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Descripcion
Péptidos p53 estabilizados y usos de los mismos
Antecedentes

El factor de transcr|p0|on p53 humano induce la detencién del ciclo celular y la apoptosis en respuesta al dafio del
ADN' y el estrés celular?, jugando por lo tanto un papel critico en la proteccion de células frente a la transformacion
maligna. La ubiquitina Ilgasa E3 HDM2 controla los niveles de p53 a través de una interaccion de unién directa que
neutraliza la actividad de transactlvacmn de p53, exporta p53 nuclear, y lo dirige a la degradacion a través de la via
proteasomal de ubiquitinacion. ** La pérdida de la actividad de p53 ya sea por delecion, mutacion, o expresion en
exceso de HDM2, es el defecto mas comuin en el cancer humano. ° Los tumores con una expresion conservada de
p53 de tipo salvaje se vuelven vulnerables a causa de enfoques farmacoldgicos que estabilizan el p53 nativo. En
este contexto, el direccionamiento de HDM2 se ha convertido en un enfoque valldado para restaurar la actividad de
p53 y resensibilizar las células cancerosas a la apoptosis in vitro e in vivo. ° También se ha identificado HDMX
(HDM4) como un regulador de p53 Por otra parte, los estudios han mostrado una similitud entre la interfaz de union
a PS3 de HDM2 y la de HDMX. °

Documento WO02005/118620; Walensky et al. (2004), Science 305, 1466-1470; Walensky et al. (2006), Molecular
Cell 24, 199-210 y documento W02005/044839 describen que los péptidos se pueden ciclar. Picksley et al. (1994),
Oncogene 9, 2523-2529 y Uesugi et al. (1999) PNAS 96, 14801-14806 ilustran la interaccion de p53 y HDM2.

La interaccion p53- proteina HDM2 esta mediada por el dominio de transactlvacmn a-helicoidal de 15 residuos de
p53, que se inserta en una hendidura hidréfoba en la superf|0|e de HDM2. 7 Tres residuos dentro de este dominio
(F19, W23 y L26) son esenciales para la unién a HDM2.%

Compendio

A continuacion se describen péptidos entrecruzados de forma estable relacionados con una porciéon de p53 humana
("péptidos p53 grapados"). Estos péptidos entrecruzados contienen al menos dos aminoacidos modificados que
juntos forman un entrecruzamiento interno (también conocido como traba) que puede ayudar a estabilizar la
estructura secundaria de la hélice alfa de una porcion de p53 que se piensa que es importante para la union de p53
a HDM2. En consecuencia, un polipéptido entrecruzado descrito en la presente memoria puede tener una mejor
actividad biolégica con respecto a un polipéptido correspondiente que no esta entrecruzado. Se cree que los
péptidos p53 grapados interfieren en la unién de p53 a HDM2 inhibiendo de este modo la destruccion de p53. El
péptido p53 grapado descrito en la presente memoria puede ser utilizado terapéuticamente, p. €j., para tratar una
variedad de canceres en un sujeto. Por ejemplo, los canceres y otros trastornos caracterizados por un nivel
indeseablemente bajo o una baja actividad de p53 y/o los canceres y otros trastornos caracterizados por un nivel
indeseablemente alto de actividad de HDM2. Los péptidos modificados también pueden ser Utiles para el tratamiento
de cualquier trastorno asociado con la regulacion alterada de la via transcripcional de p53, dando lugar a
condiciones de exceso de supervivencia y proliferacion celular (p. €j., cancer y autoinmunidad), ademas de las
condiciones de detencion del ciclo celular inadecuada y apoptosis (p. e€j., neurodegeneracion y deficiencia
inmunitaria).

Se describe en la presente memoria un polipéptido modificado de Férmula (),

. o)
ook <RI s
Formula (1)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde;

cada uno de R1 y Ry es independientemente H o un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo, o heterociclilalquilo C4 a C1g;

R3 es alquileno, alquenileno o alquinileno, o [R4-K-R4]; cada uno de los cuales esta sustituido con 0-6 Rs;
2



10

15

20

25

30

35

ES 2 558 928 T3

Rs y R4 son independientemente alquileno, alquenileno o alquinileno (p. ej., cada uno es
independientemente un alquileno, alquenileno o alquinileno C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 o C10);

Rs es halo, alquilo, ORs N (Rs)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rs, Re, un radical fluorescente o un radiois6topo;
Kes O, S, SO, SO,, CO, CO,, CONRs, 0

VaNS

aziridina, episulfuro, diol, amino alcohol;

Re es H, alquilo, o un agente terapéutico;

nes?2, 3,4066;

X es un numero entero de 2 a 10;

w e y son independientemente un nimero entero de 0 a 100;

z es un numero enterode 1a 10 (p. €j., 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10); y

cada Xaa es independientemente un aminoacido (p. ej., uno de los 20 aminoacidos de origen natural o
cualquier aminoacido de origen natural o de origen no natural);

en donde el polipéptido comprende al menos 8 aminoacidos contiguos del SEQ ID NO: 1 (p53 humano) o
una variante del mismo, SEQ ID NO: 2 o una variante del mismo, u otra secuencia de polipéptido descrita en la
presente memoria, excepto que: (a) dentro de los 8 aminoacidos contiguos del SEQ ID NO: 1 las cadenas laterales
de al menos un par de aminoacidos separados por 3, 4 o 6 aminoacidos se sustituyen por el grupo conector, Rs, que
conecta los carbonos alfa del par de aminoacidos representado en la Férmula |; y (b) el carbono alfa del primero del
par de aminoacidos esta sustituido por Ry como se representa en la formula 1 y el carbono alfa del segundo del par
de aminoacidos esta sustituido por R, como se representa en la Férmula I.

La presente invencion proporciona un polipéptido alfa helicoidal que se une a doble minuto 2 humano (HDM2) y/o a
doble minuto X humano (HDMX) de Férmula (l), como se muestra anteriormente en donde cada Rz se extiende a
través de dos vueltas helicoidales del polipéptido y es independientemente alquileno o alquenileno o alquinileno, x es
6 y en donde el polipéptido modificado comprende al menos 8 aminoacidos contiguos de la secuencia Leus Ser, Ging
Glus Thrs Pheg Ser7 Asps Leug Trp1o Lys11 Leuqz Leuss Prois Gluis Asnse, excepto que las cadenas laterales de Ser; y
Pross se sustituyen por el grupo conector Rz, y en donde hasta 6 aminoacidos distintos de los aminoacidos que
llevan el grupo conector Rs, Phes, Trp1o y Leuss se sustituyen independientemente por cualquier otro aminoacido o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se describe en la presente memoria un polipéptido modificado de Férmula (11),

R -
”rxn»’u&[x“k oK o™
Ry RS R2

- -

Formula (IT)

-

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde;

cada uno de R1 y Ry es independientemente H o un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo, o heterociclilalquilo C4 a C1g;

R3 es alquileno, alquenileno o alquinileno, o [R4-K-R4],; cada uno de los cuales esta sustituido por 0-6 Rs;

Rs y R4 son independientemente alquileno, alquenileno o alquinileno (p. ej., cada uno es
independientemente un alquileno, alquenileno o alquinileno C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 o C10);

Rs es halo, alquilo, ORs N(Rg)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rs, Re, un radical fluorescente o un radioisétopo;
3
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Kes O, S, SO, SOz, CO, CO,, CONRg, 0
Q
SN

aziridina, episulfuro, diol, amino alcohol;

Re es H, alquilo, o un agente terapéutico;

nes2,3,406;

X es un nimero entero de 2 a 10;

w e y son independientemente un numero entero de 0 a 100;

z es un numero enterode 1a 10 (p. €j., 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10); y

cada Xaa es independientemente un aminoacido (p. €j., uno de los 20 aminoacidos naturales o cualquier
aminoacido de origen natural o de origen no natural);

R7 es PEG, una proteina tat, una etiqueta de afinidad, un radical de direccionamiento, un grupo acilo
derivado de acido graso, un radical biotina, una sonda fluorescente (p. €j., fluoresceina o rodamina) unido a
través de, p. €j., un enlace tiocarbamato o carbamato;

Rg es H, OH, NHz, NHRaa, NRaaRab;

en donde el polipéptido comprende al menos 8 aminoacidos contiguos del SEQ ID NO: 1 (p53 humano) o
una variante del mismo, SEQ ID NO: 2 o una variante del mismo, u otra secuencia de polipéptidos descrita
en la presente memoria, excepto que: (a) dentro de los 8 aminoacidos contiguos del SEQ ID NO: 1 las
cadenas laterales de al menos un par de aminoacidos separados por 3, 4 o 6 aminoacidos se sustituye por
el grupo conector, Rs, que conecta los carbonos alfa del par de aminoacidos como se representa en la
férmula I;y (b) el carbono alfa del primero del par de aminoacidos esta sustituido por Ry como se representa
en la Formula Il y el carbono alfa del segundo del par de aminoacidos esta sustituido por R, como se
representa en la Féormula Il

En el caso de la Formula | o la Férmula 11, los siguientes casos se encuentran entre los descritos.

En los casos en los que x = 2 (es decir, conexion i, i + 3), Rs puede ser un alquileno, alquenileno C;. Cuando es un
alquenileno, puede haber uno o mas dobles enlaces. En los casos en los que x = 6 (es decir, conexion i, i + 7), Rs
puede ser un alquileno o alquenileno C11, C12 o C13. Cuando es un alquenileno puede haber uno o mas dobles
enlaces. En los casos en los que x = 3 (es decir, conexion i, i + 4), Rs puede ser un alquileno, alquenileno C8.
Cuando es un alquenileno puede haber uno o mas dobles enlaces.

El SEQ ID NO: 1 es la secuencia del p53 humano. Los péptidos grapados pueden incluir la secuencia Leu Ser GIn
Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn (SEQ ID NO: 2; corresponde a los aminoacidos 14 a 29 del
SEQ ID NO: 1). El péptido grapado también puede incluir la secuencia Phe Ser Asn Leu Trp Arg Leu Leu Pro Gin
Asn (SEQ ID NO: 5) o la secuencia GIn Ser GIn GIn Thr Phe Ser Asn Leu Trp Arg Leu Leu Pro Gin Asn (SEQ ID NO.
6). En estas secuencias como en los SEQ ID NO: 1, 2, 3 y 4), las cadenas laterales de dos aminoacidos separadas
por 2, 3, 4 o 6 aminoacidos pueden ser sustituidas por el grupo conector R3. Por ejemplo, en el SEQ ID NO: 5, las
cadenas laterales de Ser y Pro pueden ser sustituidas por el grupo conector Rs.

El polipéptido grapado puede incluir la totalidad o parte (p. €j., al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13)
de la siguiente secuencia de aminoacidos:

XaaSer,GInzXaasThrsPhesXaarXaasgLeug TrpioXaai1LeuszLeuizXaasXaasAsnie. (SEQ ID NO: 3) en donde
cada uno de Xaaq, Xaas, Xaay, Xaas, Xaa(1, Xaas, Xaas son cualquier aminoacido (p. €j., cualquiera de los
20 aminoacidos de origen natural).

En algunas situaciones:
Xaas = Leu o GIn o el grupo conector Rs3
Xaas = Glu o GIn o el grupo conector Rs3
Xaaz = Ser o el grupo conector Rz

Xaag = Asp o cualquier aminoacido distinto de Asp y Glu (preferiblemente Asn; p. gj., Xaag puede ser Asp o
Asn) o el grupo conector R3
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Xaa11 = Lys o un aminoacido cargado positivamente (preferiblemente Arg) o el grupo conector R3
Xaa14 = Pro o el grupo conector Rs3
Xaass = Glu o cualquier aminoacido distinto de Asp y Glu (preferiblemente Gin) o el grupo conector Rs.

En algunas situaciones, el péptido comprende el SEQ ID NO: 3 en el que Xaai = Leu o GIn o el grupo conector Rs;
Xaa 4 = Glu o GIn o el grupo conector R3; Xaay = Ser o el grupo conector R3; Xaag = Asp, Asn o el grupo conector Rs;
Xaaq1 = Lys, Arg o el grupo conector Rs; Xaa14 = Pro o el grupo conector Rs3; Xaass = Glu, GIn o el grupo conector Rs.
En los péptidos grapados, cualquier posicién ocupada por GIn puede ser Glu en su lugar y cualquier posicion
ocupada por Glu puede ser GIn en su lugar. Del mismo modo, cualquier posicion ocupada por Asn puede ser Asp en
su lugar y cualquier posicion ocupada por Asp puede ser Asn en su lugar. La eleccion de Asn o Arg y GIn o Glu
dependera de la carga deseada del péptido grapado.

En algunos casos, el péptido comprende una porcion del SEQ ID NO: 3 que tiene la secuencia:
GlnzXaas ThrsPhesXaazXaasLeusTrpioXaatileuszleuss (SEQ ID NO: 4).

Dentro del SEQ 1D I\OJO: 3, los pares de @minogcidos que pueden ser entrecruzados incluyen, pero no se limitan a: los
aminoacidos 5 y 12; los aminoacidos 4 y 11; los aminoacidos 7 y 11; y los aminoacidos 7 y 14.

En algunos casos, el péptido modificado se une a HDM2 (p. €j., Num. de Acceso GenBank®: 228952; Gl: 228952)
y/o HDM4 (también referido como HDMX; Num. de Acceso GenBank®: 88702791; Gl: 88702791). En algunos casos
puede ser util crear un péptido grapado inactivo mediante la sustitucion de uno o mas (p. €j., los tres) de Phes, Trpio,
Leuqs por otro aminoacido, p. €j., Ala.

Los péptidos Uutiles adicionales incluyen péptidos no entrecruzados que tienen la siguiente secuencia de
aminoacidos:

XaaiSer.GlnzXaasThrsPhesXaarXaasLeugTrpioXaaiiLeurzLeuizXaaiaXaaisAsnis. (SEQ ID NO: 3) en donde cada uno
de Xaa4, Xaas, Xaay7, Xaas, Xaai1, Xaas, Xaass es cualquier aminoacido (p. €j., cualquiera de los 20 aminoacidos de
origen natural).

En algunos casos de tales péptidos no entrecruzados:
Xaas = Leu o GIn o el grupo conector Rs3
Xaas = Glu o GIn o el grupo conector Rs3
Xaaz = Ser o el grupo conector Rz
Xaasg = Asp o cualquier aminoacido distinto de Asp y Glu (preferiblemente Asn) o el grupo conector R3
Xaaq1 = Lys o un aminoacido cargado positivamente (preferiblemente Arg) o el grupo conector R3
Xaa14 = Pro o el grupo conector Rs3
Xaass = Glu o cualquier aminoacido distinto de Asp y Glu (preferiblemente GIn) o el grupo conector R

En algunos casos, el péptido no entrecruzado comprende una porcion del SEQ ID NO: 3 que tiene la secuencia:
GlnzXaasThrsPhesXaazXaasLeusTrpioXaatileuszleuss (SEQ ID NO: 4).

En algun caso el péptido modificado comprende adicionalmente, por ejemplo: PEG, un acido graso, o un anticuerpo
(p- €j., un anticuerpo que dirige el péptido modificado a una célula que expresa p53, HDM2 o HDM4).

En algunos casos, cada w es independientemente un nimero entero entre 3 y 15. En algunos casos cada y es
independientemente un numero entero entre 1 y 15. En algunos casos, Ry y Rz son cada uno independientemente H
o alquilo C1 -Cs. En algunos casos, R1 y Rz son cada uno independientemente alquilo C4-Cs. En algunos casos, al
menos uno de Ry y Ry es metilo. Por ejemplo R1 y R, son ambos metilo. En algunos casos Rs es alquilo (p. €.,
alquilo Cg) y x es 3. En algunos casos, R3 es alquilo C41 y x es 6. En algunos casos, Rs es alquenilo (p. €j., alquenilo
Cs) y x es 3. En algunos casos x es 6 y Rz es alquenilo C41. En algunos casos, Rs es un alquilo, alquenilo o alquinilo
de cadena lineal. En algunos casos R3 es -CHz-CH2-CH2-CH=CH-CH»-CH2-CHa-. En algunos casos R3 es -CH2-CHa-
CHz-CHz-CHz-CHz-CH=CH-CH2-CH2-CH2-. En algunos casos R3 es -CHz-CHz-CHz-CH=CH-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-
CHo-.

En ciertos casos, los dos estereocentros alfa, alfa disustituidos (carbonos alfa) estan ambos en configuracion R o
configuracion S (p. €j., entrecruzamiento i, i + 4), o un estereocentro es Ry el otro es S (p. €j., entrecruzamiento i, i +
7). Por lo tanto, cuando la Férmula | se representa como
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[Xea),” ';?\a / Y

los estereocentros C' y C" disustituidos pueden estar ambos en configuracion R o ambos pueden estar en
configuracion S, por ejemplo, cuando x es 3. Cuando x es 6, el estereocentro disustituido C' esta en configuracion R
y el estereocentro disustituido C" esta en configuracién S. El doble enlace de Rs puede estar en configuracion
estereoquimica E o Z. Son posibles configuraciones similares para los carbonos de la Férmula Il correspondientes a
C'y C" en la formula representada inmediatamente antes.

En algunos casos, R3 es [R+-KR4']n; ¥ R4 y R4' son independientemente alquileno, alquenileno o alquinileno (p. €j.,
cada uno es independientemente alquileno, alquenileno o alquinileno C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 o C10).

En algunos casos, el polipéptido incluye una secuencia de aminoacidos que, ademas de las cadenas laterales de
aminoacidos que son reemplazadas por un entrecruzamiento, tienen 1, 2, 3, 4 o 5 cambios de aminoacidos en
cualquiera de los SEQ ID NO: 1-4.

La traba puede incluir un radical alquilo, alquenilo, o alquinilo (p. €j., alquilo Cs, Cg 0 C41 0 alquenilo Cs, Cs 0 C+4, 0
alquinilo Cs, Cg 0 C14). El aminoacido trabado puede estar disustituido en alfa (p. ej., C1-C3s o metilo). [Xaaly y [Xaalw
son péptidos que pueden comprender independientemente al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 25 o mas aminoacidos contiguos (preferiblemente 2 o 5 aminoacidos contiguos) de un polipéptido
de p53 (p. €j., cualquiera de los SEQ ID NO: 1-4) y [Xaa]x es un péptido que puede comprender 3 o 6 aminoacidos
contiguos de acidos de un péptido p53.

El péptido puede comprender 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 aminoacidos del
polipéptido p53. Los aminoacidos son contiguos excepto que uno o mas pares de aminoacidos separados por 3 0 6
aminoacidos se sustituyen por sustitutos de aminoacidos que forman un entrecruzamiento, p. €j., a través de Rs. Asi,
al menos dos aminoacidos pueden ser sustituidos por aminoacidos trabados o sustitutos de aminoacidos trabados.
Por lo tanto, cuando la Férmula | se representa como

a-

J?—-[Xaa], —N c.j\

[Xaa]y” '\ / .

[Xaa},

-’

2

[Xaaly, [Xaalx y [Xaal],r pueden comprender cada uno secuencias de polipéptidos contiguos de los mismos o
diferentes péptidos p53. Lo mismo es cierto para la Férmula Il

Los péptidos pueden incluir 10 (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas)
aminoacidos contiguos de un polipéptido p53 en donde los carbonos alfa de dos aminoacidos que estan separados
por tres aminoacidos (o seis aminoacidos) estan conectados a través de Rs, uno de los dos carbonos alfa esta
sustituido por Ry y el otro esta sustituido por Rz y cada uno esta conectado a través de enlaces peptidicos a
aminoacidos adicionales.

En algunos casos el polipéptido actia como inhibidor negativo dominante de la degradacién de p53. En algunos
casos, el polipéptido también incluye un radical fluorescente o un radioisétopo o un radical que puede quelar un
radiois6topo (p. €j., mercaptoacetiltriglicina o acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético (DOTA))
quelado a un is6topo radiactivo de Re, In 0 Y). En algunos casos, Ry y Rz son metilo; Rs es alquilo Cg, alquilo C11,
alquenilo Csg, alquenilo C44, alquinilo Cg, o alquinilo C11; y x es 2, 3, o 6. En algunos casos, el polipéptido incluye un
conector PEG, una proteina tat, una marca de afinidad, un radical de direccionamiento, un grupo acilo derivado de
acido graso, un radical de biotina, una sonda fluorescente (p. €;j., fluoresceina o rodamina).

También se describe en la presente memoria un método de tratamiento de un sujeto que incluye administrar al
sujeto cualquiera de los compuestos descritos en la presente memoria. En algunos casos, el método también incluye
la administracion de un agente terapéutico adicional, p. €j., un agente quimioterapéutico.

Los péptidos pueden contener uno o mas centros asimétricos y por lo tanto presentarse como racematos y mezclas
racémicas, enantiomeros individuales, diastereémeros individuales y mezclas diastereoméricas e isémeros
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geométricos (p. ej., Z o cis y E o trans) de cualquier olefina presente. Todas estas formas isoméricas de estos
compuestos se incluyen expresamente en la presente invencion. Los compuestos también pueden estar
representados en multiples formas tautoméricas, en tales casos, la invencioén incluye expresamente todas las formas
tautoméricas de los compuestos descritos en la presente memoria (p. €j., la alquilacién de un sistema de anillos
puede dar como resultado la alquilacion en multiples sitios, la invencién incluye expresamente todos estos productos
de reaccion). Se incluyen todas estas formas isoméricas de dichos compuestos al igual que todas las formas
cristalinas.

Los aminoacidos que contienen tanto un grupo amino como un grupo carboxilo unido a un carbono son referidos
como carbono alfa. También se encuentran unidos al carbono alfa un hidrégeno y una cadena lateral. Los
aminoacidos adecuados incluyen, sin limitacion, tanto los isémeros D- como L- de los 20 aminoacidos de origen
natural comunes encontrados en los péptidos (p. €j., A, R, N,C,D,Q,E, G, H,I, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, V (como
son conocidos por las abreviaturas de una letra)), asi como los aminoacidos de origen natural y no natural
producidos por medio de sintesis organica u otras rutas metabdlicas. La tabla siguiente proporciona las estructuras
de las cadenas laterales para cada uno de los 20 aminoacidos de origen natural comunes. En esta tabla el "-" en el
lado derecho de cada estructura es el enlace con el carbono alfa.

L Una | Tres Estructura de la cadena
Aminoacido
Letra | Letras lateral

Alanina A Ala CHs-

Arginina R Arg HN=C(NH2)-NH-(CH2)3-

Asparragina N Asn H2N-C(0)-CH,-

Acido

aspartico D | Asp HO(O)C-CHz-

Cisteina C Cys HS-CH-

Glutamina Q GIn H2N-C(O)-(CHz)2-
Acido

glutamico E Glu HO(O)C-(CHz),-
Glicina G Gly H-

N=CH-NH-CH=C-CH,-
| |

Histidina H His

Isoleucina I lle CH3-CH2CH(CHs3)-
Leucina L Leu (CH3)2-CH-CH_-
Lisina K Lys HaN-(CH2)4-
Metionina M Met CH3-S-(CHa)2-
Fenilalanina | F Phe Fenil-CH,.

. -N-{CH:-CH-
Prolina P Pro I( h |
Serina S Ser HO-CH,-
Treonina T Thr CH3-CH(OH)-
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Una | Tres Estructura de la cadena

Aminoacido ) ora Letras lateral

Fenil-NH-CH=C-CH,-
R

Tirosina Y Tyr 4-OH-Fenil-CHz-

Triptéfano w Trp

Valina Vv Val CH3-CH(CH.)-

Un residuo de aminoacido "no esencial" es un residuo que puede ser alterado a partir de la secuencia de tipo salvaje
de un polipéptido (sin anular o alterar su actividad sustancialmente. Un residuo de aminoacido "esencial" es un
residuo que, cuando se altera a partir de la secuencia de tipo salvaje del polipéptido, da como resultado la anulacion
o la anulacién sustancial de la actividad del polipéptido.

Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" es una en la que el residuo de aminoacido se reemplaza por un
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas
laterales alcalinas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. ej., acido aspartico, acido glutamico),
cadenas laterales polares no cargadas (p. €j., glicina, asparragina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina),
cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano),
cadenas laterales ramificadas en beta (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j.,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

El simbolo 12* "
" cuando se utiliza como parte de una estructura molecular se refiere a un enlace sencillo o un
enlace doble trans o cis.

El término "cadena lateral de aminoacido" se refiere a un radical anclado al carbono a en un aminoacido. Por
ejemplo, la cadena lateral de aminoacido para la alanina es metilo, la cadena lateral de aminoacido para la
fenilalanina es fenilmetilo, la cadena lateral de aminoacido para la cisteina es tiometilo, la cadena lateral de
aminoacido para el aspartato es carboximetilo, la cadena lateral de aminoacido para la tirosina es 4-
hidroxifenilmetilo, etc. También se incluyen otras cadenas laterales de origen no natural, por ejemplo, aquellas que
se producen en la naturaleza (p. €j., un metabolito aminoacido) o aquellas que estan elaboradas sintéticamente (p.
€j., un aminoacido di-sustituido en alfa).

El término polipéptido abarca dos o mas aminoacidos de origen natural o sintéticos unidos por un enlace covalente
(p- €j., un enlace amida). Los polipéptidos descritos en la presente memoria incluyen proteinas completas (p. €j.,
proteinas totalmente procesadas), asi como secuencias de aminoacidos mas cortas (p. €j., fragmentos de proteinas
de origen natural o fragmentos de polipéptidos sintéticos).

El término "halo" se refiere a cualquier radical de fluor, cloro, bromo o yodo. El término "alquilo" se refiere a una
cadena hidrocarbonada que puede ser una cadena lineal o una cadena ramificada, que contiene el nimero indicado
de atomos de carbono. Por ejemplo, C1-C 1o indica que el grupo puede tener de 1 a 10 (inclusive) atomos de carbono
en el mismo. En ausencia de cualquier designacion numeérica, "alquilo” es una cadena (lineal o ramificada) que tiene
de 1 a 20 (inclusive) atomos de carbono en la misma. El término "alquileno” se refiere a un grupo alquilo divalente
(es decir, -R-).

El término "alquenilo”" se refiere a una cadena hidrocarbonada que puede ser una cadena lineal o una cadena
ramificada que tiene uno o mas dobles enlaces carbono-carbono en cualquier configuracion geométrica Z o E. El
radical alquenilo contiene el nimero indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, C; -C+o indica que el grupo puede
tener de 2 a 10 (inclusive) atomos de carbono en el mismo. El término "alquenilo inferior" se refiere a una cadena de
alquenilo C,-Cs. En ausencia de cualquier designacion numérica, "alquenilo” es una cadena (lineal o ramificada) que
tiene 2 a 20 (inclusive) atomos de carbono en la misma.

El término "alquinilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada que puede ser una cadena lineal o una cadena
ramificada que tiene uno o mas triples enlaces carbono-carbono. El radical alquinilo contiene el nimero indicado de
atomos de carbono. Por ejemplo, C2-C+o indica que el grupo puede tener de 2 a 10 (inclusive) atomos de carbono en
el mismo. El término "alquinilo inferior" se refiere a una cadena de alquinilo C>-Cs. En ausencia de cualquier
designacion numérica, "alquinilo" es una cadena (lineal o ramificada) que tiene 2 a 20 (inclusive) atomos de carbono
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en la misma.

El término "arilo" se refiere a un sistema anular aromatico monociclico de 6 carbonos o biciclico de 10 carbonos en
donde 0, 1, 2, 3, 0 4 atomos de cada anillo pueden estar sustituidos por un sustituyente. Los ejemplos de los grupos
arilo incluyen fenilo, naftilo y similares. El término "arilalquilo” o el término "aralquilo" se refieren a alquilo sustituido
con un arilo. El término "arilalcoxi" se refiere a un grupo alcoxi sustituido con arilo.

El término "cicloalquilo" tal como se emplea en la presente memoria, incluye grupos hidrocarbonados ciclicos
saturados y parcialmente insaturados que tienen 3 a 12 carbonos, preferiblemente de 3 a 8 carbonos, y mas
preferiblemente de 3 a 6 carbonos, en donde el grupo cicloalquilo adicionalmente puede estar opcionalmente
sustituido. Los grupos cicloalquilo preferidos incluyen, sin limitacion, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo, y ciclooctilo.

El término "heteroarilo" se refiere a un sistema anular monociclico de 5 a 8 miembros aromatico, biciclico de 8 a 12
miembros, o ftriciclico de 11 a 14 miembros que tiene de 1 a 3 heteroatomos si es monociclico, de 1 a 6
heteroatomos si es biciclico o de 1 a 9 heteroatomos si es triciclico, seleccionandose dichos heteroatomos entre O,
N, o S (p. €j., atomos de carbono y de 1 a 3, de 1 a 6, o de 1 a 9 heteroatomos de N, O, o S si es monociclico,
biciclico, o triciclico, respectivamente), en donde 0, 1, 2, 3, 0 4 atomos de cada anillo pueden estar sustituidos por un
sustituyente. Los ejemplos de los grupos heteroarilo incluyen piridilo, furilo o furanilo, imidazolilo, 1,2,3-triazolilo,
1,2,4-triazolilo, bencimidazolilo, pirimidinilo, tiofenilo o tienilo, quinolinilo, indolilo, tiazolilo, y similares. El término
"heteroarilalquilo” o el término "heteroaralquilo” se refieren a un grupo alquilo sustituido con un heteroarilo. El término
"heteroarilalcoxi" se refiere a un grupo alcoxi sustituido con heteroarilo.

El término "heterociclilo" se refiere a un sistema anular monociclico no aromatico de 5 a 8 miembros, biciclico de 8 a
12 miembros, o ftriciclico de 11 a 14 miembros que tiene de 1 a 3 heteroatomos si es monociclico, de 1 a 6
heteroatomos si es biciclico o de 1 a 9 heteroatomos si triciclico, seleccionandose dichos heteroatomos entre O, N, o
S (p. €j., atomos de carbono y de 1 a 3, de 1 a 6, de 1 a 9 heteroatomos de N, O, o S si es monociclico, biciclico, o
triciclico, respectivamente), en donde 0, 1, 2 6 3 atomos de cada anillo pueden estar sustituidos por un sustituyente.
Los ejemplos de los grupos heterociclilo incluyen piperazinilo, pirrolidinilo, dioxanilo, aziridinilo, oxirilo, tiirilo,
morfolinilo, tetrahidrofuranilo, y similares.

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

Los detalles de una o mas realizaciones de la invenciéon se exponen en los dibujos adjuntos y en la descripcion
siguiente. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y de los
dibujos, y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

FIG. 1 Sintesis, Secuencia y Analisis Bioquimico de péptidos SAH-p53. (A) Los aminoacidos no naturales se
sintetizaron como se describe y se entrecruzaron por medio de metatesis de olefinas de cierre del anillo catalizada
por rutenio. (B) Los compuestos SAH-p53 se generaron por medio de grapado de la secuencia p5314-29 €n las
posiciones indicadas. La carga, la cualidad de hélice q, la afinidad de unién a HDM2, la permeabilidad celular, y la
viabilidad celular se indican para cada compuesto. (C, E) Los espectros de dicroismo circular revelaron una mejora
de la cualidad de la hélice alfa para los compuestos SAH-p53. (D, F) El analisis de polarizacion de fluorescencia
utilizando péptidos-FITC y HDM247.125 demostré afinidades de unién a HDM2 subnanomolares para seleccionar
péptidos SAH-p53. Nota: UAH-p53-8 es la forma "no grapada" de SAH-p53-8.

FIG. 2 SAH-p53-8 reactiva la ruta transcripcional de p53. Se expusieron células SUSA-1 que expresaban en exceso
HDM2 a los péptidos indicados y se llevaron a cabo analisis Western para p53, HDM2 y p21 a las 8 - 30 h del
tratamiento.

FIG. 3 Reactivaciéon de la apoptosis en células SJSA-1 tratadas con SAH-p53-8. SAH-p53-8 demostré una
citotoxicidad y una induccion de la apoptosis dependientes de la dosis, especificas. Analisis de viabilidad celular de
las células SJSA-1 tratadas con péptidos SAH-p53 (A). Analisis de activacion con caspasa-3 de las células SJSA-1
tratadas con péptidos SAH-p53 (B). Comparacion de la activacion por caspasa-3 en células SJSA-1, HCT-116
p53*"*, y HCT-116 p53 tratadas con péptidos SAH-p53 (25 uM) (C).

FIG. 4 Espectro de masas por electropulverizacion (modo de ion positivo) del péptido SAH-p53-4.

FIG. 5 Para determinar si los péptidos SAH-p53 habian aumentado la estabilidad proteolitica, se expusieron el
péptido p5314-29 de tipo salvaje y SAH-p53-4 a suero ex vivo. SAH-p53-4 mostré una vida media en suero (t12) casi
cuatro veces mas larga que la del péptido de tipo salvaje sin modificar.

FIG. 6 Para determinar si los péptidos SAH-p53 1-4 eran permeables a las células, se incubaron células de leucemia
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de células T Jurkat con péptidos p53 con fluoresceina durante 4 horas seguido de lavado, tratamiento con tripsina, y
analisis FACS para evaluar la fluorescencia celular. Ninguno de los péptidos sometidos a ensayo produjo
fluorescencia celular.

FIG. 7 (A) Se trataron células SJSA-1 con FITC-SAH-p53-5 y 4,4 kDa de TRITC-dextrano durante 4 horas. La
microscopia confocal reveld la co-localizacion del péptido FITC-SAH-p53-5 con TRITC-dextrano en pinosomas. (B)
Para evaluar si la permeabilidad de FITC-SAH -p53-5 era dependiente de la temperatura, se incubaron células de
leucemia de células T Jurkat con péptidos p53 con fluoresceina durante 4 horas a 4°C, o a 37°C seguido de lavado,
tripsinizacion, y analisis FACS para evaluar la fluorescencia celular. (C) Para determinar la cinética de la
permeabilidad celular, las células de leucemia de células T Jurkat se expusieron al péptido FITC-SAH-p53-5 y se
evalué la fluorescencia celular mediante analisis FACS en momentos puntuales sucesivos. Las células tratadas con
FITC-SAH-p53-5 mostraron un aumento dependiente del tiempo en la fluorescencia celular. (D) Se trataron células
SJSA-1 con péptidos FITC-SAH-p53-8 y SAH-p53-8r19a de tipo salvaje durante 4 horas seguido de FACS y analisis
de microscopia confocal. Se observé fluorescencia celular después del tratamiento con péptidos FITC-SAH-p53,
pero no con FITC-péptido p53 de tipo salvaje.

FIG. 8 Se incubaron células SJSA-1 con FITC-péptidos seguido de lisis e interaccion y precipitacion ("pull-down")
anti-FITC. La HDM2 nativa inmunoprecipité simultaneamente con FITC-SAH-p53-8 pero no con los péptidos SAH-
p53-8k19a de tipo salvaje o mutantes. Izquierda: gel tefiido con plata; derecha: transferencias Western.

FIG. 9 Unién a anexina V como indicador de la apoptosis. Se trataron células RKO con péptidos a diferentes dosis
durante 24 horas seguido de tincion con yoduro de propidio y anexina V etiquetada con FITC. La induccion de la
apoptosis se cuantificoé mediante FACS y los datos se analizaron con el soporte logico FloJo.

FIG: 10 Analisis de unién mediante polarizaciéon de fluorescencia de péptidos grapados. Se incubaron péptidos
fluoresceinados (5 nM) con HDM247.125 recombinante (25 pM - 10 M) a la temperatura ambiente. La actividad de
union se midié mediante polarizacion de fluorescencia, y se obtuvieron valores de Kd por regresion lineal.

FIG. 11 Analisis de viabilidad celular. Se trataron células SJSA-1 de osteosarcoma con diferentes concentraciones
de SAH-p53-8 solo o combinado con el agente quimioterapéutico doxorrubicina (20 mM) durante 24 h. La viabilidad
celular se analiz6 mediante la adicion del reactivo de bioluminiscencia CellTiter-Glo™ vy lectura sobre un lector de
placas.

FIG. 12 Competicion por la polarizacion de la fluorescencia. Se incubd p5314-29 de tipo salvaje, fluoresceinado (25
nM) con HDM247.125 recombinante. Se titularon lo SAH-p53 no marcados en la mezcla, y se midié el desplazamiento
del ligando marcado mediante polarizacion de fluorescencia.

FIG. 13 Analisis de activaciéon de caspasa-3. Se ftrataron células SJSA-1 de osteosarcoma con diferentes
concentraciones de SAH-p53 durante 24 h. Las células se expusieron a continuacion a un sustrato especifico de
caspasa-3 (Ac-DEVD-AMC). Se midi6 la fluorescencia como resultado de la escisién en un lector de microplacas.
Para determinar la especificidad de la actividad, se incubaron ciertos péptidos junto con DEVD-CHO, un sustrato
conocido por inhibir la caspasa-3 especificamente.

FIG. 14 Inmunohistoquimica en xenoinjertos tumorales de ratén. Se trataron dos ratones que contenian cada uno
tres xenoinjertos de tumor derivados de SJSA-I con 10 mg kg ~' de SAH-p53-8 (A) o vehiculo (B) cada 12 horas
durante dos dias. Se obtuvieron secciones en parafina de los xenoinjertos tumorales y se tifieron utilizando un
anticuerpo a-p53. La deficiencia de p53 debida a la amplificacion de HDM2 se evidencia en el control no tratado (B),
mientras que la acumulacion de p53 cerca de los capilares se observa en la muestra tratada con SAH-p53-8 (A).

FIG. 15 Secuencia de aminoacidos de p53 humano (Num. de Acceso GenBank® CAA42627; gi: 50637).
FIG. 16 Secuencias de varios péptidos grapados.
Descripcion detallada

Se describen en la presente memoria polipéptidos de dominio helicoidal alfa entrecruzados internamente
relacionados con p53 humano. Los polipéptidos incluyen una traba (también llamada entrecruzamiento) entre dos
aminoacidos no naturales que mejoran significativamente la estructura secundaria helicoidal alfa del polipéptido.
Generalmente, la traba o entrecruzamiento (a veces referido como grapa) se extiende a través de la longitud de una
o dos vueltas helicoidales (es decir, aproximadamente 3,4 o aproximadamente 7 amino acidos). En consecuencia,
los aminoacidos situados eniei+ 3;iei+4; 0iei+ 7 son candidatos ideales para la modificacién quimica y el
entrecruzamiento. Asi, por ejemplo, cuando un péptido tiene la secuencia... Xaa, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaay, Xaasg, Xaag ... (en donde "..." indica la presencia opcional de aminoacidos adicionales), los entrecruzamientos
entre Xaa y Xaas, o entre Xaa ¢ y Xaas, 0 entre Xaas y Xaag son utiles como los son los entrecruzamientos entre
Xaa, y Xaas, 0 entre Xaa; y Xaas, 0 entre Xaa, y Xaag, etc. Los polipéptidos pueden incluir mas de un
entrecruzamiento dentro de la secuencia del polipéptido para estabilizar ain mas la secuencia o para facilitar la
estabilizacion de los tramos de polipéptidos mas largos. Si los polipéptidos son demasiado largos para ser
sintetizados facilmente en una parte, se pueden unir péptidos entrecruzados, sintetizados independientemente, por
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medio de una técnica llamada ligacién quimica nativa (Bang, et al., J. Am Chem Soc. 126: 1377).

Se describen en la presente memoria péptidos de hélice alfa estabilizada (del inglés stabilized alpha-helix) de p53
(SAH-p53) que muestran una alta afinidad por HDM2, y, que en contraste con el péptido p53 no modificado
correspondiente, se introducen facilmente en las células a través de un mecanismo de absorcién activo. Como se
describe a continuacion, el tratamiento con SAH-p53 reactivd la cascada del supresor de tumor p53 mediante la
induccion de la transcripcion de genes sensible a p53, proporcionando el primer ejemplo de un péptido grapado que
elimina las células cancerosas mediante el direccionamiento de una via transcripcional.

Para disefiar compuestos SAH-p53, los autores de la presente invencion colocaron derivados olefinicos sintéticos en
las posiciones que evitaban residuos de union a HDM2 criticos. Las grapas hidrocarbonadas que abarcaban las
posiciones i, i + 7 fueron generadas por metatesis de olefinas (FIG. 1A). Se sintetizé un panel inicial de cuatro
péptidos SAH-p53, que contenia cada uno un entrecruzamiento claramente localizado (FIG. 1B). Para evaluar el
impacto estructural de la instalacion de una grapa j, i +7 en todos los hidrocarbonos, los autores de la presente
invencion realizaron experimentos de dicroismo circular (CD) para determinar la cualidad de hélice a. Mientras que
el péptido p53 de tipo salvaje mostré 11% de contenido de hélice a en agua a pH 7,0, los SAH-1-4 p53 demostraron
una cualidad de hélice a de 10-59% (FIG. 1By 1C). Los analisis de unién por polarizacion de fluorescencia utilizando
HDM247.125 y derivados marcados con FITC de SAH-p53 1-4 identificaron SAH-p53-4 como un interactor
subnanomolar, que tenia una afinidad por HDM2 casi tres 6rdenes de magnitud mayor que la del péptido de tipo
salvaje (FIG. 1By 1D). SAH-p53-4 también demostré una mejor estabilidad proteolitica (FIG. 5).

Los autores de la presente invencion encontraron que los compuestos SAH-p53 iniciales generados eran incapaces
de penetrar en células T Jurkat intactas (FIG. 1B y FIG. 6). Los autores de la presente invencion observaron que los
SAH-p53 1-4 se cargaban negativamente (-2) a pH fisioldgico. La carga positiva es un rasgo caracteristico de ciertas
clases de péptidos que penetran en las células. " En el desarrollo de una segunda generacion de compuestos, los
autores de la presente invencion sustituyeron los acidos aspartico y glutamico por asparraginas y glutaminas para
ajustar la carga de los péptidos y mutaron aminoacidos seleccionados que se habia referido anteriormente que
participaban en la exportacion (L14Q) y la ubiquitinacion (K24R) nuclear de p53 *'* (FIG. 1B). Los SAH-p53 5-8
mostraron una mejora de 2 a 8,5 veces en el contenido de hélice a, conservaron una alta afinidad de union para
HDM2, y demostraron una absorciéon dependiente del tiempo y de la temperatura mediante FACS y microscopia
confocal (FIG. 1B, 1E, 1F y 7). Los analisis de viabilidad celular utilizando células cancerosas RKO o SJSA-1
expuestas a los péptidos SAH-p53 indicaron que SAH-p53-8, que contenia mutaciones puntuales en ambos sitios de
exportacion y ubiquitinacion nucleares, era el Unico ligante de HDM2 estabilizado estructuralmente, que penetra las
células, y de alta afinidad que afectaba adversamente a la viabilidad celular (FIGS. 1B y 4A).

Para determinar si el direccionamiento de HDM2 por SAH-p53-8 podria restaurar especificamente los niveles nativos
de p53, los autores de la presente invencion trataron las células SJSA-1 con péptidos 8, y 8ri9a de tipo salvaje
durante 8-30 horas y se controlaron los niveles de proteina p53 por medio de analisis Western (FIG. 2). Las células
expuestas a SAH-p53-8 demostraron un aumento de los niveles de proteinas p53 que alcanzaron su punto maximo
a las 18 horas del tratamiento. La re-supresion de p53 sobre las 24 horas se correspondia con la regulacion al alza
dependiente del tiempo de HDM2 por p53, coincidiendo con un mecanismo contra-regulador de p53-HDM2 intacto.
'3 Del mismo modo SAH-p53-8 indujo la regulacion al alza del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21. “La
regulacion al alza de p21 en células tratadas con 8 se detectd a las 12 horas, alcanzando niveles maximos a las 18
horas. Los niveles en el momento inicial se restauraron en torno a las 30 horas, en consonancia con resupresion de
p53 nativo. Los niveles de HDM2 y p21 se mantuvieron sin cambios en las células SJSA-1 tratadas con el tipo
salvaje u 8r19a, destacando la especificidad de la modulacion de SAH-p53-8 de la via de sefalizacion de p53.

Para examinar si la estabilizacion mediada por SAH-p53-8 de p53 nativo podria inhibir las células cancerosas
mediante la reactivacion de la via apoptoética, los autores de la presente invencion llevaron a cabo analisis de
viabilidad y de caspasa-3 utilizando células SISA-1 expuestas al tipo salvaje, 8, y 8r19a durante 24 horas (FIG. 3). Si
bien los péptidos de tipo salvaje y 8r19a No tuvieron efecto sobre la viabilidad celular, SAH-p53-8 mostré una
inhibicién dependiente de la dosis de la viabilidad de células SJSA-1 (CEsy = 8,8 pM) (FIG. 3A). La activacion con
caspasa-3 mediante seguimiento de la fluorescencia del sustrato Ac-DEVD-AMC" escindido con caspasa-3 mostrd
que ni el péptido de tipo salvaje, ni el Brioa tenian ningun efecto; sin embargo, 8 desencadend la activacion de
caspasa-3 dependiente de la dosis (CEsp = 5,8 uyM) que fue bloqueado por DEVD-CHO, un inhibidor especifico de la
caspasa-3, lo que demuestra que SAH-p53-8 inhibia especificamente la viabilidad celular mediante la activacién de
la apoptosis en células SISA-1 que expresaban en exceso HDM2 (FIG. 3B). Como se puede observar a partir de la
FIG. 3C, la inhibicién mediada por SAH-p53-8 de la viabilidad celular observada en las células SUSA-1 también se
observo en células HCT 116, una linea celular de cancer de colon, pero no en una variante de la linea celular HCT
116 que carecia de p53 (HCT 116 p53"').

La identificacion de multiples compuestos organicos y peptidomiméticos de p53 con actividad anti-HDM2 816 es una

promesa para el logro de un beneficio clinico de la manipulaciéon de la ruta de p53. Mediante la generacion de un
inhibidor de HDM2 basado en péptidos grapados, los autores de la presente invencion han documentado una
interaccion in situ entre SAH-p53-8 y HDM2 (FIG. 8), que confirma que su actividad pro-apoptética deriva de la
restauracion de la ruta de p53.
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Se trataron células RKO con péptidos a diferentes dosis durante 24 horas seguido de la tincién con yoduro de
propidio y anexina V etiquetada con FITC. La induccion de la apoptosis se cuantificé mediante FACS y los datos se
analizaron con el soporte légico FloJo. Como se muestra en la FIG. 9, p53-SAH-p53-6 causé una apoptosis
significativa.

Se utilizd un analisis de unién por polarizacién de fluorescencia para evaluar la unién de los péptidos a HDM217.12s.
Se incubaron péptidos fluoresceinados (5 nM) con HDM247.125 recombinante (25 pM - 10 pyM) a la temperatura
ambiente. La actividad de unién se midié mediante polarizacion de fluorescencia, y se obtuvieron valores de Kp por
regresion lineal. Los resultados de este analisis se muestran en la FIG. 10.

El efecto de SAH-p53-8 solo o combinado con doxorrubicina se examind como sigue. Se trataron células de
osteosarcoma SJSA-1 con diferentes concentraciones de SAH-p53-8 solo o combinado con el agente
quimioterapéutico doxorrubicina (20 uM) durante 24 h. La viabilidad celular se analiz6 mediante la adicion de
reactivo de bioluminiscencia CellTiter-Glo™ vy lectura en un lector de placas. Los resultados de este andlisis se
muestran en la FIG. 11.

La capacidad de diversos SAH-p53 para competir con p5314-29 de tipo salvaje por la unién a HDM247.125 se evalud
como sigue. Se incubd p5314.29 de tipo salvaje, fluoresceinado (25 nM) con HDM247.125 recombinante. Se titularon
SAH-p53 no marcados en la mezcla, y se midié el desplazamiento del ligando marcado mediante polarizaciéon de
fluorescencia. Los resultados de este analisis se muestran en la FIG. 12.

Se examind el efecto de diversos péptidos sobre la activacion de caspasa-3 como sigue. Se trataron células de
osteosarcoma SJSA-1 con diferentes concentraciones de SAH-p53 durante 24 h. Las células se expusieron a
continuacion a un sustrato especifico de la caspasa-3. Se midio la fluorescencia como resultado de la escisién en un
lector de microplacas. Para determinar la especificidad de la actividad, ciertos péptidos se incubaron junto a DEVD-
CHO, un sustrato conocido por inhibir la caspasa-3 especificamente. Los resultados de este analisis se muestran en
la FIG. 13.

Los aminoacidos no naturales a,a-disustituidos que contienen cadenas laterales olefinicas de longitud variable se
pueden sintetizar por métodos conocidos (Williams et al., 1991 J. Am. Chem. Soc. 113: 9276; Schafmeister et al.
2000 J. Am. Chem Soc. 122: 5891). Para los péptidos en los que se utiliza una grapa i vinculada a i + 7 (dos vueltas
de la hélice estabilizada) se utiliza un aminoacido S5 y uno R8 o un aminoacido S8 y un aminoacido R5. R8 se
sintetiza usando la misma ruta, excepto que el coadyuvante quiral de partida confiere el estereoisomero R-alquilo.
Asimismo, se utiliza 8-yodoocteno en lugar de 5-yodopenteno. Los inhibidores se sintetizan sobre un soporte sélido
utilizando la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) sobre una resina MBHA.

Sintesis de aminoacidos y péptidos

En los estudios descritos anteriormente, los a-aminoacidos (protegidos con F-moc (distintos de los aminoacidos
olefinicos Fmoc-Ss-OH, Fmoc-Rs-OH, Fmoc-Rs-OH, Fmoc-Sg-OH y Fmoc Rs-OH), el hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-
1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio (HCTU), y la resina Rink Amide MBHA se adquirieron de
Novabiochem (San Diego, CA). La dimetiformamida (DMF), la N-metil-2-pirrolidinona (NMP), la N,N-
diisopropiletilamina (DIEA), el acido trifluoroacético (TFA), el 1,2-dicloroetano (DCE), el isotiocianato de fluoresceina
(FITC), y la piperidina se adquirieron de Sigma-Aldrich y se utilizaron tal como fueron suministrados. La sintesis de
los aminoacidos olefinicos se ha descrito en otra parte.1’

Los polipéptidos de los estudios descritos anteriormente se sintetizaron manualmente utilizando la quimica de
péptidos en fase sdlida con Fmoc sobre resina MBHA de amida Rink con niveles de carga de 0,4-0,6 mmoles/g de
resina. Se utilizé el siguiente protocolo:

1. Se elimind el grupo protector Fmoc con piperidina al 20% en NMP durante 30 min.
2. Laresina se lavé con NMP cinco veces.

3. El aminoacido protegido con Fmoc posterior se acoplé durante 30 min (60 min para un agente de
entrecruzamiento) utilizando Fmoc-AA (10 equiv., 4 equiv. para un agente de entrecruzamiento), HCTU (9,9
equiv., 3,9 equiv. para un agente de entrecruzamiento), y DIEA (20 equiv., 7,8 equiv. para un agente de
entrecruzamiento).

4. La resina se lavé con NMP cinco veces.
5. Repetir desde la etapa 1.

Todos los péptidos se protegieron terminalmente con un residuo de B-alanina en el extremo N. Los experimentos de
CD hicieron uso de péptidos que han sido acetilados en el extremo N. La reaccién de acetilacion consistié en la
desproteccion del grupo Fmoc como se ha esbozado anteriormente, seguido de reaccién con anhidrido acético y
DIEA. Todos los otros experimentos mostrados hicieron uso de péptidos fluoresceinados en el extremo N. Con este
fin, los péptidos con el extremo N desprotegido fueron expuestos a isotiocianato de fluoresceina en DMF durante la
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noche en presencia de DIEA.

La reaccion de metatesis de cierre del anillo se realizd sobre el péptido protegido terminalmente en el extremo N
mientras permanecia sobre el soporte sélido en un recipiente de reaccion desechable fritado. La resina se expuso a
una solucion 10 mM de bis(triciclohexilfosfina)bencilidina - dicloruro de rutenio (IV) (Grubbs First Generation
Catalyst) en 1,2-dicloroetano o diclorometano durante 2 horas. La adicion de catalizador y la reaccién de metatesis
de 2 horas se repitieron una vez. El péptido unido a la resina se lavé con CH,Cl, tres veces y se secd bajo una
corriente de nitrégeno.

El péptido se escindio de la resina y se desprotegié mediante exposicion a Reactivo K (TFA al 82,5%, tioanisol al
5%, fenol al 5%, agua al 5%, 1,2-etanoditiol al 2,5%) y se precipité con éter metil-terc-butilico a 4°C y se liofilizo.

Los péptidos liofilizados se purificaron mediante HPLC de fase inversa utilizando una columna Cqg (Agilent). Los
péptidos se caracterizaron por LC-MS y analisis de aminoacidos. Los espectros de masas se obtuvieron por medio
de electropulverizacion en modo de ion positivo o por medio de MALDI-TOF. Mas abajo se muestran un rastro LC
representativo y el espectro de masas (FIGS. 4-A y 4-B) y los datos espectrales de masa para todos los compuestos
se muestran del mismo modo a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2: Datos espectrales de masa para diversos polipéptidos

Compuesto g:lscilada I\E’Ir::l(fca:ntrada Método
WTp5314-29 2033,26 2033,12[M +H] |MALDI-TOF
SAH-p53-1 2097,41 2097,14 [M +H] |MALDI-TOF
SAH-p53-2 2132,40 2132,84 [M + Na] |MALDI-TOF
SAH-p53-3 2089,37 2089,18 [M + Na] |MALDI-TOF
SAH-p53-4 2140,48 2140,70 [M + H] |MALDI-TOF
SAH-p53-5 2138,3 2139,0 [M + H] ESI
SAH-p53-6 2165,5 1083,2 [M/2 + H] |ESI
SAH-p53-7 2152,4 1077,2[M/2 + H] |ESI
SAH-p53-8 2180,5 1112,9 [M/2 + Na] |ESI
SAH-p53-8y19a 2104,4 1052,9 [M + H] ESI
SAH-p53-8 no grapado 2208,5 2109,1 [M + H] ESI
FTTC-WT p5314-19 2401,59 2402,94 [M + Na] |MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-1 2466,74 2467,29 [M + Na] |MALDI-TOF
FTTC-SAH-p53-2 24,79,74 2479,27 [M + Na] |MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-3 2437,72 2437,31 [M + Na] |MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-4 2509,81 2509,10 [M + Na] |MALDI-TOF
FITC-SAH-p53-5 2401,59 2402-94 [M + Na] |MALDI-TOF
FTTC-SAH-p53-6 2512,8 1257,1 [M/2 + H] |ESI
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Compuesto g:lscilada I\E’I::l:ca:ntrada Método
FITC-SAH-p53-7 2499,8 1250,6 [M/2 + H] |ESI
PITCSAB-pS3-8 2527.,8 1286,3 [M/2 + Na] | ESI
FITC-SAH-p53-8y19a 24517 1248,5 [M/2 + Na] | ESI
FITC-SAH-p53-8 no grapado |2555,9 1278,5 [M/2 + Na] |ESI

Espectroscopia de Dicroismo circular (CD)

Para la espectroscopia de dicroismo circular (CD) los compuestos se disolvieron en H,O a concentraciones que
oscilaban de 10 a 50 uM. Los espectros se obtuvieron en un espectropolarimetro Jasco J-715 a 20°C. Los espectros
se recogieron utilizando una cubeta de cuarzo con una longitud de trayectoria de 0,1 cm con los S|gu|entes
parametros de medicion: longitud de onda, 185-255 nm; resolucion de la etapa 0,1 nm; velocidad, 20 nm min™
acumulamones 6; ancho de banda, 1 nm. El contenido helicoidal de cada péptido se calculé como se ha referldo
anteriormente.®

Estabilidad frente a proteasa ex vivo

Para evaluar la estabilidad frente a proteasa de los péptidos, se incubaron péptidos fluoresceinados (2,5 ug) con
suero reciente de ratén (20 pl) a 37°C durante 0-24 horas. El nivel de compuesto fluoresceinado intacto se determiné
por medio de congelacion instantanea de los especimenes de suero en nitrégeno liquido, liofilizacion, extraccion en
CH3CN:H20 1:1 que contenia TFA al 0,1%, seguido de la cuantificacion basada en HPLC utilizando la deteccion de
fluorescencia a ajustes de excitacion/emision de 495/530 nm.

Produccion de proteina y polarizacion de la fluorescencia

La HDM247.125 purificada se preparé como sigue. Se cultivd Escherichia coli BL21 (DE3) que contenia el plasmido
que codificaba HDM17.125 con una etiqueta de hexahistidina N-terminal y un sitio de escisiéon de trombina en caldo
Luria que contenia kanamicina y cloranfenicol y se indujo con isopropil 3-D-tiogalactésido (IPTG) 0,1 mM. Las
células se recogieron después de 4 horas por centrifugacion durante 20 min a 3200 rpm, se resuspendieron en
tampon A (Tris 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M) y se lisaron por sonicacion. Los deshechos celulares se sedimentaron
por centrifugacion durante 30 minutos a 15.000 rpm, y el sobrenadante se incubd con Ni-NTA agarosa (QIAGEN)
durante 2 h. La resina se lavo con tampén Ay se hizo eluir con un gradiente de imidazol que oscilaba de 5 mM a 500
mM. Las fracciones que contenian la proteina eIU|da se concentraron y se diluyeron 1 1 con tampédn de escision de
trombina (CaCl, 5 mM, Tris 20 mM, pH 7,4, 1 pl ml” de B-mercaptoetanol, y 0,8 U ml” de trombina). La reaccion de
escision se incubd durante la noche a 4°C. La reaccion se concentrd a 2 ml y se purificd por medio de filtracion en
gel utilizando una columna G75. La pureza de la proteina se evalué por SDS-PAGE, FPLC y MALDI-TOF y se
determind que era de >90%. Su identidad se confirmé adicionalmente mediante digestion seguido por
espectrometria de masas de los fragmentos peptidicos resultantes.

Los compuestos fluoresceinados (Lr = n 5-25 nM) se incubaron con HDM247.125 en tampoén de analisis de union
(NaCl 140 mM, Tris 50 mM, pH 8,0) a temperatura ambiente. La actividad de unién se midié mediante polarizacion
de fluorescencia en un espectrofotometro de luminiscencia Perkin-Elmer LS50B utilizando una cubeta que contenia
una varilla de agitacion o un Spectramax M5 Microplate Reader (Molecular Devices). Los valores de Ky se
determinaron por medio de analisis de regresion no lineal de las curvas de respuesta a la dosis utilizando el soporte
l6gico Prism 4.0 Graphpad . En el caso de los compuestos en los que L7 < K 4y bajo la suposicion de que Lt = Ljipye,
las isotermas de unidn se ajustaron a la ecuacion

P=P,+ [(P P) ]()

donde P es el valor de polarizacion medido, Pr es la polarizacion del ligando fluorescente libre, P, es la polarizacion
del ligando unido, y Rt es la concentracion de receptor/proteina.

Con compuestos en los que Lt > Ky la suposicién de que Lt = Ljye no se sostiene debido al agotamiento del ligando.
Como tales, las isotermas de union se ajustaron a la ecuacion mas explicita
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(Ly +Kp +R)=\f(L; + Kp + R;) ~ 4L, Ry
2L,

P=P +(P,~F,) @

donde P es el valor de polarizacion medido, Pr es la polarizacion del ligando fluorescente libre, P, es la polarizacion
del ligando unido, Py es la polarizacion total del ligando unido, Lt es la concentracion total de ligando fluorescente y
Rr es la concentracion de receptor/protelna Cada punto de datos representa el promedio de una condicién
experimental realizada al menos por triplicado.

Citometria de flujo

Se cultlvaron células de leucemia de células T Jurkat en medio RPMI-1640 (Gibco) con suero bovino fetal al 10%,
100 U mI”" de penicilina, 100 ug ml”, glutamina 2 mM, Hepes 50 mM pH 7, y B-mercaptoetanol 50 pM. Las celulas
SJSA-1 se cultivaron en medio 5A de McCoy (ATCC) con un suplemento de suero bovino fetal al 10% y 100 U m!
de penicilina. Las células Jurkat (50.000 células por pocillo) se trataron con péptidos fluoresceinados (10 uM) hasta
un maximo de 4 horas a 37°C. Después de lavar con medio, las células se expusieron a digestion con trlpsma
(0,25%; Gibco) (30 min, 37°C), se lavaron con PBS, y se resuspendieron en PBS que contenia 0,5 mg ml” de
yoduro de propidio (BD Biosciences). La fluorescencia celular y la positividad al yoduro de propidio se analizaron por
medio de un citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson) y el soporte légico FlowdJo (TreeStar). Se realizé un
experimento idéntico con 30 min de preincubacion de las células a 4°C seguido de una incubacion de 4 horas con
péptidos fluoresceinados a 4°C para evaluar la dependencia de la temperatura del marcaje fluorescente.

Microscopia confocal

Se incubaron células de leucemia de células T Jurkat con compuestos fluoresceinados durante 24 horas a 37°C.
Después de lavar con PBS, las células se sometieron a citocentrifugaciéon a 600 rpm durante 5 minutos sobre
portaobjetos de vidrio Superfrost plus (Fisher Scientific). Las células se fijaron en paraformaldehido al 4%, se lavaron
con PBS, se incubaron con yoduro de TOPRO-3 (100 nM; Molecular Probes) para contratefiir los nucleos, se
trataron con medio de montaje Vectashield (Vector), y tomaron imagenes mediante microscopia confocal (BioRad
1024 o Nikon E800 ).

De una manera similar, se incubaron células de osteosarcoma SJSA-1 (1 x 10° células) con compuestos
fluoresceinados durante 24 horas a 37°C en Portaobjetos con Camaras Lab-Tek™-CC2 (Nunc). Después de lavar
con PBS, las células se fijaron en paraformaldehido al 4%, se lavaron con PBS, y se trataron con medio de montaje
Vectashield (Vector) que contenia DAPI (contratincién nuclear), se cubrieron con cubres y se tomaron imagenes
mediante microscopia confocal (BioRad 1024 o Nikon E800).

Transferencia Western

Se trataron células de osteosarcoma SJSA-1 (1 x 10°) incubadas a 37°C con péptidos p53 (20 uM) en medio libre de
suero durante 4 horas, seguido de sustitucion del suero e incubacion ad|C|onaI durante 4-26 horas mas. Las células
fueron lisadas (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, SDS al 0,8%, PMSF 1 mM, 1 U mI”" de benzonasa nucleasa) y los productos
lisados brutos se aclararon mediante una breve centrifugacion y se determiné la concentracion de proteina total
mediante el uso del analisis de proteina BCA Pierce. Se hicieron correr alicuotas que contenian 5 ug de proteina
total sobre geles de Bis-Tris poliacrilamida al 4-12% (Invitrogen). Las proteinas se detectaron mediante reactivo de
quimioluminiscencia (Perkin Elmer) utilizando anticuerpos especificos para p53 (clon DO-1; Calbiochem), HDM2
(clon IF2; EMD Biosciences), p21 (clon EA10; Calbiochem), y B-actina (Sigma-Aldrich).

Analisis de viabilidad celular y apoptosis de alto rendimiento

Se incubaron células de osteosarcoma SJSA-1 (4 x 10° células por pocillo) en placas de 96 pocillos y se trataron con
los péptidos p53 en medio libre de suero durante 4 horas, seguido de la sustitucion del suero y la incubacion
adicional durante 20 horas. La viabilidad celular se analizé mediante la adicion de reactivo biolumiscente CellTiter-
Glo™ (Promega) y lectura de la luminiscencia en un lector de microplacas Spectramax M5 (Molecular Devices). El
grado de apoptosis se midié mediante la deteccion de la actividad caspasa-3 exponiendo las células a un sustrato
especifico de caspasa-3 (Oncogene). Se midi6 la fluorescencia como resultado de la escision del sustrato en un
lector de microplacas Spectramax M5 (Molecular Devices).

Co-inmunoprecipitacion de péptidos FITC-SAH-p53 y HDM2 Enddégena

Se trataron células de osteosarcoma SJSA-1 (1 x 10°) con péptidos FITC-p53 (15 uM) en medio libre de suero
durante 4 horas, seguido de sustitucion del suero e incubacion adicional durante 8 horas. Las células se lavaron a
fondo con medios que contenian suero y PBS y se expusieron a tampoén de lisis (Tris 50 mM pH 7,6, NaCl 150 mM,
Triton-X100 al 1%, PMSF 1 mM, 1 U mI” de benzonasa nucleasa [EMD Biosciences] y comprimido inhibidor de la
proteasa completo [Roche]) a temperatura ambiente. Todas las etapas posteriores se llevaron a cabo a 4°C. Los
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extractos se centrifugaron, y los sobrenadantes se incubaron con proteina A/G Sepharose (50 ul de suspension de
cuentas al 50% por cada 0,5 ml de producto lisado; Santa Cruz Biotechnology). Los sobrenadantes previamente
aclarados (500 pl) se recogieron después de la centrifugacion, se incubaron con 10 pl de anticuerpo anti-FITC de
cabra (AbCam) durante 1,5 h seguido de proteina A/G Sepharose durante 1,5 horas mas. Las reacciones de
inmunoprecipitacion se sedimentaron y se lavaron tres veces con tampoén de lisis. Las proteinas precipitadas se
suspendieron en tampdn de carga que contenia SDS, se hirvieron, y los sobrenadantes se procesaron mediante
SDS-PAGE sobre geles Bis-Tris al 4-12% (Invitrogen). Las proteinas se transfirieron a membranas Immobilon-P
(Millipore). Después del bloqueo, las transferencias se incubaron con una diluciéon 1:100 de anticuerpo anti-HDM2
humano de ratén (clon IF2; EMD Biosciences) o con una dilucién 1:200 de anticuerpo anti-FITC de conejo (Zymed)
en BSA al 3% en PBS seguido de anti-lgG de raton o de conejo conjugada con peroxidasa de rabano picante
(Pharmingen). La proteina HDM2 y los péptidos FITC se visualizaron utilizando el reactivo de quimioluminiscencia
Western Lightning™ (Perkin Elmer) y exponiéndolos a la pelicula. Los geles se tifieron utilizando un kit de tinciéon de
plata (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Polipéptidos

En algunos casos, las trabas hidrocarbonadas (es decir, los entrecruzamientos) descritos en la presente memoria
pueden ser manipulados adicionalmente. En un caso, se puede oxidar un doble enlace de una traba de alquenilo
hidrocarbonada, (p. €j., sintetizada utilizando una metatesis de cierre del anillo catalizada por rutenio (RCM)) (p. €j.,
a través de epoxidacion o dihidroxilacion) para proporcionar uno de los compuestos de mas abajo.

OH

O bien se puede funcionalizar aun mas el radical epdxido o uno de los radicales hidroxilo libres. Por ejemplo, el
epoxido se puede tratar con un nucledfilo, que proporciona funcionalidad adicional que se puede utilizar, por
ejemplo, para anclar una etiqueta (p. €j., un radiois6topo o etiqueta fluorescente). La etiqueta se puede utilizar para
ayudar a dirigir el compuesto a una ubicacion deseada en el organismo o para rastrear la ubicacion del compuesto
en el organismo. Alternativamente, se puede anclar quimicamente un agente terapéutico adicional a la traba
funcionalizada (p. ej., un agente anti-canceroso, tal como rapamicina, vinblastina, taxol, etc.). Semejante
derivatizacion, alternativamente, se puede lograr mediante la manipulacion sintética del extremo amino o carboxi del
polipéptido o a través de la cadena lateral de aminoacido. Otros agentes se pueden anclar a la traba funcionalizada,
p. €j., un agente que facilita la entrada del polipéptido en las células.

Aunque se han descrito trabas hidrocarbonadas, también se contemplan otras trabas. Por ejemplo, la traba puede
incluir uno o mas de un radical éter, tioéter, éster, amina, o amida. En algunos casos, se puede incorporar a la traba
una cadena lateral de un aminoacido de origen natural. Por ejemplo, se puede acoplar una traba con un grupo
funcional tal como el hidroxilo de la serina, el tiol de la cisteina, la amina primaria de la lisina, el acido del aspartato o
el glutamato, o la amida de la asparragina o la glutamina. Por consiguiente, es posible crear una traba utilizando
aminoacidos naturales en lugar de utilizar una traba que se haya elaborado mediante el acoplamiento de dos
aminoacidos de origen no natural. También es posible utilizar un aminoacido de origen no natural Unico junto con un
aminoacido de origen natural.

Se prevé ademas que la longitud de la traba pueda variar. Por ejemplo, se puede utilizar una longitud mas corta de
la traba cuando sea deseable proporcionar un grado relativamente alto de restriccion sobre la estructura alfa-
helicoidal secundaria, mientras que, en algunos casos, es deseable proporcionar menos restriccion en la estructura
secundaria alfa-helicoidal, y por lo tanto se puede desear una traba mas larga.

Ademas, si bien se han descrito ejemplos de trabas que abarcan desde los aminoacidos i a i+3, i a i+4; e i ai+7 con
el fin de proporcionar una traba que se encuentre principalmente en una sola cara de la hélice alfa, se pueden
sintetizar trabas para abarcar cualquier combinacion de nimeros de aminoacidos.

En algunos casos, se utilizan aminoacidos alfa disustituidos en el polipéptido para mejorar la estabilidad de la
estructura secundaria helicoidal alfa. Sin embargo, no se requieren aminoacidos alfa disustituido, y también se
prevén casos en los que se utilizan sustituyentes mono-alfa (p. €j., en los aminoacidos trabados).

Como pueden apreciar los expertos en la técnica, los métodos de sintesis de los compuestos descritos en la
presente memoria seran evidentes para los expertos normales en la técnica. Adicionalmente, las diversas etapas
sintéticas se pueden realizar en una secuencia u orden alternativos para proporcionar los compuestos deseados.
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Las transformaciones sintéticas quimicas y las metodologias de grupos protectores (proteccion y desproteccion)
utiles en la sintesis de los compuestos descritos en la presente memoria son conocidas en la técnica e incluyen, por
ejemplo, aquellos descritos por R. Larock, en Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); TW
Greene y P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32. Ed., John Wiley and Sons (1999); L. Fieser y M.
Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed.,
Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995), y las ediciones posteriores de las
mismas.

Los péptidos descritos en la presente memoria se pueden elaborar mediante métodos de sintesis quimica, que son
bien conocidos por los expertos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Fields et al., Capitulo 3 en Synthetic peptides: A
User's Guide, ed., Grant, W.H. Freeman & Co., Nueva York, NY, 1992, pag. 77. Por lo tanto, los péptidos se pueden
sintetizar utilizando las técnicas automatizadas de Merrifield de sintesis en fase sdlida con el a-NH ; protegido por
medio de la quimica de t-Boc o Fmoc utilizando aminoacidos con la cadena lateral protegida, por ejemplo, en un
Applied Biosystems Peptide Synthetizer Modelo 430A o 431.

Una manera de elaborar los péptidos descritos en la presente memoria es mediante la utilizacién de la sintesis de
péptidos en fase solida (SPPS). El aminoacido C-terminal esta anclado a una resina de poliestireno entrecruzada
mediante un enlace labil acido con una molécula conectora. Esta resina es insoluble en los disolventes utilizados
para la sintesis, por lo que es relativamente simple y rapido lavar el exceso de reactivos y subproductos. El extremo
N esta protegido con el grupo Fmoc, que es estable en acido, pero extraible por un alcali. Cualquiera grupo funcional
de las cadenas laterales esta protegido con grupos estables frente a los alcalis, Iabiles frente a los acidos.

Se podrian elaborar péptidos mas largos juntando péptidos sintéticos individuales mediante ligacién quimica nativa.
Alternativamente, se pueden sintetizar péptidos sintéticos mas largos por medio de técnicas de ADN recombinante
bien conocidas. Tales técnicas se proporcionan en manuales convencionales bien conocidos con los protocolos
detallados. Para construir un gen que codifica un péptido de esta invencion, se traduce de manera inversa la
secuencia de aminoacidos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos,
preferiblemente con codones que son 6ptimos para el organismo en el cual se va a expresar el gen. A continuacion,
se elabora un gen sintético, tipicamente mediante la sintesis de oligonucleétidos que codifican el péptido y cualquier
elemento regulador, si fuera necesario. El gen sintético se inserta en un vector de clonacién adecuado y se
transfecta a una célula anfitriona. El péptido se expresa después en condiciones adecuadas apropiadas para el
sistema de expresion y el anfitrion seleccionados. El péptido se purifica y se caracteriza mediante métodos
convencionales.

Los péptidos se pueden elaborar de una manera combinatoria, con un alto rendimiento, p. €j., utilizando sintetizador
combinatorio de multiples canales de alto rendimiento disponible de Advanced Chemtech.

En los polipéptidos modificados, uno o mas enlaces peptidicos convencionales se reemplazan por un enlace
diferente que puede aumentar la estabilidad del polipéptido en el organismo. Los enlaces peptidicos se pueden
remplazar por: un enlace retro-inverso (C(O)-NH); un enlace amida reducido (NH-CH); un enlace tiometileno (S-CH;
0 CH>-S); un enlace oxometileno (O-CH; o CH2-O un enlace etileno (CH2-CHy); un enlace tioamida (C(S)-NH); un
enlace trans-olefina (CH=CH); un enlace trans-olefina sustituido con fldor (CF=CH); un enlace cetometileno (C(O)-
CHR) o CHR-C(O) en donde R es H o CHj3; y un enlace fluoro-cetometileno (C(O)-CFR o CFR-C(O) en donde R es
Ho F o CHs.

Los polipéptidos se pueden modificar adicionalmente por: acetilacién, amidacién, biotinilaciéon, cinnamoilacién,
farnesilacion, fluoresceinacion, formilacion, miristoilacion, palmitoilacion, fosforilacién (Ser, Thr o Tyr), estearoilacion,
succinilacion y sulfurilacién. Los polipéptidos de la invencion también se pueden conjugar, por ejemplo, con
polietilenglicol (PEG); grupos alquilo (p. €j., grupos alquilo lineales o ramificados C1-C20); radicales de acidos
grasos; y sus combinaciones.

Métodos de tratamiento

La presente descripcion se refiere a los métodos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar a un sujeto en
riesgo de (o susceptible a) un trastorno o que tiene un trastorno asociado con una reduccion de la actividad de p53.
Esto es porque se espera que los polipéptidos actien como inhibidores de p53 que se unen a HDM2 y/o HDMX.
Segun se utiliza en la presente memoria, el término "tratamiento" se define como la aplicacién o administracion de un
agente terapéutico a un paciente, o la aplicacién o administracion de un agente terapéutico a un tejido o linea celular
aislados de un paciente, que tiene una enfermedad, un sintoma de una enfermedad o una predisposicién hacia una
enfermedad, con el propdsito de curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, mejorar, corregir o afectar la
enfermedad, los sintomas de la enfermedad o la predisposicion hacia la enfermedad. Un agente terapéutico incluye,
pero no esta limitado a, moléculas pequefias, péptidos, anticuerpos, ribozimas y oligonucledtidos antisentido.

Los polipéptidos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para tratar, prevenir y/o diagnosticar canceres y
afecciones neoplasicas. Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "cancer", "hiperproliferativo" y
"neoplasico” se refieren a células que tienen la capacidad de crecer de manera auténoma, es decir, un estado o
afeccion anormales caracterizados por la rapida proliferacion del crecimiento celular. Los estados de enfermedad
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hiperproliferativos y neoplasicos se pueden clasificar como patoldgicos, es decir, que caracterizan o que constituyen
un estado de enfermedad, o se pueden clasificar como no patoldgicos, es decir, una desviacion de la normalidad
pero no asociada con un estado de enfermedad. Se pretende que el término incluya todos los tipos de crecimientos
cancerosos 0 procesos oncogeénicos, tejidos metastasicos o células, tejidos u 6rganos transformados malignamente,
independientemente del tipo histopatolégico o la fase de invasividad. Las células "hiperproliferativas patologicas”
existen en estados de enfermedad caracterizados por el crecimiento del tumor maligno. Los ejemplos de las células
hiperproliferativas no patoldgicas incluyen la proliferacion de células asociadas con la reparacion de heridas.

Los ejemplos de trastornos proliferativos y/o de diferenciacion celulares incluyen el cancer, p. €j., carcinoma,
sarcoma, o trastornos metastasicos. Los compuestos (es decir, polipéptidos) pueden actuar como agentes
terapéuticos novedosos para controlar osteosarcomas, cancer de colon, cancer de mama, canceres de células T y
canceres de células B. Los polipéptidos también pueden ser utiles para el tratamiento del carcinoma
mucoepidermoide, retinoblastoma y meduloblastoma. Los compuestos se pueden utilizar para tratar trastornos
asociados con la proliferacion no deseada de células que tienen una actividad y/o expresion reducida de p53, en
particular cuando las células producen al menos algo de p53 activo.

Los ejemplos de trastornos proliferativos incluyen trastornos neoplasicos hematopoyéticos. Segun se utiliza en la
presente memoria, el término "trastornos neoplasicos hematopoyéticos" incluye enfermedades que implican células
hiperplasicas/neoplasicas de origen hematopoyético, p. e€j., derivadas de linajes mieloides, linfoides o eritroides, o
células precursoras de las mismas. Los trastornos ilustrativos incluyen: leucemias agudas, p. ej., leucemia
eritroblastica y leucemia megacarioblastica aguda. Otros trastornos mieloides ilustrativos incluyen, pero no se limitan
a, leucemia promielocitica aguda (LPMA), leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia mielégena cronica (LMC)
(revisado por Valckus, L. (1991) en Crit Rev. in Oncol./Hematol, 11: 267-97); neoplasias malignas linfoides
incluyendo, pero no limitadas a leucemia linfoblastica aguda (LLA), que incluye LLA de linaje B y LLA de linaje T,
leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia prolinfocitica (LPL), mieloma mudiltiples, leucemia de células pilosas (LLP)
y macroglobulinemia de Waldenstrom (MW). Otras formas de linfomas malignos incluyen, pero no se limitan a
linfoma no Hodgkin y variantes del mismo, linfomas de células T periféricas, leucemia/linfoma de células T del adulto
(LTA), linfoma de células T cutaneo (LTC), leucemia de linfocitos granulares grandes (LGF), enfermedad de Hodgkin
y enfermedad de Reed-Sternberg.

Los ejemplos de trastornos celulares proliferativos y/o de diferenciacion de la mama incluyen, pero no se limitan a,
enfermedad proliferativa de la mama incluyendo, p. €j., hiperplasia epitelial, adenosis esclerosante, y papilomas de
los conductos pequefios; tumores, p. e€j., tumores del estroma tales como fibroadenoma, tumores filoides, y
sarcomas, y tumores epiteliales tales como papilomas de conductos grandes; carcinoma de la mama incluyendo
carcinoma in situ (no invasivo) que incluye carcinoma ductal in situ (incluyendo la enfermedad de Paget) y carcinoma
lobular in situ, y carcinoma invasivo (infiltrante) que incluye, pero no se limita a, carcinoma ductal invasivo, carcinoma
lobular invasivo, carcinoma medular, carcinoma coloideo (mucinoso), carcinoma tubular y carcinoma papilar invasivo
y neoplasias malignas diversas. Los trastornos en la mama masculina incluyen, pero no se limitan a, ginecomastia y
carcinoma.

Composiciones farmacéuticas y vias de administracion

Segun se utiliza en la presente memoria, los compuestos de la presente memoria, incluyendo los compuestos de las
férmulas descritas en la presente memoria, se definen por incluir derivados farmacéuticamente aceptables o
profarmacos de los mismos. Un "derivado o profarmaco farmacéuticamente aceptable" significa cualquier sal, éster,
sal de éster, u otro derivado farmacéuticamente aceptable de un compuesto de esta invencién que, tras la
administracion a un receptor, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto de esta invencion.
Los derivados y profarmacos particularmente favorecidos son aquellos que aumentan la biodisponibilidad de los
compuestos de esta invencion cuando tales compuestos se administran a un mamifero (p. €j., permitiendo que un
compuesto administrado por via oral sea absorbido mas facilmente en la sangre) o que potencian la liberacién del
compuesto de origen en un compartimento biolégico (p. €j., el cerebro o el sistema linfatico) con respecto a la
especie de origen. Los profarmacos preferidos incluyen derivados en los que se afiade un grupo que mejora la
solubilidad acuosa o el transporte activo a través de la membrana del intestino a la estructura de las férmulas
descritas en la presente memoria.

Los compuestos descritos en la presente memoria pueden ser modificados afiadiendo funcionalidades apropiadas
para mejorar las propiedades biologicas selectivas. Tales modificaciones son conocidas en la técnica e incluyen
aquellas que aumentan la penetracion bioldgica en un compartimento biolégico dado (p. €j., sangre, sistema linfatico,
sistema nervioso central), aumentan la disponibilidad oral, aumentan la solubilidad para permitir la administracion por
medio de inyeccion, alteran el metabolismo y alteran la tasa de excrecion.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en la presente memoria incluyen las derivadas
de acidos y bases inorganicos y organicos farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de las sales de acidos
adecuados incluyen acetato, adipato, benzoato, bencenosulfonato, butirato, citrato, digluconato, dodecilsulfato,
formiato, fumarato, glicolato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, lactato,
maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, palmoato, fosfato, picrato, pivalato,
propionato, salicilato, succinato, sulfato, tartrato, tosilato, trifluorometilsulfonato, y undecanoato. Las sales derivadas
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de bases apropiadas incluyen las sales de metales alcalinos (p. ej., sodio), de metales alcalinotérreos (p. €j.,
magnesio), de amonio y de N-(alquilo)s". Esta invencion también prevé la cuaternarizacion de cualquier grupo que
contenga nitrégeno alcalino de los compuestos descritos en la presente memoria. Se pueden obtener productos
solubles o dispersables en agua o aceite por medio de semejante cuaternarizacion.

Los compuestos de las formulas descritas en la presente memoria pueden, por ejemplo, ser administrados por medio
de inyeccion, por via intravenosa, intraarterial, subdérmica, intraperitoneal, intramuscular o subcutanea; o por via
oral, bucal, nasal, transmucosa, tépica, en una preparacion oftalmica, o por inhalacién, con una dosificacion que
varia de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, o de acuerdo con los requisitos
del farmaco particular. Los métodos de la presente memoria contemplan la administracién de una cantidad eficaz del
compuesto o la composicion del compuesto para lograr el efecto deseado o indicado. Tipicamente, las
composiciones farmacéuticas de esta invencion se administraran de aproximadamente 1 a aproximadamente 6
veces por dia o alternativamente, en forma de una infusidon continua. Semejante administracion se puede utilizar
como una terapia crénica o aguda. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con los materiales
portadores para producir una forma de dosificacion Unica variara dependiendo del anfitrion tratado y del modo
concreto de administracion. Una preparacion tipica contendra de aproximadamente 5% a aproximadamente 95% de
compuesto activo (p/p). Alternativamente, tales preparaciones contienen de aproximadamente 20% a
aproximadamente 80% de compuesto activo.

Pueden ser necesarias dosis menores o mayores que las citadas anteriormente. Los regimenes de dosificacion y
tratamiento especificos para cualquier paciente concreto dependeran de una variedad de factores, incluyendo la
actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal, estado de salud general, el sexo, la dieta, el
tiempo de administracion, la velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad y el curso de la
enfermedad, la afeccion o los sintomas, la disposicion del paciente a la enfermedad, la afeccion o los sintomas, y el
criterio del médico a cargo.

Tras la mejora de la afeccién de un paciente, se puede administrar una dosis de mantenimiento de un compuesto,
composiciéon o combinacion de esta invencion, si es necesario. Con posterioridad, se pueden reducir la dosis o la
frecuencia de administraciéon, o ambas, en funcién de los sintomas, a un nivel en el que se conserva el estado
mejorado. Los pacientes pueden, sin embargo, requerir un tratamiento intermitente a largo plazo tras cualquier
recurrencia de los sintomas de la enfermedad.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria comprenden un compuesto de las férmulas
descritas en la presente memoria o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; un agente adicional que
incluye, por ejemplo, morfina o codeina; y cualquier portador, coadyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Otras composiciones descritas en la presente memoria comprenden un compuesto de las férmulas descritas en la
presente memoria o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un portador, coadyuvante o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones definidas en la presente memoria incluyen los compuestos de las
férmulas definidas en la presente memoria, asi como agentes terapéuticos adicionales si estan presentes, en
cantidades eficaces para lograr una modulaciéon de la enfermedad o de los sintomas de la enfermedad. El término
"portador o coadyuvante farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador o un coadyuvante que puede
administrarse a un paciente, junto con un compuesto de esta invencion, y que no destruye la actividad farmacoldgica
del mismo y no es téxico cuando se administra en dosis suficientes para liberar una cantidad terapéutica del
compuesto.

Los portadores, coadyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que se pueden utilizar en las
composiciones farmacéuticas de esta invencion incluyen, pero no se limitan a, intercambiadores de iones, alimina,
estearato de aluminio, lecitina, sistemas de liberacion de farmacos auto-emulsionantes (SEDDS) tales como
succinato de d-a-tocoferol polietilenglicol 1000, tensioactivos utilizados en formas de dosificacion farmacéuticas tales
como Tween u otras matrices de liberacion poliméricas similares, proteinas séricas, tales como albumina de suero
humano, sustancias tampon tales como fosfatos, glicina, acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas con glicéridos
parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
hidrogenofosfato disddico, hidrogenofosfato potasico, cloruro sédico, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinil pirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio,
poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana. Las
ciclodextrinas tales como ciclodextrina a, B, y y, también se pueden utilizar ventajosamente para mejorar la liberacion
de los compuestos de las férmulas descritas en la presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria se pueden administrar por via oral, parenteral,
por pulverizacion para inhalacion, topica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un reservorio implantado,
preferiblemente mediante administracion oral o administracion por inyeccion. Las composiciones farmacéuticas
descritas en la presente memoria pueden contener cualquier portador, coadyuvante o vehiculo farmacéuticamente
aceptable no toxico convencional. En algunos casos, el pH de la formulacién se puede ajustar con acidos, alcalis o
tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la estabilidad del compuesto formulado o su forma de
liberacion. El término parenteral, segun se utiliza en la presente memoria incluye inyeccién o técnicas de infusion
subcutaneas, intracutaneas, intravenosas, intramusculares, intraarticulares, intraarteriales, intrasinoviales,
intraesternales, intratecales, intralesionales e intracraneales.
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Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una preparacion inyectable estéril, por ejemplo, en
forma de una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension se puede formular de acuerdo con
los mecanismos conocidos en la técnica usando agentes dispersantes o humectantes adecuados (tales como, por
ejemplo, Tween 80) y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril puede ser también una solucién o
suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no toéxico, por ejemplo, en
forma de una soluciéon en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear se
encuentran manitol, agua, solucion de Ringer y solucion isoténica de cloruro soédico. Ademas, se emplean
convencionalmente aceites fijados estériles como un medio disolvente o de suspension. Para este propodsito, se
puede emplear cualquier aceite fijado blando incluyendo mono- o di-glicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales
como el acido oleico y sus derivados glicéridos son utiles en la preparacion de inyectables, como lo son los aceites
naturales farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus
versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o
dispersante alcohdlico de cadena larga, o carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares que se utilizan
comunmente en la formulacion de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables tales como emulsiones y/o
suspensiones. Otros tensioactivos utilizados comunmente, tales como Tween o Span y/u ofros agentes
emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad similares que se usan cominmente en la fabricacion de
formas de dosificacion sélidas, liquidas, u otras farmacéuticamente aceptable también se pueden emplear para la
formulacion.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria se pueden administrar por via oral en cualquier
forma de dosificacion oralmente aceptable incluyendo, pero no limitada a, capsulas, comprimidos, emulsiones y
suspensiones, dispersiones y soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos para uso oral, los portadores que
se usan comunmente incluyen lactosa y almidén de maiz. También se afiaden tipicamente agentes lubricantes, tales
como estearato de magnesio. Para la administracion oral en forma de capsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa
y almidén de maiz seco. Cuando las suspensiones y/o emulsiones acuosas se administran oralmente, el ingrediente
activo puede ser suspendido o disuelto en una fase oleosa combinada con agentes emulsionantes y/o agentes de
suspension. Si se desea, se pueden afiadir ciertos agentes edulcorantes y/o aromatizantes y/o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria también se pueden administrar en forma de
supositorios para administracion rectal. Estas composiciones se pueden preparar mezclando un compuesto de esta
invenciéon con un excipiente no irritante adecuado que es solido a temperatura ambiente pero liquido a la
temperatura rectal y por lo tanto se fundira en el recto para liberar los componentes activos. Tales materiales
incluyen, pero no se limitan a, manteca de cacao, cera de abejas y polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria se pueden administrar mediante aerosol o
inhalacion nasal. Tales composiciones se preparan de acuerdo con mecanismos bien conocidos en la técnica de la
formulacién farmacéutica y se pueden preparar en forma de disoluciones en solucién salina, empleando alcohol
bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la absorcién para mejorar la biodisponibilidad,
fluorocarbonos, y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica.

Cuando las composiciones descritas en la presente memoria comprenden una combinacién de un compuesto de las
férmulas descritas en la presente memoria y uno o mas agentes adicionales terapéuticos o profilacticos, tanto el
compuesto como el agente adicional deben estar presentes a niveles de dosificacion de entre aproximadamente 1 y
100%, y mas preferiblemente entre aproximadamente 5 y 95% de la dosis administrada normalmente en un régimen
de monoterapia. Los agentes adicionales se pueden administrar por separado, como parte de un régimen de dosis
multiple, a partir de los compuestos descritos en la presente memoria. Alternativamente, esos agentes pueden ser
parte de una sola forma de dosificacion, mezclados junto con los compuestos de esta invencion en una composicion
Unica.

Modificacién de polipéptidos

Los polipéptidos grapados pueden incluir un farmaco, una toxina, un derivado de polietilenglicol; un segundo
polipéptido; un hidrato de carbono, etc. Cuando un polimero u otro agente estan conectados al polipéptido grapado
es/puede ser deseable que la composicion sea sustancialmente homogénea.

La adicion de moléculas de polietilenglicol (PEG) puede mejorar las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas del polipéptido. Por ejemplo, la PEGilacion puede reducir el aclaramiento renal y puede dar como
resultado una concentraciéon en plasma mas estable. EI PEG es un polimero soluble en agua y puede ser
representado en una forma conectada al polipéptido como la férmula:

XO(CH2CH20),-CH2CH2-Y en donde n es de 2 a 10.000 y X es H o una maodificaciéon terminal, p. €j., un
alquilo C14; e Y es un enlace amida, carbamato o urea a un grupo amino (incluyendo, pero no limitado a, la
amina épsilon de la lisina o el extremo N-terminal) del polipéptido. Y también puede ser un enlace maleimida
a un grupo tiol (incluyendo pero no limitado a, el grupo tiol de la cisteina). Otros métodos para la conexion de
PEG a un polipéptido, directa o indirectamente, son conocidos por los expertos normales en la técnica. El
PEG puede ser lineal o ramificado. Se encuentran disponibles en el mercado varias formas de PEG que
incluyen diversos derivados funcionalizados.
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Se pueden utilizar PEG que tienen enlaces degradables en la cadena principal. Por ejemplo, se puede preparar PEG
con enlaces éster que se someten a hidrdlisis. Los productos conjugados que tienen enlaces de PEG degradables
se describen en los documentos WO 99/34833; WO 99/14259, y en la Patente de los Estados Unidos 6.348.558.

En ciertos casos, el polimero macromolecular (p. €j., PEG) se ancla a un agente descrito en la presente memoria a
través de un conector intermedio. En ciertas realizaciones, el conector se compone de 1 a 20 aminoacidos unidos
por enlaces peptidicos, en donde los aminoacidos se seleccionan entre los 20 aminoacidos de origen natural.
Algunos de estos aminoacidos pueden estar glicosilados, como es bien sabido por los expertos en la técnica. En
otras realizaciones, los 1 a 20 aminoacidos se seleccionan entre glicina, alanina, prolina, asparragina, glutamina, y
lisina. En ofras realizaciones, el conector esta constituido por una mayoria de aminoacidos que no tienen
impedimento estérico, tales como glicina y alanina. También son posibles conectores no peptidicos. Por ejemplo, se
pueden utilizar conectores alquilo tales como -NH(CH2),C(O)-, en donde n = 2-20. Estos conectores alquilo pueden
ademas estar sustituidos con cualquier grupo sin impedimento estérico tal como alquilo inferior (p. ej., C1-Cs) acilo
inferior, halégeno (p. ej., Cl, Br), CN, NHy, fenilo, etc. La Patente de los Estados Unidos Num. 5.446.090 describe un
conector PEG bifuncional y su uso en la formacion de productos conjugados que tienen un péptido en cada uno de
los extremos del conector de PEG.

Analisis de escrutinio

También se describen métodos (también denominados en la presente memoria "analisis de escrutinio") para la
identificacion de polipéptidos, moléculas pequeias, o derivados bifuncionales que se unen a HDM2 y/o a HDMX.

La afinidad de unién de los polipéptidos que se unen a HDM2 y/o a HDMX se puede medir utilizando los métodos
descritos en la presente memoria, por ejemplo, mediante el uso de un analisis de unién de titulacion. HDM2 y/o
HDMX se pueden exponer a concentraciones variables de un compuesto candidato (es decir, polipéptidos) (p. €j., 1
nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM, 10 pM, 100 pM, 1 mM, y 10 mM) y se puede medir la unién utilizando la resonancia de
plasmon superficial para determinar la Kd para la unién. Ademas, las interacciones de union de los péptidos SAH-
p53 marcados con fluorescencia a HDM2 y/o HDMX se pueden utilizar en un analisis de unién competitiva para el
escrutinio y la identificacion de péptidos, pequefias moléculas, o derivados bifuncionales de los mismos que
compiten con los péptidos FITC-SAH-p53 y calcular adicionalmente los valores de Ki para la competicion por la
union. Los compuestos candidatos también pueden ser escrutados para determinar la actividad bioldgica in vivo.
También se puede utilizar analisis de escrutinio de la permeabilidad celular en los que los compuestos candidato
marcados con fluorescencia se aplican a las células intactas, que luego se analizan para determinar la fluorescencia
celular por microscopia o deteccién de fluorescencia celular de alto rendimiento.

Los analisis descritos en la presente memoria se pueden realizar con compuestos candidato individuales o se
pueden realizar con una pluralidad de compuestos candidato. Cuando los analisis se realizan con una pluralidad de
compuestos candidato, los analisis se pueden realizar utilizando mezclas de compuestos candidato o se pueden
ejecutar en reacciones paralelas con cada reacciéon que tiene un Unico compuesto candidato. Los compuestos de
ensayo o los agentes se pueden obtener utilizando cualquiera de los numerosos enfoques en los métodos de
bibliotecas combinatorias conocidos en la técnica.

Asi, se pueden exponer HDM2 (p. ej., MDM2 purificada) o HDMX (p. ej., MDMX purificada) purificadas a un
compuesto de ensayo en presencia de un péptido p53 grapado y determinar si el compuesto de ensayo reduce
(inhibe) la union del péptido p53 grapado a MDM2 o MDMX. Un compuesto de ensayo que inhibe la unién es un
inhibidor candidato de la interaccion entre p53 y MDM2 o MDMX (o ambas). Los compuestos de ensayo se pueden
someter a ensayo para determinar su capacidad para inhibir la union de MDM2 y MDMX con el fin de identificar los
compuestos que son relativamente selectivos para inhibir la unién de p53. En algunos casos, se puede utilizar nutlin-
3 (CAS 548472-68-0) como control puesto que nutlin-3 es un inhibidor selectivo de la union de p53 a HDM2.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido helicoidal alfa que se une a la proteina doble minuto humana 2 (HDM2) y/o doble minuto humana 4
(HDMX) de Férmula (1),

[Xaa)y”

n
R e —H o,
Ry

R Ra

en donde:

cada uno de Ry y Rz es independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo, o heterociclilalquilo;

cada R3 se extiende a través de dos vueltas helicoidales del polipéptido y es independientemente alquileno, o
alquenileno o alquinileno;

n es un numero entero de 1 a 4;

X es 6;

y y w son independientemente numeros enteros de 0 a 100;
z es un numero entero de 1 a 10; y

cada Xaa es independientemente un aminoacido;

en donde el polipéptido modificado comprende al menos 8 aminoacidos contiguos de la secuencia Leus Ser;
GInz Glus Thrs Phes Ser; Asps Leug Trpio Lysi1 Leus2 Leuqs Pross Gluis Asnie, excepto que las cadenas
laterales de Sery y Proqs se sustituyen por el grupo conector Rz y en donde hasta 6 aminoacidos distintos de
los aminoacidos que llevan el grupo conector R, Phes, Trp1o y Leuss se sustituyen independientemente por
cualquier otro aminoacido; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, en
donde R3 es un alquileno, alquenileno o alquinileno de cadena lineal.

3. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 2, en
donde Rs3 es alquileno C11 0 alquenileno Cy1.

4. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicaciéon 1, en
donde Rz es un grupo alquenileno.

5. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, en
donde R y Rz son independientemente H o alquilo C+..

6. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 5, en
donde Ry y Rz son metilo.

7. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, en
donde caday es de 1 a 15.

8. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, en
donde cada w es de 3 a 15.

9. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, que
comprende adicionalmente un grupo acilo derivado de acido graso.

10. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, que
comprende adicionalmente un radical de direccionamiento.

11. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, que
se une a HDMX.

12. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, que
se une a HDM2.
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13. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacion 1, que
se une a HDMX y HDM2.

14. Un polipéptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se reivindica en la reivindicacién 1, en
donde el polipéptido no tiene una carga neta negativa a pH 7.
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1. Proteccidn terminal-Conector- Le*=0sEaT=FeS=0=¥ sl KaL=L=P=E= H-u:-r
2. Proteccidn terminal-Conector- L-S-g-*-T-F-8-0-L-W- *-L-L-F-E-N-NH
3. Proteccidn terminal-Conector-+Le5=0=E=*=F=§=D=L=W=K=*=L=p=E= H—H“Hr
4, Proteccion terminal-Conector-Le=S=g-g-T=* =S=0-L-W-K=L~*=F=-E~N~NH
g, Proteccidn terminal-Conectar -L=-%=0-E-T-F-*-0-L-W-K- L-L-*-E-H-hﬂ: {EAH-pS53-4}
§. FProteccionterminal-Conector=L=*=0=E-T=F=5=*=L-W=K=L=1~ p-*-n-lmr
7. Proteccidn terminal-Conector =L=$=0=E-T=F=~5=0=* =W=-K-L-L-P=E~ *=NH,
"Proteceion terminal * indica b [acetilo] o FITC fiocarbamoil flureseeina), "Conector” indica g-alanina
o zin conector: "*" indica los pares de aminoacidos Fg-5g 0 RE-SS en cualquier forma no entrecruzads
[m2 grapada, no metstesizada] o entrecruzads (grapada, metatesizada)

B. Proteccion terminal-Conector-L-5-0=g=T=F=*=0=L=W=K-L-L- *-E-N-NM,

4. Proteccion terminal-Conector -:L=5=Q=E=T=F=* == L-W=K=L=1=*=Q=N=NH

14, Proteccion terminal-Conector -L-5-0=0=T=F=*=0=L=W=K- L-L-*-ﬁ-rl-ml?

11. Proteccidn terminal-Conector=L=-5-g-g-T-F-* -"—L-“-“‘.L.L.i.q-.u,m.l

12, Proteccidn terminal- Conactar-1- 5—q—q—r-r---:.|-1_-q-“.;_1,_t =M= Hll

131. Proteccidn terminal-Conector- L-!--Q-n-'r-r-*—bl—l,—u—k L-L-*-0-M- m-l

14. Proteccion terminal- Conector=g=$=g-g-T-F-* -}~ L—ﬂ-]l.‘-L-L-*-n-:H'rHH

15%. Proteccidn terminal- Conector=g=5=g=g=T=F=* =N=L~W=R=L~ L---n—u—m} {BAB-pS3-B)

16. Proteccidn terminal-Conector=g=5=g-0-T-A-* -§=L-W-R~L-L-* —Q-H-m-!’ ﬂl.lvpij-u"“:

= "Proteccion terminal * indica Bc [Acetila), FITC ftiocarbameil fluoresceina)], DOTA [criptando capaz de
quelar In 111 radiactive], laurcilo, heptanaila, ¥ miristaila]; "Conector” indica g-alaning o sin conector;

"™ indica los pares de amincacidos Rg-%g o Rg-S5 en cualquier forma ne entrecrizada (no grapada, no
metatesizada)l o entrecnizada (grapada, metatesizada)

17. Proteccidn terminal-Conector -g=-g=T=F=* =[=L=W=R=L=L=% =E=H=HNH .

1%. Proteccion terminal-Conector=g=g-T=F=* =D-L~W-R-L~L=-*-HH,

19. Proteccion terminal-Conectorpes=g-g=T=F=*=[= L=W=*L=L=NH .

20. Froteccion terminal-Conectorageger-f-*-DeL-W=*= L=L=-NH,

21. Proteccion terminal-Conector-g-g=T-A-*-D-L-W-R-L-L-*-E-N-NH,

= "Prateccion terminal” indica Ac (acetila), FITC ttiocarbamail fluoresceingl, lauroilo, heptanaila, w minstoils;

"Conector” indica F-alaning o sin conector; " * "indica los pares de aminodcidos Rg-5g fpeptidos 17, 18 v 2170
Sg-Rg (peptidas 19y 2070 en cualquier forma no entrecruzada (o grapada, no metatesizada) o entrecruzada

[gmpa-:la metatesizadal

22. Proteccidn t'errninal-P{J:I'-.ﬂir}Cn:-nect-:-r--q.-;.-g-q--r-r---n-],-u.nfz,.;---n.ﬂ-;m}
23. Proteccian terminal-kBiotina¥r Canector “Q=5-0=-Q-T-F=*-H-L-W-R=L-L- * -0~ N-NH,
24. Proteccidon terminal-k{PEG3)-Conector=-0=5-0=-0=T=F=* —H—Lrﬂ—?.—-L—L—-—u—H-:m’
25, Proteccidon terminal-Conector -g=8=g-g-T=F=" =H=L~W=R=L=L-*=-0=-H-HH, diol

2&. Proteccion terminal-Conector -g=S=g=g=T=A=*=-N=L=W=R=L=L=* ~g-N-NH  diol

* "Proteccian terminal” indica Acdacetilal o FITC (tiocarbamail fluaresceina); "Conectar” indica -
alanina o sin conectar; " * " indica el par de aminoacidos Ry - 55 en cualquier forma no entrecruzada
(no grapada, no metatesizada) o entrecruzada (grapada, metatezizada); "dicl” indica una

alefina entrecruzada dihidroxilada
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27. Protecidn terminal-conector - Q=S == Q-T=F-%-D-J=WeRaLaL-*-Q-H-NH; (AAH-p53-10)
38 . Protecidn terminal-conector-Q-T-F=*-H-L-W-R-L-L-+ -WH; (S8AH-p53-11)

285 Proteccion terminal-Conector- Q-5 -Q=Q-T-F-*-H-L-W-*-L-L-P-Q-H-NH, | BAH-p53-085,)
30 Protecidn terminal-conector=Q=5-* =G-T=F=*-H-L-W=R=L=L=-P=-0-N=NH; [SAH-p53-85;)
31 Protecidn terminal-conector=® =T F=5=* sL=W=K=L=-L-NH; (SAH-p53-12}

32 Protecidn terminal-corector. = T=Fs# o QeleWs ¥ L-L= NH; (SAH-p53-13)

13. Protecion terminal-conector-Q-T=F-® -M-LeH=*-L-L-NH, (SAH-p53-14)

34 Protecion terminal-conector - ¢ -§«Q-E-¥-P-S-N-L-W-K-L-L-NH, [SAH-p53-15)
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