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DESCRIPCION
Antagonista del péptido receptor Alfavbeta3 selectivo para aplicaciones terapéuticas y de diagnoéstico.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las integrinas son miembros de una familia de receptores de superficie celular transmembrana heterodiméricos que
desempefian una funcion crucial en los procesos de adhesion célula-célula y célula-matriz (Hynes, R.O. Cell 1992, 69,
11-25). Estos receptores consisten de una subunidad -a y una -8, que no se asocian covalentemente en las
combinaciones definidas (Eble, J.A. Integrin-Ligand Interaction; Springer: Heidelberg, 1997; pag 1-40). La mayoria de
ellos reconoce la triada Arg-Gly-Asp (RGD) que se encuentra en muchas proteinas de la matriz extracelular (es decir,
vitronectina) (Serini, G.; y otros. A sticky business. Exp. Cell. Res. 2005, in press) y desintegrinas de veneno de
serpiente (Ruoslahti, E.; Pierschbacher, M. Cell 1986, 44, 517-518; D'Souza, S.E.; y otros Trends Biochem. Sci. 1991,
16, 246-250; Gould, R.J.; y otros Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1990, 195, 168-171). Aln si diferentes integrinas reconocen
diferentes proteinas que contienen la secuencia RGD, varios estudios han demostrado que los residuos de aminoacidos
que flanquean la secuencia RGD de ligandos de alta afinidad modulan su especificidad de interaccién con complejos de
integrina. A pesar de los numerosos estudios reportados en la literatura, la selectividad del ligando hacia diferentes
subtipos de integrina es aun un problema desafiante debido principalmente a que la mayoria de las estructuras 3D de
los subtipos de integrina siguen siendo desconocidos (Marinelli, L.; y otros J. Med. Chem. 2004, 47, 4166-4177).

Un miembro ampliamente estudiado de esta clase de receptor es la integrina a,fs. Esta integrina se expresa muy fuerte
en células endoteliales y de melanoma activadas, en contraste, se expresa débilmente en vasos sanguineos
quiescentes y melanomas pre-neoplasicos (Hood, J.D.; Cheresh, D.A. Nat. Rev. Cancer 2002, 2, 91-100). Junto con la
integrina a,B3s, se reporta que a,Bs esta involucrada en procesos fisioldgicos que incluyen la angiogénesis y la reparacion
del tejido asi como afecciones patoldgicas como la angiogénesis inducida por tumores (Eliceiri, B.P.; Cheresh, D.A. J.
Clin. Invest. 1999, 103, 1227-1230; Kumar, C.C. Curr. Drug Targets 2003, 4, 123-131), emigracion e invasion de las
células tumorales (Clezardin, P. Cell. Mol. Life Sci. 1998, 54, 541-548). A pesar de que ambas integrinas promueven la
adhesion celular a la vitronectina y participan en los mismos procesos, se reportaron como estructuralmente disefiadas
para responder a diferentes eventos de sefalizacion. Los estudios previos proporcionaron evidencia de que la
angiogénesis inducida por bFGF es mediada por a,8; mientras que la angiogénesis inducida por VEGF es mediada por
ayBs (Friedlander, M.; y otros Science 1995, 270, 1500-1502). Las células de melanoma que expresan a,83 migran in
vitro y hacen metastasis in vivo sin la necesidad de la estimulacion de citocinas exdgenas (Filardo, E.J.; y otros. J Cell
Biol. 1995, 130, 441-450). Por el contrario, las células tumorales que expresan la integrina a,8s requieren de un evento
de sefalizacibn mediado por un receptor tirosina cinasa para la motilidad en vitronectina y la diseminacion in vivo
(Brooks, P.C.; y otros J Clin Invest. 1997, 99, 1390-1398). Aunque a,8s se expresa ampliamente por muchas célula
tumorales malignas, av8s tiene una distribucion celular relativamente limitada en comparacion con la de a8s (Pasqualini,
R.; y otros J. Cell Science 1993, 105, 101-111; Walton, H.L.; y otros J. Cell. Biochem. 2000, 78, 674-680.). Por lo tanto,
con el fin de orientar los procesos mediados por a,8; a propoésitos de diagndstico o terapéuticos, se requiere el
desarrollo de nuevos compuestos que puedan discriminar entre a,83 y ay0s.

Hasta la fecha, varios candidatos terapéuticos, incluyendo los anticuerpos (Gutheil, J.C. y otros Clin. Cancer Res. 2000,
6, 3056-3061), moléculas pequefias (Miller, W.H.; y otros Drug Discov. Today 2000, 5, 397-408; Marugan, J.J.; y otros J.
Med. Chem. 2005, 48, 926-934), peptidomiméticos (Sulyok, G.A.; y otros J. Med. Chem. 2001, 44, 1938-1950; Belvisi,
L.; y otros Org. Lett. 2001, 3, 1001-1004), y péptidos ciclicos (Mitjans, F. y otros Int. J. Cancer 2000, 87, 716-723;
Dechantsreiter, M.A.; y otros J. Med. Chem. 1999, 42, 3033-3040) se evaluaron clinicamente y mostraron que modulan
exitosamente los procesos mediados por ayG3. Hasta ahora, el pentapéptido ciclo (-Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal-),
referido como c(RGDf[NMe]V) (Eskens, F.A.; y otros Eur. J. Cancer 2003, 39, 917-926), es uno de los a,83; antagonistas
mas activos reportados en la literatura. Los estudios previos demostraron una mayor afinidad de este péptido por la
integrinaa,B; en comparacion con a,8s y se reporto la inhibiciéon de la adhesién celular mediada por a,8; con valores de
ICs0 en el intervalo micromolar cuando se ensay6 en diferentes lineas celulares tumorales (Goodman, S.L.; y otros. J.
Med. Chem. 2002, 45, t045 -1051).

Las estructuras cristalinas del segmento extracelular de la integrina av83 en su estado no ligado y en el complejo con
c(RGDf[NMe]V) y los estudios de acoplamiento en ligandos de integrina ay83 demostraron que las principales
interacciones son entre la arginina cargada positivamente y la subunidad a y entre el acido aspartico anionico y la
subunidad B (Marinelli, L.; y otros. J. Med. Chem.. 2003, 46, 4393-404; Xiong, J.P. y otros, Crystal structure of the
extracellular segment of integrin avfB3. Science 2001, 294, 339-345; Xiong, J.P.; y otros. Science 2002, 296, 151-155), y
que la selectividad entre las diferentes subunidades se consigue mediante la configuracion molecular de la secuencia
RGD. Estudios anteriores ademas reportaron que la equistatina, la mas pequefa (49 residuos) de las desintegrinas de
vibora (Echis carinatus), es un potente antagonista de las integrinas a,8s, avB1 y 011083 (Wierzbicka-Patynowski, I.; y
otros. J. Biol. Chem. 1999, 274, 37809-37814) y que los aminoacidos adyacentes al motivo RGD junto con los 41-49
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residuos C-terminales parecen ser criticos para el reconocimiento selectivo de las integrinas. Experimentos de mutacién
y entrecruzamiento por fotoafinidad, y analisis conformacional NMR combinado con estudios de acoplamiento Yahalom,
D.; y otros. Biochemistry 2002, 41, 8321-8331; Saudek, V.; y otros. Biochemistry 1991, 30, 7369-7372), proporcionaron
evidencias de que la regién C-terminal de equistatina se une a un sitio dentro de la subunidad s del receptor a,83, que
es distinto de los sitios que se unen a los residuos que flanquean la triada RGD en pequefios péptidos ligandos.

SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a compuestos de péptidos o miméticos de péptido, que contienen la secuencia Arg-Gly-Asp,
como antagonistas potentes y selectivos del receptor a,f83: los compuestos de la invencion se pueden usar como nuevos
medicamentos contra el cancer y/o una nueva clase de marcadores de diagnéstico no invasivos como herramientas
adecuadas para la terapia orientada a av83 e imagenologia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Es una representacion esquematica de los péptidos sintetizados.

Figura 2. Muestra las curvas de inhibicién representativas obtenidas a partir de ensayos de adhesion
realizados en células Ka,fs. Las células se preincubaron con concentraciones crecientes de c(RGDfV) (panel
A, ICs0 0.68 pM) y RGDechi (panel B, ICso 0.88 pM) durante 1 hora a 4°C y después se sembraron en placas
recubiertas con vitronectina. Las células se dejaron adherir durante 1 hora a 37°C y finalmente se contaron.

Figura 3. Muestra la selectividad de RGDechi por a,Bs. Panel A. Curvas de inhibiciobn representativas
obtenidas a partir de ensayos de adhesion realizados en células Ka,Bs. Las células se preincubaron con
concentraciones crecientes de c(RGDfV) (cuadrados cerrados) y RGDechi (cuadrados abiertos) durante 1 hora
a 4°C y la adhesion se determind como se describe en la Figura 2. Los resultados se expresan como el
porcentaje de células adherentes considerando la muestra control sin tratar como 100%. Panel B Curvas de
inhibicion representativas obtenidas a partir de ensayos de adhesion realizados en células Ka11B3. Las células
se pre-incubaron con anticuerpo monoclonal bloqueador LM609 anti-ayB3y se sometieron al ensayo de
adhesion sobre el fibrindgeno (10 pg/ml).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los compuestos de la invencion tienen la siguiente formula (1):

I ! @
AA1- Arg-Gly-Asp -AA2-(Xaa)n- L-(Yaa)m

en donde:

AAl es un aminoacido alfa que contiene al menos tres grupos funcionales, seleccionados en el grupo de Cys,
Asp, Glu, Lys, Orn, Pen, Dab o Dap;

AA2 es un aminoacido alfa que contiene al menos tres grupos funcionales, seleccionados en el grupo de Cys,
Asp, Glu, Lys. Orn, Pen, Dab o Dap;

L es una secuencia enlazadora que consiste en un nimero de residuos de aminoacido comprendidos entre 0 'y
2, tal como la secuencia PG;

(Xaa)n es una secuencia de aminoacido en la que n estd en el intervalo de 1 a 3, cuya secuencia es
sustancialmente homodloga a aquella de la secuencia 28-30 de Equistatina: MDD.

(Yaa)m es una secuencia de aminodcido en la que m estd en el intervalo de 2 a 9, cuya secuencia es
sustancialmente homdloga a aquella del C-terminal (41-49) de Equistatina: RNPHKGPAT.

La estructura ciclica del pentapéptido se obtiene a través de la formacion de un enlace peptidico entre el CO de AAly la
NH de AA2.

AA2 es preferentemente un D-aminoacido.

La secuencia (Xaa)n preferida es MDD mientras que la secuencia (Yaa)m preferida es RNPHKGPAT.
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El grupo Xaa se une a AA2 a través de la formacion de un enlace amida entre la cadena lateral de AA2 y el N-terminal
de Xaa.

Los péptidos de la invencion tienen grupos amino libres o acetilados en el N-terminal y grupos carboxilo libres o
amidados en la posicion C-terminal; uno o dos mas residuos de aminoacido pueden afiadirse en el extremo C-terminal.

La invencién se refiere también a los compuestos de la férmula (I) que se marcan, ya sea con el uso de un grupo
guelante o directamente con metales radiactivos o paramagnéticos o halégenos radiactivos y las sales de los mismos
con bases organicas o inorganicas fisiologicamente aceptables o con aniones de acidos organicos o inorganicos
fisiol6gicamente aceptables.

Para los compuestos de la invencidon que contienen aminoacidos, los residuos de aminoacidos se indican mediante
designaciones de una sola letra o de tres letras de acuerdo con las practicas convencionales. All de los amino&cidos
usados en la presente invencién pueden ser D-o0 L-isémero. Los L-isémeros se prefieren cuando no se especifique de
cualquier otra forma. Los aminoacidos que cominmente se encuentran y que no son codificados por genes también se
pueden usar en la presente invencion.

El término "sustancialmente homéloga" significa que la secuencia de aminoacidos de un compuesto en particular
muestra una correspondencia sustancial a la secuencia de aminoacidos de la secuencia C-terminal de la equistatina, en
la que al menos tres aminoacidos en las secuencias pueden mutarse con aminoacidos, por sustituciones conservativas.
El término "cualquier amino&cido" usado anteriormente se refiere a los isomeros L y D de los aminoacidos naturales y
amino&cidos "no proteinas" cominmente usados en la quimica de péptidos para preparar analogos sintéticos de
péptidos naturales, tales como los alfa amino4cidos sustituidos y no sustituidos en las posiciones alfa y beta de las
configuraciones L y D, y aminoacidos alfa y beta insaturados. Los ejemplos de aminoacidos "no proteina" son
norleucina, norvalina, aloisoleucina, alo-treonina, homoarginina, tioprolina, dehidroprolina, hidroxiprolina, acido
pipecolico, acido azetidina, homoserina, ciclohexilglicina, &cido alfa-amino-n-butirico, ciclohexilalanina, acido
aminofenilbutirico, fenilalanina mono y di -sustituidas en las posiciones orto, meta y para del anillo aromatico, derivados
O-alquilados de serina, treonina y tirosina, cisteina S-alquilada, lisina épsilon-alquilada, ornitina delta-alquilada,
amino&cidos aromaticos, sustituido en las posiciones meta o para del anillo tales como fenilalanina-nitrato, -sulfato, -
fosférico, -acetato, -carbonato, -metilsulfonato, -metilfosfonato, tirosina-sulfato, -fosfato, -sulfonato, -fosfonato, para-
amido-fenilalanina, C-alfa, alfa-dialquilados, amino&cidos tales como alfa,alfa-dimetilglicina (Aib), é&cido alfa-
aminociclopropanocarboxilico (Ac3c), acido alfa-aminociclobutanocarboxilico (Ac4c), acido
alfaaminociclopentanocarboxilico  (Ac5c), acido alfa-aminociclohexanocarboxilico (Ac6c), dietilglicina (Deg),
dipropilglicina (Dpg), difenilglicina (Dph). Los ejemplos de beta-aminoacidos son beta-alanina (beta-Ala), acido cis y
trans 2,3-diaminopropionico (Dap). Otros aminoacidos no proteina se identifican en el sitio web
http://CHEMLIBRARY.BRI.NRC.CA/.

El péptido o compuestos peptidomiméticos de la presente invencidén pueden sintetizarse por métodos convencionales
usados en la quimica de péptido ordinaria, como se describe, por ejemplo, en M. Bodansky and M.A. Ondetti, Peptide
Synthesis, published by Interscience Publishing Co., Nueva York, 1966; F.M. Finn and K. Hofmann, The Proteins,
volumen 2, editado por H. Neurath, R.L. Hill, Academic Press Inc., Nueva York, 1976;. Nobuo Izumiya y otros, Peptide
Synthesis, publicado por Maruzen Co., 1976; Nobuo Izumiya y otros, Fundamental Peptide Synthesis and Experiment,
publicado por Maruzen Co., 1985; Lecture Series on Biochemical Experiment, editado por la Association of
Biochemistry, Japén, volumen 1, "Chemistry of Protein V", capitulo Il, Haruaki Yajima, Peptide Synthesis, 1977.

El péptido se puede sintetizar mediante la seleccion del método de fase liquida o el método de fase sdélida, dependiendo
de la estructura del péptido. Los compuestos peptidicos ademas se pueden sintetizar mediante la combinacion de los
métodos de solucion y de fase sdlida.

Los compuestos de la invencion se purifican por cromatografia liquida de alta presion de fase inversa. Los compuestos
se identifican por espectrometria de masa, analisis de aminoacidos, espectroscopia de NMR.

La invencion se refiere ademas a los compuestos de la formula general (I1):

A-[Y]z-C (I
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en donde A es un péptido de formula general (I); z es un entero entre 0 y 5; Y es una cadena espaciadora
respectivamente unida a una de las funcionalidades presentes en las cadenas laterales de los aminoacidos individuales
presentes en el péptido A, 0 a un grupo N-terminal (-NHz) o un grupo C-terminal (-CO2H) de A, y a C; cuando z es un
entero entre 2 y 5, las unidades Y pueden ser iguales o diferentes entre si;

Y es preferentemente un grupo de la féormula (l11):

(i,

en donde:

r, 1, y g son cada uno independientemente 0 o0 1, y p es independientemente un entero de 0 a 10, siempre que
al menos uno de |, r y q sean diferente de cero;

R es hidrégeno;
R1 es un hidrégeno o un grupo -CHs;

C puede ser un agente quelante, covalentemente unido al espaciador Y o directamente al péptido A, 0 a mas
de una de las unidades de aminoacido del péptido A, que es capaz de acomplejar un metal paramagnético o un
radioisétopo.

Los grupos quelantes preferidos se seleccionan del grupo que consiste de:

un residuo de un &cido poliaminopolicarboxilico y derivados de este, en particular seleccionados de acido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA), &cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA),
acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (D03A), acido [10-(2-hidroxipropil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (HPDO3A), acido 4-carboxi-5,8,11-tris(carboximetil)-1-fenil-2-oxa-5,8,11-
triazatridecan-13-oico  (BOPTA),  N-[2-[bis(carboximetil)amino]-3-(4-etoxifenil)propil]-N-[2-[bis(carboximetil)
aminoletilglicina (EOB-DTPA), N,Nbis[2[(carboximetil)[(metilcarbamoil)metil] amino]etil]-glicina (DTPA-BMA),
acido 2-metil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (MCTA), acido (a,a',a",a")-tetrametil-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetracético (DOTMA); o es el residuo de un ligando del &cido de
poliaminofosfato o derivados de este, en particular acido N,N'-bis-(piridoxal-5-fosfato)etilenodiamina-N,N'-
diacético (DPDP) y acido etilenodinitrilotetrakis(metilfosfénico) (EDTP); o es el residuo de un ligando del acido
poliaminofosfénico y derivados de este, o acido poliaminofosfénico y derivados de este, en particular acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetrakis|metileno (metilfosfénico)] y acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano- 1,4,7,10-tetrakis[metileno-(metilfosfinico); o es el residuo de quelantes macrociclicos
tales como texafrinas, porfirinas, ftalocianinas; o es acido N,N-bis[2-[bis(carboximetil)amino]etil]L-glutamico
(DTPA-GLU) o DTPA conjugado con Lys (DTPA-Lys). Otros grupos quelantes se reportan en la publicacién
"Radionuclide Peptide Cancer Therapy" editado por M. Chinol y G. Paganelli, Taylor & Francis CRC Press,
2006 (ISBN: 0824728874).

C puede ser ademas un radiotrazador para medicina nuclear, tal como el grupo F18-galacto, covalentemente unido al
espaciador Y o directamente al péptido A, 0 a mas de una unidad de aminoacido del péptido A. Otros radiotrazadores
son aquellos reportados en la publicacion "Radionuclide Peptide Cancer Therapy" editado por M. Chinol and G.
Paganelli, Taylor & Francis CRC Press, 2006 (ISBN: 0824728874).

Estos péptidos pueden usarse en MRI y aplicacion en Medicina Nuclear para el diagndstico y el tratamiento de
canceres.

La invencidn en consecuencia proporciona el uso en un tratamiento de un trastorno que comprende la administracion a
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2413056 T3

un individuo que padece de dicho trastorno de una cantidad terapéuticamente eficaz del antagonista a,f3 de la formula |
oll.

Los ejemplos de trastornos especificos incluyen patologias relacionadas con la angiogénesis y la metastasis, tal como
cancer de mamas, tumores musculoesqueléticos, melanoma, cancer de cabeza y cuello, glioma humano, cancer
cervical, restenosis vascular, osteoporosis, artritis reumatoide.

Mas particularmente, los compuestos de la invencién son capaces de disminuir la proliferacion de células tumorales y/o
modular la angiogénesis patologica.

Los compuestos de la invencion se pueden usar ademas en el diagnoéstico de trastornos usando métodos de MRI y de
Medicina Nuclear (PET, SPECT etc.) mediante la administracion de una cantidad eficaz de los mismos a un sujeto,
particularmente para el diagnéstico de enfermedades relacionadas con la angiogénesis y la metastasis tales como
cancer de mama, tumores musculoesqueléticos, melanoma, cancer de cabeza y cuello, glioma humano, cancer cervical,
restenosis vascular, osteoporosis, artritis reumatoide.

La invencion se refiere ademéas a un kit de diagnéstico que comprende el antagonista de a,Bs tal como se definid
anteriormente para la deteccién temprana de patologias en el plasma, tales como cancer de mama, tumores
musculoesqueléticos, melanoma, cancer de cabeza y cuello, glioma humano, céancer cervical, restenosis vascular,
osteoporosis, artritis reumatoide.

La invencion se ilustra con més detalle mediante el siguiente ejemplo.
EJEMPLO

El péptido que tiene la secuencia reportada en la Figura 1, y de aqui en adelante referida como RGDechi, es una
molécula quimérica bifuncional que contiene un motivo RGD ciclico y una secuencia correspondiente a la cola C-
terminal de la equistatina conectados por un enlazador. Con el fin de evaluar la actividad de la molécula bifuncional
RGDechi, se disefiaron echilL, echi 11-19 y echi8-19 (figura 1). Echil1-19 y echi 6-19 abarcan las secuencias 11-19 y 8-
19 de RGDechi respectivamente, y echiL corresponde al precursor lineal de RGDechi.

Sintesis: Todos los péptidos se sintetizaron en un sintetizador de péptidos ABI433A automatizado usando la estrategia
en fase sélida Fmoc (0.25 mmol). La sintesis se llevé a cabo con resina Novasyn TGA (sustitucion de 0.29 mmol g™),
usando todos los aminoacidos estandar, excepto por Fmoc-D-Glu-OAll con el fin de insertar el residuo D-Glu® en la
secuencia peptidica por su cadena lateral carboxilo. El primer aminoacido se unié a la resina mediante tratamiento con
Fmoc-Thr (tBu)-OH (5 eq) / MSNT (5 eq) / Melm (3.75 eq) en DCM durante 3 h. La etapa de desproteccién de Fmoc se
llevé a cabo con 30% de piperidina en DMF durante 10 min y las reacciones de acoplamiento del éster activo se llevaron
a cabo en un exceso de cuatro veces el aminoacido y HBTU (4 eq) / HOBt (4 eq) / DIPEA (8 eq) en DMF (Fields, C. G;
y otros Pept. Res. 1991, 4, 95-101). Cada acoplamiento se repiti6 dos veces durante 1 h seguido de un paso de
finalizacion (5 min) realizado con anhidrido acético /DIPEA/DMF (2.6:4.8:92.6 v/viv).

Después de la reaccion de acoplamiento de Arg11 se retird una alicuota de la peptidil-resina para producir el péptido
echill-19. Al final del acoplamiento de Met®, otra parte de la resina se retir6 para obtener el péptido echi6-19. Durante la
sintesis de RGDechi antes de la desproteccion de Fmoc de Lysl, la desproteccion selectiva del a-carboxilo del residuo
D-GIu® a partir del grupo alilo se llevé a cabo mediante el tratamiento de la peptidil-resina con PhSiH; (24eq)/Pd(PPhs)s
(0.25 eq) en DCM. Antes de la ciclacion final la resina se dividié en dos partes, con el fin de obtener echiL y para
continuar la sintesis de RGDechi. La ciclacidn entre el aNH de Lys' y el aCO de D-GIu® se realizé con PyBop (1.5
eq)/HOBt (1.5 eq)/DIPEA (2 eq) en DMF.

Los péptidos se escindieron de la resina y se desprotegieron usando una mezcla de TFA/H,O/EDT/TIS (94:2.5:2.5:1
vIvIVIV). Las resinas se filtraron después y los péptidos se precipitaron usando éter de dietilo anhidro frio.

Los productos crudos se purificaron mediante RP-HPLC preparativa en el sistema Shimadzu LC-8A, equipado con un
detector Uv-Vis SPD-10A usando una columna C18 Phenomenex (21 x 250 mm; 15 pym; 300 A) y un gradiente lineal de
H20 (0.1% TFA)/CH3CN (0.1 % TFA) de 5% a 70% de CH3CN (0.1% TFA) en 30 min a un régimen de flujo de 20
ml/min. Los péptidos purificados se caracterizaron mediante espectrometria de MALDI-TOF en un espectrémetro
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MALDI-TOF Voyager-DE (Perseptive Biosystem), que dio los picos esperados de iones moleculares [M-H]+ de 2061.2,
978.1, 1493.6, 2079.2 para RGDechi, echill-19, echi 8-19 y echilL, respectivamente.

Todos los péptidos se sintetizaron por el método en fase sélida usando quimica de Fmoc. Todos los aminoacidos se
acoplaron de acuerdo con el procedimiento de HBTU/HOBt/DIPEA (Fields, C. G.; y otros Pept. Res. 1991, 4, 95-101).
La desproteccion final y la escision de la resma se lograron con TFA y depuradores Durante la sintesis de RGDechi,
antes de la desproteccién de Fmoc de Lys la desproteccion selectiva del a-carboxilo del residuo D- Glu® a partir del
grupo alilo se llevd a cabo mediante el tratamiento de la peptidil-resina con PhSiH; /Pd(PPhs)s/DCM (Dangles, O. y
otros.. J. Org. Chem. 1987, 52, 4984-93). Antes de la ciclacion final, la resina se dividié en dos partes, para obtener
echilL y para continuar la sintesis de RGDechi. La ciclacion entre el grupo aNH de Lys' y el grupo aCO de D-GIuS se
realiz6 con PyBop /HOBt /DIPEA (Coste, J. y otros. Tetrahedron Lett. 1990, 31, 205-8) en DMF.

La pureza y la identidad de los péptidos se confirmaron por RP-HPLC analitica y espectrometria de masas MALDI-TOF.
Los rendimientos globales de RGDechi, echil, echi6-19 y echi 11-19, purificados mediante RP-HPLC preparativa, fueron
24%, 30%, 54% y 58%, respectivamente.

Adhesion celular y ensayo competitivo: Las células de eritroleucemia humana K562, establemente cotransfectadas
con ADNCc de la subunidad ay 0 0115 y las subunidades B3 o Bs, fueron amablemente proporcionadas por el Dr. S. D.
Blystone (SUNY Upstate Medical University, Syracuse, NY). Las células se mantuvieron en medio Dulbecco modificado
de Iscove (IMDM) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, 100 Ul/ml de penicilina, 50 pg/ml
de estreptomicina y 500 pg/ml de G418 en una incubadora humidificada con 5% CO; a 37°C. La expresion de o,B3, ovfs
y ovB3 en los clones transfectados se confirmo por citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales marcados con
FITC LM609, P1F6 y A2A9/6. Las células se usaron para determinar la afinidad por a,f3 y la reactividad cruzada con
integrina a.Bs y a11B3. RGDechi se ensay6 para determinar su capacidad de inhibir la adheS|on celular a la vitronectina
o fibrinégeno inmovilizados y competir por la unién con el péptido RGD ciclico marcado con *#I. Otros péptidos ciclicos,
tales como c(RGDfV) y su variante c(RGDyV), asi como también la secuencia especifica de RGDechi, se usaron para la
comparacion.

Los ensayos de adhesion celular se realizaron como se describié previamente (Chiaradonna, F.; y otros EMBO J. 1999,
18, 3013-3023). En resumen, las placas de 24 pocillos de fondo plano se incubaron durante la noche con 5 pg/ml de
vitronectina. Las placas pre-recubiertas se lavaron con PBS, se incubaron durante 1 h a 23 °C con 1% de albumina
sérica bovina desnaturalizada por calor, y se lavaron nuevamente. Después, las células K562 que sobreexpresan a3
se incubaron con varias concentraciones de péptidos RGD ciclicos o diluyentes durante 1 h a 4 °C. Las células tratadas
con péptido (0.2-0.5 x 106/100 pl/pocillo) se sembraron en placas pre-recubiertas y se dejaron adherir durante 1 hora a
37 °C en 5% de CO,. Las células no adherentes se eliminaron con un lavado suave, mientras que las células
adherentes se desprendieron mediante tratamiento con tripsina y se contaron. Tres ensayos de adhesion diferentes se
realizaron por duplicado. Los resultados de cada ensayo se analizaron por GraphPad Prism Software Inc, San Diego,
CA, usando el método de regresion no lineal de minimos cuadrados, para estimar los valores de ICso de cada péptido.

Para ensayar la selectividad del nuevo péptido, las células K562 que sobreexpresan a5 0 ayB3 se incubaron con
concentraciones crecientes de ¢c(RGDfV) o RGDechi y la adhesion celular se determind como se describié anteriormente
usando vitronectina o fibrin6geno como se indico.

El péptido c(RGDyV) se marco con *#| usando el método de lodo-Gen como se describié previamente (Del Vecchlo S.
y otros. Cancer Res. 1993, 53, 3198-3206). En resumen, 100 pg de péptido reaccionaron con 500 uCi de Na & y 12 ug
de lodo-Gen. Después de 15 min la reaccion se detuvo mediante la adicion de 1 pmol de N-acetiltirosina. El péptido
radiomarcado se purificd por yoduro no unido mediante cromatografia de exclusion por tamafio en poliacrilamida
(Felding-Habermann, B. Pathophysiol. Haemost Thromb. 2003, 33 Supl 1, 58) El producto radiomarcado contenia
menos de 3% de yoduro libre segun lo evaluado por HPLC. Las células (1 x 10 ) se incubaron después con c(RGDyV)
marcado con %I en presencia 0 ausencia de un gran exceso de competidores no marcados durante 1 h a 4°C. Después
de un extenso lavado, la radiactividad asociada a las células se determiné por el contadory.

Todos los péptidos sintetizados se ensayaron para su capacidad de inhibir la adhesion celular a la vitronectina. Las
células de eritroleucemia humana K562 que sobreexpresan a,B3 (Kayf3) se incubaron con concentraciones crecientes
del péptido ensayado y después se les permitid adherirse a las placas revestidas con vitronectina. Ambos c(RGDfV)
(Sulyok, G.A.; y otros J. Med. Chem. 2001, 44, 1938-1950; Dechantsreiter, M.A.; y otros J. Med. Chem. 1999, 42, 3033-
3040), un analégo de c(RGDf[NMe]V) con una actividad biolégica comparable, y RGDechi fueron capaces de inhibir la
adhesion de las células KayBs a la vitronectina. La figura 2 muestra las curvas de inhibicion representativas obtenidas
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mediante la incubacion de KayBs con c(RGDfV) y RGDechi, respectivamente. El valor de 1Csp para c(RGDfV) oscilé
entre 0.64 uM y 3.48 uM, mientras que el ICso de RGDechi oscilé entre 0.79 UM y 7.59 uM. Se ensayaron fragmentos
RGDechi para determinar su capacidad de inhibir la adhesion celular de Kas. La incubacién con 10 uM de secuencias
de aminoéacidos seleccionadas, tales como echill-19, echi6-19 y echil, no inhibi6 la adhesién celular, que se mantuvo
en 97.5%, 99.0%, y 89.5% en comparacion con células control sin tratar.

Para ensayar la selectividad de la unién del nuevo péptido RGDechi, las células que sobreexpresan a,fs (KoyBs) se
usaron en el ensayo de adhesién. En la Figura 3A se reportan curvas de inhibicion representativas. Aunque c(RGDfV)
fue capaz de inhibir de manera eficiente la adhesién de las células a la vitronectina, RGDechi no mostré ninglin efecto
inhibidor significativo sobre la adhesion celular de Ka,fs, lo que indica la falta de reactividad cruzada con a,8s. En
experimentos paralelos, las células que sobreexpresan, ai11B3 se pre-incubaron con el anticuerpo monoclonal LM609 y
después se les permiti6 adherirse al fibrindgeno en la presencia o ausencia del péptido seleccionado. La figura 3B
muestra que, si bien c(RGDfV) fue capaz de inhibir eficazmente la adhesion de las células al fibrin6geno, RGDechi no
mostré ningun efecto inhibidor significativo sobre las células que sobreexpresan a11p3.

Se obtuvieron resultados consistentes a partir de los experimentos de unién competitiva que indican que el nuevo
péptido RGDechi compite eficazmente con un analogo de c(RGDf[NMe] V) marcado con *?°l [c(RGDyV)] por la unién a
las células que sobreexpresan a3y no a clones que sobreexpresan a,fs.

En conclusién, los resultados anteriores muestran que el péptido quimérico RGDechi es un ligando novedoso y selectivo
para la integrina a,Bs.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto antagonista de la integrina ayB3, que muestra una afinidad selectiva para la integrina a,fs, que
contiene un motivo RGD ciclico y dos restos C-terminales de equistatina covalentemente unidos por una
secuencia espaciadora.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que tiene la siguiente férmula (1):

I l D
AA1- Arg-Gly-Asp -AA2-(Xaa)n- L-(Yaa)m

en donde:

AAl es un amino&cido alfa que contiene al menos tres grupos funcionales, seleccionados en el grupo de Cys,
Asp, Glu, Lys, Orn, Pen, Dab o Dap;

AA2 es un aminoacido alfa que contiene al menos tres grupos funcionales, seleccionados en el grupo de Cys,
Asp, Glu, Lys. Orn, Pen, Dab o Dap;

L es una secuencia enlazadora que consiste en un nimero de residuos de aminoacido comprendido entre O y
2, tal como la secuencia PG;

(Xaa)n es una secuencia de aminoacido en la cual n esta en el intervalo de 1 a 3, cuya secuencia corresponde
a la secuencia 28-30 de Equistatina: MDD, y secuencias homologas derivadas de las sustituciones
conservativas de aminoacidos.

(Yaa)m es una secuencia de amino&cido en la m est4 en el intervalo de 2 a 9, cuya secuencia corresponde
al C-terminal (41-49) de Equistatina: RNPHKGPAT, y secuencias homologas derivadas de las
sustituciones conservativas de aminoacidos.

Un compuesto de la férmula (11)
A-[Y]z-C (m

en donde A es un péptido de férmula general (l); z es un entero de 0 a 5; Y es una cadena espaciadora
respectivamente unida a una de las funcionalidades presentes en las cadenas laterales de los aminoéacidos
individuales presentes en el péptido A, 0 a un grupo N-terminal (-NH2) o un grupo C-terminal (-CO2H) de A,y a
C; cuando z es un entero entre 2 y 5, las unidades Y pueden ser iguales o diferentes entre si;

Y que tiene la siguiente formula (I1):

~

4

en donde:
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r, I, y g son cada uno independientemente 0 0 1, y p es independientemente un entero de 0 a 10, siempre que
al menos uno de |, r y g sean diferente de cero;

R es hidrégeno;
R1 es hidrégeno o metilo;

C es un agente quelante, covalentemente unido al espaciador Y o directamente al péptido A, o a mas de una
de las unidades de aminoacido del péptido A, que es capaz de acomplejar un metal paramagnético o un
radioisotopo o un radiotrazador.

Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del antagonista a8z de
las reivindicaciones 1-3 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un compuesto antagonista de o,Bs integrina de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 para usar como
medicamento.

Un compuesto antagonista de a,f3 integrina de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 para usar en el tratamiento
de las patologias relacionadas con la angiogénesis y metéstasis seleccionado del grupo que consiste de cancer
de mamas, tumores musculoesqueléticos, melanoma, cancer de cabeza y cuello, glioma humano, céancer
cervical, restenosis vascular, osteoporosis, artritis reumatoide.

Un kit diagnéstico o trazador que comprende el antagonista a3 de las reivindicaciones 1-3 para la deteccion
temprana en plasma o diagnostico por MRI o medicina nuclear del cancer de mamas, tumores
musculoesqueléticos, melanoma, cancer de cabeza y cuello, glioma humano, céncer cervical, restenosis
vascular, osteoporosis, artritis reumatoide.
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