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DESCRIPCION
Peptidomiméticos en horquilla B fijados sobre una plantilla, con actividad antagonista con respecto a CXCR4

La presente invencion da a conocer peptidomiméticos de horquilla 8 fijados sobre plantilla que incorporan cadenas
fijadas sobre plantilla de 14 residuos de a aminoacidos que dependiendo de sus posiciones sobre las cadenas son
Gly, NmeGly, Pro o Pip, o de ciertos tipos, tal como se definen mas adelante. Estos miméticos de horquilla B fijados
sobre plantilla tienen actividad antagonista con respecto a CXCR4. Ademas, la presente invencion da a conocer un
procedimiento sintético eficaz por el que estos compuestos pueden, en caso deseado, ser realizados en formato
paralelo de libreria. Estos peptidomiméticos de horquilla B muestran una eficacia mejorada, biodisponibilidad, media
vida y de manera mas importante una proporcion significativamente incrementada entre la actividad antagonista con
CXCR4 por una parte y la hemolisis sobre glébulos rojos y citotoxicidad por otra.

Hasta el momento, las terapias disponibles para el tratamiento de infecciones VIH han llevado a una notable mejora
de los sintomas y a la recuperacion de la enfermedad en personas infectadas. Si bien la terapia altamente activa
antirretrovirica (terapia HAART) que comporta una combinacion de transcriptas inversa/inhibidor de proteasa ha
mejorado notablemente el tratamiento clinico de individuos con infeccién de sida o VIH, subsisten todavia varios
problemas graves incluyendo la resistencia a mdltiples medicamentos, efectos adversos significativos y costes
elevados. Son particularmente deseados agentes antiVIH que bloqueen la infeccién VIH en una etapa previa de la
infeccion, tal como la entrada virica.

Se ha reconocido recientemente que para una eficiente entrada en las células objetivo, los virus de la
inmunodeficiencia humana requieren los receptores de quimioquina CCR5 y CXCR4, asi como el receptor primario
CD4 (N. Levy, Engl. J. Med., 335, 29, 1528-1530). De acuerdo con ello, un agente que pueda bloquear los
receptores de quimioquina CXCR4 deben impedir infecciones en individuos sanos y reducir o detener el avance
virico en pacientes infectados (Science, 1997, 275, 1261-1264).

Entre los diferentes tipos de inhibidores de CXCR4 (M. Schwarz, T. N. C. Wells, A.E.I. Proudfoot, Receptors and
Channels, 2001, 7, 417-428), una clase emergente se basa en analogos de péptidos catiénicos de aparicion natural
derivados de polifemusina Il que tienen una estructura de hoja B antiparalela y una horquilla 3 que se mantiene por
dos puentes de bisulfuro (H. Nakashima, M. Masuda, T. Murakami, Y. Koyanagi, A. Matsumoto, N. Fulji,
N.Yamamoto, Antimicrobial Agents and Chemoth. 1992, 36, 1249-1255; H. Tamamura, M. Kuroda, M. Masuda, A.
Otaka, S. Funakoshi, H. Nakashima, N. Yamamoto, M. Waki, A. Matsumotu, J.M. Lancelin, D. Kohda, S. Tate, F.
Inagaki, N. Fujii, Biochim. Biophys. Acta 1993, 209, 1163; WO 95/10534 Al).

Las sintesis de analogos estructurales y estudios estructurales por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) han mostrado que los péptidos catiénicos adoptan conformaciones de horquilla B bien definidas debido al
efecto limitativo del uno o dos puentes de bisulfuro (H. Tamamura, M. Sugioka, Y. Odagaki, A. Omagari, Y. Kahn, S.
Oishi, H. Nakashima, N. Yamamoto, S.C. Peiper, N. Hamanaka, A. Otaka, N. Fujii, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001,
359-362). Estos resultados muestran que la estructura de horquilla B juega un importante papel en la actividad
antagonista con respecto a CXCRA4.

Otros estudios estructurales adicionales han indicado también que la actividad antagonista puede verse influida
también por la modulacion de la estructura amfifilica y el farmacoforo (H. Tamamura, A. Omagari, K. Hiramatsu, K.
Gotoh, T. Kanamoto, Y. Xu, E. Kodama, M. Matsuoka, T. Hattori, N. Yamamoto, H. Nakashima, A. Otaka, N. Fujii,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 1897-1902; H. Tamamura, A. Omagari, K. Hiramatsu, S. Oishi, H. Habashita, T.
Kanamoto, K. Gotoh, N. Yamamoto, H. Nakashima, A. Otaka N. Fujii, Bioorg. Med.Chem. 2002, 10, 1417-1426; H.
Tamamura, K. Hiramatsu, K. Miyamoto, A. Omagari, S. Oishi, H. Nakashima, N. Yamamoto, Y. Kuroda, T.
Nakagawa, A. Otaki, N. Fujii, Bioorg. Med. Chem. Letters 2002, 12, 923-928).

Un tema clave en el disefio de péptidos con efecto antagonista sobre CXCR4 es la selectividad. Los analogos
derivados de polifemusina Il ejercen todavia citotoxicidad a pesar de las mejoras conseguidas (K. Matsuzaki, M.
Fukui, N. Fujii, K. Miyajima, Biochim. Biophys. Acta 1991, 259, 1070; A. Otaka, H. Tamamura, Y. Terakawa, M.
Masuda, T. Koide, T. Murakami, H. Nakashima, K. Matsuzaki, K. Miyajima, T. lbuka, M. Waki, A. Matsumoto, N.
Yamamoto, N. Fujii Biol. Pharm. Bull. 1994, 17, 1669 y referencias citadas anteriormente).

Esta actividad citotoxica obvia esencialmente su utilizacion in vivo, y representa una serie de desventajas en
aplicaciones clinicas. Antes de que se pueda considerar la utilizacion intravenosa, la toxicidad general, actividad de
unién a proteinas en el suero sanguineo, y también la estabilidad como proteasa son temas graves que deben ser
enfocados adecuadamente.

Recientemente se ha demostrado que el receptor de CXCR4 no esta involucrado solamente en la entrada de VIH
sino también en la actividad quimiotactica de células de cancer, tales como metastasis de cancer de seno o
metastasis de cancer de ovarios (A. Muller, B. Homey, H. Soto, N. Ge, D. Catron, M.E. Buchanan, T. Mc Clanahan,
E. Murphey, W. Yuan, S.N. Wagner, J. Luis Barrera, A. Mohar, E. Verastegui, A. Zlotnik, Nature 2001, 50, 410, J. M.
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Hall, K. S. Korach, Molecular Endocrinology, 2003, 1-47), Non-Hodgin’s Lymphoma (F. Bertolini, C. DellAgnola, P.
Manusco, C. Rabascio, A. Burlini, S. Monestiroli, A. Gobbi, G. Pruneri, G. Martinelli, Cancer Research 2002, 62,
3106-3112), or lung cancer (T.Kijima, G. Maulik, P. C. Ma, E. V. Tibaldi, R:E. Turner, B. Rollins, M. Sattler, B.E.
Johnson, R. Salgia, Cancer Research 2002, 62, 6304-6311), melanoma, cancer de prostata, cancer de rifion,
neuroblastomia, cancer de pancreas, mieloma multiple, leucemia linfocitica crénica (H. Tamamura y otros Febs
Letters 2003, 550 79-83, cited ref.). El bloqueo de la actividad quimitactica con un inhibidor de CXCR4 debe detener
la migracion de células de cancer.

El receptor de CXCR4 ha sido implicado también en el crecimiento y proliferacién de tumores. Se ha demostrado
que la activacion del receptor de CXCR4 era critica para el crecimiento de tumores malignos tanto neuronales como
gliales y tumores de pulmodn de células pequefias. Ademas, la administracion sistémica del antagonista AMD3100 de
CXCR4 inhibe el crecimiento de glioblastoma intracraneal e injertos de meduloblastoma al incrementar la apoptosis y
disminuir la proliferacién de células tumorales (Rubin JB, Kung AL, Klein RS, Chan JA, Sun Y, Schmidt K, Kieran
MW, Luster AD, Segal RA. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 100(23):13513-13518, Barbero S, Bonavia R, Bajetto A,
Porcile C, Pirani P, Ravetti JL, Zona GL, Spaziante R, Florio, T. Schettini G. Stromal Cancer Res. 2003, 63(8): 1969-
1974, Kijima T, Maulik G, Ma PC, Tibaldi EV, Turner RE, Rollins B. Sattler M. Johnson BE, Salgia R. Cancer Res.
2002-; 62(21): 6304-6311, Cancer Res. 2002;62(11):3106-3112.

El factor derivado de células del estroma 1 (CXCL12/SDF-1) y su receptor CXCR4 estan involucrados en el trafico
de células B y progenitores hematopoiéticos. Se ha demostrado que el receptor de CXCR4 juega un importante
papel en la liberacién de células madre desde el tuétano del hueso a la sangre periférica. El receptor es expresado,
por ejemplo, sobre células CD34+, y ha sido implicado en el proceso de la emigracion y la instalacion de células
CD34+. Esta actividad del receptor de CXCR4 puede ser muy importante para recogidas eficientes de aferesis de
células madre de sangre periférica. Las células de sangre periférica autdlogas proporcionan una recuperacion
hematopoiética rapida y mantenida, a continuaciéon del autotransplante, después de la administracion de
quimioterapia o radioterapia en grandes dosis en pacientes con enfermedades malignas hematolédgicas y tumores
sélidos. (WC. Liles y otros, Blood 2003, 102, 2728-2730).

Existen pruebas crecientes que sugieren que las quimioquinas, en general y la interaccion entre el factor alfa
guimioatractivo, derivado de CXCL12/células del estroma y su receptor CXCR4 en particular, juegan un papel
determinante en la angiogénesis. Las quimioquinas inducen angiogénesis directamente al unir sus receptores sobre
células endoteliales o indirectamente promoviendo infiltrados celulares inflamatorios, que facilitan otros estimulos
angiogénicos. Se ha demostrado que una serie de quimioquinas proinflamatorias, incluyendo interleuquina 8 (IL 8),
oncdgenos regulados en cuanto a crecimiento, factor 1 (SDF-1) derivado de células del estroma, proteina
quimiotactica 1 (MCP-1), de monocitos, eotaxina 1, y 1-309 se han demostrado que actdan como inductores directos
de angiogénesis. (Chen X, Beutler JA, Mc Cloud TG, Loehfelm A, Yang L, Dong HF, Chertov OY, Salcedo R,
Oppenheim JJ, Howard OM. Clin Cancer Res. 2003 9(8):3115-3123, Salcedo R, Oppenheim JJ. Microcirculation
2003 (3-4): 359-370).

Se ha establecido con claridad que las quimioquinas estan involucradas en una serie de patologias inflamatorias y
algunas de ellas muestran un papel esencial en la modulacién del desarrollo de osteoclastos. El inmunotinte para
SDF-1 (CXCL 12) en biopsias sinoviales y de tejidos 6seos de muestras de artritis reumatoide (RA) y osteoartritis
(OA) han mostrado fuertes incrementos en los niveles de expresion en condiciones inflamatorias. (Grassi F, Cristino
S, Toneguzzi S, Piacentini A, Facchini A, Lisignoli G. J Cell Physiol. 2004;199(2):244-251. Parece probable que el
receptor de CXCR4 juega un importante papel en las enfermedades inflamatorias, por ejemplo, artritis reumatoide,
asm, o esclerosis multiple (K. R. Shadidi y otros, Scandinavian Journal of Immunology, 2003, 57, 192-198, J. A.
Gonzalo J. Immunol. 2000, 165, 499-508, S. Hatse y otros, FEBS Letters 2002 527, 255-262 y referencias ya
citadas).

La mediacién del reclutamiento de células inmunes en lugares de inflamacién debe ser interrumpida por un inhibidor
de CXCRA4.

En los compuestos que se describen mas adelante se introduce una nueva estrategia para estabilizar
conformaciones de horquilla B en peptidomiméticos ciclicos “backbone-turn” que muestran elevada actividad
antagonista de CXCR4, siendo Utiles para recogida eficiente de células madre de sangre periférica por aferesis y
teniendo actividad anticancer y actividad antiinflamatoria.

Esto comporta el transplante de la secuencia de horquilla catiénica e hidrofébica en una plantilla cuya funcion es
forzar el ntcleo de un bucle de péptido a una geometria de horquilla. La rigidez de la horquilla puede verse influida
adicionalmente por la introduccion de un puente de bisulfuro. Los péptidos miméticos de horquilla unidos a plantilla,
han sido descritos en la literatura (D, Obrecht, M. Altorfer, J. A. Robinson, Adv. Med. Chem. 1999, 4, 1-68; J. A.
Robinson, Syn. Lett. 2000, 4, 429-441), pero estas moléculas no han sido evaluadas previamente para el desarrollo
de péptidos antagonistas de CXCR4. No obstante, la capacidad de generar peptidomiméticos de horquilla B
utilizando procedimientos de sintesis combinatoriales y paralelos ha quedado establecida actualmente (L. Jiang, K.
Moehle, B. Dhanapal, D. Obrecht, J. A. Robinson, Helv. Chim. Acta. 2000, 83, 3097-3112).
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Estos procedimientos permiten la sintesis y cribado de grandes librerias miméticas de horquilla, que a su vez
facilitan considerablemente estudios, estructura-actividad y, por lo tanto, el descubrimiento de nuevas moléculas con
muy potente actividad antagonista de CXCR4 o de actividad anticancer o actividad antiinflamatoria y baja actividad
hemolitica con respecto a glébulos rojos humanos.

Los peptidomiméticos de horquilla B obtenidas por el enfoque que se ha descrito, son utiles como agentes anti-VIH,
agentes anticancer, como inhibidores de crecimiento de tumores o como agentes inductores de apoptosis, agentes
antimetastasis y agentes antiinflamatorios o como agentes que pueden ser utilizados en recogidas por aféresis de
células madre de sangre periférica.

Los peptidomiméticos de horquilla B de la presente invencion son compuestos de formula general

N

z
[

Al
LA J

Plantilla

o

en la que

4

A
N

Plantilla

es un residuo de dipéptido constituido por dos elementos constructivos de aminoacidos diferentes, siendo el
dipéptido ®Pro-"Pro; y Z es una cadena constituida por 12 residuos de a-aminoacidos, en la que

- el residuo P1 es el residuo de Tyr;

- el residuo P2 es el residuo de Arg o Gly;

- el residuo P3 es el residuo de Cit;

- el residuo P4 es el residuo de Val, Phe, Cys, Gly lle, Thr o GIn;
- el residuo P5 es el residuo de Arg;

- el residuo P6 es el residuo de DArg o0 Arg;

- el residuo P7 es el residuo de Arg;

- el residuo P8 es el residuo de 2-Nal o Trp;

- el residuo P9 es el residuo de Phe, Val, Cys, Gly, lle, Thr o GIn;
- el residuo P10 es el residuo de Tyr;

- el residuo P11 es el residuo de Cit o Gly;

- el residuo P12 es el residuo de Lys;

Cys en P4 y P9 forman un puente de bisulfuro
en forma libre o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con la presente invencidon estos peptidomiméticos de horquilla 3 pueden ser preparados por un
procedimiento que comprende:

(a) acoplamiento de un soporte sélido apropiadamente funcionalizado con un derivado apropiadamente N
protegido de dicho aminoéacido que en el producto final deseado se encuentra en posicion 6, 7 u 8, estando
igualmente protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en
dicho derivado de aminoacido N-protegido;

(b) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido;

(c) acoplar el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en los productos finales deseados se encuentra una posicion mas préoximo al residuo de
aminoacido N-terminal, siendo igualmente protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional, que
pueda encontrarse presente en dicho derivado de aminoacido N-protegido;

(d) eliminar el grupo N-protector obtenido;

(e) repetir las etapas (c) y (d) hasta que el residuo de aminoacido del terminal N ha sido introducido;

(f) acoplamiento del producto obtenido con un compuesto de féormula general;
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OH X

O
N
Plantilla

I
en la que

O l
N
Plantilla

es la definida anteriormente y X es un grupo N-protector

(g9) eliminando el grupo N-protector del producto obtenido en la etapa (f) o en la etapa (fc);

(h) acoplando el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en el producto final deseado se encuentra en posicion 12, siendo igualmente protegido de
modo apropiado cualquier grupo funcional que puede encontrarse presente en dicho derivado de
aminoacido N-protegido;

(i) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

() acoplar el producto obtenido con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho aminoacido que en el
producto final deseado se encuentra una posicion mas alejado de la posiciéon 12, encontrandose igualmente
protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en dicho derivado
de aminoéacido N-protegido;

(k) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

() repetir las etapas (j) y (k) hasta que todos los residuos de aminoacidos han sido introducidos;

(m)en caso deseado desproteger selectivamente uno o varios grupos funcionales protegidos presentes en
la molécula y sustituir de manera apropiada el grupo o grupos reactivos liberados de este modo:

(n) en caso deseado formar uno, dos o tres enlaces entre hebras entre cadenas laterales de residuos de
aminoacidos apropiados en posiciones opuestas de la region de hebra 3;

(o) desacoplar el producto obtenido del soporte sélido;

(p) ciclar el producto fraccionado del soporte soélido;

(q) eliminar cualesquiera grupos protectores presentes en grupos funcionales de cualesquiera miembros de
la cadena de residuos de aminoacidos y, en caso deseado, cualquier grupo o grupos protectores que
pueden encontrarse presentes ademas en la molécula; y

(r) en caso deseado, convertir el producto obtenido de este modo en una sal farmaceuticamente aceptable
0 convertir una sal farmaceuticamente aceptable, o inaceptable obtenida de este modo en el compuesto
libre correspondiente de formula | o en una sal diferente, farmaceuticamente aceptable.

Alternativamente, los peptidomiméticos de la presente invencion pueden ser preparados por

(a’) acoplamiento de un soporte soélido apropiadamente funcionalizado con un compuesto de férmula
general

OH X
0
N
Plantilla
I

en la que
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N

L

Plantilla

es la definida anteriormente y X es un grupo N-protector

(b") eliminar el grupo N-protector del producto obtenido en la etapa (') o en la etapa (a’c);

(c’) acoplar el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en el producto final deseado se encuentra en posicién 12, encontrandose igualmente
protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en dicho derivado
de aminoacido N-protegido;

(d’) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

(e’) acoplar el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en el producto final se encuentra una posicién mas alla de la posicion 12, encontrandose
igualmente protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en
dicho derivado de aminoacido N-protegido;

(f") eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

(9') repetir las etapas (e') y (f) hasta que sean introducidos todos los residuos de aminoacidos;

(h’) en caso deseado, desproteger selectivamente uno o varios grupos funcionales protegidos presente en
la molécula y sustituir de manera apropiada el grupo o grupos reactivos liberados de esta forma;

(i) en caso deseado formar uno, dos o tres enlaces interhebras entre cadenas laterales de residuos de
aminoacidos apropiados en posiciones opuestas de la region de la hebra [3;

(i") desacoplar el producto obtenido del soporte sélido;

(k") ciclar el producto fraccionado del sopote sélido;

(I") eliminar cualesquiera grupos protectores presentes en grupos funcionales de cualesquiera miembros de
la cadena de residuos de aminoacidos, y en caso deseado, cualquier grupo o grupos protectores que se
pueden encontrar adicionalmente presentes en la molécula; y

(m’) en caso deseado, convertir el producto obtenido de este modo en una sal farmaceuticamente aceptable
o convertir una sal farmaceuticamente aceptable, o inaceptable, obtenida de este modo en el compuesto
libre correspondiente de férmula | o en una sal diferente, farmaceuticamente aceptable.

Tal como se utiliza en esta descripcion, el término “alquilo” considerado solo o en combinacién, indica radicales de
hidrocarburo saturados, de cadena recta o ramificada que tienen hasta 24 atomos de carbono, preferentemente
hasta 12 atomos de carbono. De manera similar, el término “alquenilo” indica radicales de hidrocarburo de cadena
recta o ramificada que tienen hasta 24 atomos de carbono, preferentemente hasta 12 atomos de carbono y que
contienen como minimo un enlace olefinico doble o dependiendo de la longitud de la cadena, hasta cuatro enlaces
olefinicos dobles. El término “inferior” indica radicales y compuestos que tienen hasta seis atomos de carbono. Por lo
tanto, por ejemplo, el término “alquilo inferior” indica radicales de hidrocarburo saturados, de cadena recta o
ramificada que tienen hasta seis atomos de carbono, tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec.-
butilo, isobutilo, tert.-butilo y similares. El término “arilo” indica radicales de hidrocarburo carbociclicos aromaticos
que contienen uno o dos anillos de seis miembros, tales como fenilo o naftilo, que pueden estar sustituidos por hasta
tres sustituyentes tales como Br, Cl, F, CF3, NO, alquilo inferior o alquenilo inferior. El término “heteroarilo” designa
radicales heterociclicos aromaticos que contienen uno o dos anillos de seis miembros, manteniendo como minimo
uno de ellos hasta tres heteroatomos seleccionados del grupo que consiste en O. S y N y estando dichos anillos
opcionalmente sustituidos; se han indicado anteriormente en relacion con la definiciéon de R" ejemplos
representativos de dichos radicales de heteroarilo opcionalmente sustituidos.

La plantilla PPro-"Pro constituye un bloque principal que tiene un terminal N y un terminal C orientados en el espacio
de forma tal que la distancia entre estos dos grupos puede encontrarse entre 4,0-5,5A. Una cadena de péptido Z
esta enlazada en el terminal C y el terminal N de la plantilla PPro-"Pro con intermedio de correspondientes términos
N y C de manera que la plantilla y la cadena forman una estructura ciclica tal como se ha mostrado en la formula .
En el presente caso en el que la distancia entre los términos N y C de la plantilla se encuentra entre 4,0-5,5A la
plantilla inducira la red de enlace H necesaria para la formacion de la conformacion de horquilla 3 en la cadena de
péptido Z. De esta manera la plantilla y la cadena de péptido forman un mimético de horquilla (.

La conformacion de horquilla 3 es altamente relevante para la actividad antagonista de CXCR4 de los miméticos de
horquilla 3 de la presente invencién. Las propiedades conformacionales estabilizantes de horquilla 3 de las plantillas
(a) a (p) juegan un papel esencial no solamente para la actividad antagonista selectiva de CXCR4 sino también para
el proceso de sintesis anteriormente definido, dado que la incorporacion de las plantillas al inicio o en las
proximidades de la parte media de los precursores de péptidos lineales protegidos favorecen los rendimientos de
ciclacion de manera significativa.

Los residuos de L-aminoacidos mas preferibles como bloques constituyentes dentro de la plantilla son los siguientes:
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Ala

Arg

Asn

Cys

Gin

Gly

His

He

Leu

Lys

Met

Phe

Pro

Ser

Thr

Trp

Tyr

Val

Cit

Oorn
tBUuA
Sar
t-BuG
4AmPhe
3AmPhe
2AmPhe
Phe(mC(NH2)=NH)
Phe(pC(NH2)=NH)
Phe(mNHC (NH2)=NH)
Phe(pNHC (NH2)=NH)
Phg

Cha
C4al

Csa|

Nle
2-Nal
1-Nal
4Cl-Phe
3CI-Phe
2CI-Phe
3,4CI2-Phe
4F-Phe
3F-Phe
2F-Phe
Tic

Thi

Tza

Mso
AcLys
Dpr
A2Bu
Dbu

Abu

Aha

Aib
Y(Bzl)
Bip
S(Bzl)
T(Bzl)
hCha
hCys
hSer
hArg
hPhe
Bpa
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L-Alanina

L-Arginina

L-Asparagina

L-Cisteina

L-Glutamina

Glicina

L-Histidina

L-Isoleucina

L-Leucina

L-Lisina

L-Metionina
L-Fenilalanina

L-Prolina

L-Serina

L-Treonina

L-Tript6fano

L-Tirosina

L-Valina

L-Citrulina

L-Ornitina

L-t-Butilalanina
Sarcosina
L-tert.-Butilglicina
L-para-Aminofenilalanina
L-meta-Aminofenilalanina
L-orto-Aminofenilalanina
L-meta-Amidinofenilalanina
L-para-Amidinofenilalanina
L-meta-Guanidinofenilalanina
L-para-Guanidinofenilalanina
L-Fenilglicina
L-Ciclohexilalanina
L-3-Ciclobutitalanina
L-3-Ciclopentitalanina
L-Norleucina
L-2-Naftilalanina
L-1-Naftilalanina
L-4-Clorofenilalanina
L-3-Clorofenilalanina
L-2-Clorofenilalanina
L-3,4-Diclorofenilalanina
L-4-Fluorofenilalanina
L-3-Fluorofenilalanina
L-2-Fluorofenilalanina

Acido L-1,2,3,4-Tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico

L-B-2-Tienilalanina
L-2-Tiazolilalanina
L-Metionina sulféxido
L-N-Acetillisina

Acido L-2,3-Diaminopropionico
Acido L-2,4-Diaminobutirico
Acido (S)-2,3-Diaminobutirico
Acido y-Aminobutirico (GABA)
Acido e-Aminohexanéico
Acido a-Aminoisobutirico
L-O-Benciltirosina
L-Bifenilalanina
L-O-Bencilserina
L-O-Benciltreonina
L-Homo-ciclohexilalanina
L-Homo-cisteina
L-Homo-serina
L-Homo-arginina
L-Homo-fenilalanina
L-4-Benzoilfenilalanina
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Pip Acido L-Pipecolico
OctG L-Octiglicina

MePhe L-N-Metilfenilalanina
MeNle L-N-Metilnorleucina
MeAla L-N-Metilalanina
Melle L-N-Metilisoleucina
MeVal L-N-Metvalina
MelLeu L-N-Metilleucina

Los residuos de aminoacidos mas preferentes en la cadena Z son los derivados de a-aminoacidos naturales. A
continuacién se indica una lista de aminoacidos que son apropiados, o lo son sus residuos, para los fines de la
presente invencidn correspondiendo las abreviaturas a practica usual adoptada de modo general:
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Otros aminoacidos adecuados para los objetivos de la presente invencion, o sus residuos, incluyen:

codigo de tres letras cédigo de una letra
Ala L-Alanina A
Arg L-Arginina R
Asn L-Asparagina N
Asp Acido L-Aspartico D
Cys L-Cisteina C
Glu Acido L-Glutamico E
GIn L-Glutamina Q
Gly Glicina G
His L-Histidina H
lle L-Isoleucina |
Leu L-Leucina L
Lys L-Lisina K
Met L-Metionina M
Phe L-Fenilalanina F
Pro L-Prolina P
Ppro D-Prolina Pp
Ser L-Serina S
Thr L-Treonina T
Trp L-Triptéfano w
Tyr L-Tirosina Y
Val L-Valina \Y,

Cit L-Citrulina

Orn L-Ornitina

tBuA L-t-Butilalanina

Sar Sarcosina

Pen L-Penicillamina

t-BuG L-tert.-Butilglicina

4AmPhe L-para-Aminofenilalanina
3AmPhe L-meta-Aminofenilalanina
2AmPhe L-orto-Aminofenilalanina
Phe(mC(NH2)=NH) L-meta-Amidinofenilalanina
Phe(pC(NH2)=NH) L-para-Amidinofenilalanina

Phe(mNHC (NH2)=NH) L-meta-Guanidinofenilalanina
Phe(pNHC (NH2)=NH) L-para-Guanidinofenilalanina

55

60

65

Phg
Cha
C4al
C5al

Nle
2-Nal
1-Nal
4Cl-Phe
3CI-Phe
2CI-Phe
3,4Cl>-Phe
4F-Phe
3F-Phe
2F-Phe
Tic

L-Fenilglicina
L-Ciclohexilalanina
L-3-Ciclobutilalanina
L-3-Ciclopentilalanina
L-Norleucina
L-2-Naftilalanina
L-1-Naftilalanina
L-4-Clorofenilalanina
L-3-Clorofenilalanina
L-2-Clorofenilalanina
L-3,4-Diclorofenilalanina
L-4-Fluorofenilalanina
L-3-Fluorofenilalanina
L-2-Fluorofenilalanina
Acido 1,2,3,4-Tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico
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Thi L-B-2-Tienilalanina

Tza L-2-Tiazolilalanina

Mso L-Metionina sulfoxido

AcLys N-Acetillisina

A,Bu Acido 2,4-Diaminobutirico

Dbu Acido (S)-2,3-Diaminobutirico

Abu Acido y-Aminobutirico (GABA)

Aha Acido e-Aminohexandico

Aib Acido a-Aminoisobutirico

Y (Bzl) L-O-Benciltirosina

Bip L-(4-fenil)fenilalanina

S(Bzl) L-O-Bencilserina

T(Bzl) L-O-Benciltreonina

hCha L-Homo-ciclohexilalanina

hCys L-Homo-cisteina

hSer L-Homo-serina

hArg L-Homo-arginina

hPhe L-Homo-fenilalanina

Bpa L-4-Benzoilfenilalanina

4-AmPyrrl Acido (2S,4S)-4-Amino-pirrolidina-L-carboxilico
4-AmPyrr2 Acido (2S,4R)-4-Amino-pirrolidina-L-carboxilico
4-PhePyrrl Acido (2S,5R)-4-Fenil-pirrolidina-L-carboxilico
4-PhePyrr2 Acido (2S,5S)-4-Fenil-pirrolidina-L-carboxilico
5-PhePyrrl Acido (2S,5R)-5-Fenil-pirrolidina-L-carboxilico
5-PhePyrr2 Acido (2S,5S)-5-Fenil-pirrolidina-L-carboxilico
Pro(4-OH)1 (4S)-L-Hidroxiprolina

Pro(4-OH)2 (4R)-L-Hidroxiprolina

Pip Acido L-Pipecdlico

PPip Acido D-Pipecélico

OctG L-Octiglicina

NGly N-Metilglicina

MePhe L-N-Metilfenilalanina

MeNle L-N-Metilnorleucina

MeAla L-N-Metilalanina

Melle L-N-Metilisoleucina

MeVal L-N-Metilvalina

MeLeu L-N-Metilleucina

DimK L-(N',N’Dimetil)-lisina

Lpzp Acido L-Piperacinico

Dpzp Acido D-Piperacinico

Isorn L-(N',N’-diisobutil)-ornitina

PipAla L-2-(4’-piperidinil)-alanina

PirrAla L-2-(3’-pirrolidinil)-alanina

Ampc Acido 4-Amino-piperidina-4-carboxilico

NMeR L-N-Metilarginina

NMeK L-N-Metillisina

NMePhe L-N-Metilfenilalanina

IPegK Acido L-2-Amino-6- 2-[2-(2-metoxi-etoxi)etoxi]acetilamino f-hexanéico
SPegK Acido L-2-Amino-6-[2-(2metoxi-etoxi)-acetilamino]-hexandico
Dab Acido L-1,4-Diamino-butirico

IPegDab Acido L-2-Amino-44 2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-acetilamino f-butirico
SPegDab Acido L-2-Amino-4[2-(-2metoxi-etoxi)-acetilamino]-butirico
4-PyrAla L-2-(4'Tiridil)-alanina

OrnPyr Acido L-2-Amino-5-[(2 carbonilpiracina)]amino-pentanéico
Bng N-Bencilglicina

(4-OH)BNG N-4-Hidroxi-bencilglicina

laG N-Isoamilglicina

IbG N-Isobutliglicina

(EA)G N-(2-Aminoetil)glicina

(PrA)G N-(3-Amino-n-propil)glicina

(BA)G N-(4-Amino-n-butil)glicina

(PeA)G N-(5-Amino-n-pentil)glicina

(PEGa-NHz)G N-[(CH2)30-(CH2-CH20)2-(CH2)3-NHz]glicina
(PyrmG N-4 2-[2"-(1’-metil-pirrolidinil)]-etil fglicina
(Dimp)G N-[2-(N’,N’-Dimetilamino)-propil]-glicina
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(ImG N-[3-(1-imidazolil)-propil]-glicina
(Pip)G N-{ 3-[1’-(4’-metilpiperacinil)]-propil } -glicina
(Dime)G N-[2-(N’,N’-Dimetilamino)-etil]-glicina

De modo general, la cadena peptidica Z dentro de los miméticos de horquilla B de la invencién comprende 12
residuos de aminoacidos. Las posiciones P1 a P12 de cada residuo de aminoacido de la cadena Z se definen de
manera inequivoca del modo siguiente: P1 representa el primer aminoacido de la cadena Z que esta acoplado con
su terminal N al terminal C de la plantilla; y P12 representa el Gltimo aminoacido de la cadena Z que esta acoplado
con su terminal C al terminal N de la plantilla.

Los procedimientos de la invencion pueden ser llevados a cabo ventajosamente en forma de sintesis de conjuntos
paralelos para conseguir librerias de peptidomiméticos de horquilla B fijados en plantilla de la anterior férmula
general I. Esta sintesis en paralelo permiten obtener conjuntos de numerosos compuestos (normalmente de 24 a
192, de manera tipica 96) de formula general y con altos rendimientos y purezas definidas, minimizando la formacion
de subproductos dimeros y polimeros. La eleccién adecuada del soporte sélido funcionalizado (es decir, soporte
sélido mas molécula enlazadora), plantillas y lugar de ciclacion juegan papeles clave.

El soporte sélido funcionalizado es derivado convenientemente de poliestireno reticulado preferentemente con 1-5%
de divinilbenceno; poliestireno recubierto con separadores de polietileneglicol (TentageIR); y resinas de poliacrilamida
(ver también Obrecht, D.; Villalgordo, J.-M, “Solid-Supported Combinatorial and Parallel Synthesis of
Small-Molecular-Weight Com-pound Libraries”, Tetrahedron Organic Chemistry Series, Vol. 17, Pergamon, Elsevier
Science, 1998).

El soporte sélido es funcionalizado por medio de un enlazador, es decir, una molécula separadora bifuncional que
contiene en un extremo un grupo de anclaje para acoplamiento al soporte sélido y en el otro extremo un grupo
funcional fraccionable selectivamente para las transformaciones quimicas subsiguientes y procesos de fraccionado o
cribado. Para los objetivos de la presente invencién se utilizan dos tipos de enlazadores:

Los enlazadores de tipo 1 estan disefiados para liberar el grupo amida en condiciones acidas (Rink H. Tetrahedron
Left. 1987, 28, 3783-3790). Los enlazadores de este tipo forman amidas del grupo carboxilo de los aminoacidos; se
incluyen entre los ejemplo de resinas funcionarizadas por dichas estructuras enlazadoras resina 4-[(((2,4-
dimetoxifenil)Fmoc-aminometil)fenoxiacetamido) aminometil] PS, resina 4-[(((2,4-dimetoxifenil)Fmoc-
aminometil)fenoxiacetamido) aminometil] -4-metil-bencidrilamina PS (Resina Rink amida MBHA PS), y resina 4-
[(((2,4-dimetoxifenil)Fmoc-aminometil)fenoxiacetamido) aminometil] bencidrilamina PS (resina Rink amida BHA PS).
Preferentemente el soporte es derivado de poliestireno reticulado, de modo mas preferente con 1-5% devinilbenceno
y funcionalizado por medio del enlazador 4-(((2,4-dimetoxifenil)Fmoc-aminometil)fenoxiacetamido).

Los enlazadores de tipo 2 estan disefiados para liberar eventualmente el grupo carbonilo en condiciones acidas. Los
enlazadores de este tipo forman esteres inestables frente a acidos con el grupo carbéxilo de los aminoacidos,
usualmente esteres inestables frente a acidos de bencilo, bencidrilo y tritilo; se incluyen entre los ejemplos de dichas
estructuras de enlazadores 2-metoxi-4-hidroximetillfenoxi (enlazador SasrinR), 4-(2,4-dimetoxifenil-hidroximetil)-
fenoxi (enlazador Rink), acido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoci)butrico (HMPB linker), tritii y 2-clorotritil.
Preferentemente, el soporte se deriva de polistireno reticulado de manera mas preferente con, 1-5% de divinilbeceno
y funcionalizado por medio del enlazador de 2-clorotritilo.

Cuando se llevan a cabo como sintesis paralelas los procesos de la invencion pueden ser llevados a cabo de
manera ventajosa tal como se describe mas adelante pero quedara evidente para los técnicos en la materia la forma
en que estos procedimientos se modificaran en el caso de que se desee sintetizar un solo compuesto de la anterior
férmula I.

Una serie de recipientes de reacciéon (normalmente 24 a 192, de manera tipica 96) igual al nimero total de
compuestos da sintetizar por el método paralelo se cargan con 25 a 1000 mg, preferentemente 100 mg del soporte
sélido apropiadamente funcionalizado, preferentemente 1 a 3% de poliestireno reticulado o resina Tentagel.

El disolvente para utilizar debe ser capaz de hinchar la resina e incluye, sin que sea limitativo, diclorometano (DCM),
dimetilformamida (DMF), N-metilpirrolidona (NMP), dioxano, tolueno, tetrahidrofurano (THF), etanol (EtOH),
trifluoroetanol (TFE), isopropilalcohol y similares. Las mezclas de disolventes que contienen, como minimo, un
componente de disolvente polar (por ejemplo, 20%/TFE/DCM, 35% THF/NMP) son beneficiosos para asegurar una
elevada reactividad y solvatacion de las cadenas de péptidos unidos a las resinas (Fields, G. B., Fields, C. G., J. Am.
Chem. Soc. 1991, 113, 4202-4207).

Con el desarrollo de diferentes enlazadores que liberan el grupo de terminal C del acido carboxilico en condiciones
acidas suaves, no afectando a los grupos inestables frente a 4cidos que protegen grupos funcionales en la cadena o
cadenas laterales, se ha hecho considerables progresos en las sintesis de fragmentos de péptidos protegidos. El
enlazador derivado de 2-metoxi-4-hidroxibencilalcohol (SasrinR linker, Mergler y otros, Tetrahedron Lett. 1988, 29
4005-4008) puede ser fraccionado con acido trifluoroacético diluido (0,5-1% TFA en DCM) y es estable a las
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condiciones de desproteccién Fmoc durante la sintesis de péptidos, siendo compatibles con este esquema de
proteccion, los grupos protectores adicionales basados en Boc/tBu. Otros enlazadores adecuados para el proceso
de la invencion incluyen el enlazador 4-(2,4-dimetoxifenil-hidrometil)-fenoxi super inestable a los acidos (enlazador
Rink, Rink, H. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 3787-3790), en el que la eliminacion del péptido requiere 10% de acido
acético en DCM o 0,2% de &cido trifluorocético en DCM; el enlazador derivado del acido 4-(4-hidroximetil-3-
metoxifenoxi)butirico (enlazador HMPB, Flérsheimer & Riniker, péptidos 1991, 1990 131) que es fraccionada
también con 1% TFA/DCM para dar lugar a un fragmento de péptido que contiene todos los grupos protectores de
cadena lateral inestables a los acidos y, ademas, el enlazador de 1-clorotritilcloruro (Barlos y otros, Tetrahedron Lett.
1989, 30, 3943-3946), que permite el desacoplamiento del péptido utilizando una mezcla de acido acético
glacial/trifluoroetanol/DCM (1:2:7) durante 30 minutos.

Son por ejemplo, grupos protectores adecuados para aminoacidos y, respectivamente, para sus residuos,
- para el grupo amino (tal como se encuentra presente, por ejemplo, también en la cadena lateral de lisina)

Cbhz benciloxicarbonilo

Boc tert.-butiloxicarbonilo
Fmoc  9-fluorenilmetoxicarbonilo
Alloc alliloxicarbonilo

Teoc trimetilsililetoxicarbonilo

Tcc tricloroetoxicarbonilo
Nps o-nitrofenilsulfonilo;
Trt trifenilmetil o tritilo

- para el grupo carboxilo (tal como se encuentra presente, por ejemplo, también en la cadena lateral del acido
aspartico y acido glutdmico) por conversion en ésteres con los componentes alcohol

tBu tert.-butilo

Bn bencilo
Me metilo
Ph fenilo

Pac fenacil allilo

Tse trimetilsililetilo

Tce tricloroetilo;

- para el grupo guanidino (tal como se encuentra presente, por ejemplo, en la cadena lateral de arginina)

Pmc 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonilo

Ts tosil (es decir, p-toluensulfonilo)
Cbz benciloxicarbonilo
Pbf pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo

- para el grupo hidroxi (tal como se encuentra presente, por ejemplo, en la cadena lateral de treonina y serina)
tBu tert.-butilo

Bn bencilo

Trt tritilo

-y para el grupo mercapto (tal como se encuentra presente, por ejemplo, en la cadena lateral de cisteina)

Acm acetamidometilo
tBu tert.-butilo

Bn bencilo
Trt tritilo
Mtr 4-metoxitritilo

Los derivados del aminoacido 9-fluorenilmetoxicarbonilo-(Fmoc) protegido son utilizados preferentemente como
componentes para la construccién de los miméticos de bucle de horquilla B fijados por plantilla de la formula I. Para
la desproteccion, es decir, separacion del grupo Fmoc se puede utilizar 20% de piperidina en DMF o0 2% DBU/2% de
piperidina en DMF.

Los derivados de glicina N sustituida (tipo 1) utilizados como elementos componentes para la construccién de ciertos
compuestos de féormula | se derivan de derivados de aminoacidos 9-fluorenilmetoxicarbonil-(Fmoc)-protegidos o,
alternativamente, construidos en dos etapas a partir de precursores de glicina, que contienen un grupo cedente, tal
como acido bromo, cloro o yodo acético, y elementos componentes adecuados de amina primaria NH.-R*. La
primera etapa de la sintesis consiste en el acoplamiento del agente acetilante, que contiene el grupo cedente, tal
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como &cido bromo acético al intermediario unido a la resina a través de la formacion del enlace de amida. La
segunda etapa de la reaccion, desplazamiento nucleofilico, se consigue utilizando los elementos componentes
primarios de amina, de manera que los residuos, en caso necesario, estan protegidos adecuadamente con grupos,
tal como se ha descrito anteriormente para cadenas laterales de aminoacidos.

Para la incorporacion de los derivados de glicina N-sustituidos como elementos componentes en los miméticos de
bucle de horquilla B fijados por plantilla, se utiliza, tal como se describe el proceso general de sintesis para
acoplamiento de miméticos de horquilla.

La cantidad de reactivo, es decir, el derivado de aminoéacido es habitualmente de 1 a 20 equivalentes basado en los
miliequivalntes por gramo de carga (meq/g) del soporte sélido funcionalizado (tipicamente de 0,1 a 2,85 meqg/g para
resinas de poliestireno) dispuestos originalmente después de pesada en el tubo de reacciéon. Se pueden utilizar
equivalentes adicionales de reactivos si es necesario para activar la reaccion hasta su terminacién en un tiempo
razonable. Los tubos de reaccién, en combinacion con el bloque de soporte y el colector son reinsertados en el
bloque contenedor y el aparato es fijado conjuntamente. Se inicia el flujo de gas a través del colector para
proporcionar un entorno controlado, por ejemplo, nitrégeno, argén, aire y similares. El flujo de gas puede ser también
calentado o enfriado antes de pasar a través del colector. El calentamiento o refrigeracién de los pocillos de reaccién
se consigue calentando el bloque de reaccién o enfriandolo externamente con isopropanol/hielo seco y similares
para conseguir las reacciones sintéticas deseadas. La agitacién se consigue por sacudidas o agitacion magnética
(dentro del tubo de reaccidn). Las estaciones de trabajo preferentes (no obstante, sin limitacién a ello) son la
estacion Combi-chem de Labsource y el sintetizador Syro de MultiSyn Tech.

La formacion del enlace de amida requiere la activacion del grupo a-carboxilo para la etapa de acilacién. Cuando
esta activacion es llevada a cabo por medio de las habitualmente utilizadas carbodiimidas, tales como
diciclohexilcarbodiimida (DCC, Sheehan & Hess, J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 1067-1068) o diisopropilcarbodiimida
(DIC, Sarantakis y otros Biochem. Biophys. Res. Commun. 1976, 73, 336-342), la diciclohexilurea y diisopropilurea
resultantes son respectivamente insoluble y soluble en los disolventes utilizados de modo general. En una variante
del procedimiento de carbodiimida, se incluye como aditivo a la mezcla de acoplamiento 1-hidroxibenzotriazol (HOBt,
Konig & Geiger, Chem. Ver 1970, 103, 788-798) . HOBt previene la deshidratacién, suprime la racemizacion de los
aminoacidos activados y actlla como catalizador para mejorar las reacciones lentas de acoplamiento. Se han
utilizado algunos reactivos de fosfonio como reactivos de acoplamiento directos, tales como benzotriazol-1-il-oxi-tris-
(dimetilamino)-fosfonio hexaflurofosfato (BOP, Castro y otros, Tetrahedron Lett. 1975, 14, 1219-1222; Synthesis,
1976, 751-752), o benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio hexaflurofosfato (Py-BOP, Coste y otros., Tetrahedron
Lett. 1990, 31, 205-208) o 2-(1H-benzotriazol-1-il-)1,1,3,3-tetrametiluronio terafluoroborato (TBTU), o
hexafluorofosfato (HBTU, Knorr y otros, Tetrahedron Lett. 1989, 30, 1927-1930); estos reactivos de fosfonio son
adecuados también para la formacion in situ de esteres de HOBLt con los derivados de aminoacidos protegidos. Mas
recientemente se han utilizado también como agentes de acoplamiento difenoxi-fosforil acida (DPPA) o O-(7-aza-
benzotriazol-1-il)-N, N,N’,N’-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TATU) o O-(7-aza-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-
tetrametiluronio hexafluorofosfato (HATU)/7-aza-1-hidroxi benzotriazol (HOAt, Carpino y otros., Tetrahedron Lett.
1994, 35, 2279-2281).

Debido al hecho de que las condiciones de acoplamiento casi cuantitativas son esenciales, es deseable tener
evidencia experimental de la terminacion de las reacciones. La prueba de ninhidrina (Kaiser y otros, Anal.
Biochemistry 1970, 34, 595), en la que una respuesta colorimétrica positiva a una cantidad alicuota de péptido unido
a la resina indica cualitativamente la presencia de la amina primaria, se puede llevar a cabo de manera facil y rapida
después de la etapa de acoplamiento. La quimica de Fmoc permite la deteccién espectrofotométrica del croméforo
Fmoc cuando es liberado con la base (Meienhofer y otros, Int. J. Peptide Proteins Res. 1979, 13, 35 -42).

El intermediario unido a la resina dentro de cada uno de los tubos de reaccién es lavado para liberarlo de exceso de
reactivos retenidos, disolventes, o subproductos por exposicion repetitiva a disolvente o disolventes puros por uno
de los dos procedimientos siguientes:

1) Los pocillos de reaccién son llenados con disolvente (preferentemente 5 ml), los tubos de reaccion, en
combinacién con el bloque de soporte y colector, son sumergidos y agitados durante un tiempo de 5 a 300
minutos, preferentemente 15 minutos, y son drenados por gravedad seguido de presion de gas aplicada a
través de la entrada del colector (cerrando mientras tanto la salida) para expulsar el disolvente:

2) El colector es retirado del bloque de soporte, se dispensan partes alicuotas de disolvente (preferentemente
5 ml) a través de la parte superior de los tubos de reaccién y drenaje por gravedad a través de un filtro
hacia un recipiente receptor tal como tubo de pruebas o vial.

Ambos procesos de lavado mencionados son repetidos hasta unas 50 veces (preferentemente unas 10 veces),
controlando la eficiencia de la eliminacion del reactivo, disolvente, y subproducto por procedimientos tales como
TLC, GC, o inspeccidn de los lavados.

El procedimiento anteriormente descrito de reaccién del compuesto unido a la resina con reactivos dentro de pocillos
de reaccion seguido de la eliminacion del exceso de reactivos, subproductos y disolventes es repetido con cada
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transformacion sucesiva hasta que se ha obtenido el péptido lineal final completamente protegido unido a resina.

Antes de desacoplar del soporte soélido este péptido lineal completamente protegido, es posible, en caso deseado,
desproteger selectivamente uno o varios grupos funcionales protegidos presentes en la molécula y sustituir de
manera apropiada los grupos reactivos liberados de esta forma. A estos efectos, los subgrupos funcionales en
cuestion deben ser protegidos inicialmente por un grupo protector que puede ser eliminado selectivamente sin
afectar el resto de grupos protectores restantes. Un ejemplo es Alloc (aliloxicarbonilo) para dicho grupo protector
amino para el que puede ser eliminado selectivamente, por ejemplo, por medio de Pd° y fenilsilano en CH,Cly, sin
afectar el resto de grupos protectores, tales como Fmoc, presentes en la molécula. El grupo reactivo liberado de esta
forma puede ser tratado a continuaciéon con un agente adecuado para introducir el sustituyente deseado. De este
modo, por ejemplo, un grupo amino puede ser acilado por medio de un agente acilante que corresponde al
sustituyente de acilo a introducir. Para la formacion de los aminoacidos pegilados tales como IPegK, o SpegK,
preferentemente una soluciéon de 5 equivalentes de HATU (N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-1—
ilmetileno]-N-metilmetanaminio hexafluorofosfato N-oxido) en DMF seco y una solucién de 10 equivalentes de
DIPEA (Disopropil etilamina) en DMF seco y 5 equivalentes de acido 2-[2-(2-metoxietoxi)etoxi] acético (IPeg) v,
respectivamente, acido 2-(2metoxietoxi)acético (sPeg), se aplican al grupo amino liberado de la cadena lateral de
aminoéacido apropiada durante 3 h. El procedimiento es repetido posteriormente durante otras 3h con una solucién
nueva de reactivos después de filtrar y lavar la resina.

Antes de desacoplar este péptido lineal completamente protegido del soporte sélido, es también posible, en caso
deseado, formar un enlace o enlaces interhebras entre cadenas laterales de residuos de aminoacidos apropiados en
posiciones opuestas de la region de hebra 3.

Los enlaces interhebras y su formacién se han explicado anteriormente, en relacién con las explicaciones realizadas
con respecto a grupos de tipo H que pueden ser, por ejemplo, puentes de bisulfuro formados por residuos de
cisteina y homocisteina en posiciones opuestas de la hebra 3; o puentes de lactamo formados por residuos de acido
glutamico y acido aspartico enlazando ornitina y, respectivamente, residuos de lisina, o por residuos de acido
glutdmico enlazando residuos de éacido 2,4-diaminobutirico situados en posiciones opuestas de la hebra  por
formacion de enlaces de amida. La formacién de dichos enlaces interhebra se puede efectuar por procedimientos
bien conocidos en esta técnica.

Para la formacion de puentes de bisulfuro se aplica preferentemente una solucion de 10 equivalentes de una
solucién de yodo en DMF o una mezcla de CH2Cl, /MeOH durante 1,5 h que se repite durante otras 3h con una
solucién de yodo nueva después de filtrar la soluciéon de yodo, o en una mezcla de DMSO y una solucién de acido
acético, tamponada con 5% de NaHCO3 a pH 5-6 durante 4h, o en agua después de ajustar a pH 8 con solucion de
hidroxido aménico con agitacion durante 24h, o en una solucion de NMP vy tri-n-butilfosfino (preferentemente 50
equivalentes).

Para la formacion de puentes de lactama preferentemente una solucién de 2 equivalentes de HATU (N-
[(dimetilamino)-1H-1,2.3-triazolo[4,5-b]piridin-1-iimetileno]-N-metiimetanaminio hexafluorofosfato N-oxido) en DMF
seco y una solucion de 4 equivalentes de DIPEA (Diisopropil etilamina) en DMF seco se aplica durante 16 h.

El desacoplamiento del péptido lineal completamente protegido con respecto al soporte solido se consigue por
inmersion de los tubos de reaccion, en combinacion con el bloque de soporte y colector en pocillos de reaccion que
contienen una solucién de reactivo de fraccionamiento (preferentemente 3 a 5 ml). El flujo de gas, control de
temperatura, agitacion, y control de la reaccién se implementan tal como se ha descrito anteriormente y de la forma
deseada para conseguir la reaccion de desacoplamiento. Los tubos de reaccién, en combinacién con el bloque de
soporte y el colector, son desacoplados del bloque recipiente y levantados por encima del nivel de la solucién pero
por debajo del borde superior de los pocillos de reaccion, y se aplica presion de gas a través de la entrada del
colector (mientras se cierra la salida) para expulsar de manera eficiente la solucion del producto final hacia dentro de
los pocillos recipientes. La resina que permanece en los tubos de reaccion es lavada a continuacion 2 a 5 veces tal
como se ha indicado anteriormente con 3 a 5 ml de un disolvente apropiado para la extraccion (lavado) de la mayor
cantidad posible de producto desacoplado. Las soluciones de producto obtenidas de este modo son combinadas,
teniendo cuidado de evitar mezclas cruzadas. Las soluciones/extractos individuales son manipuladas a continuacion
segln sea necesario para aislar los compuestos finales. Las manipulaciones tipicas incluyen, sin que ello sea
limitativo, evaporacioén, concentracién, extraccion liquido/liquido, acidificacién, basificacion, neutralizacion o
reacciones adicionales en solucion.

Las soluciones que contienen derivados de péptidos lineales completamente protegidos que han sido separados por
fraccionamiento del soporte sélido y neutralizados con una base, son evaporados. A continuacion se efectia la
ciclacion en solucion utilizando disolventes tales como DCM, DMF, dioxanos, THF y similares. Varios reactivos de
acoplamiento que han sido mencionados anteriormente pueden ser utilizados para la ciclaciéon. La duracién de la
ciclacion es aproximadamente de 6-48 horas, preferentemente unas 16 horas. El avance de la reaccién se sigue, por
ejemplo, mediante RP-HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento con fase inversa). A continuacion el
disolvente es eliminado por evaporacion, el derivado de péptido ciclico completamente protegido es disuelto en un
disolvente que no es miscible con agua, tal como DCM, y la solucién es extraida con agua o una mezcla de
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disolventes miscibles en agua, a efectos de eliminar cualquier exceso del reactivo de acoplamiento.

De manera alternativa el desacoplamiento y desproteccién completa del péptido completamente protegido con
respecto al soporte solido se puede conseguir manualmente en recipientes de vidrio.

Finalmente, el derivado de péptido completamente protegido es tratado con 95% TFA, 2,5% H,0, 2,5% TIS u otra
combinacién de barredores para llevar a cabo el fraccionamiento de grupos protectores. El tiempo de la reaccion de
fraccionamiento es habitualmente de 30 minutos a 12 horas, preferentemente unas 2,5 horas. Los volatiles son
evaporados hasta estado seco y el péptido en bruto es disuelto en 20% AcOH en agua y extraido con isopropil éter u
otros disolventes adecuados para ello. La capa acuosa es recogida y evaporada hasta estado seco, y el derivado de
péptido ciclico completamente desprotegido de férmula | es obtenido como producto final. Dependiendo de su
pureza, este derivado de péptido puede ser utilizado directamente para ensayos biolégicos, o tiene que ser
purificado adicionalmente, por ejemplo por HPLC preparativa.

Tal como se ha mencionado anteriormente, es posible posteriormente, en caso deseado, convertir un producto
completamente desprotegido de formula | obtenido de la forma indicada en una sal farmaceuticamente aceptable o
convertir una sal farmaceuticamente aceptable, 0 no aceptable, obtenida de este modo en un compuesto libre
correspondiente de férmula | o en una sal diferente, farmaceuticamente aceptable. Cualquiera de estas operaciones
puede ser llevada a cabo por procedimientos bien conocidos en esta técnica.

Los materiales plantilla iniciales de férmula Il utilizados en los procedimientos de la invencion, materiales
pre-iniciales para los mismos, y la preparacién de estos materiales y pre-iniciales se describen en la solicitud
internacional PCT/EP02/01711 de los mismos solicitantes publicada como WO 02/070547 Al.

Los materiales iniciales de formula H.NR® son conocidos o pueden ser preparados por procedimientos bien
conocidos en esta técnica.

Los peptidomiméticos de horquilla B de la invencién pueden ser utilizados en un amplio rango de aplicaciones para
prevenir infecciones de VIH en individuos sanos y reducir o interrumpir el avance virico en pacientes infectados, o en
los casos en los que el cancer es mediado o resultante de actividad del receptor de CXCR4, o cuando enfermedades
inmunolégicas estan mediadas o son resultado de actividad del receptor CXCR4, o los peptidomiméticos de horquilla
B de la invencion pueden ser utilizados para tratar inmuno supresién, o pueden ser utilizados durante las recogidas
por aféresis de células madre de la sangre periférica.

Los peptidomiméticos de horquilla 3 pueden ser administrados tal cual o se pueden aplicar como formulacion
apropiada junto con portadores, diluyentes o excipientes bien conocidos en esta técnica.

Cuando se utilizan para tratar o prevenir infecciones por VIH o cancer tal como cancer de seno, cancer cerebral,
cancer de prdéstata, cancer de pulmén, cancer de rifién, neuroblastoma, linfoma no de Hodgkin, cancer de ovarios,
mieloma mudltiple, leucemia linfocitica crénica, cancer de pancreas, melanoma, angiogénesis y tejidos
hematopoyéticos, o trastornos inflamatorios tales como asma, rinitis alérgica, enfermedades del pulmén por
hipersensibilidad y neumonitis de hipersensibilidad, neumonias eosinofilicas, hipersensibilidad de tipo retardado,
enfermedades intersiciales del pulmén (ILD), fibrosis pulmonar idiopatica, ILD asociado con artritis reumatoide, lupus
erimatosus sistémico, esponilitis anquilosante, esclerosis sistémica, sindrome de Sjogren, anafilaxis sistémica o
respuestas de hipersensibilidad, alergias a los medicamentos, artritis reumatoide, artritis psoriasica, lupus
erimatosus sistémico, miastenia gravis, diabetes de inicio juvenil, glomerulonefritis, tiroiditis autoinmune, rechazo de
injerto, incluyendo rechazo de aloinjerto o enfermedad de injerto contra huésped, enfermedades inflamatorias del
intestino, dermatosis inflamatorias; o para tratar inmunosupresion, incluyendo inmunosupresion inducida por
quimioterapia, terapia por radiacion o rechazo de injerto/transplante, los peptidomiméticos de horquilla B pueden ser
administrados solos, 0 como mezclas de varios peptidomiméticos de horquilla 3, en combinacion otros agentes VIH,
0 agentes antimicrobianos o agentes anticancerigenos o agentes antiinflamatorios, o en combinacién con otros
agentes farmaceuticamente activos. Los peptidomiméticos de horquilla 3 pueden ser administrados tal cual o como
composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden peptidomiméticos de horquilla 3 segun la invenciéon pueden ser
fabricados por medios convencionales tales como mezcla, disoluciéon, granulacién, fabricacién de tabletas
recubiertas, levigado, emulsién, encapsulado, atrapado o liofilizaciébn. Se pueden formular composiciones
farmacéuticas de modo convencional utilizando uno o varios portadores fisiol6gicamente aceptables, diluyentes,
excipientes o auxiliares que facilitan el proceso de los peptidomiméticos de horquilla B activos en preparaciones que
pueden ser utilizadas farmaceuticamente. La formulacién apropiada depende del procedimiento de administracion
escogido.

Para administracion topica los peptidomiméticos de horquilla & de la invencion pueden ser formulados como
soluciones, geles, ungilientos, cremas, suspensiones, etc. tal como es conocido en esta técnica.
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Las formulaciones sistémicas incluyen las disefiadas para administracion por inyeccién, por ejemplo, inyeccion
subcutanea, intravenosa, intramuscular, intratecal o intraperitoneal, asi como las disefiadas para administracion
transdérmica, transmucosal, oral o pulmonar.

Para las inyecciones, los peptidomiméticos de horquilla 6 de la invencion pueden ser formulados en soluciones
adecuadas, preferentemente en tampones fisioldgicamente compatibles, tales como solucién de Hink, solucion de
Ringer o tampon fisioldgico salino. Las soluciones pueden contener agentes de formulacion, tales como agentes de
suspension, agentes estabilizantes y/o agentes dispersantes. De manera alternativa, los peptidomiméticos de
horquilla 6 de la invencién pueden adoptar forma de polvo para su combinacion con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, agua estéril libre de pir6bgenos antes de su utilizacion.

Para administracién transmucosal, se utilizan en la formulacién, tal como es conocido en esta técnica, penetrantes
apropiados a la barrera a atravesar.

Para administracion oral, los compuestos pueden ser formulados faciimente combinando los peptidomiméticos de
horquilla 6 activos de la invencién con portadores de farmacéuticamente aceptables bien conocidos en esta técnica.
Estos portadores posibilitan que los peptidomiméticos de horquilla 3 de la invencién sean formulados como tabletas,
pastillas, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, emulsiones, suspensiones, etc. para ingestion oral por el
paciente a tratar. Para formulaciones orales, tales como, por ejemplo, polvos, capsulas y tabletas, los excipientes
adecuados incluyen cargas, tales como azUcares, tales como lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol; preparados de
celulosa, tales como almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, almidon de patata, gelatina, goma
tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa, carboximetilcelulosa soédica y/o polivinilpirrolidona (PVP);
agentes de granulacién; y agentes de union. En caso deseado, se pueden afadir agentes desintegrantes, tales
como polivinilpirrolidonas reticuladas, agar o acido alginico, o una sal del mismo, tal como alginato sédico. En caso
deseado, las formas de dosificacion sélida pueden estar dotadas de recubrimiento de azucar o recubrimiento
entérico, utilizando técnicas estandar.

Para preparaciones liquidas orales, tales como, por ejemplol, suspensiones, elixires y soluciones, se incluyen entre
los portadores, excipientes o diluyentes adecuados, agua, glicoles, aceites, alcoholes, etc. Ademas, se pueden
afiadir agentes de sabor, conservantes, agentes colorantes y similares.

Para administracion oral, la composicién puede adoptar la forma de tabletas, pastillas, etc. formuladas de manera
habitual.

Para administracion por inhalacién, los peptidomiméticos de horquilla B de la invencidon, se suministran
convenientemente en forma de una pulverizaciéon de aerosol desde envases a presiéon o un nebulizador, con ayuda
de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, tricloroflurometano, diéxido de carbono u otro gas
adecuado. En el caso de un aerosol a presion, la dosis unitaria puede ser determinada proporcionando una valvula
para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos, por ejemplo, de gelatina para
utilizacién en un inhalador o insuflador conteniendo una mezcla de materiales en polvo de los peptidomiméticos de
horquilla B de la invencion y una base de polvo adecuada, tal como lactosa o almidén.

Los compuestos se pueden formular también en composiciones para administracion rectal o vaginal, tales como
supositorios junto con bases de supositorio apropiadas, tales como manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, los peptidomiméticos de horquilla 3 de la invencion pueden
ser formulados también como preparados de deposito. Estas formulaciones de acciéon prolongada se pueden
administrar por implantacion (por ejemplo, de forma subcutanea o intramuscular o por inyeccién intramuscular). Para
la fabricacion de dichos preparados de depésito, los peptidomiméticos de horquilla B de la invencion se pueden
formular con materiales polimeros o hidrofobicos apropiados (por ejemplo, como emulsién en un aceite aceptable) o
resinas de intercambio i6nico o como sales poco solubles.

Ademas, se pueden utilizar otros sistemas de suministro farmacéutico tales como liposomas y emulsiones bien
conocidos en esta técnica. Algunos disolventes organicos, tales como dimetilsulfoxido, también pueden ser
utilizados. Adicionalmente, los peptidomiméticos de horquilla B de la invencion se pueden suministrar utilizando un
sistema de liberacion continuada, tal como plantillas semipermeables de polimeros sélidos conteniendo el agente
terapéutico. Se han determinado varios materiales de liberacién continuada y estos son bien conocidos por los
técnicos en la materia. Las capsulas de liberacién continuada, dependiendo de su naturaleza quimica, pueden
liberar los compuestos durante algunas semanas o incluso durante 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica
y de la estabilidad bioldgica del agente terapéutico, se pueden utilizar estrategias adicionales para la estabilizacion
de proteinas.

Dado que los peptidomiméticos de horquilla B de la invencién pueden contener residuos con carga, estos pueden ser
incluidos en cualesquiera de las formulaciones antes descritas como tales o como sales farmacéuticamente
aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables tienden a ser mas solubles en disolventes acuosos u otros
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disolventes practicos que las correspondientes formas libres.

Los peptidomiméticos de horquilla B de la invencion, o composiciones de los mismos, seran utilizados en general, en
una cantidad efectiva para conseguir el objetivo deseado. Se debe comprender que la cantidad usada dependera de
la aplicacion especifica.

Para administracién topica para el tratamiento o prevencion de infecciones del VIH, se puede determinar una dosis
terapéuticamente efectiva utilizando, por ejemplo, los ensayos in vitro previstos en los ejemplos. El tratamiento
puede ser aplicado mientras la infeccion por VIH es visible o incluso cuando no es visible. Un técnico ordinario en la
materia sera capaz de determinar cantidades terapéuticamente efectivas para tratar infecciones tdpicas por VIH sin
excesiva experimentacion.

Para administracion sistémica se puede estimar inicialmente a partir de ensayos in vitro la dosis terapéuticamente
efectiva. Por ejemplo, se puede formular una dosis en modelos de animales para conseguir un rango de
concentracion de peptidomimético de horquilla 3 circulante que incluye el ICso determinado en un cultivo celular (es
decir, la concentracién del compuesto de prueba que es letal para el 50% de un cultivo celular). Esta informacién
puede ser utilizada para determinar de manera mas precisa las dosis (tiles en humanos.

Las dosis iniciales pueden ser determinadas también a partir de datos in vivo, por ejemplo modelos de animales,
utilizando técnicas bien conocidas en el sector. Un técnico ordinario en la materia, podria optimizar facilmente la
administracion a humanos basandose en datos de animales.

Las cantidades de dosificacion para aplicaciones como agentes anti-VIH se pueden ajustar individualmente para
proporcionar niveles en plasma de los peptidomiméticos de horquilla 3 de la invencién, que son suficientes para
mantener el efecto terapéutico. Se pueden conseguir niveles en suero terapéuticamente efectivos por administracion
de multiples dosis todos los dias.

En casos de administracion local o toma selectiva, la concentracion local efectiva de los peptidomiméticos de
horquilla B de la invencion puede no estar relacionada con la concentracién en plasma. Un técnico ordinario en la
materia sera capaz de optimizar las dosificaciones locales, terapéuticamente efectivas sin experimentacion indebida.

La cantidad de peptidomiméticos de horquilla B administrada dependerd, desde luego, del sujeto sometido a
tratamiento, del peso del mismo, de la gravedad de la enfermedad, de la forma de administracion y de la evaluacion
del médico que hace la preescripcion.

La terapia anti-VIH se puede repetir de manera intermitente mientras las infecciones son detectables o incluso
cuando no son detectables. La terapia puede ser proporcionada sola o en combinacién con otros medicamentos,
tales como, por ejemplo, otros agentes anti-VIH o agentes anticancerosos u otros agentes antimicrobianos.

Normalmente, una dosis terapéuticamente efectiva de los peptidomiméticos de horquilla B descritos proporcionaran
ventajas terapéuticas sin provocar toxicidad sustancial.

La toxicidad de los peptidomiméticos de horquilla B de la invencidon se puede determinar por procedimientos
farmacéuticos estandar en ultimos celulares o en animales de experimentacion, por ejemplo, determinando la LDso
(dosis letal para el 50% de la poblacién) o la LD1go (dosis letal para 100% de la poblacion). La proporcion de dosis
entre efecto téxico y terapéutico es el indice terapéutico. Los compuestos que muestran elevados indices
terapéuticos son preferentes. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivos celulares y estudios de animales se
pueden utilizar en la formulacion de un rango de dosificacién que no es téxico para su utilizacion en humanos. La
dosificacién de los peptidomiméticos de horquilla B de la invencidon se encuentran preferentemente dentro de un
rango de concentraciones circulantes que incluyen la dosis efectiva con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion
puede variar dentro del rango dependiendo de la forma de dosificacion utilizada y de la ruta de administracion
utilizada. La formulacion exacta, ruta de administracion y dosis pueden ser escogidos por cada médico en vista del
estado del paciente (ver, por ejemplo Fingl y otros 1975, In : The Pharmacological Basis of Therapeutics, Ch.1, p. 1).

Los siguientes ejemplos muestran la invencidon de manera mas detallada, pero no estan destinados a limitar el
alcance en modo alguno. Las siguientes abreviaturas son utilizadas en los ejemplos:

HBTU: hexafluorofosfato de 1-benzotriazol-1-il-tetrametilurounio (Knorr y otros Tetrahedron Lett. 1989, 30, 1927-
1930);

HOBt:  1-hydroxibenzotriazol;

DIEA: diisopropiletilamina;

HOAT: 7-aza-1-hidroxibenzotriazol;

HATU: hexafluorofosfato de O-(7-aza-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (Carpino y otros Tetrahedron
Lett. 1994, 35, 2279-2281).
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Ejemplos
1. Sintesis de péptido
Acoplamiento del primer residuo de aminoacido protegido a la resina

0,5 g de resina de 2-clorotritilcloruro (Barlos y otros Tetrahedron Lett. 1989, 30, 3943-3946) (0,83 mMol/g, 0,415
mmol) se colocaron en un matraz seco. La resina fue suspendida en CH2Cl, (2,5 ml) y se dejé hinchar a temperatura
ambiente con agitacidon constante durante 30 min. La resina fue tratada con 0,415 mMol (1eq) del primer residuo de
aminoacido adecuadamente protegido (ver mas adelante) y 284 pl (4eq) de diisopropiletilamina (DIEA) en CH.Cl,
(2,5 ml), la muestra fue sometida a agitacion a 25°C durante 4 horas. La resina cambié a color purpura y entonces la
solucion permanecio de color amarillento. La resina fue sometida a agitacion (CH.Clo/MeOH/DIEA: 17/2/1), 30 mi
durante 30 min; a continuacién se lavé en el siguiente orden con CH,Clz(1x), DMF (1x), CH2Cl»(1x), MeOH (1x),
CHCl3(1x), MeOH (1x), CH2Cl, (2x), Et20 (2x) y se sec6 en vacio durante 6 horas. La carga fue de manera tipica
0,6-0,7 mMol/g.

Se prepararon las siguientes resinas precargadas: Fmoc-ProO-clorotritilresina, Fmoc-"ProO-clorotritilresina y Fmoc-
S-(4-S-Alloc-amino)-ProO-clorotritilresina.

Sintesis del fragmento de péptido completamente protegido
La sintesis fue llevada a cabo utilizando un sintetizador de péptidos Syro (Multisyntech) utilizando de 24 a 96

recipientes de reaccion. En cada recipiente se colocaran 60 mg (peso de la resina antes de la carga) de la resina
antes indicada. Los siguientes ciclos de reaccion fueron programados y realizados:

Etapa Reactivo Tiempo
1 CH2Cly, lavado e hinchado (manual) 3 x1min.
2 DMF, lavado e hinchado 1 x5 min.
3 40 % piperidina/DMF 1 x5 min.
4 DMF, lavado 5 x 2 min.
5 5 equiv. Fmoc aminoacido/DMF

+5eq. HBTU

+ 5 eq. HOBt

+ 5 eq. DIEA 1 x 120 min.
6 DMF, lavado 4 x 2 min.
7 CH_Cly, lavado (al final de la sintesis) 3 x2min.

Las etapas 3 a 6 se repitieron para afiadir cada aminoéacido.

Pegilacién de funciones amino de cadena lateral con &cido 2-[2-(2-metoxietoxi)etoxi] acético y acido 2-(2-
metoxietoxi) acético

La resina (0,040 mmoles) conteniendo péptido fue hinchada en 5 ml de CH,CI, recién destilado durante 30 miny a
continuacién se afiadié el catalizador de paladio Pd(PPhs)s, 14 mg, 0,3 eq, seguido por PhSiHs, 0,8 mmol, 20 eq. La
resina fue sometida a agitacion durante 2 h y la solucioén de reaccién se separ6 por filtrado. La reaccién fue repetida
nuevamente utilizando la misma cantidad de reactivos y después de 2 h la resina fue lavada con CH,Cl, y DMF y
finalmente con Et,O.

La resina fue hinchada nuevamente en CH,Cl, (2ml) recién destilado durante 30 min, el disolvente fue separado por
filtrado y la resina fue hinchada en DMF durante 1 h. Se afiadié una solucién de DIPEA (10 eq) en 1 ml de DMF
seguido de la adicion de acido 2-[2-(2-metoxietoxi)etoxi] acético o acido 2-(2-metoxietoxi)acético (5 eq) y finalmente
por una solucién de HATU (5 eq) en 1 ml de DMF. La resina fue sometida a agitacién durante 3 h y la solucion de
reaccion fue separada por filtrado. La reaccion fue repetida nuevamente utilizando la misma cantidad de reactivos y
después de 3 h la resina fue lavada con CH.Cl, y DMF y finalmente con Et,0.

El proceso de pegilacién se llevd a cabo finalmente después de terminar la sintesis del fragmento de péptido
completamente protegido, y a continuaciéon se adopté el Procedimiento A, Procedimiento B o Procedimiento C, tal
como se describe mas adelante, dependiendo de si no se debian formar enlaces interhebras o enlaces de hebra 3
de bisulfuro o hebra B lactama.

Procedimiento A: Ciclacion y preparacién de péptidos ciclados de nicleo
Segmentacion del fragmento de péptido completamente protegido

Después de completar la sintesis, la resina fue suspendida en 1 ml (0,39 mMol) de 1% TFA en CHCI; (v/v) durante
3 minutos, se filtré y el filtrado fue neutralizado con 1 ml (1,17 mMol, 3eq.) de 20% DIEA en CH.Cl, (v/v). Este
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procedimiento fue repetido dos veces para asegurar la terminacién de la segmentacioén. El filtrado fue evaporado
hasta estado seco y el producto fue completamente desprotegido [mezcla de segmentacién conteniendo 95% de
acido trifluoroacético (TFA), 2,5% de agua y 2,5% de triisopropilsilano (TIS)] para su analisis mediante HPLC de fase
inversa (columna Cig) y ESI-MS para controlar la eficiencia de la sintesis del péptido lineal.

Ciclacion del péptido lineal

Se disolvieron 100 mg del péptido lineal completamente protegido en DMF (9ml, conc. 10 mg/ml). A continuacion se
afiadieron 41,8 mg (0,110 mMol, 3 eq.) de HATU, 14,9 mg (0,110 mMol, 3 eq) de HOAt y 1 ml (0,584 mMol) de 10%
DIEA en DMF (v/v), y la mezcla fue sometida a vortex a 20°C durante 16 horas y a continuacién se concentré bajo
vacio elevado. El residuo fue dividido entre CH2Cl, y H,O/CH3CN (90/10: v/v). La fase de CH,Cl, fue evaporada
proporcionando el péptido ciclico completamente protegido.

Desproteccion y purificacion del péptido ciclico

El péptico ciclico obtenido puede ir suelto en 1 ml de la mezcla de segmentacion conteniendo 95% de &cido
trifluoroacético (TFA), 2,5% de agua y 2,5% de triisopropilsilano (TIS). La mezcla se dej6 reposar a 20°C durante 2,5
horas y a continuacion fue concentrada en vacio. El residuo fue disuelto en una solucién de H,O/acido acético
(72/25: viv) y la mezcla fue extraia con diisopropiléter.

La fase acuosa fue secada en vacio y a continuacién el producto fue purificado por HPLC de fase inversa
preparativa.

Después de la liofilizacion los productos fueron obtenidos en forma de polvo blanco y se analizaron por ESI-MS. Los
datos analiticos comprendiendo la pureza después de HPLC preparativa y ESI-MS se muestran en las tablas 1, 2 y
3.

Procedimiento analitico 1:

Se determinaron tiempos de retencion de HPLC analitica (RT, en minutos) utilizando una columna VYDAC
218MS5215 con los siguientes disolventes A (H.O + 0,02% TFA) y B (CH3sCN) y gradiente: 0 min: 92%A, 8%B; 8
min: 62%A 38%B; 9-12 min: 0% A, 100%B.

Procedimiento analitico 2:

Se determinaron tiempos de retencién de HPLC analitica (RT, en minutos) utilizando una columna EX (s.n. 217808-2
con los siguientes disolventes A (H20 + 0,02% TFA) y B (CH3CN) y gradiente: 0 min: 95%A, 5%B; 8 min: 30%A
70%B; 9 min: 0%A, 100%B; 9-12 min: 95% A, 5%B.

Procedimiento B: Ciclacion y preparacion de péptidos ciclados de nucleo con enlaces B-hebra de bisulfuro
Formacion de enlace B-hebra de bisulfuro

Después de terminacion de la sintesis, la resina fue hinchada en 3 ml de DMF seco durante 1 h. A continuacién se
afiadieron 10 eq. de solucion de yodo en DMF (6 ml) al reactor, seguido de agitacion durante 1,5 h. La resina fue
filtrada y se afiadié una solucién reciente de yodo (10 eqg.) en DMF (6 ml), seguido de agitacion durante otras 3 h. La
resina fue filtrada y lavada con DMF (3x) y CH2Cl»(3x).

Ciclacion de nucleo, segmentacion y purificacién del péptido

Después de formacién del enlace de hebra (3 de bisulfuro, la resina fue suspendida en 1 ml (0,39 mMol) de 1% TFA
en CH.Cl; (v/v) durante 3 minutos y fue filtrada, y el filtrado fue neutralizado con 1 ml (1,17 mMol, 3eq.) de 20%
DIEA en CHxCI; (v/v). Este procedimiento fue repetido dos veces para asegurar la terminacion de la segmentacion.

Los volatiles fueron eliminados y se afiadieron 6 ml de DMF seco al tubo. A continuacién se afiadieron al péptido 2
eg. de HATU en DMF seco (1 ml) y 4 eq. de DIPEA en DMF seco (1 ml), seguido de agitacion durante 16 h. Los
volatiles fueron evaporados hasta estado seco. El péptido ciclado en bruto fue disuelto en 7 ml de CH,Cl, y extraido
con 10% de acetonitrilo en H,O (4,5 ml) tres veces. La capa de CH,Cl, fue evaporada hasta estado seco. Para
desproteger el péptido por completo, se afiadieron 3 ml de un coctel de segmentacion TFA:TIS:H,O (95:2,5:2,5), y la
mezcla se mantuvo durante 2,5 h. Los voléatiles fueron evaporados hasta estado seco y el péptido en bruto fue
disuelto en 20% de AcOH en agua (7 ml) y extraido con isopropil éter (4 ml) tres veces. La capa acuosa fue recogida
y evaporada hasta estado seco, y el residuo fue purificado por HPLC de fase inversa preparativa.

Después de liofilizacién, los productos fueron obtenidos en forma de polvo blanco y analizados por ESI-MS por el
método analitico 1 6 2. Los datos analiticos comprenden la pureza después de HPLC preparativa y ESI-MS se
muestran en las tablas 1, 2y 3.
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Procedimiento C: Ciclado y preparacion de péptidos ciclados de nucleo que tiene enlaces de hebra 3 lactama.
Formacion de enlace de hebra Blactama

0,036 moles de la resina fueron dispuestos en un reactor e hinchados en DMF seco durante 1 hr. Para ello se
afnadieron 41,60mg (1 eq.) de Pd(PPhs)s y 0,133 ml (30 eq.) de PhSiH3 y se agit6 durante una noche. La resina fue
filtrada y lavada por completo con DCM y DMF. La resina fue hinchada nuevamente en DMF seco durante 1 hr. Para
ello se afiadié 1ml de solucion DIPEA en DMF (24,64 uL de DIPEA en 1 ml DMF, 4 eq.) seguido de 1 ml de solucién
HATU en DMF (27,37 mg de HATU, 2 eq.) y el volumen final de la mezcla de reaccion fue de 7 ml y se agit6 durante
una noche. La resina fue lavada por completo con DMF, CH,Cl,, DMF, CHCl,.

Ciclado de nucleo, segmentacion y purificacion del péptido

El péptido fue segmentado a partir de la resina mediante 1% de TFA en DCM y se evaporé a estado seco y se
afiadieron 8 ml de DMF seco al tubo. 2 equivalentes de HATU en DMF seco (1 ml) y 4 equivalentes de DIPEA en
DMF seco (1 ml) fueron afiadidos al péptido y se agitd durante 16 h. Los volatiles fueron evaporados hasta estado
seco. El péptido ciclado en bruto fue disuelto en 7 ml de DCM y extraido con 10% de acetonitrilo en H2O (4,5 ml) tres
veces. La capa de DCM fue evaporada hasta estado seco.

El péptido ciclado en bruto fue disuelto en 7 ml de CH,Cl; y extraido con 10% de acetonitrilo en H,O (4,5 ml) tres
veces. La capa de CHCI, fue evaporada hasta estado seco. Para desproteger el péptido de modo completo, se
afiadieron 3 ml del coctel de segmentacion TFA:TIS:H,O (95:2,5:2,5), y la mezcla fue mantenida en este estado
durante 2,5 h. Los volatiles fueron evaporados hasta estado seco y el péptido en bruto fue disuelto en 20% de AcOH
en agua (7 ml) y extraido con isopropil éter (4 ml) tres veces. La capa acuosa fue recogida y evaporada hasta estado
seco, y el residuo fue purificado por HPLC de fase inversa preparativa.

Después de la liofilizacion, los productos fueron obtenidos en forma de polvo blanco y se analizaron por ESI-MS
método analitico 1 6 2. Los datos analiticos comprendiendo pureza después de HPLC preparativa y ESI-MS se
muestran en las tablas 1, 2y 3.

Ejemplos 1-6 y 8-11 (n=12) mostrados en la Tabla 1. Los péptidos fueron sintetizados partiendo del aminoacido Pro
que fue injertado a la resina. La resina inicial era resina de Fmoc-ProO-clorotritilo, que fue preparada, tal como se ha
descrito anteriormente. Los péptidos lineales fueron sintetizados sobre soporte soélido de acuerdo con el
procedimiento descrito anteriormente en las siguientes secuencias: Resina-Pro-"Pro-P12-P11-P10-P9-P8-P7-P6-P5-
P4-P3-P2-P1. Después de ello se clivaron a partir de la resina, se ciclaron, se desprotegieron y purificaron, tal como
se indica en el procedimiento A.

Los tiempos de retencién HPLC (minutos) fueron determinados utilizando el procedimiento de gradiente 1, que se ha
descrito anteriormente:

Ej.1 (4,98); Ej.2 (4,62); Ej.3 (5,63); Ej.4 (5,33); Ej.5 (5,12), Ej.6 (4,75); Ej.8 (5,08); Ej.9 (6,17); Ej.10 (6,28); Ej.11
(6,57).

Ejemplos 7 y 12-14 (n=12) se muestran en la Tabla 1. Los péptidos fueron sintetizados empezando con el
aminoéacido Pro, que fue injertado a la resina. La resina inicial era resina Fmoc-ProO-clorotritilo, que fue preparada
tal como se ha descrito anteriormente. Los péptidos lineales fueron sintetizados sobre soporte solido de acuerdo con
el procedimiento descrito anteriormente en la siguiente secuencia: Resina-Pro-"Pro-P12-P11-P10-P9-P8-P7-P6-P5-
P4-P3-P2-P1. Después de ello se formaron los puentes de bisulfuro y los péptidos fueron clivados a partir de la
resina, ciclados, desprotegidos y purificados, tal como se ha indicado en el procedimiento B.

Los tiempos de retencion HPLC (minutos) fueron determinados utilizando el procedimiento de gradiente 1 descrito
anteriormente:

Ej.7 (4,48); Ej.12 (4,83); Ej.13 (5,30); Ej.14 (4,08).
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2. Métodos bioldgicos
2.1. Preparacion de los péptidos.

Los péptidos liofilizados fueron pesados en una microbalanza (Mettler MT5) y disueltos en agua estéril para
conseguir una concentracion final de 1 mM si no se indica de otro modo. Se mantuvieron soluciones a +4°C, con
proteccién contra la luz.

2.2. Ensayo Ca 2+ actividad antagonista de CXCR4 de los péptidos.

Procedimiento 1: 3-4 Mio CXCR4 de células pre-B transfectadas [ver referencias 1, 2 y 3, mas adelante] por
medicidon fueron resuspendidas en 200 yul de MSB (20 mM de &cido 4-(2-hidroxietil)-piperacin-1-etansulfénico
(HEPES), 136 mM de NacCl, 4,8 mM de KCly 1 mM de CacCl,) conteniendo 5 mM de D-Glucosa y se cargaron con
0,75 ul de 1 mM Fura-2-acetoximetiléster (Fura-2-AM) durante 17 minutos a 37°C. Las células fueron lavadas libres
de Fura-2-AM con una centrifugadora de plaquetas y resuspendidas en 800 pl de MSB conteniendo 5 mM de
D-Glucosa. Los péptidos a administrar fueron diluidos hasta 100 veces de concentracion final en MSB/0,2 % PPL, y
8 ul fueron inyectados. Se registré con un fluorimetro con una longitud de onda de excitacion de 340 nM y una
Ion%itud de onda de emision de 510 nM [ver mas abajo referencia 4] el cambio de fluorescencia dependiente de
[Ca™]i como respuesta a estimulacion Gnica o secuencial con el péptido. Las mediciones fueron efectuadas con
agitacion continua a 37°C. La intensidad de la sefial fue calibrada con 3 mM de CaCl,/1 mM de lonomicina (maxima
saturacion de fura-2-acetoximetiléster) y 10 uM de MnCl, (minima saturacién Fura-2-acetoximetiléster) y los cambios
de [Ca2+]i son presentados en % de saturacién de fura-2-acetoximetiléster. La proporcion de cambios de [Ca2+]i fue
calculada en base a los cambios iniciales de [Ca2+]i y se representaron con dependencia de la concentracion de
quimioquina obteniendo una curva sigmoidal y para determinar los valores de ICsp.

MSB: 20 mM HEPES, 136 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 1 mM CacCl,*2H,0, pH 7,4; Osmolaridad: 310 mOsm ajustada con
NaOH o HCI, ajustada con H,O PBS.

MSB plus: 5 mM D-glucosa en MSB (50 mg/50mL).

Fura 2-acetoximetiléster: 1 solucién mM en dimetilsulféxido.

Procedimiento 2: se controlaron los incrementos de calcio intracelular utilizando una Flexstation 384 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA) para evaluar los péptidos para antagonismo de CXCR4 en una linea celular pre-B de raton
300-19 transfectada de manera estable con CXCR4 humano [ver referencias 1, 2 y 3, mas adelante]. Las células
fueron cargadas por lotes con el kit de ensayo Calcium 3 (Molecular Devices) en tampdn de ensayo (solucién de sal
equilibrada de Hanks, HBSS, 20 mM HEPES, pH 7,4, 0,1% BSA) durante 1 h a temperatura ambiente y a
continuacién se dispensaron 200.000 células etiquetadas a placas de ensayo negras de 96 pocillos (Costar
N° 3603). Se afiadi6 a las células una solucién concentrada 20 veces de péptido en tampdn de ensayo y la placa
completa fue centrifugada para disponer las células en el fondo de los pocillos. La movilizacién de calcio inducida
por factor 1 derivado de 10 nM estroma (SDF-1) fue medida en la Flexstation 384 (excitacion, 485 nM; emisién, 525
nM) durante 90 segundos. Se utiliz6 un cambio maximo de respuesta de fluorescencia por encima de la linea base
para calcular la actividad antagonista. Los datos para las curvas de respuesta de dosis (concentracion de
antagonista contra % maximo de respuesta) fueron ajustados a una ecuacion logistica de cuatro parametros
utilizando SoftmaxPro 4,6 (Molecula Devices), a partir del cual se calcularon los valores de ICs.

2.3. Ensayo FIGS O

Los ensayos fueron llevados a cabo de acuerdo con la referencia 5, indicada mas adelante. Se prepararon
diluciones de los péptidos (10 mM) por disolucion en 10 mM Tris-HCI a temperatura ambiente. Las soluciones fueron
mantenidas a +4°C, con proteccion contra la luz. Se prepararon diluciones de trabajo extemporaneamente por
diluciéon en serie de solucién salina tamponada de fosfato (PBS) y se afadieron en un volumen final de 10 *ul
directamente a los cultivos celulares. Después de 48 horas de co-cultivo, los cultivos fueron lavados con PBS y a
continuacion expuestos a glutaraldehido/formaldehido (0,2% /2%) en PBS durante cinco minutos. Para
cuantificacion fotométrica, los cultivos fijados fueron incubados a continuacion con orto-nitro-fenil-galactopiranosido
(ONPG) como sustrato de B-galactosidasa, que fue convertida enzimaticamente en el cromoforo orto-nitrofenol
(ONP). La lectura es obtenida directamente por medicion de densidad 6ptica de pocillos a 405 nm en un lector IEMS
de 96 pocillos por placa.

2.4. Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de los péptidos con respecto a células HELA (Acc57) y células COS-7 (CRL-1651) fue determinada
utilizando el ensayo de reduccion MTT [ver ref. 6 y 7, mas adelante]. De forma breve, el procedimiento fue el
siguiente: se sembraron células HELA y células COS-7 a 7,0-10°%, y respectivamente 4,5.10° células por pocillo y se
cultivaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos durante 24 horas a 37°C a 5% de CO,. En este momento, se
determiné el tiempo cero (Tz) por reduccion MTT (ver mas adelante). El sobrenadante de los pocillos restantes se
descart6, y se pipetearon medio fresco y los péptidos en diluciones en serie de 12,5, 25 y 50 uM en los pocillos.
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Cada concentracion de péptidos fue ensayada en triplicado. La incubacion de las células fue continuada durante 48
horas a 37°C a 5% de CO.,. Los pocillos fueron lavados a continuaciéon una vez con PBS y a continuacion se
afiadieron a los pocillos 100 pl de reactivo MTT (0,5 mg/mL en medio RPMI1640 y, respectivamente, DMEM). Se
incubdé a 37°C durante 2 horas y a continuacion el medio fue aspirado y se afiadieron a cada pocillo 100 pl de
isopropanol. Se midi6 la absorbencia a 595 nm del producto solubilizado (péptido ODsgs). Para cada concentracion
se calcularon promedios a partir de triplicados. El porcentaje de crecimiento fue calculado de la manera siguiente:

(péptido OD595-0OD 595 Tz-ODsgs pocillo vacio) / (OD s¢5Tz-ODsgs pocillo vacio) x 100% y
se traz6 grafico para cada concentracion de péptido.

Los valores de LC 50 (Concentracién Letal, definida como concentracién que extermina el 50% de las células) se
determinaron para cada péptido utilizando la funcion de linea de tendencia de EXCEL (Microsoft Office 2000) para
las concentraciones (50, 25, 12,5 y 0 uM), los correspondientes de crecimiento y el valor -50,
(=ETREND(C50:C0,%50;%0,-50)). Se calcularon las concentraciones Gl 50 (Growth Inhibition) (inhibicion de
crecimiento) para cada péptido utilizando la funcién de linea de tendencia para las concentraciones (50, 25, 12,5y 0
pg/ml), los porcentajes correspondientes y el valor 50 (=TREND (Csg:Co,%50:%0,50).

2.5. Cultivo celular

Se cultivaron células “CCR5” en medio de DMEM con 4500 mg/ml de glucosa, 10% de suero fetal bovino (FBS),
suplementado con 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina (Pen/Strept.). Se mantuvieron células Hut/4-3
en medio RPMI, 10% FBS, suplementado con Pen/Strept. y 10 mM HEPES. Se mantuvieron células HELA y células
CCRF-CEM en RPMI1640 mas 5% FBS, Pen/Strept y 2 mM L-Glutamina. Se cultivaron células Cos-7 en medio de
DMEM con 4500 mg/ml de glucosa suplementada con 10% FCS, Pen/Strept. y 2 mM L-Glutamina. Todas las lineas
celulares fueron cultivadas a 37°C a 5% CO,. Se adquirieron los medios celulares, suplementos de medios, tampdn
PBS, HEPES, Pen/Strept., L-Glutamina y sueros de Gibco (Pailsey, UK). Todos los productos de quimica fina
procedian de Merck (Darmstadt, Alemania).

2.6. Hemolisis

Los péptidos fueron comprobados en cuanto su actividad hemolitica contra glébulos rojos de sangre humana
(hRBC). hRBC recientes fueron lavados tres veces con solucion salina con tamp6n fosfato (PBS) por centrifugacion
durante 10 min a 2000 x g. Se incubaron péptidos con una concentracion de 100 &1M con 20% v/v hRBC durante 1
hora a 37°C. La concentracion final de eritrocitos fue aproximadamente de 0,9x10° células por ml. Se determind un
valor de 0% respecto 100% de lisis celular por incubacién de los hRBC en presencia de PBS sélo y respectivamente
0,1% Tritén X-100 en H20. Las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue diluido 20 veces en tampén
PBS y la densidad optica (OD) de la muestra fue medida a 540 nM. El valor de lisis 100% (ODsoH20O) proporcioné
un ODss de aproximadamente 1,3-1,8. El porcentaje de hemdlisis fue calculado de la manera siguiente: (péptido
OD540/ OD540H20) x100%.

2.7. Ensayo quimiotactico (ensayo de migracion de cé  lulas)

La respuesta quimiotactica de células CCRF-CEM a un gradiente de factor 1la derivado de células de estroma
(SDF-1) fue medida utilizando placas de ensayo de un solo uso de Neuroprobe (tamafio de poros 5 p) (Gaithersburg,
MD), de acuerdo con las directrices del fabricantes y referencias contenidas [especialmente ref. 8, mas adelante]. De
forma breve, se lavé un matraz de 175 cm?® una vez con solucién salina con tampon fosfato de Dubecco (DPBS), y
se tripsiniz6 durante 10 minutos o hasta el levantamiento de las células. La tripsina fue neutralizada por la adiciéon de
medio fresco conteniendo suero y las células fueron reducidas a pellets, lavadas una vez en DPBS, y resuspendidas
a 1-0,5 x 10" células/ml en RPMI + 0,5% de albimina de suero bovino (BSA). 45l de suspension de células se
mezclaron con 5 pl de péptido PEM concentrado 10 veces, diluido en el mismo medio de ensayo. 35 ul de esta
mezcla fueron aplicados a la parte superior del filtro de ensayo. Las células se dejaron emigrar (a 37°C) al fondo de
la camara de la placa de ensayo conteniendo 1 nM SDF-1. Después de 4 horas, el filtro fue retirado y se afiadio MTT
a las células emigradas hasta la concentracion final de 0,5 mg/ml, y se incubaron durante otras 4 horas. Después de
marcar con MTT, se retiré todo el medio y se afadié a las células 100 pl de isopropanol + 10 mM HCI. Se leyo6 la
absorbencia 6ptica a 595 nm (ABSsgs) utilizando un lector de placas Tecan Genios con software Magellan. El
numero de células emigradas se determiné comparando valores de ABSsgs contra una curva estandar generada con
un namero conocido de células en la placa de ensayo y se representaron con respecto a la concentracion de SDF-1
para obtener una curva sigmoidal y determinar los valores de ICso. Los valores para IC50 se determinaron utilizando
la funcién Trendline de Microsoft Excel ajustando una curva logaritmica a los puntos de datos promediados.

2.8. Estabilidad del plasma

405 pl de solucién de plasma/albimina fueron colocados en un tubo de polipropileno (PP) proyectando 45 pul de
compuesto de una solucién B 100 uM, derivada de 135 pul de PBS y 15 yl de 1 mM péptido en PBS, pH 7,4. Partes
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alicuotas de 150 pl fueron transferidas a pocillos individuales de la placa de filtro de 10 kDa (Millipore MAPPB 1010
membrana Biomax). Para “controles 0 minutos”: se colocaron 270 ul de PBS en un tubo de PP y 30 ul de solucion
base B se afiadieron y se sometieron a virtex. Se colocaron 150 ul de solucion de control en un pocillo de la placa
de filtro que sirve como “control de filtrado”.

Ademas, se colocaron 150 pl de solucién de control directamente en un pocillo receptor (reservado para filtrado) y
sirve como “control no filtrado”. La totalidad de la placa incluyendo tapa de evaporacion fue incubada durente 60 min
a 37°C. Se centrifugaron muestras de plasma (plasma de rata: Harlan Sera lab UK, plasma humano:
Blutspendezentrum Ziirich), como minimo, durante 2 horas a 4300 rpm (3500 g) y 15°C facilitando 100 pl de filtrado.
Para muestras de “albumina de suero” (albimina humana recién preparada: Sigma A-4327, albimina de rata: Sigma
A-6272, todas las concentraciones a 40 mg/ml en PBS) aproximadamente 1 hora de centrifugacion es suficiente. Los
filtrados en la placa receptora de PP fueron analizados por LC/MS del modo siguiente: Columna: Jupiter C18
(Phenomenex), fases maviles: (A) 0,1% acido formico en agua y (B) acetonitrilo, gradiente: 5%-100% (B) en 2
minutos, ionizacion por electropulverizacién, deteccion de MRM (triple cuadrupolo). Las areas pico fueron
determinadas y se hizo el promedio de valores por triplicado. La unién se expresa en porcentaje del control 1y 2
(filtrado y no filtrado en el punto de tiempo O min) por: 100-(100* Teo/To). El promedio de estos valores es calculado a
continuacion (ver referencia 9 mas adelante).

3.0 Resultados

Los resultados de los experimentos descritos en los anteriores 2.2-2.7, se indican en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4
Ej. |Ensayo ICso ("M) FIGS™ Hemolisis a | ICsp (UM) células
Ca % Inhibicién a 200 5;2‘::3;0; 200|100 uM Engayo -
nM oM emigracion

1 2280 n.d. n.d. 1,6 n.d.

2 2830 n.d. n.d. 0,9 n.d.

3 1000 n.d. n.d. 1,7 n.d.

4 2540 n.d. n.d. 0,7 n.d.

6 1930 n.d. n.d. 0,6 n.d.

n.d.: no determinado

La determinacién de valores ICso (NM) en el ensayo Ca®* fue llevada a cabo utilizando el procedimiento 1. Para la
determinacién de valores de citotoxicidad se utiliz6 el calculo LCso.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula

RN

z
[

Al
LA J

Plantilla

o

en la que

4

A
N

Plantilla

es un residuo de dipéptido constituido por dos elementos constructivos de aminoacidos diferentes, siendo el
dipéptido ®Pro-"Pro; y Z es una cadena constituida por 12 residuos de a-aminoacidos, en la que

- el residuo P1 es el residuo de Tyr;

- el residuo P2 es el residuo de Arg o Gly;

- el residuo P3 es el residuo de Cit;

- el residuo P4 es el residuo de Val, Phe, Cys, Gly lle, Thr o GIn;
- el residuo P5 es el residuo de Arg;

- el residuo P6 es el residuo de DArg 0 Arg;

- el residuo P7 es el residuo de Arg;

- el residuo P8 es el residuo de 2-Nal o Trp;

- el residuo P9 es el residuo de Phe, Val, Cys, Gly, lle, Thr o GIn;
- el residuo P10 es el residuo de Tyr;

- el residuo P11 es el residuo de Cit o Gly;

- el residuo P12 es el residuo de Lys;

Cys en P4 y P9 forman un puente de bisulfuro
en forma libre 0 en forma de una sal farmacéuticamente aceptable.

2. Compuesto, segun la reivindicacién 1, para su uso en sustancias terapéuticamente activas.

3. Compuesto, segun la reivindicacién 2, que tiene actividad antagonista de CXCR4 y/o actividad anticancer y/o
actividad anti inflamatoria.

4. Composicion farmacéutica, que contiene un compuesto, segun la reivindicacion 1, y un portador
farmacéuticamente inerte.

5. Composicion, segun la reivindicacion 4, en forma apropiada para administracion oral, topica, transdérmica,
inyeccion, bucal, transmucosal, pulmonar o inhalacién.

6. Composicion, segun la reivindicacion 4 6 5, en forma de tabletas, grageas, capsulas, soluciones, liquidos, geles,
parches, cremas, ungientos, jarabes, emulsiones, suspensiones, pulverizaciones, nebulizadores o supositorios.

7. Utilizacion de un compuesto, segln la reivindicaciéon 1, para la fabricacion de medicamento antagonista de
CXCRA4.

8. Utilizacion, segun la reivindicacion 7, en la que dicho medicamento antagonista de CXCR4 esta destinado a su
utilizaciéon para prevenir infecciones de VIH en individuos sanos, o para hacer mas lento y detener el avance virico
en pacientes infectados; o en los que resulta cancer o es mediado, o en el caso de que una enfermedad
inmunolégica es mediada o resulta de actividad del receptor de CXCR4; o para tratar la inmunosupresion; o durante
recogidas de células madre de sangre periférica por aferesis.

9. Procedimiento para la fabricacion de un compuesto, segun la reivindicacién 1, que comprende
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(a) acoplamiento de un soporte sélido apropiadamente funcionalizado con un derivado apropiadamente N
protegido de dicho aminoéacido que en el producto final deseado se encuentra en posicion 6, 7 u 8, estando
igualmente protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en
dicho derivado de aminoacido N-protegido;

(b) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido;

(c) acoplar el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoéacido que en los productos finales deseados se encuentra una posicidn mas proximo al residuo de
aminoacido N-terminal, siendo igualmente protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional, que
pueda encontrarse presente en dicho derivado de aminoacido N-protegido;

(d) eliminar el grupo N-protector obtenido;

(e) repetir las etapas (c) y (d) hasta que el residuo de aminoéacido del terminal N ha sido introducido;

(f) acoplamiento del producto obtenido con un compuesto de formula general;

OH X

O
N
Plantilla

I
en la que

O l
N
Plantilla

es la definida anteriormente y X es un grupo N-protector

(9) eliminando el grupo N-protector del producto obtenido en la etapa (f) o en la etapa (fc);

(h) acoplando el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en el producto final deseado se encuentra en posicion 14, siendo igualmente protegido de
modo apropiado cualquier grupo funcional que puede encontrarse presente en dicho derivado de
aminoacido N-protegido;

(i) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

(j) acoplar el producto obtenido con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho aminoacido que en el
producto final deseado se encuentra una posicién mas alejado de la posicion 14, encontrandose igualmente
protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en dicho derivado
de aminoéacido N-protegido;

(k) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

() repetir las etapas (j) y (k) hasta que todos los residuos de aminoacidos han sido introducidos;

(m)en caso deseado desproteger selectivamente uno o varios grupos funcionales protegidos presentes en
la molécula y sustituir de manera apropiada el grupo o grupos reactivos liberados de este modo:

(n) en caso deseado formar uno, dos o tres enlaces entre hebras entre cadenas laterales de residuos de
aminoacidos apropiados en posiciones opuestas de la region de hebra B;

(o) desacoplar el producto obtenido del soporte sélido;

(p) ciclar el producto fraccionado del soporte sélido;

(q) eliminar cualesquiera grupos protectores presentes en grupos funcionales de cualesquiera miembros de
la cadena de residuos de aminoacidos y, en caso deseado, cualquier grupo o grupos protectores que
pueden encontrarse presentes ademas en la molécula; y

(r) en caso deseado, convertir el producto obtenido de este modo en una sal farmaceuticamente aceptable
o convertir una sal farmaceuticamente aceptable, o inaceptable obtenida de este modo en el compuesto
libre correspondiente de formula | o en una sal diferente, farmaceuticamente aceptable.

10. Procedimiento para la fabricacion de un compuesto, segun la reivindicacion 1, que comprende

(a’) acoplamiento de un soporte sdélido apropiadamente funcionalizado con un compuesto de férmula
general
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OH X
o)
Plantilla
I
en la que
(0]
N
Plantilla

es la definida anteriormente y X es un grupo N-protector

(b’) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido en la etapa (') o en la etapa (a’c);

(c’) acoplar el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en el producto final deseado se encuentra en posicion 18, encontrandose igualmente
protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en dicho derivado
de aminoacido N-protegido;

(d’) eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

(e’) acoplar el producto obtenido de este modo con un derivado apropiadamente N-protegido de dicho
aminoacido que en el producto final se encuentra una posicion mas alla de la posicion 12, encontrandose
igualmente protegido de forma apropiada cualquier grupo funcional que pueda encontrarse presente en
dicho derivado de aminoacido N-protegido;

(f") eliminar el grupo N-protector del producto obtenido de este modo;

(9) repetir las etapas (e") y (f) hasta que sean introducidos todos los residuos de aminoécidos;

(h") en caso deseado, desproteger selectivamente uno o varios grupos funcionales protegidos presente en
la molécula y sustituir de manera apropiada el grupo o grupos reactivos liberados de esta forma;

(") en caso deseado formar uno, dos o tres enlaces interhebras entre cadenas laterales de residuos de
aminoacidos apropiados en posiciones opuestas de la region de la hebra 3;

(i") desacoplar el producto obtenido del soporte sélido;

(k") ciclar el producto fraccionado del sopote sélido;

(I") eliminar cualesquiera grupos protectores presentes en grupos funcionales de cualesquiera miembros de
la cadena de residuos de aminodcidos, y en caso deseado, cualquier grupo o grupos protectores que se
pueden encontrar adicionalmente presentes en la molécula; y

(m’) en caso deseado, convertir el producto obtenido de este modo en una sal farmaceuticamente aceptable
o convertir una sal farmaceuticamente aceptable, o inaceptable, obtenida de este modo en el compuesto
libre correspondiente de férmula | o en una sal diferente, farmaceuticamente aceptable.
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