sustituido con halo-. En otro ejemplo,
tanto Ry como R son independientemente alquilo, insustituido o sustituido con halo-. En algunas formas de
realizacion, al menos uno de entre R; y R, es metilo. En otras formas de realizacién, R1 y Rz son metilo. El reactivo
de macrociclacion puede ser un reactivo con Cn. Alternativamente, el reactivo de macrociclacion puede ser un
reactivo con Ru.

En algunas formas de realizacion, el precursor peptidomimético se purifica antes de la etapa de contacto. En otras
formas de realizacién, el macrociclo peptidomimético se purifica después de la etapa de contacto. Aun en otras
formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético se repliega tras la etapa de contacto. El procedimiento puede
realizarse en solucion, o, alternativamente, el procedimiento puede realizarse en un soporte sélido.

También esta previsto en la presente memoria realizar el procedimiento de la invencién en presencia de una
macromolécula diana que se une al precursor peptidomimético o al macrociclo peptidomimético en condiciones que
favorecen dicha unién. En algunas formas de realizacién, el procedimiento se realiza en presencia de una
macromolécula diana que se une preferentemente al precursor peptidomimético o al macrociclo peptidomimético en
condiciones que favorecen dicha unién. El procedimiento también se puede aplicar para sintetizar una biblioteca de
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macrociclos peptidomiméticos.

El macrociclo peptidomimético resultante de un procedimiento de la invencion comprende la hélice a en solucion
acuosa. Por ejemplo, el macrociclo peptidomimético puede presentar un aumento de estructura a-helicoidal en
solucién acuosa en comparacion con el correspondiente polipéptido no macrociclico. En algunas formas de
realizacion, el macrociclo peptidomimético presenta un aumento de estabilidad térmica en comparacién con el
correspondiente polipéptido no macrociclico. En otras formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético presenta
aumento de actividad biolégica en comparacion con el correspondiente polipéptido no macrociclico. Aln en otras
formas de realizacién, el macrociclo peptidomimético presenta aumento de la resistencia a la degradacion
proteolitica en comparacién con el correspondiente polipéptido no macrociclico. Aln en otras formas de realizacion,
el macrociclo peptidomimético presenta mayor capacidad para penetrar en las células vivas en comparaciéon con un
polipéptido no macrociclico correspondiente.

En algunas formas de realizacion, la porcién alquino del precursor peptidomimético de férmula Ill o féormula IV es una
cadena lateral de un aminoacido seleccionado de entre el grupo que consiste en L-propargilglicina, D-
propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido (S)-2-amino-2-
metil-5-hexinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-5-hexinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido (R)-2-amino-
2-metil-6-heptinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (S)-2-amino-
2-metil-8-noninoico, acido (R)-2-amino-2-metil-8-noninoico y la porcion azida del precursor peptidomimético de
férmula 11l o férmula IV es una cadena lateral de un aminoacido seleccionado del grupo que consta de €-azido-L-
lisina, €-azido-D-lisina, €-azido-alfa-metil-L-lisina, €-azido-alfa-metil-D-lisina, &-azido-alfa-metil-L-ornitina y-0-azido-
alfa metil-D-ornitina.

En algunas formas de realizacion, x+y+z es 3, y A y B y C son aminoacidos independientemente naturales o
sintéticos. En otras formas de realizacion, x+y+z es 6, y Ay B y C son aminoacidos independientemente naturales o
no naturales.

En algunas formas de realizacion, el reactivo de macrociclacion es un reactivo con Cu y la etapa de puesta en
contacto se lleva a cabo en un disolvente seleccionado del grupo que consiste en disolvente prético, disolvente
acuoso, disolvente organico y mezclas de los mismos. Por ejemplo, el disolvente puede seleccionarse entre el grupo
que consiste en H,O, THF/H,0, tBuOH/H,O, DMF, DIPEA, CH3CN, CH:Cl;, CICH2CH2CIl o una mezcla de los
mismos. En otras formas de realizacion, el reactivo de macrociclacion es un reactivo con Ru y la etapa de contacto
se lleva a cabo en un disolvente organico. Por ejemplo, el disolvente puede ser DMF, THF, CH3CN, CH.Cl; o
CICH,CH,CI. El disolvente puede ser un disolvente que favorece la formacion de la hélice.

El macrociclo peptidomimético que resulta de realizar el procedimiento de la invencién presenta la formula (1):

0 g
R
N R

Al.- cy
[DL/ [Ak-BL-CE [El

R4 Rz
L

(Férmula 1)
enlaquev,w, XY,z A, B, C, D, E, Ri, Rz, Ry, Rg, y L son como se ha definido anteriormente.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "macrociclo" se refiere a una molécula que tiene una
estructura quimica que incluye un anillo o ciclo formado por al menos 9 atomos unidos por enlace covalente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "macrociclo peptidomimético” se refiere a un compuesto que
comprende un gran nimero de restos de aminoacidos unidos por un gran nimero de enlaces peptidicos y al menos
un enlazador formador de macrociclo formador de un macrociclo entre el carbono a de un resto de aminoacido
natural o de un resto de aminoéacido sintético o de un resto de analogo de aminoéacido y el carbono a de otro resto de
aminoacido natural o el resto de aminoacido sintético o el resto de andlogo de aminoéacido. Los macrociclos
peptidomiméticos incluyen opcionalmente uno o0 mas enlaces no peptidicos entre uno o mas restos de aminoacidos
ylo restos de aminoacidos analogo de aminoéacido y, opcionalmente, incluyen uno o mas restos de aminoéacidos
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sintéticos o restos de analogo de aminoacido, ademas de cualquiera que forme el macrociclo.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "estabilidad" se refiere al mantenimiento de una estructura
secundaria definida en solucién por un macrociclo peptidomimético de la invencion medido por dicroismo circular,
RMN u otra medida biofisica, o resistencia a la degradacion proteolitica in vitro o in vivo. Los ejemplos no limitativos
de estructuras secundarias comprendidas en la presente invencién son las hélices a, espiras B y hojas plisadas .

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "estabilidad helicoidal" se refiere al mantenimiento de la
estructura de la hélice a por un macrociclo peptidomimético de la invencion medido por dicroismo circular. Por
ejemplo, en algunas formas de realizacion, los macrociclos peptidomiméticos de la invencion presentan un aumento
de al menos 1,25, 1,5, 1,75 o 2 veces en la helicidad a determinado por dicroismo circular en comparacién con el
correspondiente polipéptido no macrociclico.

La terminologia "aminoacido a" o simplemente "aminoacido” se refiere a una molécula que contiene tanto un grupo
amino como un grupo carboxilo unido a un carbono que se designa carbono a. Los aminoacidos adecuados
incluyen, sin limitacion, tanto los isémeros D como L de los aminoacidos naturales, asi como de los aminoacidos
sintéticos preparados por sintesis organica u otras rutas metabolicas. A menos que el contexto indique
especificamente lo contrario, el término aminoacido, como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir
analogos de aminoacidos.

El término "aminoacido natural" se refiere a cualquiera de los veinte aminoacidos que se encuentran cominmente en
péptidos sintetizados en la naturaleza, y conocidos por las abreviaturas de una letra A, R, N, C, D, Q, E, G, H, I, L, K,
M, F,P,ST,WYyV.

La expresién "analogo de aminoacido" se refiere a una molécula que es estructuralmente similar a un aminoacido y
que puede estar sustituida por un aminoacido en la formacién de un macrociclo peptidomimético. Los analogos de
aminoacidos incluyen, sin limitacion, compuestos que son estructuralmente idénticos a un aminoécido, tal como se
definen en la presente memoria, excepto por la inclusion de uno o méas grupos metileno adicionales entre el grupo
amino y carboxilo (por ejemplo,a-amino B-carboxiacidos), o por la sustitucion del grupo amino o carboxilo por un
grupo reactivo similar (por ejemplo, sustitucion de la amina primaria por una amina secundaria o terciaria, o la
sustitucion del grupo carboxi por un éster).

Un resto de aminoacido "no esencial" es un resto que puede ser alterado a partir de la secuencia natural de un
polipéptido (por ejemplo, un dominio BH3 o el dominio de unién MDM2 p53) sin suprimir o alterar sustancialmente su
actividad bioldgica o bioquimica esencial (por ejemplo, unién al receptor o activacion del mismo). Un resto de
aminoacido "esencial" es un resto que, cuando se altera a partir de la secuencia natural del polipéptido, da como
resultado la supresion o suprime sustancialmente la actividad biolégica o bioquimica esencial del polipéptido.

Una "sustitucion conservadora de aminoacidos" es una en la que se reemplaza el resto de aminoacido por un resto
de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas
(por ejemplo, K, R, H), cadenas laterales acidas (por ejemplo, D, E), cadenas laterales polares sin carga (por
ejemplo, G, N, Q, S, T, Y, C), cadenas laterales apolares (por ejemplo, A. V, L, I, P, F, M, W), cadenas laterales beta
ramificadas (por ejemplo,T, V, I) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, Y, M, W, H). Por lo tanto, un resto
previsto de aminoacido no esencial en un polipéptido BH3, por ejemplo, se reemplaza preferentemente por otro resto
de aminoacido de la misma familia de la cadena lateral.

El término "miembro"”, como se utiliza en la presente memaoria en relaciéon con macrociclos o enlazadores formadores
de macrociclos se refiere a los atomos que forman o pueden formar el macrociclo, y excluye atomos de la cadena
lateral o del sustituyente. Por analogia, ciclodecano, 1,2-difluoro-decano y 1,3-dimetil ciclodecano se consideran
todos macrociclos de diez miembros como los sustituyentes de hidrégeno o fllioro o cadenas laterales de metilo no
participan en la formacién del macrociclo.

£

e w 't " HH H H
El simbolo cuando se utiliza como parte de una estructura molecular se refiere a un enlace sencillo 0 a un
doble enlace trans o cis.

El término "cadena lateral de aminoacido” se refiere a un resto unido al carbono a en un aminoéacido. Por ejemplo, la
cadena lateral de aminoéacido para alanina es metilo, la cadena lateral de aminoacido para fenilalanina es fenilmetilo,
la cadena lateral de aminoacido para cisteina es tiometilo, la cadena lateral de aminoacido para aspartato es
carboximetilo, la cadena lateral de aminoacido para tirosina es 4-hidroxifenilmetilo, etc. Otras cadenas laterales de
aminoacidos sintéticos también se incluyen, por ejemplo, los que se producen en la naturaleza (por ejemplo, un
metabolito aminoacido) o los que se preparan por sintesis (por ejemplo, un aminoacido a, a disustituido).

El término "polipéptido” comprendido dos o mas aminoacidos de origen natural o sintético unidos por un enlace
covalente (por ejemplo, un enlace amida). Los polipéptidos descritos en la presente memoria incluyen proteinas
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completas (por ejemplo, proteinas completamente procesadas), asi como secuencias mas cortas de aminoacidos
(por ejemplo, fragmentos de proteinas naturales o fragmentos de polipéptido sintético).

El término "reactivo de macrociclacion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier reactivo que
puede utilizarse para preparar un macrociclo peptidomimético de la invencién por mediacion de la reaccion entre una
azida y alquino. Dichos reactivos incluyen, sin limitacion, reactivos de Cu tales como reactivos que proporcionan una
especie reactiva de Cu (1), tales como CuBr, Cul o CuOTf, asi como sales de Cu (Il) tales como de Cu(CO2CHs)s,
CuSO0q, y CuCl; que pueden convertirse in situ en un reactivo activo de Cu (I) mediante la adicién de un agente
reductor tal como acido ascoérbico o ascorbato de sodio. Los reactivos de macrociclacion incluyen ademas, por
ejemplo, reactivos de Ru conocidos en la técnica tales como Cp*RuCI(PPhs),, [Cp*RuCl]4 u otros reactivos de Ru
que puede proporcionar una especie reactiva de Ru (II).

El término "halo" o "halégeno"” se refiere a fltor, cloro, bromo o yodo o un radical de los mismos.

El término "alquilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo que es una cadena lineal o una cadena ramificada, que
contiene el numero indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, C;-Cio indica que el grupo tiene de 1 a 10
(inclusive) atomos de carbono en ella en ausencia de una designacion numérica. "Alquilo” es una cadena (lineal o
ramificada) que tiene de 1 a 20 (inclusive) atomos de carbono en ella.

El término "alquileno"” se refiere a un grupo alquilo divalente (es decir. ,-R-).

El término "alquenilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo que es una cadena lineal o una cadena ramificada
gue tiene uno o mas enlaces dobles carbono-carbono. La porcién alquenilo contiene el nimero indicado de atomos
de carbono. Por ejemplo, C;1-Cjo indica que el grupo tiene de 2 a 10 (inclusive) atomos de carbono en ella. El término
"alquenilo inferior" se refiere a una cadena de alquenilo C,-Cs. En ausencia de cualquier designacion numeérica,
"alquenilo” es una cadena (lineal o ramificada) que tiene de 2 a 20 (inclusive) atomos de carbono en ella.

El término "alquinilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo que es una cadena lineal o unacadena ramificada que
tiene uno o mas enlaces triples carbono-carbono. La porcion alquinilo contiene el nimero indicado de atomos de
carbono. Por ejemplo, C,-Cyp indica que el grupo tiene de 2 a 10 (inclusive) atomos de carbono en ella. El término
"alquinilo inferior" se refiere a un cadena de alquinilo C»-Cs. En ausencia de cualquier designacion numeérica,
"alquinilo" es una cadena (lineal o ramificada) que tiene de 2 a 20 (inclusive) atomos de carbono en ella.

El término "arilo" se refiere a un sistema de anillo monociclico de 6 carbonos o aromético biciclico de 10 carbonos en
el que 0, 1, 2, 3 6 4 atomos de cada anillo estan sustituidos por un sustituyente. Ejemplos de grupos arilo incluyen
fenilo, naftilo y similares. El término "arilalquilo” o el término "aralquilo" se refiere a alquilo sustituido con un arilo. El
término "arilalcoxi" se refiere a un grupo alcoxi sustituido con arilo.

"Arilalquilo" se refiere a un grupo arilo, como se definié anteriormente, en el que uno de los &tomos de hidrégeno del
grupo arilo se ha reemplazado por un grupo alquilo C;1-Cs, como se definié anteriormente. Ejemplos representativos
de un grupo arilalquilo incluyen, pero no se limitan a, 2-metilfenilo, 3-metilfenilo, 4-metilfenilo, 2-etilfenilo, 3-etilfenilo,
4-etilfenilo, 2-propilfenilo, 3-propilfenilo, 4-propilfenilo, 2-butilfenilo, 3-butilfenilo, 4-butilfenilo, 2-pentilfenilo, 3-
pentilfenilo, 4-pentilfenilo, 2-isopropilfenilo, 3-isopropilfenilo, 4-isopropilfenilo, 2-isobutilfenilo, 3-isobutilfenilo, 4-
isobutilfenilo, 2-sec-butilfenilo, 3-sec-butilfenilo, 4-sec-butilfenilo, 2-t-butilfenilo, 3-t-butilfenilo y 4-t-butilfenilo.

"Arilamido” se refiere a un grupo arilo, como se definié anteriormente, en el que uno de los atomos de hidrégeno del
grupo arilo se ha reemplazado por uno o mas grupos -C(O)NH.. Ejemplos representativos de un grupo arilamido
incluyen 2-C(O)NHz-fenilo, 3-C(O)NHz-fenilo, 4-C(O)NH,-fenilo, 2-C(O)NH.-piridilo, 3-C(O)NH-piridilo y 4-C(O)NH,-
piridilo.

"Alquilheterociclo" se refiere a un grupo alquilo C1-Cs, como se definié anteriormente, en el que uno de los atomos
de hidrégeno del grupo alquilo C;-Cs se ha reemplazado por un heterociclo. Ejemplos representativos de un grupo
alquilheterociclo incluyen, pero no se limitan a, -CH,CHz-morfolina, -CH>CHs-piperidina, -CH>,CH>CHz-morfolina y
-CH,CH,CH>-imidazol.

"Alquilamido" se refiere a un grupo alquilo C1-Cs, como se definié anteriormente, en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo alquilo C;1-Cs se ha reemplazado por un grupo -C(O)NH>. Ejemplos representativos de un grupo
alquilamido incluyen, pero no se limitan a, -CH>-C(O)NH,, -CH>CH>C(O)NH;, -CH>CH>CH>C(O)NH,,
-CH2CH2CH,CH2C(O)NH,,  -CH2CH>CH,CH>CH,C(O)NH2,  -CH,CH(C(O)NH2)CH3,  -CH>CH(C(O)NH2)CH,CHs,
-CH(C(O)NHz)CHzCH3 Yy -C(CH3)2CH2C(O)NH3.

"Alcanol" se refiere a un grupo alquilo C;-Cs, como se definié anteriormente, en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo alquilo C;-Cs se ha sustituido por un grupo hidroxilo. Ejemplos representativos de un grupo
alcanol incluyen, pero no se limitan a, -CH,OH, -CH,CH,OH, -CH,CH,CH,OH, -CH,CH,CH,CH,OH,
- CH2CH2CH2CH2CH20H, -CH>CH(OH)CHj3, -CH2CH(OH)CH2CH3, -CH(OH)CH3 y -C(CH3),CH>0OH.
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"Alquilcarboxi" se refiere a un grupo alquilo C1-Cs, como se definié anteriormente, en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo alquilo C1-Cs se ha sustituido con un grupo -COOH. Ejemplos representativos de un grupo
alquilcarboxi incluyen pero no se limitan
a, -CH,COOH, -CH,CH,COOH, -CH,CH3CH,COOH, -CH»CH>CH>CH,COOH, -CH,CH(COOH)CHs;, -CH>CH>CH,
CH,COOH, -CH;CH(COOH)CH,CHs, -CH(COOH)CH,>CHzy -C(CH3),CH,COOH.

El término "cicloalquilo” tal como se utiliza en la presente memoria incluye grupos de hidrocarburos ciclicos
saturados y parcialmente insaturados que tiene 3 a 12 atomos de carbono, preferentemente de 3 a 8 atomos de
carbono, y mas preferentemente de 3 a 6 atomos de carbono, en el que el grupo cicloalquilo ademas esta
opcionalmente sustituido. Algunos grupos cicloalquilo incluyen, sin limitacién, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

El término "heteroarilo" se refiere a un sistema de anillo aroméatico monociclico de 5 a 8 miembros, biciclico de 8 a 12
miembros, o triciclico de 11 a 14 miembros, que tiene 1 a 3 heteroatomos si es monaociclico, 1 a 6 heteroatomos si
es biciclico, 0 1 a 9 heteroatomos si es triciclico, dichos heteroatomos se seleccionan de entre O, N o S (por
ejemplo, atomos de carbono y 1-3, 1-6, o 1-9 heteroatomos de O, N o S si es monociclico, biciclico o triciclico,
respectivamente), en el que 0, 1, 2, 3 6 4 atomos de cada anillo estan sustituidos con un sustituyente Los ejemplos
de grupos heteroarilo incluyen piridilo, furilo o furanilo, imidazolilo, bencimidazolilo, pirimidinilo, tiofenilo o tienilo,
quinolinilo, indolilo, tiazolilo y similares.

El término "heteroarilalquilo” o el término "heteroaralquilo” se refiere a un alquilo sustituido con un heteroarilo. El
término "heteroarilalcoxi" se refiere a un alcoxi sustituido con heteroarilo.

El término "heterociclilo” se refiere a un sistema de anillo monociclico no aromético de 5 a 8 miembros, biciclico de
8-12 miembros, o triciclico de 11-14 miembros, que tiene 1-3 heteroatomos si es monaociclico, 1-6 heteroatomos si
es biciclico, o 1-9 heteroatomos si es triciclico, seleccionandose dichos heteroatomos de entre O, N o S (por
ejemplo, atomos de carbono y 1-3, 1-6 6 1-9 heteroatomos de O, N o S si es monociclico, biciclico o triciclico,
respectivamente), en el que 0, 1, 2 6 3 atomos de cada anillo estan sustituidos por un sustituyente. Los ejemplos de
grupos heterociclilo incluyen piperazinilo, pirrolidinilo, dioxanilo, morfolinilo, tetrahidrofuranilo y similares.

El término "sustituyentes" se refiere a un grupo "sustituido" en un grupo alquilo, cicloalquilo, arilo, heterociclilo,
heteroarilo en cualquier atomo de ese grupo. Los sustituyentes adecuados incluyen, sin limitacion, grupos halo,
hidroxi, mercapto, oxo, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, alquilarilo, alcoxi, tioalcoxi, ariloxi, amino,
alcoxicarbonilo, amido, carboxilo, alcanosulfonilo, alquilcarbonil y ciano.

En algunas formas de realizacion, los compuestos de la presente invencion contienen uno o mas centros asimétricos
y por lo tanto se presentan como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros individuales, diastere6meros
individuales y mezclas diastereoméricas. Todas estas formas isdmeras de estos compuestos estan incluidas en la
presente invencién a menos que expresamente se estipule de otra manera. En algunas formas de realizacion, los
compuestos de la presente invencién también estan representados en multiples formas tautoméricas, en tales casos,
la invencién incluye todas las formas tautoméricas de los compuestos descritos en la presente memoria (por
ejemplo, si la de la alquilaciéon de un sistema de anillo da como resultado la alquilacion en mudltiples puntos, la
invencion incluye todos los productos de reaccion de este tipo). Todas estas formas isoméricas de dichos
compuestos estan incluidas en la presente invenciéon a menos que expresamente se estipule de otra manera. Todas
las formas cristalinas de los compuestos descritos en la presente memoria se incluyen en la presente invencion a
menos que expresamente se estipule de otra manera.

Como se utiliza en la presente memoria, los términos "aumento" y "disminucién" significan, respectivamente,
producir un aumento o disminucion estadisticamente significativo (es decir, p < 0,1) de por lo menos 5%.

Como se utiliza en la presente memoria, la lectura de un intervalo numérico para una variable pretende transmitir
gue la invencion puede ponerse en practica con la variable igual a cualquiera de los valores dentro de ese rango.
Asi, para una variable que es intrinsecamente discreta, la variable es igual a cualquier valor entero dentro del
intervalo numérico, incluyendo los puntos finales del intervalo. De igual manera, para una variable que es
intrinsecamente continua, la variable es igual a cualquier valor real dentro del intervalo numérico, incluyendo los
puntos finales del intervalo. A titulo de ejemplo no limitativo, una variable que se describe con valores entre 0 y 2
adopta los valores 0, 1 6 2 si la variable es intrinsecamente discreta, y adopta los valores 0,0, 0,1, 0,01, 0,001, o
cualesquier otros valores reales =2 0 y < 2 si la variable es intrinsecamente continua.

Como se utiliza en la presente memoria, a menos que especificamente se indique lo contrario, la palabra "0" se
utiliza en sentido inclusivo de "y/0" y no en sentido exclusivo de "o/o0".

Los detalles de una o méas formas de realizacion especificas de la invenciéon se exponen en los dibujos adjuntos y la
descripcion a continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencién se pondran de manifiesto a partir
de la descripcidn y los dibujos, y de las reivindicaciones.
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Macrociclos peptidomiméticos de la invencion

La presente invencion proporciona un macrociclo peptidomimético de férmula (1):
Q
R Re
N

Al.- cy
[DL/ [Ak-BL-CE El

(Férmula 1)
en la que:
cada A, B, C, Dy E es independientemente un aminoacido natural o no natural;

R1 y Rz son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

L es un enlazador formador de macrociclo que abarca 1 o 2 piras de la hélice a y p la formula
y“\L L Va
1 2
BN
(%
en la que L1, es un grupo alquileno de cadena lineal de 1 a 20 atomos de carbono y L, es un grupo alquileno de
cadena lineal de 1 a 20 4tomos de carbono;

Rz es -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo,
cicloarilo, o heterocicloarilo, o parte de una estructura ciclica con un resto de D;

Rs es -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo,
cicloarilo, o heterocicloarilo, o parte de una estructura ciclica con un resto de E;

v es un numero entero de 1-1000;

w es un numero entero de 1-1000;

X €s un nimero entero de 0-10;

y es un nimero entero de 0-10; y

z es un nuamero entero de 0-10.
En algunas formas de realizacion de la invencion, x+y+z es al menos 3. En otras formas de realizacion de la
invencion, x+y+zes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10. Cada aparicion de A, B, C, D o E en un macrociclo o precursor de
macrociclo de la invencion se selecciona independientemente. Por ejemplo, una secuencia representada por la
férmula [A]x, cuando x es 3, abarca formas de realizacion en las que los aminoacidos no son idénticos, por ejemplo,
GIn-Asp-Ala, asi como formas de realizacion en las que los aminoacidos son idénticos, por ejemplo, GIn-GIn-Gin.

Esto se aplica para cualquier valor de x, y, z, en los intervalos indicados.

En algunas formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético de la invencién comprende una estructura
secundaria que es una hélice ay Rg es -H, lo que permite el enlace de hidrogeno entre la hélice.

En otras formas de realizacion, la longitud del enlazador L formador de macrociclo como se ha medido desde una
primera Ca a una segunda Ca se selecciona para estabilizar una estructura secundaria de péptido deseada, tal
como una hélice a formada por restos del macrociclo peptidomimético incluyendo, pero sin limitarse necesariamente
a, aquellos entre la primera Ca a una segunda Ca.
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El macrociclo peptidomimético comprende al menos una hélice a. Por ejemplo, A, B y/o C en el compuesto de
férmula | incluyen una o mas hélices a. Como una cuestion general, las hélices a incluyen entre 3 y 4 restos de
aminoacidos por espira. En algunas formas de realizacion, la hélice a del macrociclo peptidomimético incluye de 1 a
5 espiras y, por tanto, de 3 a 20 restos de aminoacidos. En formas de realizacion especificas, la hélice a incluye 1
espira, 2 espiras, 3 espiras, 4 espiras 0 5 espiras. En algunas formas de realizacion, el enlazador formador de
macrociclo estabiliza un motivo de hélice a incluido dentro del macrociclo peptidomimético. Asi, en algunas formas
de realizacion, la longitud del enlazador L formador de macrociclo de una primera Ca a una segunda Ca se
selecciona para aumentar la estabilidad de una hélice a. El enlazador formador de macrociclo abarca de 1 espira a 2
espiras de la hélice a. En algunas formas de realizacion, la longitud del enlazador formador de macrociclo es de 5 A
a 9 A por cada espira de la hélice a, 0 6 A a 8 A por cada espira de la hélice a. Cuando el enlazador formador de
macrociclo abarca 1 espira de una hélice a, la longitud es igual a 5 enlaces carbono-carbono a 13 enlaces carbono-
carbono, 7 enlaces carbono-carbono a 11 enlaces carbono-carbono, o 9 enlaces carbono-carbono.

Cuando el enlazador formador de macrociclo abarca 2 espiras de una hélice a, la longitud es igual a 8 enlaces
carbono-carbono a 16 enlaces carbono-carbono, 10 enlaces carbono-carbono a 14 enlaces carbono-carbono, o 12
enlaces carbono-carbono. Cuando el enlazador formador de macrociclo abarca 1 espira de una hélice a, el enlace
contiene 4 atomos a 12 atomos, 6 atomos a 10 atomos, u 8 atomos. Cuando el enlazador formador de macrociclo
abarca 2 espiras de la hélice a, el enlace contiene 7 atomos a 15 atomos, 9 atomos a 13 atomos, u 11 atomos.
Cuando el enlazador formador de macrociclo abarca 1 espira de la hélice a, el macrociclo resultante forma un anillo
que contiene de 17 miembros a 25 miembros, 19 miembros a 23 miembros o 21 miembros. Cuando el enlazador
formador de macrociclo abarca 2 espiras de la hélice a, el macrociclo resultante forma un anillo que contiene 29
miembros a 37 miembros, 31 miembros a 35 miembros o 33 miembros.

Las formas de realizacién ejemplificativas del enlazador L formador de macrociclo se muestran a continuacion:
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En otras formas de realizacion, D y/o E se modifican mas a fin de facilitar la absorcion celular. En algunas formas de
realizacién, la lipidacion o PEGilacion de un macrociclo peptidomimético facilita la absorcién celular, aumenta la
biodisponibilidad, aumenta la circulacion sanguinea, altera la farmacocinética, disminuye la inmunogenicidad y/o
disminuye la frecuencia necesaria de administracion.

En una forma de realizacion, un macrociclo peptidomimético presenta propiedades biolégicas mejoradas tales como
mayor estabilidad estructural, mayor afinidad por una diana, mayor resistencia a la degradacion proteolitica y/o
mayor penetrabilidad celular cuando se compara con un polipéptido no macrociclico correspondiente. En otra forma
de realizacién, un macrociclo peptidomimético comprende una o mas hélices a en soluciones acuosas y/o presenta
un mayor grado de helicidad a en comparacién con el correspondiente polipéptido no macrociclico. En algunas
formas de realizacién, un enlazador formador de macrociclo aumenta la permeabilidad celular del macrociclo
peptidomimético. Sin desear estar ligado por la teoria, se supone que el enlazador formador de macrociclo puede
aumentar la hidrofobia global del macrociclo peptidomimético con respecto a un polipéptido no macrociclico
correspondiente.

Cualquier proteina o polipéptido con una conocida secuencia primaria de aminoacidos que contiene una estructura
secundaria que se cree que comunica actividad biolégica es el objeto de la presente invencién. Por ejemplo, la
secuencia del polipéptido puede analizarse y analogos de aminoacidos de la invenciéon que contienen azida y que
contienen alquino pueden estar sustituidos en las posiciones apropiadas. Las posiciones apropiadas se determinan
averiguando qué superficie(s) molecular(es) de la estructura secundaria se necesita(n) para la actividad biolégica vy,
por lo tanto, a través de qué otra(s) superficie(s) los enlazadores de la invencion que forman macrociclos pueden
formar un macrociclo sin bloquear estéricamente la(s) superficie(s) requerida(s) para la actividad biolégica. Dichas
determinaciones se realizan utilizando procedimientos tales como la cristalografia de rayos X de complejos entre la
estructura secundaria y una pareja de union natural para visualizar la actividad en los restos (y superficies) criticos;
por mutagenia sucesiva de restos en la estructura secundaria para identificar funcionalmente la actividad en restos
(y superficies) criticos, o por otros procedimientos. Mediante dichas determinaciones, los aminoacidos apropiados se
sustituyen por los analogos de aminoacidos y los enlazadores de la invencién que forman macrociclos. Por ejemplo,
para una estructura secundaria a-helicoidal, una superficie de la hélice (por ejemplo, una superficie molecular se
extiende longitudinalmente a lo largo del eje de la hélice y de radialmente 45 a 135 alrededor del eje de la hélice)
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puede que se necesite que haga contacto con otra biomolécula in vivo o in vitro para la actividad biol6gica. En tal
caso, se disefia un enlazador formador de macrociclo para unir dos carbonos a de la hélice, mientras que se
extiende longitudinalmente a lo largo de la superficie de la hélice en la parte de esta superficie no necesaria
directamente para la actividad.

En algunas formas de realizacién de la invencion, la secuencia peptidica procede de la familia BCL-2 de proteinas.
La familia BCL-2 se define por la presencia de hasta cuatro dominios de homologia (BH) BCL-2 conservados
denominados BH1, BH2, BH3 y BH4, todos los cuales incluyen segmentos helicoidales a (Chittenden et
al.(1995). EMBO14:5589; Wang et al.(1996), Genes Dev. 10:2859). Las proteinas antiapoptosicas, tales como BCL-
2 y BCL-X, presentan la conservacion de la secuencia en todos los dominios BH. Las proteinas proapoptosicas se
dividen en miembros de la familia "multidominio" (por ejemplo, BAK, BAX), que poseen una homologia en los
dominios BH1, BH2 y BH3, y miembros de la familia "dominio BH3 sdlo" (por ejemplo, BID, BAD, BIM, BIK, NOXA,
PUMA), que contiene una homologia de secuencia exclusivamente en los miembros de la familia BCL-2 del
segmento BH3 a-helicoidal anfipatico tienen capacidad para formar homodimeros y heterodimeros, lo que sugiere
que la unidon competitiva y la relacion entre los niveles de proteina pro-y antiapoptésica prescribe sensibilidad a los
estimulos de muerte. Las proteinas antiapoptésicas funcionan para proteger las células del exceso
proapoptésico, es decir, muerte celular programada excesiva. Las medidas de "seguridad" adicionales incluyen la
regulacion de la transcripcion de proteinas proapoptésicas y su mantenimiento como conformadores inactivos, lo
que requiere la activacion proteolitica, desfosforilaciéon, o cambio de configuracién inducido por ligandos para activar
las funciones promuerte. En determinados tipos de células, las sefiales de muerte recibidas en la membrana
plasmatica desencadenan la apoptosis a través de una ruta mitocondrial. Las mitocondrias pueden servir como un
guardian de la muerte celular al secuestrar el citocromo c, un componente critico de un complejo citosélico que
activa la caspasa 9, lo que conduce a episodios proteoliticos mortales corriente abajo. Las proteinas multidominio
como BCL-2/BCL-X. y BAK/BAX desempefian funciones de duelo de guardian y verdugo en la membrana
mitocondrial, con sus actividades mas reguladas por los miembros BH3 sélo corriente arriba de la familia BCL-2. Por
ejemplo, BID es un miembro de la familia de dominio BH3 sélo de proteinas proapoptdsicas, y transmite sefiales de
muerte recibidas en la membrana plasmatica para las proteinas proapoptésicas efectoras en la membrana
mitocondrial. BID tiene capacidad para interactuar con las proteinas pro-y antiapoptésicas, y tras la activacion de la
caspasa 8, desencadena la liberacién de citocromo c y la apoptosis mitocondrial. Estudios de eliminacion y
mutagenia determinaron que el segmento BH3 a-helicoidal anfipatico de los miembros de la familia proapoptésica
puede funcionar como un dominio de muerte y por lo tanto pueden representar un motivo estructural critico para la
interaccion con las proteinas apoptdsicas multidominio. Estudios estructurales han demostrado que la hélice BH3
puede interactuar con proteinas antiapoptésicas mediante la insercién en una ranura hidr6foba formada por la
interfaz de los dominios BH1, 2 y 3. El BID activado puede estar unido y secuestrado por proteinas
antiapoptdsicas (por ejemplo, BCL-2 y BCL-X,) y puede desencadenar la activacion de las proteinas proapoptosicas
BAX y BAK, que conducen a la liberacion del citocromo ¢ y un programa de apoptosis mitocondrial. BAD es también
un dominio BH3 so6lo miembro de la familia proapoptésica cuya expresion desencadena la activacion de BAX/BAK.
Al contrario que BID, sin embargo, BAD muestra unién preferencial a los miembros de la familia antiapoptésica,
BCL-2 y BCL-X,. Mientras que el dominio BH3 de BAD presenta una alta afinidad de unién a BCL-2, el péptido BAD
BH3 es incapaz de activar la liberacion del citocromo c¢ de la mitocondria in vitro,lo que sugiere que BAD no es un
activador directo de BAX/BAK. Las mitocondrias que sobre-expresan BCL-2 son resistentes a la liberacion del
citocromo c¢ inducida por BID, pero el tratamiento conjunto con BAD puede restaurar la sensibilidad al BID. La
induccién de la apoptosis mitocondrial por BAD parece resultar de: (1) desplazamiento de activadores BAX/BAK,
tales como BID y proteinas similares a BID, de la bolsa de la unién BCL-2/BCL-XL, o (2) ocupacion selectiva de la
bolsa de unién BCL-2/BCL-XL por BAD para evitar el secuestro de proteinas similares a BID por proteinas
antiapoptdsicas. Por lo tanto, dos clases de proteinas solamente con dominio BH3 han surgido, proteinas similares a
BID que activan directamente la apoptosis mitocondrial, y las proteinas similares a BAD, que tienen capacidad de
sensibilizar mitocondrias para proapoptosicos ocupando las bolsas proteinas antiapoptosicas de multidominios. Se
han descrito varios dominios a-helicoidales de proteinas miembros de la familia BCL-2 dispuestas para la
metodologia descrita en este documento (Walensky et al. (2004), Science 305:1466; y Walensky et al., Publicacion
de patente US n° 2005/0250680).

En otras formas de realizacion, la secuencia peptidica procede de la proteina p53 supresora tumoral que se une a la
proteina MDM2 del oncogén. El punto de unién de MDM2 se localiza dentro de una region del supresor tumoral p53
que forma una hélice a. En patente de EE.UU. n® 7.083.983, Lane et al. dan a conocer que la regiéon de P53
responsable de la unibn a MDM2 esta representada aproximadamente por los aminoacidos 13 a 31
(PLSQETFSDLWKLLPENNYV) de la proteina p53 humana madura. Otras secuencias modificadas dadas a conocer
por Lane también se contemplan en la presente invencion. Ademas, la interaccion de p53 y MDM2 ha sido expuesta
por Shair et al. (1997), Chem. & Biol. .4:791, y las mutaciones en el gen p53 se han identificado en casi la mitad de
todos los casos de cancer publicados. A medida que se imponen tensiones en una célula, se cree que p53 dispone
una respuesta que conduce a la interrupcion del ciclo celular y la reparacién del ADN, o a la muerte celular
programada. Asi como las mutaciones en el gen p53 que alteran la funcion de la proteina p53 directamente, p53
puede alterarse por cambios en MDM2. Se ha demostrado que la proteina MDM2 se une a p53 e interrumpe la
activacion de la transcripcién mediante la asociacién con el dominio de transactivacion de p53. Por ejemplo, un
péptido de 11 aminoéacidos procedente del dominio de transactivacion de p53 forma una hélice a anfipatica de 2,5
espiras que se inserta en la hendidura de MDM2. Asi, en algunas formas de realizacion, las nuevas estructuras de la
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hélice a generadas por el procedimiento de la presente invencion se modifican genéticamente para generar
estructuras que se unen fuertemente al receptor de hélice e interrumpen las interacciones naturales proteina-
proteina. Estas estructuras se detectan a continuacion utilizando técnicas de alto rendimiento para identificar
péptidos optimos de moléculas pequefias. Las nuevas estructuras que interrumpen la interaccion con MDM2 son
Utiles para muchas aplicaciones, incluyendo, pero sin limitarse al, control de sarcomas de tejidos blandos (que
sobreexpresa MDM2 en la presencia de p53 natural). Estos canceres entonces, en algunas formas de realizacion, se
mantienen en observacién con moléculas pequefias que interceptan MDM2, evitando de este modo la supresion de
p53. Ademas, en algunas formas de realizacion, las moléculas pequefias perturbadoras de las interacciones p53-
MDM2 se utilizan como terapia adyuvante para ayudar a controlar y modular la amplitud de la respuesta a la
apoptosis dependiente de p53 en quimioterapia convencional.

Un ejemplo de listado no limitativo de secuencias peptidicas adecuadas para su utilizacién en la presente invencion
es proporcionado a continuacion:

TABLA 1
Denominacion Secuencia (negrita = restos criticos) Secuencia reticulada ( X= resto reticulado)
Péptidos BH3
BID-BH3 QEDIIRNLARHLAQVGDSMDRSIPP QEDIIRNIARHLAXVGDXMDRSIPP
BIM-BH3 DNRPEIWIAQELRRIGDEFNAYYAR DNRPEIWIAQELRXMSDXFNAYYAR
BAD-BH3 NLWAAQRYGRELRRMSDEFDSFKK NLWAAQRYGRELRXMSDXFVDSFKK
PUMA-BH3 EEQWAREIGAQLRRMADDLNAQYER EEQWAREIGAQLRXMADXLNAQYER
Hrk-BH3 RSSAAQLTAARLKALGDELHQRTM RSSAAQLTAARLKXLGDXLHQRTM
NOXAA BH3- AELPPEFAAQLRKIGDKVYCTW AELPPEFAAQLRXIGDXVYCTW
NOXAB BH3- VPADLKDECAQLRRIGDKVNLRQKL VPADLKDECAQLRXIGDXVNLRQKL
BMF-BH3 QHRAEVQIARKLQCIADQFHRLHT QHRAEVQIARKLQXIADXFHRLHT
BLK-BH3 SSAAQLTAARLKALGDELHQRT SSAAQLTAARLKXLGDXLHQRT
BIK-BH3 CMEGSDALALRLACIGDEMDVSLRA CMEGSDALALRLAXIGDXMDVSLRA
Bnip3 DIERRKEVESILKKNSDWTWDWSS DIERRKEVESILKXNSDXIWDWSS
BOK-BH3 GRLAEVCAVLLRLGDELEMIRP GRLAEVCAVLLXLGDXLEMIRP
BAX-BH3 PQDASTKKSECLKRIGDELDSNMEL PQDASTKKSECLKXIGDXLDSNMEL
BAK-BH3 PSSTMGQVGRQLIIGDDINRR PSSTMGQVGRQLAXIGDXINRR
BCL2L1 BH3- KQALREAGDEFELR KQALRXAGDXFELR
BCL2-BH3 LSPPVVHLALALRQAGDDFSRR LSPPVVHLALALRXAGDXFSRR
BCL-XL-BH3 EVIPMAAVKQALREAGDEFELRY EVIPMAAVKQALRXAGDXFELRY
BCL-W-BH3 PADPLHQAMRAAGDEFETRF PADPLHQAMRXAGDXFETRF
MCL1 BH3- ATSRKLETLRRVGDGVQRNHETA ATSRKLETLRXVGDXVQRNHETA
MTD-BH3 LAEVCTVLLRLGDELEQIR LAEVCTVLLXLGDXLEQIR
MAP-1-BH3 MTVGELSRALGHENGSLDP MTVGELSRALGXENGXLDP
NIX-BH3 VVEGEKEVEALKKSADWVSDWS VVEGEKEVEALKXSADXVSDWS
4|CD(ERBB4)-BH3 SMARDPQRYLVIQGDDRMKL SMARDPQRYLVXQGDXRmMKL
La Tabla 1 presenta secuencias humanas que se dirigen al punto de uniéon de BH3 y estan implicadas en canceres,
trastornos autoinmunitarios, enfermedades metabdlicas y otras enfermedades humanas.

14



ES 2398310 T3

TABLA 2

Denominacién

Secuencia (negrita = restos criticos)

Secuen cia reticulada ( X= resto reticulado)

Péptidos BH3

BID-BH3 QEDIIRNIARHLAQVGDSMDRSIPP QEDIIRNIXBSRXQVGDSMDRSIPP
BIM-BH3 DNRPEIWIAQELRRIGDEFNAYYAR DNRPEIWIXQELXRIGDEFNAYYAR
BAD-BH3 NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKK NLWAAQRYXRELXRMSDEFVDSFKK
PUMA-BH3 EEQWAREIGAQLRRMADDLNAQYER. EEQWAREIXAQLXRMADDLNAQYER
HRK-BH3 RSSAAQLTAARLKALGDELHQRTM RSSAAQLTXARLXALGDELHQRTM
NOXAA-BH3 AELPPEFAAQLRKIGDKVYCTW AELPPEFXAQLXKIGDKVYCTW
NOXAB-BH3 VPADLKDECAQLRRIGDKVNLRQKL VPADLKDEXAQLXRIGDKVNULRQKL
BMF-BH3 QHRAEVQIARKLQCIADQFHRLHT QHRAEVQIXRKLXCIADQFHRLHT
BLK-BH3 SSAAQLTAARLKALGDELHQRT SSAAQLTXARLXALGDELHQRT
BIK-BH3 CMEGSDALALRLACIGDEMDVSLRA CMEGSDALXLRLXCIGDEMDVSLRA
Bnip3 DIERRKEVESILKKNSDWIWDWSS DIERRKEVXSILXKNSDWIWDWSS
BOK-BH3 GRLAEVCAVLLRLGDELEMIRP GRLAEVXAVLXRLGDELEMIRP
BAX-BH3 PQDASTKKSECLKRIGDELDSNMEL PQDASTKKXECLXRIGDELDSNMEL
BAK-BH3 PSSTMGQVGRQLAIIGDDINRR PSSTMGQVXRQLXIIGDDINRR
BCL2L1-BH3 KQALREAGDEFELR XQALXEAGDEFELR
BCL2-BH3 LSPPVVHLALALRQAGDDFSRR LSPPVVHLXLALXQAGDDFSRR
BCL-XL-BH3 EVIPMAAVKQALREAGDEFELRY EVIPMAAVXQALXEAGDEFELRY
BCL-W-BH3 PADPLHQAMRAAGDEFETRF PADPLXQAMXAAGDEFETRF
MCL1 BH3- ATSRKLETLRRVGDGVQRNHETA ATSRKXETLXRVGDGVQRNHETA
MTD-BH3 LAEVCTVLLRLGDELEQIR LAEVXTVLXRLGDELEQIR
MAP-1-BH3 MTVGELSRALGHENGSLDP MTVGELXRALXHENGSLDP
NIX-BH3 VVEGEKEVEALKKSADWVSDWS VVEGEKEXEALXKSADWVSDWS
4ICD(ERBB4)-BH3 SMARDPQRYLVIQGDDRMKL SMARDPXRYLXIQGDDRMKL

La Tabla 2 presenta secuencias humanas que se dirigen al punto de unién de BH3 y estan implicadas en canceres,

trastornos autoinmunitarios, enfermedades metabdlicas y otras enfermedades humanas.
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TABLA 3

Denominacién

Secuencia (negrita = restos criticos)

Secuencia reticulada ( X= resto reticulado)

Péptidos P53

Péptido hp53 muy corto  LSQETFSDLWKLLPEN XSQEXFSDLWKLLPEN
Péptido hp53 corto  PPLSQETFSDLWKLLPENN PPXSQEXFSDLWKLLPENN
péptido hp53-P27S corto  PPLSQETFSDLWKLLSENN PPXSQEXFSDLWKLLSENN

Péptido hp53 largo

DPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLP

DPSVEPPXSQEXFSDLWKLLPENNVLSPLP

Péptido hp53-P27S largo

DPSVEPPLSQETFSDLWKLLSENNVLSPLP

DPSVEPPXSQEXFSDLWKLLSENNVLSPLP

Péptido hp53 muy corto  LSQETFSDLWKLLPEN LSQETFSDLWXLLPXN
Péptido hp53 corto  PPLSQETFSDLWKLLPENN PPLSQETFSDLWXLLPXNN
Péptido hp53-P27S corto PPLSQETFSDLWKLLSENN PPLSQETFSDLWXLLSXNN

Péptido hp53 largo

DPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLP

DPSVEPPLSQETFSDLWXLLPXNNVLSPLP

Péptido hp53-P27S largo

DPSVEPPLSQETFSDLWKLLSENNVLSPLP

DPSVEPPLSQETFSDLWXLLSXNNVLSPLP

La Tabla 3 presenta secuencias humanas que tienen como objetivo el sitio de unién de p53 de MDM2/X y estan

implicados en canceres.

TABLA 4
Denominacion Secuencia (negr ita = restos criticos) Secuencia reticulada ( X=resto
Ligandos del péptido GPCR
Angiotensina Il DRVYIHPF DRXYXHPF
Bombesina EQRLGNQWAVGHLM EQRLGNXWAVGHX
Bradiquinina RPPGFSPFR RPPXFSPFRX
Cbha ISHKDMQLGR ISHKDMXLGRX
C3a ARASHLGLAR ARASHLXLARX
hormona estimulante de melanocitos a SYSMEHFRWGKPV SYSMXBFRWXKPV

La Tabla 4 presenta secuencias que tienen como objetivo humano receptores acoplados a la proteina G y estan
implicadas en numerosas enfermedades humanas (Tyndall et al. (2005), Chan. Rev. 105:793-826).

Procedimientos de preparacion de los macrociclos pep

tidomiméticos de la invencién

En la presente memoria se describen procedimientos de sintesis de los macrociclos peptidomiméticos de la
invencion. En las formas de realizacion, la sintesis de estos macrociclos peptidomiméticos implica un proceso en
multiples pasos que presenta la sintesis de un precursor peptidomimético que contiene una porcién de azida y una
porcion de alquino; seguido de la puesta en contacto del precursor peptidomimético con un reactivo de
macrociclacién para generar un macrociclo peptidomimético unido a triazol. Los macrociclos o los precursores de
macrociclos se sintetizan, por ejemplo, por procedimientos en fase de solucién o en fase sélida, y puede contener
tanto los aminoacidos naturales como de origen sintético. Véase, por ejemplo, Hunt, "The Non-Protein Amino Acids"
in Chemistry and Biochemistry of the Amino Acids editado por G.C. Barrett, Chapman and Hall, 1985.

En algunas formas de realizacién, una azida esta unida al carbono a de un resto y un alquino esta unido al carbono
a de otro resto. En algunas formas de realizacion, las porciones azida son analogos azido de los aminoacidos L-
lisina, D-lisina, alfa-metil-L-lisina, alfa-metil-D-lisina, L-ornitina, D-ornitina, alfa-metil-L-ornitina o alfa-metil-D-ornitina.
En otra forma de realizacion, la porcion alquino es L-propargilglicina. Aun en otras formas de realizacién, la porcion
alquino es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en L-propargilglicina, D-propargilglicina, acido (S)-2-
amino-2-metil-4-pentinoico, acido (R)-2-amino- 2-metil-4-pentinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-5-hexinoico, acido
(R)-2-amino-2-metil-5-hexinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-6-heptinoico,
acido (S)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-8-noninoico y
acido (R)-2-amino-2-metil-8-noninoico.

16




10

15

20

25

30

35

40

ES 2398310 T3

En algunas formas de realizacion, la invencién proporciona un procedimiento para sintetizar un macrociclo
peptidomimético, el procedimiento comprende las etapas de poner en contacto un precursor peptidomimético de
férmula Ill o férmula IV:

O
Rz Re
[D]v/ [Al«-[Bly-[Cl; El,
Ri L4 '-[2 Ra
I N3
Ri2 (Férmula 1)
@)
Rz Re
oL [Al{Bly[Cl: El
Ry 1[1 2 R
Ns f
Re (Férmula 1V)

con un reactivo de macrociclacion;

enlasquev,w, Xy, z A B, C, D, E, Ri, Ry, R7, Rg, L1 Y L, son como se ha definido anteriormente; R1» es -H cuando
el reactivo macrociclacién es un reactivo de Cu y Ri2 es -H o alquilo cuando el reactivo de macrociclacion es un
reactivo de Ru, y ademas en el que dicha etapa de puesta en contacto da como resultado un enlace covalente
formado entre el alquino y la porcién azida en la férmula Il o férmula IV. Por ejemplo, Ri2 puede ser metilo cuando el
reactivo de macrociclacion es un reactivo de Ru.

En algunas formas de realizacion del procedimiento de la invencién, por lo menos uno de entre R; y Rz es alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o
sustituido con halo-. En formas de realizacion relacionadas, R; y Rz son independientemente alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo, o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con
halo-.

Por ejemplo, por lo menos uno de entre R1 y R, puede ser alquilo, insustituido o sustituido con halo-. En otro
ejemplo, tanto R; como Rz son independientemente alquilo, no sustituido o sustituido con halo-. En algunas formas
de realizacion, al menos uno de entre R; y R, es metilo. En otras formas de realizacién, R; y R2 son metilo. El
reactivo de macrociclacion puede ser un reactivo de Cu o un reactivo de Ru.

En algunas formas de realizacion, el precursor peptidomimético se purifica antes de la etapa de contacto. En otras
formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético se purifica después de la etapa de contacto. Aun en otras
formas de realizacién, el macrociclo peptidomimético se repliega después de la etapa de contacto. El procedimiento
puede realizarse en solucion, o, alternativamente, el procedimiento puede realizarse en un soporte sélido.

En la presente memoria también se concibe realizar el procedimiento de la invencidon en presencia de una
macromolécula diana que se une al precursor peptidomimético o al macrociclo peptidomimético en condiciones que
favorecen dicha unién. En algunas formas de realizacién, el procedimiento se realiza en presencia de una
macromolécula diana que se une preferentemente al precursor peptidomimético o al macrociclo peptidomimético en
condiciones que favorecen dicha union. El procedimiento también se puede aplicar para sintetizar una biblioteca de
macrociclos peptidomiméticos.

El macrociclo peptidomimético resultante de un procedimiento de la invencion puede comprender una hélice a en
disolucion acuosa. Por ejemplo, el macrociclo peptidomimético puede presentar un aumento de estructura a-
helicoidal en solucién acuosa en comparacion con el correspondiente polipéptido no macrociclico. En algunas
formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético presenta un aumento de la estabilidad térmica en comparacion
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con el correspondiente polipéptido no macrociclico. En otras formas de realizacién, el macrociclo peptidomimético
presenta un aumento de la actividad biolégica en comparacién con el correspondiente polipéptido no macrociclico.
Auln en otras formas de realizacion, el macrociclo peptidomimético presenta un aumento de la resistencia a la
degradacion proteolitica en comparacion con el correspondiente polipéptido no macrociclico. Aun en otras formas de
realizacion, el macrociclo peptidomimético presenta un aumento de capacidad para penetrar en las células vivas en
comparacién con el correspondiente polipéptido no macrociclico.

En algunas formas de realizacion, la porcion alquino del precursor peptidomimético de formula Ill o formula IV es una
cadena lateral de un aminoacido seleccionado de entre el grupo que consiste en L-propargilglicina, D-
propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-mtetil-4-pentinoico, acido (R)-2-amino- 2-metil-4-pentinoico, acido (S)-2-amino-
2-metil-5-hexinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-5-hexinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido (R)-2-
amino-2-metil-6-heptinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (S)-2-
amino-2-metil-8-noninoico y acido (R)-2-amino-2-metil-8-noninoico. En otras formas de realizacion, la porcion azida
del precursor peptidomimético de formula IIl o férmula IV es una cadena lateral de un aminoacido seleccionado de
entre el grupo que consiste en g-azido-L-lisina, e-azido-D-lisina, €-azido- a-metil-L-lisina, e-azido-a-metil-D-lisina, &-
azido-a-metil-L-ornitina y &-azido-a-metil-D-ornitina.

En algunas formas de realizacion, x+y+x es 3 y A, B y C son, independientemente, aminoacidos naturales o
sintéticos. En otras formas de realizacion, x+y+z es 6, y A, B, y C son aminoacidos independientemente naturales o
sintéticos.

En algunas formas de realizacién, la etapa de contacto se lleva a cabo en un disolvente seleccionado de entre el
grupo que consta de disolvente prético, disolvente acuoso, disolvente organico y mezclas de los mismos. Por
ejemplo, el disolvente puede seleccionarse de entre el grupo que consta de H,O, THF, THF/H,0, tBuOH/H,O, DMF,
DIPEA, CH3CN o CH.Cl,, CICH,CH.CI o una mezcla de los mismos. El disolvente puede ser un disolvente que
favorece la formacion de la hélice.

El macrociclo peptidomimético procedente de realizar el procedimiento de la invencion presenta la férmula (1):
o Q
Ry Re
N

—N
Alk- (o]
o [AL-B-{CK EL

Ry R
U

(Férmula 1)
enlaquev,w, XY,z A, B, C,D, E, Ri, Rz, R7, Rgy L son como se ha definido anteriormente.

Grupos alternativos pero protectores equivalentes, grupos salientes o reactivos estan sustituidos y algunas de las
etapas de sintesis se realizan en secuencias u 6rdenes alternativos para producir los compuestos deseados. Las
transformaciones quimicas de sintesis y metodologias de grupos protectores (proteccion y desproteccion) (tiles en
la sintesis de los compuestos descritos en la presente memoria incluyen, por ejemplo, las descritas en Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); Greene y Wuts. Protective Groups in Organic
Synthesis, 22 Ed., John Wiley and Sons (1991); Fieser y Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis,
John Wiley and Sons (1994); y Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons
(1995), y ediciones posteriores de los mismos.

Los macrociclos peptidomiméticos de la invencion se fabrican, por ejemplo, por procedimientos de sintesis quimica,
tal como se describe en Fields et al., Capitulo 3 en Synthetic Peptides:. A User's Guide, ed. Grant, W.H. Freeman &
Co., New York, N.Y., 1992, pag. 77. Por lo tanto, por ejemplo, los péptidos se sintetizan utilizando técnicas
automaticas de Merrifield de sintesis en fase sélida con la amina protegida ya sea por la quimica de tBoc o de Fmoc
utilizando aminoéacidos protegidos en la cadena lateral, por ejemplo, en un sintetizador automatico de péptidos (por
ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA), modelo 430A, 431, o0 433).

Una manera de producir los precursores peptidomiméticos y macrociclos peptidomiméticos descritos en la presente
memoria utiliza la sintesis de péptidos en fase sélida (SPFS). El aminoacido del terminal C esta unido a una resina
de poliestireno reticulado por un enlace labil en medio acido con una molécula de enlace. Esta resina es insoluble en
los disolventes utilizados para la sintesis, por lo que es relativamente sencillo y rapido lavar el exceso de reactivos y
subproductos. El terminal N esta protegido con el grupo Fmoc, que es estable en &cido, pero desmontable por
bases. Los grupos funcionales de las cadenas laterales estan protegidos segun sea necesario con grupos basicos
estables o acidos labiles.
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Los precursores peptidomiméticos mas largos se producen, por ejemplo, combinando péptidos sintéticos
individuales utilizando enlace quimico natural. Alternativamente, se biosintetizan péptidos sintéticos mas largos por
técnicas bien conocidas de ADN recombinante y de expresion de proteinas. Dichas técnicas se proporcionan en
manuales estandares muy conocidos con protocolos detallados. Para construir un gen que codifica un precursor
peptidomimético de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos se traduce a la inversa para obtener una
secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos, preferentemente con codones que son
optimos para el organismo en el que el gen se va a expresar. A continuacion, se construye un gen sintético, por lo
general sintetizando oligonucleodtidos que codifican el péptido y algunos elementos reguladores, en caso necesario.
El gen sintético se inserta en un vector de clonacién adecuado y se transfecta en una célula anfitriona. El péptido se
expresa entonces en condiciones adecuadas apropiadas para el sistema de expresion seleccionado y el anfitrion. El
péptido se purifica y caracteriza por procedimientos normalizados.

Los precursores de peptidomiméticos se preparan, por ejemplo, de modo combinatorio con alto rendimiento
utilizando, por ejemplo, un sintetizador combinatorio policanal de alto rendimiento (por ejemplo, sintetizador de
péptidos multicanal modelo Apex 396 de AAPPTEC, Inc., Louisville. KY).

Los esquemas de sintesis siguientes se proporcionan Unicamente para ilustrar la presente invenciéon y no se
pretende limitar el alcance de la invencion, tal como se describe en la presente memoria. Para simplificar los dibujos,
los esquemas ilustrativos describen analogos azido de aminoacidos e-azido-a-metil-L-lisina y €-azido-a-metil-D-lisina,
y analogos alquino de aminoéacidos L-propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico y acido (S)-2-amino-2-
metil-6-heptinoico. Esto, en los siguientes esquemas sintéticos, cada Ri, Rz, R7y Rs es -H; cada L1 es -(CHz)s-, y
cada L, es -(CH>)-. Sin embargo, como se observo a lo largo de la descripcion detallada anterior, muchos otros
analogos de aminoacidos se pueden emplear en los que Ri, Rz, Rz, Rs, L1 y L, puede seleccionarse
independientemente de las diferentes estructuras dadas a conocer en la presente memoria.

Esquema de sintesis 1:

f o xTSNy
.Nl'.oi" ——ie
° N R X = halégeno

S-AAN}BFD

I N g O G
R Nis $ X =halégeno N,/\/\‘.v “Ni‘N® Fmoe . 2

X . o R =H,CHy o

x_’:\-\\ '/©

N
el
X =halégeno N'M‘ 'u/\% —
R =4, CHy °

ReAA-N-BPD

X

i ,,jg, e~
X =halégeno N e “N‘ Fmoc -
R u, CHy
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El Esquema de sintesis 1 describe la preparacion de varios compuestos de la invencion. Los complejos de Ni (1) de
bases de Schiff derivadas de (S)-2-[N-(N'-bencilprolillamino]benzofenona (BPB) quiral auxiliar y aminoéacidos tales
como glicina o alanina se preparan como se describe en Belokon et al. (1998), Tetrahedron Asymm. 9:4249-4252.
Los complejos resultantes se hace reaccionar posteriormente con reactivos alquilantes que comprenden una porcion
azido o alquinilo para obtener compuestos enantioméricamente enriquecidos de la invencion. Si se desea, los
compuestos resultantes pueden protegerse para su utilizacién en la sintesis de péptidos.

Esquema de sintesis 2

AT

=

Fmog. A Fmoc«

N~ “coM N cogH
N-a-Fmoc-C-a-metil N-a-Fmoc-C-a-metil N
g-azido-L-lisina €-azido-D-lisina [AAkL ~N Wln’ (AALS

\ R=HoMe
NN N
\ e Q\\
Fmoe.  AcH Fmee. A< SPPS
N H N

4< H €0 H CoH > _—

N-a-Fmoc-L- acido N-a-Fmoc-(S)-2-amino- H

propargilglicina 2-metil-4-pentinoico _N Yﬂ\

(AAl T AR [AAL

R,S nk R=HoMe
\
i\\\‘“ :b\c"a

N CO;H
acido N-a- Fmoc-(S)-Z-amlno- acido N-q-Fmoc-(S)-Z-ammo- Desproteger y
6-heptinoico 2-metil-6-heptinoico separar del

\ -/ soporte sélido

(AAL /N\(leMh/N\él\ RAlo ’N\(‘kl ]ta _, AA),
R_ /_‘_(‘ R=HoMe \ R=Ho Me
N

-N—,N
cu(l)
At t—

SIS
.\ "y S/ V Na [AAle

RS __ W' R=Home
N, .
NN

En el procedimiento general para la sintesis de macrociclos peptidomiméticos que se muestran en el Esquema de
sintesis 2, el precursor peptidomimético contiene una porcién azida y una porcién resto alquino y se sintetiza por
sintesis en fase de solucién o en fase sélida (SPPS) utilizando el aminoacido N-a-Fmoc-L-propargilglicina disponible
en el mercado y las formas protegidas por N-a-Fmoc de los aminoacidos acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico,
acido (S)-2-amino-6-heptinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido N-metil-e-azido-L-lisina y-N-metil-¢-
azido D-lisina. El precursor peptidomimético se desprotege a continuacion y se separa de la resina en fase sélida en
condiciones estandar (por ejemplo, acido fuerte tal como TFA al 95%). El precursor peptidomimético se hace
reaccionar como una mezcla en bruto o se purifica antes de la reaccién con un reactivo de macrociclacion tal como
un reactivo de Cu () en soluciones organicas o acuosas (Rostovtsev et al. (2002), Angew. Chem. Int. Ed. 41:2596-
2599; Tornoe et al. (2002). J. Org. Chem. 67:3057-3064; Deiters et al. (2003), J. Am. Chem. Soc. 125:11782-
11783; Purma et al. (2005), Angew. Chem. Int. Ed 44:2215-2220). En una forma de realizacion, la reaccion para la
formacion de triazol se lleva a cabo en condiciones que favorecen la formacion de la hélice a. En una forma de
realizacion , la etapa de macrociclacion se lleva a cabo en un disolvente seleccionado de entre el grupo constituido
por H,O, THF, CH3;CN, DMF, DIPEA, tBuOH, o una mezcla de los mismos. En otra realizacién, la etapa de
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macrociclacion se lleva a cabo en DMF. En algunas formas de realizacion, la etapa de macrociclacion se lleva a
cabo en un tampdn acuoso o un disolvente parcialmente acuoso.

Esquema de sintesis 3:

Ny Nj
SN
Fmoe. A Fi o X
N~ CoH '“°°N COzH
N-a-Fmoc-C-a-metil N-a-Fmoc-C-a-metil N “\ﬁ
e-azido-L-lisina g-azido-D-lisina [AAL” [Mh/ N [AA)y

QR
N A \x n R=Ho Me
Ns \
Fmoo.  AuH Frnoc.  AcCH SPPS

N~ TCOM N~ CoM >___,,

N-a-Fmoc-L- acido N-a-Fmoc-(S)-2-amino- H \ﬁ
propargilglicina 2-metil-4-pentinoico (AA}, /N .‘ [M]o
=] R,S n \\\ R=Ho Me
Fmoc.,, “SOZH
H
cido N-ccPmoc-(S)-2-amino- 3 ctile-neptinoico. Cu(l

_/

(AA ""‘(U\tm«um’“\<lk (AAl, n” *el\wn,.. \J\w«l.
\xs-s n R=H o Me \XS: n R=H o Me
N-N‘—N Desproteger ‘NN

& separar del
e —

soporte sélido /O
N
T lAAlW \{RU\MO IAAln"“ o [AA],.. n‘s{ﬂ\w]o
R RH) R=H o Me R n R=H o Me

-—zN N~’-
NN

ZT

AAL 7

En el procedimiento general para la sintesis de macrociclos peptidomiméticos que se muestran en el Esquema de
sintesis 3, el precursor peptidomimético contiene una porcién azida y una porcion resto alquino y se sintetiza por
sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) utilizando el aminoacido N-a-Fmoc -L-propargilglicina disponible en el
mercado y las formas protegidas con N-a-Fmoc de los aminoacidos acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido
(S)-2-amino-6-heptinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido N-metil-e-azido-L-lisina y N-metil-e-azido-D-
lisina. El precursor peptidomimético se hace reaccionar con un reactivo tal como un reactivo de macrociclacion tal
como un reactivo de Cu (I) en la resina como una mezcla en bruto (Rostovtsev et al. (2002), Angew. Chem. Int. Ed.
41:2596-2599; Tomoe et al. (2002), J. Org. Chem. 67:3057-3064; Deiters et al. (2003), J. Am. Chem. Soc.
125:11782-11783; Purma et al. (2005), Angew. Chem. Int. Ed. 44:2215-2220). El macrociclo peptidomimético que
contiene triazol resultante se desprotege a continuacién y se separa de la resina en fase sélida en condiciones
estandar (por ejemplo, acido fuerte tal como TFA al 95%). En algunas formas de realizacion, la etapa de
macrociclacién se lleva a cabo en un disolvente seleccionado de entre el grupo que consiste en CHCly,
CICH2CHCI, DMF, THF, NMP, DIPEA, 2,6-lutidina, piridina, DMSO, H,O o una mezcla de los mismos. En algunas
formas de realizacion, la etapa de macrociclacion se lleva a cabo en un tampén acuoso o un disolvente parcialmente
acuoso.
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Esquema de sintesis 4:

(w "
& me'f’&i(ﬂ

Ft'mx:.u COH u CO.H
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N xx R s.s n(‘\\ R=Ho Me
A\
bﬂ'" 5\-0&

< Fmacs )~ “co,H Fmocp~ “CoH
H H
N

-a-Fmoc-L- acido N-a-Fmoc-(S)-2-amino- H
propargilglicina 2-metil-4-pentinoico N
B [AA]s
QR
- Fmoc. A< CHy
Fmoce N CO‘H moc u COH
acido N-q-Fmoc-(S)-Z-ammo- acido N-a-Fmoc-(S)-2-amino- Desproteger
6-heptinoico 2-metil-6-heptinoico & separar del
\ / soporte sdlido

(AAL, ’"\\(l:[_uh’"‘l:(u\ AA], IMI..’n [AA},,. \(?\W\lo
s,s
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\Y
Ru (0)
A
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.‘

Rs n R=Ho Me
\\\

En el procedimiento general para la sintesis de macrociclos peptidomiméticos mostrado en el Esquema de sintesis
4, el precursor peptidomimético contiene una porcidon azida y una porcién alquino y se sintetiza por sintesis de
péptidos en fase de solucién o en fase sélida (SPPS) utilizando el aminoacido disponible en el mercado N-a-Fmoc-L-
propargilglicina y las formas protegidas con N-a-Fmoc de los aminoéacidos acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico,
acido (S)-2-amino-6-heptinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, N-metil-e-azido-L-lisina, y N-metil-e-azido-D-
lisina. El precursor peptidomimético se desprotege a continuacion y se separa de la resina en fase sodlida en
condiciones estandares (por ejemplo, acido fuerte tal como TFA al 95%). El precursor peptidomimético se hace
reaccionar como una mezcla en bruto o se purifica antes de la reaccién con un reactivo de macrociclacion tal como
reactivos de Ru (Il), por ejemplo Cp*RuCl (PPbs).0 [Cp*RuCl]s (Rasmussen et al. (2007), Org. Lett. 9:5337-
5339; Zhang et al. (2005). J. Am. Chem. Soc. 127:15998-15999). En algunas formas de realizacion, la etapa de
macrociclacién se lleva a cabo en un disolvente seleccionado de entre el grupo que consiste en DMF, CH3;CN y THF.
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Esquema de sintesis 5:
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En el procedimiento general para la sintesis de macrociclos peptidomiméticos mostrado en el Esquema de sintesis
5, el precursor peptidomimético contiene una porcion azida y una porcion alquino y se sintetiza por sintesis de
péptidos en fase sélida (SPPS) utilizando el aminoacido N-a-Fmoc- L-propargilglicina disponible en el mercado y las
formas protegidas con N-a-Fmoc de los aminoacidos acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido (S)-2-amino-6-
heptinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido N-metil-e-azido-L-lisina y N-metil-e-azido-D-lisina. El
precursor peptidomimético se hace reaccionar con un reactivo de macrociclacion tal como un reactivo de Ru (Il) en
la resina como una mezcla en bruto. Por ejemplo, el reactivo puede ser Cp*RuCl(PPhs)2 0 [Cp*RuCl]s (Rasmussen et
al. (2007), Org. Lett. 9:5337-5339; Zhang et al. (2005), J. Am. Chem. Soc. 127:15998-15999). En algunas formas de
realizacion, la etapa de macrociclacién se lleva a cabo en un disolvente seleccionado de entre el grupo que consiste
en CH2Cl,, CICH,CH,CI, CH3CN, DMF y THF.

En la Tabla 5 se muestran a titulo de ejemplo varios macrociclos peptidomiméticos. Para estos macrociclos, un
polipéptido no macrociclico correspondiente es el fragmento DILRNIARHLAQVGDSMDRSI de secuencia del
polipéptido BID BH3. "Nle" representa norleucina y sustituye a un resto de metionina. Se prevé que los enlazadores
similares se utilizan para sintetizar macrociclos peptidomiméticos basados en las secuencias de polipéptidos
descritos en la Tabla 1 a la Tabla 4.
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TABLAS
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La Tabla 5 muestra ejemplos de macrociclos peptidomiméticos de la invencion. "Nle" representa norleucina.

Aminoacido 5)

La presente invencién comprende la utilizacion de aminoacidos sintéticos en la sintesis de los macrociclos
peptidomiméticos descritos en la presente memoria. Cualquier aminoacido susceptible de los procedimientos
sintéticos empleados para la sintesis de triazol estable que contiene macrociclos peptidomiméticos se puede utilizar
en la presente invencion. Por ejemplo, L-propargilglicina se contempla como un aminoacido Util en la presente
invenciéon. Sin embargo, otros aminoacidos que contienen alquino que contienen una cadena lateral diferente de
aminoacidos son también (tiles en la invencién. Por ejemplo, L-propargilglicina contiene una unidad de metileno
entre el carbono a del aminoacido y el alquino de la cadena lateral del aminoacido. La invencién también contempla
la utilizacion de aminoacidos con mudltiples unidades de metileno entre el carbono a y el alquino. Ademas, los
analogos azido de los aminoacidos L-lisina, D-lisina, alfa-metil-L-lisina, y alfa-metil-D-lisina, se contemplan como
aminoacidos (tiles en la presente invencion. Sin embargo, otros aminoacidos con azida terminal que contienen una
diferente cadena lateral de aminoacidos son también Utiles en la invencién. Por ejemplo, el anadlogo azido de L-lisina
contiene cuatro unidades de metileno entre el carbono a del aminoacido y la azida terminal de la cadena lateral de
aminoacidos . La invencion también contempla la utilizacién de aminoacidos con menos de o mas de cuatro
unidades de metileno entre el carbono a y la azida terminal. La tabla 6 muestra algunos aminoacidos Utiles en la
preparacion de macrociclos peptidomiméticos de la invencion.
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TABLA 6
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HH co!“
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7 e
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La Tabla 6 muestra ejemplos de aminoacidos Utiles en la preparacion de macrociclos peptidomiméticos de la

invencion.

En algunas formas de realizacion, los aminoacidos presentan la configuracion D. En otras formas de realizacion
presentan la configuracién L. En algunas formas de realizacion, algunos de los aminoacidos contenidos en el
peptidomimético presentan la configuracién D, mientras que algunos de los aminoacidos presentan la configuracion
L. En algunas formas de realizacion, los aminoacidos 5 estan a,a-disustituidos, tales como a-metil-L-propargilglicina,
a-metil-D-propargilglicina, €-azido-alfa-metil-L-lisina y ¢-azido-alfa-metil-D-lisina. En algunas formas de realizacion,
los aminoacidos 5 estan N-alquilados, por ejemplo, N-metil-L-propargilglicina, N-metil-D-propargilglicina, N-metil-¢-
azido-L-lisina y-N-metil-¢ azido-D-lisina.
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En algunas formas de realizacién, la porcion NH del aminoacido esta protegida con un grupo protector, incluyendo,
sin limitaciéon -Fmoc y Boc-. En otras formas de realizacion, el aminoacido no esta protegido antes de la sintesis del
macrociclo peptidomimético.

En algunas formas de realizacion, un aminoéacido util en la sintesis del macrociclo peptidomimético de la invencion
es un compuesto de Férmula lla o Ilb:

\ .

T Tg
g ~
\Qh R1 Qh RZ
R7\ RS ~
N CO2R 14 T COzR 1,
R1 0 R'l 0
Ila b

en las que

R1 y Rz son independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo o
heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

cada Q y T es independentemente alquileno;

Rz y Rg son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilalquilo o
heterocicloalquilo;

R10 y R11 son independientemente -H o cualquier grupo protector adecuado para la sintesis de péptidos; y

g y h son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 5, en el que g+ h es mayor de 1.
En algunas formas de realizacién, el compuesto es un compuesto de féormula lla y Ry es alquilo, insustituido o
sustituido con halo-. En otras formas de realizacion, el compuesto es un compuesto de formula 1lb y R, es alquilo,
insustituido o sustituido con halo-. Aln en otras formas de realizacién, el compuesto es un compuesto de formula lla
y Ri1 es alquilo insustituido. Por ejemplo, R; puede ser metilo. Aln en otras formas de realizacion, el compuesto es
un compuesto de Férmula Ilb y R2 es alquilo insustituido. Por ejemplo, R, puede ser metilo.

En algunas formas de realizacién de los compuestos de la invencion, al menos uno de entre Rgy Rip €S un grupo
protegido adecuado para la sintesis de péptidos.

Kits

Se describen kits que comprenden compuestos de féormula lla o Ilb u otros analogos de aminoéacidos utiles en la
preparacion de los macrociclos peptidomiméticos de la invencion junto con los reactivos de macrociclacion descritos
en la presente memoria.

En algunas formas de realizacion, la invencion proporciona un kit que comprende:

a) por lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en compuestos de las féormulas lla y llb:

\ .

\
T Ty
q ~
\Qh R, Qn R
Ry X RB\ )4

\T CO2R 1 N COzR;

Ryg Rig

1a 1h

en las que

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2398310 T3

R1 y Rz son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilo o
heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

cada Q y T es independientemente alquileno;

R7 y Rg son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroalquilalquilo o
heterocicloalquilo;

Ri0 y R11 son independientemente -H o cualquier grupo protector adecuado para la sintesis de péptidos;
g y h son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 5; y
b) un reactivo de macrociclacion.

En algunos casos, el kit comprende un compuesto de formula lla y R; es alquilo insustituido, o sustituido con halo-.
En los casos relacionados, Ri1 es alquilo insustituido. Por ejemplo, R: puede ser metilo. En otros casos, el kit
comprende un compuesto de férmula llb y R, es alquilo insustituido, o sustituido por halo-. En los casos
relacionados, Rz es alquilo insustituido. Por ejemplo, R, puede ser metilo.

En algunos casos, un kit comprende por lo menos un compuesto de féormula lla y por lo menos un compuesto de
Formula llb. Un kit como se ha descrito también puede comprender un compuesto de formula lla o férmula Ilb en el
gue al menos uno de Ry y Rio es un grupo protegido adecuado para la sintesis de péptidos. En casos especificos del
kit descrito en la presente memoria, el reactivo de macrociclacion es un reactivo de Cu o un reactivo de Ru. En
algunos casos, el kit contiene un gran niumero de compuestos de férmula lla y/o férmula llb. En algunos casos, el kit
comprende uno 0 mas recipientes que contienen uno o mas analogos de aminoacidos tal como se describe en la
presente memoria. En otros casos, el kit comprende uno o mas recipientes que contienen uno 0 mas reactivos de
macrociclacion como se describe en la presente memoria. En otros casos, el kit comprende uno o mas recipientes
gue contienen uno o mas analogos de aminoacidos tal como se describe en la presente memoria, asi como uno o
mas recipientes que contienen uno o mas reactivos de macrociclacién como se describe en la presente memoria.

Por ejemplo, en algunos casos, el kit comprende un recipiente que contiene al menos dos analogos de aminoacidos,
como se describié anteriormente, teniendo al menos uno un alquino de cadena lateral y teniendo al menos uno una
porcion azida en el terminal de la cadena lateral, el andlogo de aminoacido opcionalmente protegido y adecuado
para las sintesis descritas en la presente memoria. En algunos casos, el andlogo de aminoacido se selecciona de
entre el grupo que consiste en L-propargilglicina, D-propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido
(R)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-5-hexinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-5-hexinoico,
acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, &cido (R)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, 4acido (S)-2-amino-2-metil-7-
octinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-8-noninoico, acido (R)-2-amino-2-metil-8-
noninoico acido, €-azido-L-lisina , e-azido-D-lisina, €-azido-a-metil-L-lisina y €-azido-a-metil-D-lisina, d-azido-a-metil-
L-ornitina, y 8-azido-a-metil-D-ornitina y todas las formas adecuadamente protegidas para la sintesis de péptidos en
fase liquida o sélida.

En algunos casos, el kit comprende un recipiente que contiene al menos un aminoacido sintético, o analogo de
aminoacido, unido a un soporte solido compatible con las sintesis descritas en la presente memoria para
macrociclos peptidomiméticos. En algunos casos, el kit comprende un recipiente que contiene un analogo de
aminoacido de la invencién que incluye una porcién alquino terminal en combinacién con un recipiente que contiene
analogos de aminoéacidos de la invencién que incluyen una porcion azida terminal en combinacion con un reactivo de
macrociclacion de la invencion.

Ensayos

Las propiedades de los macrociclos peptidomiméticos de la invenciéon se ensayan, por ejemplo, utilizando los
procedimientos descritos a continuacién. En algunas formas de realizaciéon, un macrociclo de la invencion tiene
propiedades mejoradas en relacion con un correspondiente polipéptido no macrociclico. Un polipéptido no
macrociclico correspondiente es, por ejemplo, un precursor de un macrociclo peptidomimético, tal como un
compuesto de férmulalll o IV, que se convierte en dicho macrociclo. Alternativamente, un polipéptido no
macrociclico correspondiente es una secuencia de polipéptido, tal como una secuencia de polipéptido natural que
tiene una superposicion sustancial de secuencia con el macrociclo de la invencion. Numerosos ejemplos de
polipéptidos naturales que corresponden con el polipéptido macrociclico se muestran en las Tablas 1, 2, 3y 4.

En general, un polipéptido no macrociclico correspondiente puede ser también un polipéptido natural o precursor
peptidomimético marcado. Dicho marcaje, por ejemplo, mediante marcaje fluorescente o radioactivo, se utiliza si es
necesario en algunos de los ensayos descritos a continuacion. En dichos ensayos, tanto el macrociclo como el
correspondiente polipéptido no macrociclico por lo general se marcan por procedimientos similares o funcionalmente
equivalentes.
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Ensayo para determinar helicidad a

En solucién, la estructura secundaria de polipéptidos con dominios a-helicoidales alcanzara un equilibrio dinamico
entre las estructuras en espiral aleatoria y las estructuras a-helicoidales, expresado a menudo como "helicidad por
ciento". Asi, por ejemplo, los dominios BH3 proapoptésicos no modificados son espirales principalmente aleatorias
en solucién, con contenido a-helicoidal generalmente inferior al 25%. Los macrociclos peptidomiméticos con
enlazadores optimizados, por otro lado, poseen, por ejemplo, una helicidad alfa que es por lo menos dos veces
mayor que la de un polipéptido no macrociclico correspondiente. En algunas formas de realizacion, los macrociclos
de la invencidon poseeran una alfa-helicidad mayor del 50%. Para ensayar la helicidad de los macrociclos
peptidomiméticos de la invencidn, tales como los macrociclos basados en el dominio BH3, los compuestos se
disuelven en una solucion acuosa (por ejemplo, solucion 50 mM de fosfato de potasio a pH 7, o H,O destilada, a
concentraciones de 25-50 mM). Se obtuvieron espectros de dicroismo circular (DC) en un espectropolarimetro (por
ejemplo, Jasco J-710) utilizando parametros estandar de medicién (por ejemplo, temperatura 20C; longitud de
onda, 190-260 nm; resoluciéon de etapa, 0,5 nm; velocidad, 20 nm/seg; acumulaciones, 10; respuesta, 1 seg;
anchura de banda, 1 nm; longitud de trayectoria, 0,1 cm). El contenido a-helicoidal de cada péptido se calcula
dividiendo la elipticidad media residual (por ejemplo, [®] 2220bs) por el valor sefialado para un decapéptido de
modelo helicoidal (Yang et al.(1986), Methods Ezymol.130:208)).

Ensayo para determinar la temperatura de fusion (Tm)

Un macrociclo peptidomimético de la invencion que comprende una estructura secundaria tal como una hélice a,
presenta, por ejemplo, una temperatura de fusion superior que un polipéptido no macrociclico correspondiente. Por
lo general los macrociclos peptidomiméticos de la invencién presentan una Tm > 60T lo que representa una
estructura muy estable en soluciones acuosas. Para ensayar el efecto de la formacion de macrociclos sobre la
temperatura de fusion, macrociclos peptidomiméticos o péptidos no modificados se disuelven en H,O destilada (por
ejemplo, a una concentracién final de 50 mM) y la Tm se determina midiendo el cambio en la elipticidad en un
intervalo de temperatura (por ejemplo, 4 a 95C) en un espectropolarimetro (por ejemplo, Jasco J.710) utilizando
parametros estandar (por ejemplo, longitud de onda de 222 nm; resolucion de la etapa, 0,5 nm; velocidad, 20
nm/seg; acumulaciones, 10; respuesta, 1 s; anchura de banda, 1 nm, ritmo de aumento de la temperatura: 1C/min;
longitud del trayectoria, 0,1 cm).

Ensayo de resistencia a la proteasa

El enlace amidico de la cadena principal del péptido es sensible a la hidrélisis por las proteasas, haciendo de este
modo vulnerables los compuestos peptidicos a una rapida degradacion in vivo. La formacién de la hélice peptidica,
sin embargo, por lo general oculta la cadena pricipal de la amida y por lo tanto puede protegerla de la escisién
proteolitica. Los macrociclos peptidomiméticos de la presente invencién pueden someterse a proteolisis con tripsina
in vitro para evaluar cualquier cambio en la velocidad de degradacidon en comparacidon con el correspondiente
polipéptido no macrociclico. Por ejemplo, el macrociclo peptidomimético y un polipéptido no macrociclico
correspondiente se incuban con tripsina agarosa y las reacciones se inactivan en varios momentos por
centrifugacion y posterior inyeccion de HPLC para cuantificar el sustrato residual por absorcién ultravioleta a 280 nm.
En resumen, el macrociclo peptidomimético y precursor peptidomimético (5 mcg) se incuban con tripsina agarosa
(Pierce) (S/E ~ 125) durante 0, 10, 20, 90 y 180 minutos. Las reacciones se inactivan por centrifugacion de
sobremesa a alta velocidad; el sustrato restante en el sobrenadante aislado se cuantifica por deteccion del pico a
280 nm por HPLC. La reaccion proteolitica muestra una cinética de primer orden y la constante de velocidad, k, se
determina a partir de un grafico de In[s] frente al tiempo (k =-1Xpendiente).

Ensayo de estabilidad ex vivo

Los macrociclos peptidomiméticos con enlazadores optimizados poseen por ejemplo, una vida media ex vivo que es
por lo menos dos veces mayor que la de un péptido de polipéptido no macrociclico correspondiente y poseen
una vida media ex vivo de 12 horas o mas. Para estudios de estabilidad en suero ex vivo, pueden utilizarse varios
ensayos. Por ejemplo, un macrociclo peptidomimético y un polipéptido no macrociclico correspondiente (en un
ejemplo especifico, el polipéptido natural correspondiente) (2 mcg) se incuban con suero reciente de ratén, de rata
y/o humano (2 ml) a 37°C durante 0, 1, 2, 4, 8 y 24 horas. Para determinar el nivel de compuesto intacto, puede
utilizarse el procedimiento siguiente: Las muestras se extraen transfiriendo 100 pl de sueros a tubos de 2 ml de
centrifuga seguido de la adicion de 10 ul de de &cido formico al 50% y 500 pl de acetonitrilo y centrifugacion a
14.000 RPM durante 10 min a 4 + 2<C. Los sobrenadant es se transfieren a continuacion a tubos de 2 ml recientes y
se evaporan en TurboVap bajo N2<10 psi, 37<C. Las muestras se redisuelven en 100 ul de acetonitrilo:agua 50:50 y
se someten a analisis de LC-MS/MS.

Ensayos de unién in vitro

Para evaluar la union y afinidad de los macrociclos peptidomiméticos y precursores peptidomiméticos a proteinas
receptoras, se utiliza, por ejemplo, un ensayo de polarizacién fluorescente (FPA). La técnica de FPA mide la
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orientacion molecular y movilidad utilizando luz polarizada y marcador fluorescente. Cuando se excita con luz
polarizada, trazadores fluorescentes (por ejemplo, FITC) unidos a moléculas con pesos moleculares aparentes altos
(por ejemplo, péptidos marcados con FITC unidos a una proteina grande) emiten niveles mas altos de fluorescencia
polarizada debido a sus velocidades mas lentas de rotacién en comparacion con los marcadores fluorescentes
unidos a moléculas mas pequefias (por ejemplo, péptidos marcados con FITC que estan libres en solucién).

Por ejemplo, macrociclos peptidomiméticos fluoresceinado (25 nM) se incubaron con la proteina receptora (25-1000
nM) en tampén de unién (NaCl 140 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
actividad de unién se mide, por ejemplo, por polarizacion fluorescente en un espectrofotémetro de luminiscencia (por
ejemplo, Perkin-Elmer LS50B). Los valores de Kd se puede determinar por analisis de regresién no lineal utilizando,
por ejemplo, el programa informatico GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Un macrociclo
peptidomimético de de la invencién muestra, en algunos casos, una Kd similar o menor que el polipéptido no
macrociclico correspondiente.

Las proteinas receptoras de péptidos BH3 tales como BCL-2, BCL-X1. BAX o MCL1 pueden utilizarse, por ejemplo,
en este ensayo. Las proteinas receptoras para los péptidos p53, tales como MDM2 o MDMX también se pueden
utilizar en este ensayo.

Ensayos de desplazamiento in vitro para caracterizar los antagonistas de las interacciones péptido-proteina

Para evaluar la unién y afinidad de los compuestos que antagonizan la interaccién entre un péptido (por ejemplo, un
péptido BH3 o un péptido p53) y una proteina receptora, se utiliza, por ejemplo, un ensayo de polarizacion
fluorescente (FPA) que utiliza un macrociclo peptidomimético fluoresceinado procedente de una secuencia
precursora peptidomimética. La técnica de FPA mide la orientacion molecular y movilidad utilizando luz polarizada y
marcador fluorescente. Cuando se excita con luz polarizada, trazadores fluorescentes (por ejemplo, FITC) unidos a
moléculas con altos pesos moleculares aparentes (por ejemplo, péptidos marcados con FITC unidos a una proteina
grande) emiten niveles mas altos de fluorescencia polarizada debido a sus velocidades mas lentas de rotacion en
comparacion con los marcadores fluorescentes unidos a moléculas mas pequefias (por ejemplo, péptidos marcados
con PITC que estan libres en solucién). Un compuesto que antagoniza la interaccion entre el macrociclo
peptidomimético fluoresceinado y una proteina receptora se detectara en un experimento de FPA de union
competitiva.

Por ejemplo, los presuntos compuestos antagonistas (1 nM a 1 mM) y un macrociclo peptidomimético fluoresceinado
(25 nM) se incubaron con la proteina receptora (50 nM) en tampon de unién (NaCl 140 mM, Tris-HC 50 mM |, pH
7,4) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La actividad antagonista de unién se mide, por ejemplo, por la
polarizacion fluorescente en un espectrofotdmetro de luminiscencia (por ejemplo, Perkin-Elmer LS50B). Los valores
de Kd se pueden determinar por analisis de regresion no lineal utilizando, por ejemplo, el programa informatico
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Cualquier clase de molécula, tales como pequefias moléculas organicas, péptidos, oligonucleétidos o proteinas
pueden examinarse como supuestos antagonistas en este ensayo. Las proteinas receptoras de péptidos BH3 tales
como BCL2, BCL-XL, BAX o MCL1 se pueden utilizar en este ensayo. Las proteinas receptoras para los péptidos
p53, tales como MDM2 o MDMX se puede utilizar en este ensayo.

Ensayos de unién en células intactas

Es posible medir la unién de péptidos o peptidomiméticos macrociclos a sus receptores naturales en células intactas
por experimentos de inmunoprecipitacion. Por ejemplo, se incuban células intactas con compuestos fluoresceinados
(marcados con FITC) de 4 horas en ausencia de suero, seguido de sustitucion de suero y posterior incubacién que
oscila entre 4 y 18 horas. Después las células se sedimentan y se incuban en tampén de lisis (Tris 50 mM [pH 7,6],
NaCl 150 mM, CHAPS al 1% y mezcla inhibidora de proteasa) durante 10 minutos a 4C. Los extractos se
centrifugan a 14.000 rpm durante 15 minutos y los sobrenadantes se recogen y se incuban con 10 pl de anticuerpo
anti-FITC de cabra durante 2 horas en rotacion a 4°C seguido de 2 horas mas de incubacion a 4T con pr oteina A/G
Sepharose (50 pl de suspension de perlas al 50%). Después de centrifugacion rapida, los granulos se lavan en
tampon de lisis que contiene concentraciones crecientes de sal (por ejemplo, 150, 300, 500 mM). Las perlas se
reequilibran a continuacién en NaCl 150 mM antes de la adicion de tampon de muestra que contenia SDS y
ebullicién. Después de la centrifugacién, los sobrenadantes se someten opcionalmente a electroforesis utilizando
geles Bis-Tris en gradiente 4% -12% seguido de la transferencia a membranas Immobilon-P. Después del bloqueo,
las inmunotransferencias se incuban opcionalmente con un anticuerpo que detecta FITC y también con uno 0 mas
anticuerpos que detectan las proteinas que se unen al macrociclo peptidomimético, incluyendo BCL2, MCL1, BCL-
XL, A1, BAX, BAK, MDM2 0 MDMX.

Ensayos de permeabilidad celular

Un macrociclo peptidomimético es, por ejemplo, mas permeable a las células en comparacién con el
correspondiente polipéptido no macrociclico. En algunas formas de realizacion, los macrociclos peptidomiméticos
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son mas permeables a las células que los polipéptidos no macrociclicos correspondientes. Los macrociclos
peptidomiméticos con enlazadores optimizados poseen, por ejemplo, permeabilidad celular que es al menos dos
veces mayor que el correspondiente polipéptido no macrociclico, y a menudo 20% o mas del péptido aplicado se
observara que han penetrado en la célula después de 4 horas. Para medir la permeabilidad celular de los
macrociclos peptidomiméticos y de los polipéptidos no macrociclicos correspondientes, las células intactas se
incuban con macrociclos peptidomiméticos fluoresceinados o los polipéptidos no macrociclicos correspondientes (10
MM) durante 4 horas en medio exento de suero a 37C, se lavan dos veces con medio y se incuban con tripsina
(0,25%) durante 10 min a 37<C. Las células se lavan de nuevo y se vuelven a poner en suspensién en PBS. La
fluorescencia celular se analiza, por ejemplo, utilizando ya sea un citdbmetro de flujo FACSCalibur o el lector
KineticScan HCS ® de Cellomics.

Ensayos de eficacia celular

La eficacia de determinados macrociclos peptidomiméticos se determina, por ejemplo, en ensayos de destruccion
celular utilizando varias estirpes de células tumorigenas y no tumorigenas y células primarias procedentes de
poblaciones de células humanas o de raton. La viabilidad celular se controla, por ejemplo, mas de 24 a 96 horas de
incubacién con macrociclos peptidomiméticos (0,5 a 50 uM) para identificar los que matan a EC50 <10 uM. Varios
ensayos estandar que miden la viabilidad celular medida estan disponibles en el mercado y se utilizan
opcionalmente para evaluar la eficacia de los macrociclos peptidomiméticos. Ademas, ensayos que miden la
activacion de anexina V y la caspasa se utilizan opcionalmente para evaluar si los macrociclos peptidomiméticos
destruiran las células al activar el sistema apoptdésico.

Ensayo de estabilidad in vivo

Para investigar la estabilidad in vivo de los macrociclos peptidomiméticos, los compuestos se administran, por
ejemplo, a ratones y/o ratas por via IV, IP, PO o inhalaciéon en concentraciones que oscilan entre 0,1 y 50 mg/kg y
muestras de sangre extraidas a 0', 5, 15', 30", 1 h, 4 h, 8 h y 24 horas después de la inyeccion. Las concentraciones
de compuesto intacto en 25 pl de suero reciente se miden entonces por LC-MS/MS como anteriormente.

Eficacia in vivo en modelos animales

Para determinar la actividad antioncogénica de macrociclos peptidomiméticos de la invenciénin vivo, los
compuestos se administran, por ejemplo, solos (por las vias IP, IV, PO, por inhalacién o nasal) o en combinacién con
dosis subo6ptimas de quimioterapia aplicable (por ejemplo, ciclofosfamida, doxorrubicina, etopésido). En un ejemplo,
5 x 10° RS4; 11 células (creadas en la médula 6sea de un paciente con leucemia linfoblastica aguda) que expresa
de forma estable la luciferasa se inyectan por vena caudal en ratones NOD- SCID 3 horas después de haber sido
sometidos a irradiacion corporal total. Si no se trata, esta forma de leucemia es mortal en 3 semanas en este
modelo. La leucemia se controla facilmente, por ejemplo, inyectando a los ratones D-luciferina (60 mg/kg) y
diagnosticando por la imagen los animales anestesiados (por ejemplo, Sistema de diagnéstico por la imagen
Xenogen, Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA). La bioluminiscencia corporal total se cuantifica por integracion del
flujo fotonico (fotones/s) por Living Image Software (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA). Los macrociclos
peptidomiméticos solos o combinados con dosis subdptimas de agentes quimioterapéuticos aplicables se
administran, por ejemplo, a ratones leucémicos (10 dias después de la inyeccién/dia 1 de experimento, en el
intervalo de bioluminiscencia 14-16) por la vena caudal o por via IP a dosis que oscilan de 0,1 mg/kg a 50 mg/kg
durante 7 a 21 dias. Opcionalmente, se diagnostica por la imagen a los ratones durante el experimento cada dos
dias y la supervivencia controla diariamente durante el experimento. Los ratones fallecidos se someten
opcionalmente a necropsia al final del experimento. Otro modelo animal es la implantacion en ratones NOD-SCID de
DoHH2, una estirpe celular procedente de un linfoma folicular humano, que expresa de forma estable la luciferasa.
Estos ensayos in vivo, generan opcionalmente datos preliminares farmacocinéticos, farmacodinamicos vy
toxicoldgicos.

Ensayos clinicos

Para determinar la idoneidad de los macrociclos peptidomiméticos de la invencion para el tratamiento de seres
humanos, se realizan ensayos clinicos. Por ejemplo, los pacientes diagnosticados de cancer y necesitados de
tratamiento se seleccionan y se separan en el tratamiento y uno o mas grupos de referencia, en el que se administra
al grupo de tratamiento un macrociclo peptidomimético de la invencién, mientras que los grupos de referencia
reciben un placebo o un farmaco contra el cancer conocido. La seguridad y eficacia del tratamiento de los
macrociclos peptidomiméticos de la invencion pueden asi evaluarse realizando comparaciones de los grupos de
pacientes con respecto a factores tales como la supervivencia y la calidad de vida. En este ejemplo, el grupo de
pacientes tratados con un macrociclo peptidomimético muestran mejor supervivencia a largo plazo en comparacion
con un grupo de referencia de pacientes tratados con un placebo.

Composiciones farmacéuticas y vias de administracion

Los macrociclos peptidomiméticos de la invencién también incluyen derivados o profarmacos farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Un "derivado farmacéuticamente aceptable"” significa cualquier sal, éster, sal de un éster,
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profarmaco u otro derivado farmacéuticamente aceptable de un compuesto de esta invencién que, tras la
administraciéon a un receptor, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto de la presente
invencion. Los derivados farmacéuticamente aceptables especialmente favorecidos son aquellos que aumentan la
biodisponibilidad de los compuestos de la invencion cuando se administran a un mamifero (por ejemplo, al aumentar
la absorcion en la sangre de un compuesto administrado por via oral) o que aumenta el suministro del compuesto
activo a un compartimento biolégico (por ejemplo, el cerebro o el sistema linfatico) con relacién a la especie
progenitora. Algunos derivados farmacéuticamente aceptable incluyen un grupo quimico que aumenta la solubilidad
acuosa o el transporte activo a través de la mucosa gastrointestinal.

En algunas formas de realizacion, los macrociclos peptidomiméticos de la invencién son modificados mediante
enlace covalente o no covalente uniendo grupos funcionales apropiados para mejorar propiedades biolégicas
selectivas. Dichas modificaciones incluyen aquellas que aumentan la penetraciéon bioldgica en un compartimento
biolégico dado (por ejemplo, sangre, sistema linfatico, sistema nervioso central), aumentan la disponibilidad oral,
aumentan la solubilidad para permitir la administracién por inyeccioén, alteran el metabolismo y alteran la velocidad
de excrecion.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esta invencion incluyen las derivadas de acidos y
bases inorganicos y organicos farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de sales de acidos adecuados incluyen
acetato, adipato, benzoato, bencensulfonato, butirato, citrato, digluconato, dodecilsulfato, formiato, fumarato,
glicolato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, lactato, maleato, malonato,
metansulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, nitrato, palmoato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, salicilato,
succinato, sulfato, tartrato, tosilato y undecanoato. Las sales procedentes de bases apropiadas incluyen sales de
metal alcalino (por ejemplo, sodio), metales alcalinotérreos (por ejemplo, magnesio), amonio y N-(alquilo),".

Para preparar composiciones farmacéuticas a partir de los compuestos de la presente invencién, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen portadores sélidos o liquidos. Las preparaciones en forma sélida incluyen
polvos, comprimidos, pildoras, capsulas, sellos, supositorios, y granulos dispersables. Un vehiculo sélido puede ser
una 0 mas sustancias, que también actia como diluyentes, agentes aromatizantes, aglutinantes, conservantes,
agentes disgragadores de comprimidos, o un material encapsulador. Los detalles sobre técnicas para la formulacion
y administracion estan bien descritos en la bibliografia cientifica y de patentes, véase, por ejemplo, la Gltima edicion
de Remington's Pharmaceutical Sciences, Maack Publishing Co., Easton PA.

En los polvos, el vehiculo es un sélido finamente dividido, que esta en una mezcla con el componente activo
finamente dividido en comprimidos, el componente activo se mezcla con el vehiculo que tiene las propiedades
aglutinantes necesarias en proporciones adecuadas y se compacta en la forma y tamafio deseados.

Los excipientes soélidos adecuados son cargas de carbohidratos o proteinas e incluyen, pero no se limitan a
azuUcares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, patata, u otras plantas;
celulosa tal como metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa o carboximetilcelulosa de sodio; y gomas incluyendo
ardbiga y de tragacanto; asi como proteinas tales como gelatina y colageno. Si se desea, se afiaden agentes
disgregadores o disolventes, tales como la polividona reticulada, agar-agar, acido alginico, o una sal de los mismos,
tal como alginato sédico.

Las preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, por ejemplo, soluciones
acuosas o de agua/propilenglicol. Para inyectables parenterales, pueden formularse preparaciones liquidas en
solucién acuosa de polietilenglicol.

La preparacion farmacéutica esta preferentemente en forma de dosis unitaria. En dicha forma, la preparacion se
subdivide en dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma de dosis unitaria
puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades discretas de la preparacion, tales como
comprimidos, capsulas y polvos envasados en viales o ampollas. También, la forma de dosificacién unitaria puede
ser una capsula, comprimido, sello o la propia pastilla, o puede ser un nimero apropiado de cualquiera de éstos en
forma envasada.

Cuando las composiciones de la presente invencién comprenden una combinacion de macrociclo peptidomimético y
uno o mas agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, tanto el compuesto como el agente adicional deben estar
presentes a niveles de dosificacién de aproximadamente 1 a 100%, y mas preferentemente entre aproximadamente
5 a 95% de la dosis administrada normalmente en un régimen de monoterapia. En algunas formas de realizacion,
otros agentes se administran por separado, como parte de un régimen de dosis multiples, a partir de los compuestos
de la presente invencién. Alternativamente, esos agentes forman parte de una sola forma de dosificacion, mezclados
junto con los compuestos de la presente invencién en una composicién Unica.

Procedimientos de utilizacion

En un aspecto, la presente invencion proporciona nuevos macrociclos peptidomiméticos que son (tiles en ensayos
de unién competitiva para identificar agentes que se unen a ligando(s) natural(es) de las proteinas o péptidos en los
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que se modelan los macrociclos peptidomiméticos. Por ejemplo, en el sistema p53 MDM2, se utilizan macrociclos
peptidomiméticos estabilizados marcados basados en el p53 en un ensayo de unién de MDM2 junto con pequefias
moléculas que se unen competitivamente a MDM2. Los estudios de unién competitiva permitir una rapida evaluacion
in vitro y la determinacion de los farmacos experimentales especificos para el sistema p53/MDM2. Asimismo en el
sistema antiapoptésico BH3/BCL-X, los macrociclos peptidomiméticos marcados basado en BH3 se pueden utilizar
en un ensayo de unién de BCL-X_ junto con pequefias moléculas que se unen competitivamente a BCL-X,. Los
estudios de unién competitiva permiten una rapida evaluacion in vitro y la determinacién de farmacos candidatos
especificos para el sistema BH3/BCL-X.. La invencion describe ademas la generacion de anticuerpos contra los
macrociclos peptidomiméticos. En algunas formas de realizacion, estos anticuerpos se unen especificamente tanto
al macrociclo peptidomimético como a los precursores peptidomiméticos p53 o BH3 de los que proceden los
macrociclos peptidomiméticos. Dichos anticuerpos, por ejemplo, alteran los sistemas p53/MDM2 o BH3/BCL-XL,
respectivamente.

En otros aspectos, la presente invencion describe procedimientos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar a
un paciente en situacién de riesgo de (o sensible a) un trastorno o que tiene un trastorno asociado a la expresion o
actividad aberrante (por ejemplo, insuficiente o excesiva) de miembro de la familia BCL-2 (por ejemplo, anomalias de
la ruta apoptdsica extrinseca o intrinseca). Se cree que algunos trastornos de tipo BCL-2 son producidos, al menos
en parte, por un nivel anormal de uno o mas miembros de la familia BCL-2 (por ejemplo, sobre o bajo expresion) o
por la presencia de uno o mas miembros de la familia BCL-2 que presentan una actividad anormal. Como tal, se
utiliza la reduccién en el nivel y/o actividad del miembro de familia BCL-2 o el aumento del nivel y/o de actividad del
miembro de la familia BCL-2, por ejemplo, para mejorar o reducir los sintomas adversos del trastorno.

También se describen procedimientos para tratar o prevenir enfermedades hiperproliferantes al interferir con la
interaccion o unién entre p53 y MDM2 en las células tumorales. Estos procedimientos comprenden administrar una
cantidad eficaz de un compuesto de la invenciéon a un animal de sangre caliente, incluyendo un ser humano, o a las
células tumorales que contienen p53 natural. En algunos casos, la administracion de los compuestos de la presente
invencién provocan la interrupcién del crecimiento celular o apoptosis. En otros 0 mas casos, los presentes
compuestos de la invenciéon se utilizan para tratar una enfermedad y/o células tumorales que comprenden
concentraciones elevadas de MDM2. Las concentraciones elevadas de MDM2 como las utilizadas en la presente
memoria se refiere a concentraciones de MDM2 mayores que los encontrados en las células que contienen mas del
namero normal de copias (2) de mdm2 o por encima de aproximadamente 10.000 moléculas de MDM2 por célula,
medidas por ELISA y ensayos similares (Picksley et al. (1994), Oncogene 9, 2523 2529).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "tratamiento” se define como la aplicacion o administracion de
un agente terapéutico a un paciente, o la aplicacion o administracién de un agente terapéutico a un tejido aislado o
estirpe celular de un paciente, que padece una enfermedad, un sintoma de la enfermedad o una predisposicion a
una enfermedad, con el fin de curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, mejorar o afectar la enfermedad, los
sintomas de la enfermedad o la predisposicion a la enfermedad.

En algunos casos, los macrociclos peptidomiméticos de la invenciéon pueden utilizarse para tratar, prevenir y/o
diagnosticar canceres y afecciones neoplasicas. Como se utiliza en la presente memoria, los términos "cancer",
"hiperproliferante” y "neoplasica" se refieren a células que tienen capacidad de crecimiento auténomo, es decir, un
estado o condiciébn anormal caracterizado por el rapido crecimiento celular proliferante. Las enfermedades
hiperproliferantes y neoplasicas pueden clasificarse como patolégicas, es decir, caracterizando o constituyendo una
enfermedad, o pueden clasificarse como no patolégicos, es decir, una desviacion de lo normal pero no asociada a
una enfermedad. El término se entiende que incluye todos los tipos de crecimientos cancerosos O procesos
oncogénicos, tejidos metastasicos o células tejidos u 6rganos transformados de forma maligna, independientemente
del tipo histopatolégico o etapa de invasion. Un tumor metastatico puede surgir de un gran numero de tipos de
tumores primarios, incluyendo pero sin limitarse a los de mama, pulmoén, higado, colon y ovario. Las células
"hiperproliferantes patoldgicas" se producen en enfermedades caracterizadas por el crecimiento del tumor maligno.
Ejemplos de células hiperproliferantes no patoldgicas incluyen la proliferacién de células asociadas a la reparacion
de heridas. Ejemplos de trastornos celulares proliferantes y/o diferenciadores incluyen el cancer, por ejemplo,
carcinoma, sarcoma o trastornos metastasicos. En algunos casos, los macrociclos peptidomiméticos son nuevos
agentes terapéuticos para el control del cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de pulmén,
metastasis de dichos canceres y similares.

Los ejemplos de canceres o afecciones neoplasicas incluyen, pero no se limitan a, un fibrosarcoma, miosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma. linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, liomiosarcoma, rabdomiosarcoma, cancer
gastrico, cancer de esodfago, cancer rectal, cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de
Utero, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer cerebral, carcinoma de células escamosas, carcinoma de
glandulas sebaceas, papilar carcinoma, adenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogeno, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma,
seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, céncer cervical, cancer testicular, carcinoma microcitico
pulmonar, carcinoma no microcitico pulmonar, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma,
meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico,
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oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma, leucemia, linfoma o sarcoma de
Kaposi.

Ejemplos de trastornos proliferantes incluyen trastornos neoplasicos hematopoyéticos. Como se utiliza en la
presente memoria, la expresién "trastornos neoplasicos hematopoyéticos" incluye enfermedades que implican
células hiperplasicas/neoplasicas de origen hematopoyético, por ejemplo, derivados de linajes mieloides, linfoides o
eritroides, o células precursoras de los mismos. Preferentemente, las enfermedades se derivan de leucemias
agudas poco diferenciadas, por ejemplo, leucemia eritroblastica y leucemia megacarioblastica aguda. Otros
trastornos mieloides a titulo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, leucemia promieloide aguda (LPMA), leucemia
mielégena aguda (LMA) y leucemia mielégena cronica (LMC) (examinada en Vaickus (1991), Crit. Rev.
Oncol./Hemotol. 11:267-97); los canceres linfoides incluyen, pero no se limitan a leucemia linfoblastica aguda (LLA),
gue incluye LLA de linaje B y LLA de linaje T, leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia prolinfocitica (LPL),
tricoleucemia (HLL) y macroglobulinemia de Waldenstrom (MW). Otras formas de linfomas malignos incluyen, pero
no se limitan a linfoma no hodgkiniano y variantes del mismo, linfomas de linfocitos T periféricos, leucemia/linfoma
de linfocitos T adultos (ATL), linfoma de linfocitos T cutaneos (LCTC), leucemia linfocitica granular grande (LGF),
enfermedad de Hodgkin y enfermedad de Reed-Stemberg.

Ejemplos de trastornos proliferantes celulares y/o diferenciadores de mama incluyen, pero no se limitan a,
enfermedad de mama proliferante, incluyendo, por ejemplo, hiperplasia epitelial, adenosis esclerosante y papilomas
ductales pequefios; tumores, por ejemplo, tumores de estroma tal como fibroadenomas, tumor filoides y sarcomas, y
tumores epiteliales tales como papiloma ductal grande; carcinoma de mama incluyendo carcinoma (no invasor) in
situ, que incluye carcinoma canalicular in situ (incluyendo la enfermedad de Paget) y el carcinoma lobular in situ, y
carcinoma invasor (infiltrante) que incluye, pero no se limita a, carcinoma canalicular invasor, carcinoma lobular
invasor, carcinoma medular, carcinoma coloide (mucinoso), carcinoma tubular y carcinoma papilar invasor, y
diversos tumores malignos. Los trastornos en la mama masculina incluyen, pero no se limitan a, ginecomastia y
carcinoma.

Ejemplos de trastornos proliferantes celulares y/o diferenciadores de pulmén incluyen, pero no se limitan a,
carcinoma broncogeno, incluyendo sindromes paraneoplasicos, carcinoma bronquioloalveolar, tumores
neuroendocrinos, tales como carcinoide bronquial, tumores diversos y tumores metastasicos; patologias de la
pleura, incluyendo derrames pleurales inflamatorios, derrames pleurales no inflamatorios, neumotérax, y tumores
pleurales, incluyendo tumores fibrosos solitarios (fibroma pleural) y el mesotelioma maligno.

Ejemplos de trastornos proliferantes celulares y/o diferenciadores del colon incluyen, pero no se limitan a, pélipos no
neoplasicos, adenomas, sindromes familiares, carcinogénesis colorectal, carcinoma, colorrectal y tumores
carcinoides.

Ejemplos de trastornos proliferantes celulares y/o diferenciadores del higado incluyen, pero no se limitan a, las
hiperplasias nodulares, adenomas y tumores malignos, incluyendo el carcinoma primario, del higado y tumores
metastasicos.

Ejemplos de trastornos proliferantes celulares y/o diferenciadores del ovario incluyen, pero no se limitan a, los
tumores de ovario tales como, tumores de epitelio celomico, tumores serosos, tumores mucinosos, tumores
endometrioides, adenocarcinoma de células claras, cistoadenofiboroma, tumor de Brenner, tumores epiteliales
superficiales, tumores de células germinativas, tales como teratomas maduros (benignos), teratomas monodérmicos,
teratomas malignos inmaduros, disgerminoma, tumor del seno endodérmico, coriocarcinoma, tumores del estroma
del corddn sexual tales como, tumores de células tecales granulosas, los comafibromas, androblastomas, tumores
de células enfermas y gonadoblastoma; y tumores metastasicos, tales como tumores de Krukenberg.

En otras formas de realizacién o ademas, los macrociclos peptidomiméticos descritos en la presente memoria son
para su utilizacion para tratar, presentar o diagnosticar enfermedades caracterizadas por la muerte celular
hiperactiva o la muerte celular debido a un ataque fisioldgico, etc. Algunos ejemplos de estados caracterizados por la
muerte celular prematura o no deseada son o incluyen la proliferacion celular alternativamente no deseada o
excesiva, pero no se limitan a enfermedades hipocelulares/hipoplasicas, acelulares/aplasicas o
hipercelulares/hiperplasicas. Algunos ejemplos incluyen trastornos hematoldgicos que incluyen, pero no se limitan a
anemia de Fanconi, anemia aplasica, talasemia, neutropenia congénita o mielodisplasia.

En otras o mas formas de realizacion, los macrociclos peptidomiméticos de la invencion que actian para disminuir la
apoptosis son para su utilizaciéon en el tratamiento de trastornos asociados a un nivel indeseable de muerte celular.
Asi, en algunas formas de realizacion, los macrociclos peptidomiméticos antiapoptdsicos de la invencion son para su
utilizacién en el tratamiento de trastornos tales como las que conducen a la muerte celular asociada con la infeccion
vital, por ejemplo, infeccion asociada a la infeccién con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Una amplia
variedad de enfermedades neurolégicas se caracterizan por la pérdida gradual de conjuntos especificos de
neuronas, Yy los macrociclos peptidomiméticos antiapoptésicos de la invencion se utilizan, en algunas formas de
realizacién, en el tratamiento de estos trastornos. Dichos trastornos incluyen la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), retinitis pigmentosa, atrofia muscular medular, y
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varias formas de degeneracion cerebelar. La pérdida de células en estas enfermedades no provoca una respuesta
inflamatoria, y la apoptosis parece ser el mecanismo de la muerte celular. Ademas, un nimero de enfermedades
hematolégicas estan asociadas a una disminucion de la produccién de células sanguineas. Estos trastornos incluyen
la anemia asociada a enfermedad croénica, anemia aplasica, neutropenia crénica y sindromes mielodisplasicos. Los
trastornos de la produccion de células sanguineas, tales como sindrome mielodisplasico y algunas formas de
anemia aplasica, se asocian al aumento de la muerte celular por apoptosis en la médula 6sea. Estos trastornos
podria proceder de la activacién de genes que estimulan la apoptosis, deficiencias adquiridas en células de estroma
o factores hematopoyéticos de supervivencia, o los efectos directos de toxinas y mediadores de respuestas
inmunitarias. Dos trastornos comunes asociados a la muerte celular son los infartos de miocardio y la embolia
cerebral. En ambos trastornos, las células dentro de la zona central de la isquemia, que se produce en caso de
pérdida aguda de circulacion sanguinea, parecen morir rdpidamente como resultado de la necrosis. Sin embargo,
fuera de la zona isquémica central, las células mueren en un periodo de tiempo mas prolongado y morfolégicamente
parecen morir por apoptosis. En otras o mas formas de realizacion, los macrociclos peptidomiméticos
antiapoptdsicos de la invencion se utilizan para tratar todos estos trastornos asociados con la muerte celular
indeseable.

Algunos ejemplos de trastornos inmunol6gicos que se tratan con los macrociclos peptidomiméticos descritos en la
presente memoria incluyen, pero no se limitan a rechazo de trasplante de 6rganos, artritis, lupus, IBD, enfermedad
de Crohn, asma, esclerosis mdltiple, diabetes, etc.

Algunos ejemplos de trastornos neuroldgicos que se tratan con los macrociclos peptidomiméticos descritos en la
presente memoria incluyen pero no se limitan a la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, amiloidosis con
hemorragia cerebral hereditaria de tipo holandés. La amiloidosis reactiva, nefropatia amiloide familiar con urticaria y
sordera, sindrome de Muckle-Wells, mieloma idiopatico; mieloma asociado a macroglobulinemia, polineuropatia
amiloide familiar, cardiomiopatia amiloide familiar, amiloidosis cardiaca aislada, amiloidosis senil generalizada,
diabetes del adulto, insulinoma, amiloidosis auricular aislada, carcinoma medular de la tiroides, amiloidosis familiar,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis, polineuropatia amiloidésica familiar, encefalopatia espongiforme
ovina, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, encefalopatia
espongiforme bovina, una enfermedad mediada por priones y la enfermedad de Huntington.

Algunos ejemplos de trastornos endocrinolégicos que son tratados con los macrociclos peptidomiméticos descritos
en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a diabetes, hipotiroidismo, hipopituitarismo, hipoparatiroidismo,
hipogonadismao, etc.

Los ejemplos de trastornos cardiovasculares (por ejemplo, trastornos inflamatorios) que se tratan o previenen con
los macrociclos peptidomiméticos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, aterosclerosis, infarto de miocardio,
apoplejia, trombosis, aneurisma, insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, angina de pecho, muerte subita
cardiaca, cardiopatia hipertensora; enfermedad de vasos no coronarios, tales como arteriosclerosis, enfermedad de
vasos pequefios, nefropatia, la hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, xantomatosis, asma,
hipertensién, enfisema y neumopatia crénica, o una enfermedad cardiovascular asociada a procedimientos
quirargicos (“traumatismo vascular por intervencién quirtrgica"), tal como restenosis tras la angioplastia, colocacién
de una derivacion, endoprétesis vascular, injertos por escision sintéticos o naturales, catéter permanente, valvula u
otros dispositivos implantables. Los trastornos cardiovasculares preferidos incluyen la aterosclerosis, infarto de
miocardio, aneurisma, y embolia cerebral.

Ejemplos
El apartado siguiente proporciona ejemplos ilustrativos de la presente invencion.
Ejemplo 1. Preparacion de aminoécidos alfa, alfa-disustituidos

Compuesto 1
|/\/\/N3

El compuesto 1 se prepard por una secuencia en dos pasos segun Yao et al. (2004) J. Org. Chem. 69:1720-1722. A
1-yodo-4-cloro-butano (1 ml, 8,2 mmoles) en dimetilformamida (10 ml) se afiadi6 azida sodica (0,53 g, 8,2 mmoles) y
la reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. La reaccién se diluyé a continuaciéon con acetato de
etilo y agua. La capa orgéanica se lavo con agua (3 veces), se secO sobre sulfato de magnesio y se concentrd al
vacio para dar 1-azido-4-cloro-butano con un rendimiento del 80%. La azida se diluyd con acetona (38 ml) y se
afiadio yoduro de sodio (1,98 g, 13,00 mmoles) y la reaccion se calentd a reflujo durante una noche Después, la
reaccion se diluyé con agua y el producto se extrajo con éter (tres veces). Los extractos organicos combinados se
lavaron con bicarbonato de sodio y salmuera. Los extractos organicos se secaron sobre sulfato de magnesio y se
concentraron a vacio. El producto 1 se purificé pasandolo a través de un tapén de alimina neutra. El rendimiento fue
del 89%.
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Compuesto 2

NJ o]
G
NN

T

El compuesto 2 se prepard mediante una secuencia de tres pasos segun Belokon et al. (1998), Tetrahedron Asymm.
9:4249-4252. Una soluciéon de S-prolina (100 g, 0,869 mol) y KOH (172 g, 2,61 mol) en isopropanol (600 ml) se
prepard con agitacién a 40°C. Tan pronto como la solucién se volvié transparente, se afiadié cloruro de bencilo (156
ml, 1,34 mol) a la misma temperatura. Después de completar la adicion (3,5 h), la reaccion se agité durante la noche
a 40°C. La reaccioén se neutralizdé con HCI conc. (110 ml) hasta pH 5, después se afiadio cloroformo (400 ml) a la
mezcla de reaccion y la mezcla se dej6 en agitacion durante la noche. La mezcla se filtré y el precipitado se lavo con
CHCL. Las soluciones en CHCI3; se combinaron y se evaporaron, el residuo se traté con acetona y el precipitado del
producto en bruto se filtr6 y se lavd ademas con acetona. El producto de bencil prolina se aislé6 con 75% de
rendimiento.

A una solucién de bencil prolina (41 g, 0,2 mol) en cloruro de metileno (200 ml) se le afiadi6 cloruro de tionilo (1834
ml, 0,25 mol) con agitacién entre -20°C y -30°C durante un periodo de 10 min. Se continud la agitacion a -10°C hasta
gue la mezcla de reaccion resulté casi transparente. A continuacién, una solucion de 2-aminobenzofenona (25 g,
0,125 mol) en cloruro de metileno (100 ml) se afadié a la mezcla de reacciéon a -30°C con agitacion. Se continud la
agitacion a temperatura ambiente durante 10 h mas y una solucién de carbonato de sodio (40 g) en agua (150 ml) se
afiadio a la mezcla de reaccion con agitacion a 0°C. La capa organica se separd, se extrajo la capa acuosa varias
veces con cloruro de metileno y las soluciones organicas se combinaron y se evaporaron. El producto (aducto bencil
prolina-aminobenzofenona) se cristalizo en etanol y se aislé con 85% de rendimiento.

Una solucion de KOH (23,1 g, 0,35 mol) en metanol (75 ml) se vertié en una mezcla agitada de aducto bencil prolina-
aminobenzofenona (19,5 g, 0,05 mol) y nitrato de niquel hexahidratado (29,1 g. 0,1 mol), L-Ala (8,9 g, 0,1 mol) en
metanol (175) bajo nitrégeno a 40°C-50°C. La mezcla de reaccién se agité a 55°C-65°C durante 2 h y después se
neutralizé con acido acético (20 ml). El volumen de reaccion se diluyd con agua (500 ml). Después de 6 h, el sélido
cristalino separado se filtré y se lavd con agua (2x) para dar el compuesto puro 2 (sélido de color rojo, 22 g). M + H

obs. 512,4, M + H calc. 512,1.
N| o]
Y
N N -.,’/\/\Na
°

El compuesto 2 (5,122 g, 10,0 mmol) se afiadié dimetilformamida (45 ml), que se desgasific6 mediante un ciclo de
congelaciéon-descongelacion. La solucién se enfrié a 4°C con un bafio de hielo y KOH en polvo (6,361 g, 100 mmol)
se afiadio en un lote. El bafio frio se retir6 y el compuesto 1 (3,375g, 15 mmol) disuelto en dimetilformamida (4,0 ml)
se afiadid con una jeringa. La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 40 min. La reaccion se enfrié
afiadiéndola lentamente a una solucién fria de acido acético acuoso al 5% (200 ml). El producto en bruto se recogi6
por filtracién y se lavo tres veces con agua fria. El producto se purifico mediante cromatografia ultrarrapida utilizando
una columna de silice Biotage y hexano acetato de etilo como eluyente. El compuesto 3 se obtuvo como un sélido
de color rojo, (51% de rendimiento), M + H calc. 609,2, M + H obs. 609,37. La pureza se determiné como 98% por
UV 254 nm.

Compuesto 3

Compuesto 4
"’\/\:

A una solucion de 5-cloro pentino (5 g, 47,8 mmol) en acetona (80 ml) se le afiadi6é yoduro de sodio (14,321g, 95,54
mmol). La reaccion se calentd a reflujo durante la noche. Después, la reaccién se diluy6é con agua y el producto se
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extrajo con éter (tres veces). Los extractos organicos combinados se lavaron con bicarbonato de sodio y salmuera.
Los extractos organicos se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio. El producto 4 se purificd
pasandolo a través de un tapon de alimina neutra. El rendimiento fue de 92%.

Compuesto 5

Al compuesto 2 (2,561g, 5,0 mmol) se afiadié dimetilformamida (23 ml), que se desgasificé mediante un ciclo de
congelacién-descongelacion. La solucion se enfrié a 4°C con un bafio de hielo y KOH en polvo (3,181g, 50 mmol) se
le afiadi6 en un lote. Se retird el bafio frio y el compuesto 4 (1,94 g, 10 mmol)) disuelto en dimetilformamida (2,0 ml)
se afiadié con una jeringa. La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 40 min. La reaccién se inactivd
afnadiéndola lentamente a una solucion fria o acido acético acuoso al 5% (100 ml). El producto en bruto se recogiod
por filtracion y se lavé tres veces con agua fria. El producto se purificd por cromatografia ultrarrapida utilizando una
columna Biotage de silice y hexano acetato de etilo como eluyente. El compuesto 5 es un rojo soélido, 1,4 g
rendimiento del 48%. M + H calc. 578,19, M + H obs. 578,69. La pureza se determiné como 97% por UV 234 nm.

Compuesto 6

0

on O

FmooHN

A una solucién (12 ml) de HCI/MeOH 1/1 3 N a 70°C se le afiadié una solucién del compuesto 3 (1 g, 1,65 mmol) en
MeOH (3 ml) gota a gota. El material de partida desaparecié en 5 a 10 min. La mezcla de reaccién se concentr6 al
vacio y el disolvente residual se elimind en un bomba de alto vacio. El residuo en bruto se diluyé con Na,COs;
acuoso al 10% (16 ml) enfriado a 0°C con un bafio de hielo. Se afiadi6 Fmoc-OSu (0,84 g, 2,5 mmol) disuelto en
dioxano (16 ml) y la reaccion se dejo calentar hasta temperatura ambiente con agitacion durante la noche. Después,
la reaccion se diluyé con acetato de etilo y HCI 1 N. La capa organica se lavo con HCl 1 N (3 veces). La capa
organica se secO sobre sulfato de magnesio y se concentré a vacio. El producto puro se aisl6 después de una
purificacién por cromatografia ultrarrapida con una columna de silice Biotage y acetato de etilo/hexano y cloruro de
metileno/metanol como eluyentes para dar un aceite viscoso en 36% de rendimiento global para ambas etapas.
M+Na obs. 431,89, M+H calc. (409,18). La pureza se determiné como 98% UV 254 nm.

Compuesto 7

O

HO-g/
FmochN” =¥

A una solucion (18 ml) de HCI/MeOH 1/1 3 N a 70°C se afiadié una solucion del compuesto 5 (1,4 g, 2,4 mmol) en
MeOH (4 ml) gota a gota. El material de partida desaparecié en 5 a 10 min. La mezcla de reaccién se concentr6 al
vacio y el disolvente residual se elimind en un bomba de alto vacio. El residuo en bruto se diluyé con Na,COs;
acuoso al 10% (24 ml) enfriado a 0°C con un bafio de hielo. Se afiadi6 Fmoc-OSu (0,98 g, 2,9 mmol) disuelto en
dioxano (24 ml) y la reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente con agitacion durante la noche. Después, la
reaccion se diluyé con acetato de etilo y HCI 1 N. La capa orgéanica se lavo con HCI 1 N (3 veces). La capa organica
se secO a continuacion sobre sulfato de magnesio y se concentré al vacio. El producto puro se aisl6 (30% de
rendimiento para ambas etapas) después de purificacién por cromatografia ultrarrapida con una columna de silice
Biotage y acetato de etilo/hexano y cloruro de metileno/metanol como eluyentes. El producto se obtuvo como un
aceite viscoso, que solidifica en reposo M+H calc. 379,16, M+Na obs. 400,85.

Se han descrito numerosas formas de realizacién de la invencidon. No obstante, debe apreciarse que pueden

introducirse diversas modificaciones sin apartarse del alcance de la invencién. Por consiguiente, otras formas de
realizacién estan comprendidas en el alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Macrociclo peptidomimético adecuado para su utilizacion como producto farmacéutico, que comprende una hélice
a en soluciéon acuosa y presenta la formula (1):

0
R
7 Rg

e [AL-By-cE

(BN Ew

Ry R2

(Foérmula 1)
en la que:

cada A, B, C, Dy E es independientemente un aminoacido natural o no natural;

R1 y Rz son independientemente -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

L es un enlazador formador de macrociclo que comprende 1 ¢ 2 espiras de la hélice a y presenta la férmula:

F\LI ) {“%
(\’\/
/

N—/N

en la que L1 es un grupo alquileno de cadena lineal de 1 a 20 atomos de carbono y L, es un grupo alquileno de
cadena lineal de 1 a 20 atomos de carbono;

Rz es -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo,
cicloarilo, o heterocicloarilo, o parte de una estructura ciclica con un resto D;

Rs es -H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, heteroalquilo, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo,
cicloarilo, o heterocicloarilo, o parte de una estructura ciclica con un resto E;

Vv €s un numero entero de 1-1.000;
W es un nimero entero de 1-1.000;
X €s un numero entero de 0-10;
y es un nimero entero de 0-10; y
Z es un numero entero de 0-10.
2. Macrociclo peptidomimético segun la reivindicacion 1, en el que

(@) por lo menos uno entre R; y Rz es alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

(b) R1 y Rz son independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroalquilo o heterocicloalquilo, insustituido o sustituido con halo-;

(c) por lo menos uno entre Ry y R» es alquilo, insustituido o sustituido con halo-;
(d) R1 y Rz son independientemente alquilo, insustituido o sustituido con halo-;
o

(e) por lo menos uno entre R; y Rz es metilo.
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3. Macrociclo peptidomimético segun la reivindicacion 1 en el que R1 y Rz son metilo.

4. Macrociclo peptidomimético segun la reivindicacién 1, en el que L presenta la formula

., N—L,—s S \/\th—s

N——N N=N

5. Macrociclo peptidomimético segin la reivindicacion 1, en el que L presenta la formula

T\—Lz-—i §—L1 N\ \ L%

6. Macrociclo peptidomimético segun la reivindicacion 1, en el que el enlazador formador de macrociclo abarca 1
espira de la hélice a, en el que

(i) la longitud del enlazador formador de macrociclo es igual a la longitud de desde 6 enlaces carbono-carbono a 14
enlaces carbono-carbono,

(ii) la longitud del enlazador formador de macrociclo es igual a la longitud de desde 8 enlaces carbono-carbono y
12 enlaces carbono-carbono, o

(i) el macrociclo comprende un anillo de 18 atomos a 26 atomos.

7. Macrociclo peptidomimético segun la reivindicacién 1 en el que el enlazador formador de macrociclo abarca 2
espiras de la hélice a, en el que

(i) la longitud del enlazador formador de macrociclo es igual a la longitud de desde 8 enlaces carbono-carbono a 16
enlaces carbono-carbono,

(ii) la longitud del enlazador formador de macrociclo es igual a la longitud de desde 10 enlaces carbono-carbono y
13 enlaces carbono-carbono, o

(iii) el macrociclo comprende un anillo de 29 atomos a 37 atomos.

8. Procedimiento para sintetizar un macrociclo peptidomimético, comprendiendo el procedimiento las etapas de
poner en contacto un precursor peptidomimético de férmula Ill o férmula IV:

O
7
ﬁ>(u\ [A]x-[B]y-[C]§8>(ﬁ\ ]
Ri L4 2 R

Ns f

R .
® (Formula 111)
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Rz Re
[D]V/ [A]x‘[B]y'[C]z [E]w

R12
(Foérmula 1V)

con un reactivo de macrociclacion;

enlas que v, w, X, y, z, A, B, C, D, E, Ry, Rz, Ry, Rg, L1y Lz son como se define en la reivindicacion 1; Ri2 es -H
cuando el reactivo es un reactivo de macrociclacién es un reactivo de Cu y Ri2 es -H o alquilo cuando el reactivo es

un

reactivo de macrociclacion es un reactivo de Ru; y dicha etapa de puesta en contacto da como resultado un

enlace covalente formado entre las porciones alquino y azida en la formula Il o férmula IV para proporcionar un
macrociclo peptidomimético,

en las que el macrociclo peptidomimético comprende una hélice a en disolucién acuosa.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que

10.

(a) el precursor peptidomimético se purifica antes o después de la etapa de contacto;
(b) el macrociclo peptidomimético se repliega después de la etapa de contacto;
(c) el procedimiento se realiza en solucion o sobre un soporte sélido;

(d) el procedimiento se realiza en presencia de una macromolécula diana que se une al precursor
peptidomimético o al macrociclo peptidomimético en condiciones que favorecen dicha union,

(e) el procedimiento se realiza en presencia de una macromolécula diana que se une preferentemente al
precursor peptidomimético o al macrociclo peptidomimético en condiciones que favorecen dicha union;

() el procedimiento se aplica para sintetizar una biblioteca de macrociclos peptidomiméticos;
(9) el macrociclo peptidomimético comprende una hélice a en solucion acuosa;

(h) el macrociclo peptidomimético presenta una estructura a-helicoidal aumentada en solucidén acuosa en
comparacién con un polipéptido no macrociclico correspondiente;

(i) el macrociclo peptidomimético presenta una estabilidad térmica aumentada en comparaciéon con un polipéptido
no macrociclico correspondiente;

(i) el macrociclo peptidomimético presenta una actividad biolégica aumentada en comparacion con un polipéptido
no macrociclico correspondiente;

(k) el macrociclo peptidomimético presenta una resistencia aumentada a la degradacion proteolitica en
comparacién con un polipéptido no macrociclico correspondiente; o

(I) el macrociclo peptidomimético presenta una capacidad aumentada para penetrar en las células vivas en
comparacion con un polipéptido no macrociclico correspondiente.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que

(a) la porcion alquino del precursor peptidomimético de férmula 1l o férmula IV es una cadena lateral de un
aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en L-propargilglicina, D-propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-
metil-4-pentinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-4-pentinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-5-hexinoico, acido (R)-2-
amino-2-metil-5-hexinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-6-heptinoico, acido
(S)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octinoico, acido (S)-2-amino-2-metil-8-noninoico,
acido (R)-2-amino-2-metil-8-noninoico y la porcién azida del precursor peptidomimético de férmula 11l o férmula IV
es una cadena lateral de un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en g-azido-L-lisina, €-azido-D-lisina,
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e-azido-alfa-metil-L-lisina, e-azido-alfa-metil-D-lisina, 6-azido-alfa-metil-L-ornitina, y 6-azido-alfa-metil-D-ornitina;
(b)x+y+zes3;o0

(c)x+y+zesb.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que

(a) el reactivo de macrociclacion es un reactivo de Cu y la etapa de contacto se lleva a cabo en un disolvente
seleccionado de entre el grupo que consiste en disolvente prético, disolvente acuoso, disolvente organico y
mezclas de los mismos, opcionalmente en el que el disolvente es H,O, THF/H,O, tBuOH/H,O, DMF, DIPEA,

CH3CN, CH2Cl; 0 CICH,CH,CI, o es un disolvente que favorece la formacion de la hélice o,

(b) el reactivo de macrociclacién es un reactivo de Ru y la etapa de contacto se lleva a cabo en un disolvente
organico, opcionalmente en el que el disolvente es DMF, THF, CH3CN, CH,Cl, 0 CICH,CH.CI.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que el macrociclo peptidomimético presenta la formula (l):
0]
Ry Rs
N /N
e [Al-Bl-ICL
(Dl Elw
R4 R2
L

(Férmula 1)

20 enlaquev,w, xvV,z A, B, C,D, E, Ri, Rz, R7, Rg y L son como se define en la reivindicacion 1.

40



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

