ES 2 586 387 T3

@

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 05.11.2004
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 04.05.2016

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@Namero de publicacion: 2 586 387
@Int. Cl.:

CO7K 14/00
CO7K 14/47

(2006.01)

(2006.01)

TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

E 10195495 (6)
EP 2332968

T3

T|’tu|o: Péptidos alfa helicoidales adecuados para activar o inhibir la muerte celular

Prioridad:

05.11.2003 US 517848 P
27.07.2004 US 591548 P

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la

traduccion de la patente:
14.10.2016

@ Titular/es:

DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC.
(50.0%)

450 Brookline Avenue

Boston, MA 02215, US y

PRESIDENT AND FELLOWS OF HARVARD
COLLEGE (50.0%)

@ Inventor/es:

WALENSKI, LOREN D.;
VERDINE, GREGORY y
KORSMEYER, STANLEY J.

Agente/Representante:
DE ELZABURU MARQUEZ, Alberto

Observaciones :

Véase nota informativa (Remarks) en el
folleto original publicado por la Oficina
Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 586 387 T3

DESCRIPCION
Péptidos alfa helicoidales adecuados para activar o inhibir la muerte celular
Antecedentes

La apoptosis, o muerte celular programada, ejerce un papel critico en el desarrollo y el mantenimiento de la
homeostasis en todos los organismos pluricelulares. La sensibilidad a la apoptosis varia notablemente entre las
células y esta influenciada por episodios celulares tanto internos como externos. Se han definido proteinas
reguladoras positivas y negativas que actian como mediadoras del destino celular, y la desregulacion de estas
redes de sefializacion de proteinas se ha documentado en la patogenia de un amplio espectro de enfermedades
humanas, incluyendo una variedad de canceres. La BCL-2 es el miembro fundador de esta familia de proteinas
apoptosicas y se identifico por primera vez en el punto de ruptura cromosdmica de linfomas t (14; 18) (q32; q21)
(Bakhashi et al. 1985. Cell 41:899; Cleary et al. 1985. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7439).

La reconfiguracion génica coloca a BCL-2 bajo el control de la transcripcidon del locus de cadena pesada de
inmunoglobulina, generando inadecuadamente altas concentraciones de BCL-2 y la supervivencia celular patolégica
resultante. Dichas aberraciones en la apoptosis se han identificado en las leucemias linfocitica y mielégena y en
muchos otros tumores malignos, y se han relacionado con la evolucion tumoral y la resistencia adquirida a la
apoptosis provocada por la quimioterapia. La familia BCL-2 de proteinas se ha ampliado considerablemente y
comprende tanto moléculas pro- como anti-apoptdsicas que proporcionan los controles y equilibrios que rigen la
sensibilidad a la muerte celular (FIG. 1). No es sorprendente que las proteinas apoptésicas se han convertido en
objetivos clave para el desarrollo de productos terapéuticos tanto para prevenir la muerte celular precipitada en las
enfermedades de pérdida de células como para activar vias de muerte celular en tumores malignos.

La familia BCL-2 esta definida por la presencia de hasta cuatro dominios conservados (BH) "homologia BCL-2"
denominados BH1, BH2, BH3 y BH4, todos los cuales comprenden segmentos a helicoidales (Chittenden et al. 1995
EMBO 14:5589;. Wang et al. 1996 Genes Dev. 10:2859). Las proteinas antiapoptdsicas, tales como BCL-2 y BCL-
XL, presentan conservacion de secuencias en todos los dominios BH. Las proteinas proapoptdsicas se dividen en
miembros "multidominio” (por ejemplo, BAK, BAX), que poseen homologia en los dominios BH1, BH2 y BH3, y los
miembros del "dominio BH3 sdélo" (por ejemplo, BID, BAD, BIM, BIK, NOXA, PUMA), que contienen homologia de
secuencias exclusivamente en el segmento a-helicoidal anfipatico de BH3. Los miembros de la familia BCL-2 tienen
capacidad para formar homo- y heterodimeros, lo que sugiere que la uniéon competitiva y la relacion entre las
concentraciones de proteinas pro-y antiapoptdsicas fijan la sensibilidad a los estimulos de muerte. Las proteinas
antiapoptésicas funcionan para proteger a las células del exceso proapoptdsico, es decir, de excesiva muerte celular
programada. Las medidas de "seguridad" adicionales comprenden la regulacion de la transcripcion de proteinas
proapoptésicas y su mantenimiento como conférmeros inactivos, que requiere la activacion proteolitica,
desfosforilacion o cambio de configuracién inducido por el ligando para activar las funciones que favorecen la
mortalidad. En determinados tipos de células, las sefiales de muerte recibidas en la membrana plasmatica
desencadenan apoptosis por una via mitocondrial (figura 2). Las mitocondrias pueden servir como guardian de la
muerte celular al secuestrar el citocromo ¢, un componente critico de un complejo citosélico que activa la caspasa 9,
lo que conduce a actividades proteoliticas mortales aguas abajo. Las proteinas multidominio tales como BCL-2/BCL-
XL y BAK/BAX representan papeles de duelo de guardian y verdugo en la membrana mitocondrial, con sus
actividades reguladas ademas por los miembros de sélo BH3 aguas arriba de la familia BCL-2. Por ejemplo, BID es
un miembro del subconjunto "sélo dominio BH3" de proteinas proapoptdsicas, y transmite las sefiales de muerte
recibidas en la membrana plasmatica a las proteinas proapoptésicas efectoras en la membrana mitocondrial. BID
tiene la capacidad exclusiva de interactuar tanto con proteinas proapoptésicas como antiapoptésicas y tras la
activacion por la caspasa 8, desencadena la liberacion del citocromo ¢ y la apoptosis mitocondrial. Los estudios de
eliminacion y mutagenia determinaron que el segmento BH3 a-helicoidal anfipatico de miembros proapoptésicos de
la familia funciona como un dominio de muerte y por lo tanto representa un motivo estructural fundamental para la
interaccion con las proteinas multidominio apoptésicas. Estudios estructurales han demostrado que la hélice BH3
interactua con proteinas antiapoptdsicas mediante la insercidon en una ranura hidréfoba formada por la interfaz de los
dominios BH1, 2 y 3. Las proteinas antiapoptdsicas (por ejemplo, BCL-2 y BCL-X.) pueden estar asociadas y ser
secuestradas por BID activado y éste puede desencadenar la activacion de las proteinas proapoptésicas BAX y
BAK, lo que conduce a la liberacién de citocromo c y un programa de apoptosis mitocondrial.

BAD es también un miembro de la familia proapoptésica "sélo dominio BH3" cuya expresion igualmente
desencadena la activacion de BAX/BAK. A diferencia de BID, sin embargo, BAD presenta unién preferente a los
miembros antiapoptdsicos, BCL-2 y BCL-X.. Mientras que el dominio BH3 de BAD presenta una alta afinidad de
union a BCL-2, péptido BH3 de BAD es incapaz de activar la liberacion del citocromo ¢ de las mitocondrias in vitro, lo
que sugiere que BAD no es un activador directo de BAX/BAK. Las mitocondrias que sobreexpresan BCL-2 son
resistentes a la liberacion de citocromo ¢ provocada por BID, pero el tratamiento conjunto con BAD puede
restablecer la sensibilidad de BID. La provocacion de la apoptosis mitocondrial por BAD parece ser el resultado de:
(1) el desplazamiento de los activadores BAX/BAK, tales como las proteinas BID y similares a BID, del punto de
unién de BCL-2/BCL-X., o (2) la ocupacion selectiva del punto de unién de BCL-2/BCL-X. por BAD para evitar el
secuestro de proteinas similares a BID por proteinas antiapoptésicas. Por lo tanto, dos clases de proteinas "sélo
dominio BH3" han surgido, las proteinas similares a BID que activan directamente la apoptosis mitocondrial y
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proteinas similares a BAD, que tienen capacidad de sensibilizar las mitocondrias a las proteinas proapoptosicas
ocupando los puntos de unién de proteinas de multidominio antiapoptdsicas.

El objetivo de la identificacion o la generacidon de pequefias moléculas para probar las funciones de las proteinas
apoptésicas in vitro y manipular especificamente las vias apoptdsicas in vivo ha sido un desafio. La deteccion
sistematica de alto rendimiento ha identificado varias moléculas que inhiben la interaccion del dominio BH3 de BAK
con BCL-X, a afinidades micromolares. Ademas del potencial inconveniente de la identificacion de compuestos de
baja afinidad, la técnica esta limitada en su capacidad de generar grupos de compuestos adaptados a sutiles
especificidades de unién de cada uno de los miembros de las familias de proteinas. Las estrategias alternativas a la
manipulacion de las vias de apoptosis proceden de la ingenieria de péptidos, técnica que utiliza la secuencia de
péptidos no especifica para generar compuestos con estructuras tridimensionales deseadas. Una aplicacion de esta
técnica implico la generacion de hélices a "proapoptdsicas" compuestas por la secuencia de péptidos no especifica
utilizado para provocar la muerte celular hélices por rotura de las membranas mitocondriales.

La hélice alfa es uno de los principales componentes estructurales de las proteinas y a menudo se encuentra en la
interfaz de contactos de proteinas, que participan en una amplia variedad de actividades biolégicas intermoleculares
de reconocimiento. Tedricamente, péptidos helicoidales, tales como la hélice de BH3, podrian utilizarse para
interferir selectivamente con las interacciones proteina-proteina o estabilizarlas, y de ese modo manipular procesos
fisiolégicos. Sin embargo, los motivos helicoidales biolégicamente activos dentro de las proteinas suelen tener poca
estructura cuando se consideran fuera del contexto de las proteinas completas y se coloca en solucién. Por lo tanto,
la eficacia de los fragmentos peptidicos de las proteinas como en los reactivos in vivo se ha visto afectada por la
pérdida de la estructura secundaria helicoidal, la sensibilidad a la degradacion proteolitica y la incapacidad para
penetrar en las células intactas. Considerando que se han descrito varias estrategias para la estabilizacion de
hélices covalentes, la mayoria de las metodologias implican reticulaciones polares y/o labiles (Phelan et al. 1997. J.
Am. Chem. Soc. 119:455; Leuc et al. 2003 Proc Nat'l. Acad. Sci. USA 100:11273; Bracken et al., 1994. J. Am. Chem.
Soc. 116:6432; Yan et al. 2004. Bioorg. Med. Chem. 14:1403). Posteriormente, Verdine y colegas desarrollaron una
estrategia basada en la metatesis alternativa, que emplea aminoacidos sintéticos a,a-disustituidos que contienen
fijaciones a alquilo (Schafineister et al., 2000. J. Am. Chem. Soc.122:5891; Blackwell et al. 1994 Angew Chem. Int.
Ed. 37:3281). En Genes Dev, 14, 2000, paginas 2060-2071, describe que tBID libera citocromo c.

Sumario

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que reticulando de forma estable un polipéptido
que tiene por lo menos dos aminoacidos modificados (proceso denominado "grapado de hidrocarburos") pueden
ayudar a conferir desde el punto de vista de la configuracion la estructura secundaria natural de este polipéptido. Por
ejemplo, la reticulaciéon de un polipéptido predispuesto a tener una estructura secundaria en hélice alfa puede limitar
el polipéptido a su configuracion alfa helicoidal natural. La estructura secundaria limitada puede aumentar la
resistencia del polipéptido a la escisién proteolitica y también aumentar la hidrofobia. Inesperadamente, en algunos
casos, los polipéptidos pueden penetrar la membrana celular (por ejemplo, mediante un mecanismo de transporte
dependiente de la energia, por ejemplo, pinocitosis). Por consiguiente, los polipéptidos reticulados descritos en la
presente memoria pueden tener una actividad bioldgica mejorada con relacién a un polipéptido correspondiente no
reticulado. Por ejemplo el polipéptido reticulado puede incluir un dominio de hélice alfa de un polipéptido miembro de
la familia BCL-2 (por ejemplo, dominio BID-BH3), que puede unirse a BAK/BAX y/o BCL-2/BCL-X. para estimular la
apoptosis en un individuo. En algunos casos, el polipéptido reticulado se puede utilizar para inhibir la apoptosis. Los
polipéptidos reticulados descritos en la presente memoria pueden utilizarse terapéuticamente, por ejemplo, para
tratar el cancer en un individuo.

En un aspecto, la invencién presenta polipéptidos de féormula (1),

en la que;

cada R1 y Rz son independientemente H o un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo o heterociclilalquilo C1 a C1o;



10

15

20

25

30

35

ES 2 586 387 T3

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [Rs-K-R4 ]n ; cada uno de los cuales esta sustituido con 0 a 6 Rs;
R4 es alquilo, alquenilo, o alquinilo;

Rs es haldgeno, alquilo, ORs, N(Re)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Re, Rs, un resto fluorescente o un radioisétopo;

Kes O, S, SO, SO, CO, CO,, CONRs, 0

Re es H, alquilo, o un agente terapéutico;

n es un numero entero de 1 a 4;

X es un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un nimero entero de 0 a 100;

z es un numero entero de 1 a 10 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10); y
cada Xaa es independientemente un aminoacido; y

donde el polipéptido es transportado o transportado activamente a través de la membrana celular, segun se
determina en un ensayo que comprende preparar un polipéptido marcado con fluorescecia, aplicando el polipéptido
marcado con fluorescencia a una célula intacta, y sometiendo a ensayo a la célula en cuanto a fluorescencia celular
por microscopia o deteccion de fluorescencia celular de alto rendimiento.

En algunos casos, el polipéptido se une a una proteina de la familia BCL-2. El polipéptido puede unirse a una
proteina antiapoptoésica. El polipéptido puede unirse a una proteina proapoptésica. El polipéptido puede unirse y
activar BAX y BAK. En algunos casos, el polipéptido se une a un dominio BH1, BH2 y/o BH3.

En algunos casos, el polipéptido activa la muerte celular, por ejemplo el polipéptido puede desencadenar la
liberacion del citocromo c y activar la muerte celular mitocondrial.

En otros casos, el polipéptido puede inhibir la muerte celular.

En algunos casos, el polipéptido comprende un dominio BH3.

En algunos casos, x es 2, 3 0 6.

En algunos casos, cada y es independientemente un niumero entero entre 3y 15.
En algunos casos cada y es independientemente un nimero entero entre 1y 15.
En algunos casos, R1 y Rz son cada uno independientemente H o alquilo C1-Ce.
En algunos casos, R1 y Rz son cada uno independientemente alquilo C4-Cs.

En algunos casos, por lo menos uno de Ry y R, es metilo. Por ejemplo, R1 y R> son ambos metilo.
En algunos casos Rz es alquilo (por ejemplo, alquilo Cg) y x es 3

En algunos casos, Rs es alquilo C11y x es 6.

En algunos casos, R3 es alquenilo (por ejemplo, alquenilo Cs) y x es 3.

En algunos casos, x es 6 y Rs es alquenilo C+4.

En algunos casos, R3 es un alquilo, alquenilo o alquinilo de cadena lineal.

En algunos casos, R3 es -CH2-CH,-CH2-CH=CH-CH,-CH2-CH-.

En determinadas realizaciones los dos estereocentros alfa, alfa disustituido estdn ambos en la configuracién R o en
la configuracion S (por ejemplo, reticulacion i, i+4), o una estereocentro es R y el otro es S (por ejemplo, reticulacion
i, i+7). Por lo tanto, donde la formula | se representa como
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los estereocentros C' y C" disustituidos pueden estar ambos en la configuracion R o ambos pueden estar en la
configuracion S, por ejemplo cuando X es 3. Cuando x es 6, el estereocentro C' disustituido esta en la configuracion
Ry el estereocentro C" disustituido esta en la configuracion S. El doble enlace en R3 puede estar en la configuracion
estereoquimica E o Z.

En algunos casos Rz es [R4-K-R4]n; ¥ R4 es un alquilo, alquenilo, o alquinilo de cadena lineal.

En algunos casos, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos aproximadamente
60% (70%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98%) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
EDIIRNI*RHL*QVGDSN_ DRSIW (SEC. ID. n°: 112), en la que * es un aminoacido fijado. Por ejemplo, pueden
producirse 1, 2, 3, 4, 5 0 mas cambios de aminoacidos, por ejemplo, cambios conservadores.

La fijacion puede incluir un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo (por ejemplo, alquilo C5, C8 o C11 0 un alquenilo Cs,
Cs 0 C41 0 alquinilo Cs, Cg 0 C11). El aminoacido fijado puede ser alfa disustituido (por ejemplo, C4-C3 o metilo). En
algunos casos, el polipéptido puede incluir una secuencia de aminoacidos que es por lo menos aproximadamente
60% (70%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98%) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
EDIIRNIARHLA*VGD*N.DRSIW (SEC. ID. n°: 110), en la que * es un aminoacido fijado. Por ejemplo, pueden
producirse 1, 2, 3, 4, 5 0 mas cambios de aminoacidos, por ejemplo, cambios conservadores. En algunos casos, el
polipéptido es transportado a través de la membrana de la célula (por ejemplo, mediante un mecanismo de
transporte activo o endocitésico o por transporte pasivo). En determinadas realizaciones el polipéptido no
comprende Cys o Met.

En algunas realizaciones, el polipéptido comprende, por lo menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 25, 50, o mas aminoacidos contiguos de un dominio BCL-2 o similar a BCL-2, por ejemplo, un dominio BH3 o un
dominio similar a BH3 por ejemplo, un polipéptido representado en cualquiera de las figuras 5a, 5b, y 28a-28h .
Cada [Xaa), es un péptido que puede comprender independientemente por lo menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25 o mas aminoacidos contiguos de un dominio BCL-2 o similar a BCL-2, por ejemplo, un
dominio BH3 o similar a BH3, por ejemplo, un polipéptido representado en cualquiera de las figuras 5a, 5b, y 28a -
28h. [Xaa]x es un péptido que puede comprender 3 o 6 aminoacidos contiguos de acidos de un dominio BCL-2 o
similar a BCL-2, por ejemplo, de un dominio BH3 o similar a BH3, por ejemplo, un polipéptido representado en
cualquiera de las figuras 5a, 5b y 28a 28h.

El polipéptido puede comprender 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 aminoacidos
contiguos de acidos de un dominio BCL-2 o similar a BCL-2, por ejemplo, un dominio BH3 o similar a BH3, por
ejemplo, un polipéptido representado en cualquiera de las FIG. 5a, 5b, y 28a-28h (SEC. ID. n°: ) en las que dos
aminoacidos que estan separadas por tres aminoacidos (o seis aminoacidos) se sustituyen por sustitutos de
aminoacidos que estan unidos por Rs. Por lo tanto, por lo menos dos aminoacidos pueden estar sustituidos por
aminoacidos fijados o sustitutos de aminoacidos fijados. Por lo tanto, en donde la formula | se representa como

[Xaa]y y [Xaaly,r puede comprender, cada uno secuencias de polipéptidos contiguos de los mismos o diferentes
dominios BCL-2 o similares a BCL-2.

La invencion presenta polipéptidos reticulados principalmente 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 dominio BCL-2 o similar a BCL-2 , por ejemplo, un
dominio BH3 o similar a BH3, por ejemplo, un polipéptido representado en cualquiera de las FIG. 5a, 5b (SEC. ID.
n°: 84-114), y 28a-28h (SEC. ID. n° 1-83) en las que los carbonos alfa de dos aminoacidos que estén separadas por
tres aminoacidos (o seis aminoacidos) estan unidos por Rs, uno de los dos carbonos alfa esta sustituido por R1 y el
otro esta sustituido por R y cada uno esté unido por enlaces peptidicos a aminoacidos adicionales.
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En algunas realizaciones el polipéptido tiene actividad apoptédsica.
En algunos casos, el polipéptido también comprende un resto fluorescente o un radioisétopo.

En algunos casos, el polipéptido comprende 23 aminoacidos; R1 y Rz son metilo; Rs es alquilo Cs, alquilo Cq1,
alquenilo Cg, alquenilo C44, alquinilo C8 o alquinilo C11y xes 2, 3, 06.

En algunos casos, el polipéptido comprende un marcador de afinidad, un resto de seleccidon de diana (targeting
moiety) y/o un resto de biotina.

En algunos casos, el polipéptido es un polipéptido seleccionado del grupo que consta de los polipéptidos
representados en las FIG. 28a-h y 5a-b (SEC. ID. n° 1-83) y 5a-b (SEC. ID. n° 84-114). En otro aspecto, la
invencion presenta un procedimiento de preparacion de un polipéptido de formula (l11), principalmente proporcionar
un polipéptido de férmula (I1); y

tratar el compuesto de férmula (II) con un catalizador para favorecer una metatesis de cierre de anillo,
proporcionando de este modo un compuesto de férmula (l11)

en la que

cada R1 y Rz son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo; heteroarilalquilo o
heterociclilalquilo;

cada n es independientemente un nimero entero de 1 al 15;

xes 2,306

cada y es independientemente un niumero entero de 0 a 100;

z es un numero entero de 1-10 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10); y

cada Xaa es independientemente un aminoacido.

En algunos casos, el polipéptido se une a una proteina miembro de la familia BCL-2.
En algunos casos, el catalizador es un catalizador de rutenio.

En algunos casos, el método también incluye proporcionar un agente reductor u oxidante con posterioridad a la
metatesis de cierre del anillo.

En algunos casos, el agente reductor es H; o el agente oxidante es tetroxido de osmio.
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En algunos casos, la invencion presenta un procedimiento de tratamiento de un sujeto que comprende la
administracion al sujeto de cualquiera de los compuestos descritos en la presente memoria. En algunos casos, el
procedimiento también comprende la administracién de un agente terapéutico adicional.

En algunos casos, la invencion presenta un procedimiento de tratamiento de cancer en un sujeto que comprende la
administracion al sujeto de cualquiera de los compuestos descritos en la presente memoria. En algunos casos, el
procedimiento también comprende la administracion de un agente terapéutico adicional.

En algunos casos, la invencién presenta una libreria de los compuestos descritos en la presente memoria.

En algunos casos, la invencién presenta un procedimiento de identificacion de un compuesto experimental para la
estimulacion de la apoptosis, que incluye:

proporcionar mitocondrias;
poner en contacto las mitocondrias con cualquiera de los compuestos descritos en la presente memoria;
determinar la liberacién del citocromo c; y

comparar la liberacién de citocromo ¢ en presencia del compuesto con la liberacion de citocromo ¢ en
ausencia del compuesto, en el que un aumento en la liberacion de citocromo ¢ en presencia del compuesto
de formula 1 identifica el compuesto como un compuesto candidato para la estimulacién de la la apoptosis.

En algunos casos, la invencién presenta un polipéptido de la formula (IV),

H © H @
(Xaa],” NH [Xaa],—N (Xaal,
1 2
L. Hg H? - £

en la que;

cada R1 y Ry son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroarilalquilo o
heterociclilalquilo;

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [Rs-K-Rs]n 0 una cadena lateral de aminoacidos de origen natural; cada uno de los
cuales esta sustituido con 0 a 6 Rs;

R4 es alquilo, alquenilo o alquinilo;
Rs es halégeno, alquilo, ORs, N(Re)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rs, Rs, un resto fluorescente, o un radioisétopo;
8]
2N
Kes O, S, SO, SO,, CO, CO,, CONRg, 0 :
Re es H, alquilo o un agente terapéutico;

Ry es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-R4]n 0 una cadena lateral de aminoacidos de origen natural; cada uno de los
cuales esta sustituido con 0 a 6 Rs;

n es un numero entero de 1 a 4;

X €s un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;

z es un numero entero de 1 a 10 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10); y
cada Xaa es independientemente un aminoacido;

En algunos casos, la invencion presenta un polipéptido de férmula (1)
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en la que;

cada R y Rz son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroarilalquilo o
heterociclilalquilo;

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-R4]n; cada uno de los cuales esta sustituido con 0 a 6 Rs;
R4 es alquilo, alquinilo, o alquinilo;

Rs es halégeno, alquilo, ORs, N(Re)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Re, Rs, un resto fluorescente, o un radioisétopo;

jvivy

Kes O, S, SO, SO,, CO, CO,, CONRs, 0 ’
Re es H, alquilo, o un agente terapéutico;

n es un numero entero de 1 a 4;

X €s un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un nimero entero de 0 a 100;

z es un numero entero de 1 a 10 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10); y
cada Xaa es independientemente un aminoacido;

en el que el polipéptido tiene por lo menos 5% de helicidad alfa en soluciéon acuosa determinada por dicroismo
circular.

En algunos casos, el polipéptido tiene por lo menos 15%, por lo menos 35%, por lo menos 50%, por lo menos 60%,
por lo menos 70%, por lo menos 80% o por lo menos 90% de helicidad alfa determinada por dicroismo circular.

En algunos casos, la invencion presenta un polipéptido de formula (1),

en la que;

cada Rt y Ro son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo, heteroarilalquilo o
heterociclilalquilo;

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-R4]n; cada uno de los cuales esta sustituido con 0 a 6 Rs;

R4 es alquilo, alquinilo o alquinilo;

Rs es haldgeno, alquilo, ORs, N(Re)2, SRs, SORe, SO2Rs, CO2Re, Rs, un resto fluorescente, o un radioisétopo;
8
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Kes O, S, SO, SO,, CO, CO,, CONRs, 0 -:'l'l s

Re es H, alquilo, o un agente terapéutico;

n es un numero entero de 1 a 4;

X €s un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un nimero entero de 0 a 100;

z es un numero entero de 1 a 10 (por ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10); y
cada Xaa es independientemente un aminoacido;

en la que el polipéptido tiene por lo menos un aumento de 1,25 veces en helicidad alfa determinado por dicroismo
circular en comparacion con el polipéptido de féormula (1V)

en la que Ry, Ry, Xaa, X, y, y z son todos como se han definido para la férmula (1) anterior.

En algunos casos, el polipéptido tiene por lo menos 1,5 veces, por lo menos 1,75 veces, por lo menos 2,0 veces, por
lo menos 2,5 veces, por lo menos 3 veces, o0 por lo menos 4 veces de aumento en helicidad alfa determinada por
dicroismo circular en comparacion con el polipéptido de formula (1V).

En algunos casos, la invencion presenta un método para identificar un compuesto candidato para la inhibicion de la
apoptosis, que incluye;

proporcionar mitocondrias;
poner en contacto las mitocondrias con un compuesto descrito en la presente memoria;
determinar la liberacién de citocromo c; y

comparar la liberacion del citocromo ¢ en presencia del compuesto descrito en la presente memoria con la
liberacion de citocromo ¢ en ausencia del compuesto descrito en la presente memoria, en la que una
disminucion en la liberaciéon de citocromo ¢ en presencia del compuesto descrito en la presente memoria
identifica el compuesto descrito en la presente memoria como un compuesto candidato para la inhibiciéon de
la apoptosis.

Las combinaciones de sustituyentes y variables previstas por la presente invencion son sélo las que dan como
resultado la formacién de compuestos estables. El término "estable", como se emplea en la presente memoria, se
refiere a los compuestos que poseen estabilidad suficiente para permitir la preparacion del compuesto y que
mantiene la integridad del mismo durante un periodo suficiente para ser util en el contexto de la presente memoria
(por ejemplo, la administracion terapéutica a un sujeto o la generacion de reactivos para estudiar o descubrir una via
biolégica ya sea in vitro o in vivo).

Los compuestos de la presente invencion pueden contener uno o mas centros asimeétricos y por lo tanto presentarse
como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros individuales, diasteredmeros individuales y mezclas
diastereoméricas. Todas estas formas isoméricas de estos compuestos se incluyen expresamente en la presente
invencién. Los compuestos de esta invencion también pueden estar representados en multiples formas
tautoméricas, en tales casos, la invencion incluye expresamente todas las formas tautoméricas de los compuestos
descritos en la presente memoria (por ejemplo, la alquilacién de un sistema de anillo puede dar lugar a alquilacion
en multiples sitios, la invencion comprende expresamente todos estos productos de reaccién). Todas estas formas
isoméricas de dichos compuestos se incluyen expresamente en la presente invencién. Todas las formas cristalinas
de los compuestos descritos en la presente memoria se incluyen expresamente en la presente invencion.

9
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El término "aminoacido" se refiere a una molécula que contiene tanto un grupo amino como un grupo carboxilo. Los
aminoacidos adecuados comprenden, sin limitacion, tanto los isomeros D como L de los aminoacidos de origen
natural 20 comunes que se encuentran en péptidos (por ejemplo, A, R, N, C,D, Q,E, G, H, I, L,K,M, F, P, S, T, W,
Y, V (como se conocen por las abreviaturas de una letra)), asi como los aminoacidos de origen natural y sintético
preparados por sintesis organica o por otras vias metabdlicas.

Un resto de aminoacido "no esencial" es un resto que puede alterarse a partir de la secuencia natural de un
polipéptido (por ejemplo, un dominio BH3) sin suprimir o alterando sustancialmente su actividad. Un resto de
aminoacido "esencial" es un resto que, cuando se altera en la secuencia natural del polipéptido, ocasiona la
supresion o sustancialmente la supresion de la actividad del polipéptido.

Una "sustitucion conservadora de aminoacido" es en la que el resto de aminoacido se sustituye con un resto de
aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas laterales
similares se han definido en la técnica. Estas familias comprenden aminoacidos con cadenas laterales basicas (por
ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas
laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas
laterales apolares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano),
cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, un resto de aminoacido no esencial predicho en un
polipéptido BH3, por ejemplo, se reemplaza preferentemente con otro resto de aminoacido de la misma familia de
cadena lateral.

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

La expresioén "cadena lateral de aminoacido” se refiere a un resto unido al carbono a en un aminoacido. Por ejemplo,
la cadena lateral de aminoacido de alanina es metilo, la cadena lateral de aminoacido de fenilalanina es fenilmetilo,
la cadena lateral de aminoacido de cisteina es tiometilo, la cadena lateral de aminoacido de aspartato es
carboximetilo, la cadena lateral de aminoacido de tirosina es 4-hidroxifenilmetilo, etc. Estan incluidas también otras
cadenas laterales de aminoacidos sintéticos, por ejemplo, las naturales (por ejemplo, un metabolito de aminoacido) o
los que se preparan por sintesis (por ejemplo, un aminoacido disustituido en alfa).

El término polipéptido comprende dos o mas aminoacidos de origen natural o sintético unidos por un enlace
covalente (por ejemplo, un enlace amida). Los polipéptidos tal como se describe en la presente memoria
comprenden proteinas completas (por ejemplo, proteinas completamente elaboradas), asi como secuencias mas
cortas de aminoacidos (por ejemplo, fragmentos de proteinas de origen natural o fragmentos de polipéptidos
sintéticos).

El término "halégeno” se refiere a cualquier radical de fltor, cloro, bromo o yodo. El término "alquilo" se refiere a una
cadena de hidrocarburo que puede ser una cadena lineal o ramificada, que contiene el nimero indicado de atomos
de carbono. Por ejemplo, C1-C1o indica que el grupo puede tener de 1 a 10 (inclusive) atomos de carbono en ella. En
ausencia de designacion numérica, "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 alquilo divalente (es decir,-R-).

El término "alquenilo" se refiere a una cadena de hidrocarburo que puede ser una cadena lineal o una cadena
ramificada que tiene uno o mas dobles enlaces carbono-carbono. El resto alquenilo contiene el nimero indicado de
atomos de carbono. Por ejemplo, C2-C1 indica que el grupo puede tener de 2 a 10 (inclusive) atomos de carbono en
el mismo. La expresion "alquenilo inferior" se refiere a una cadena de alquenilo C2-Cg. En ausencia de designacion
numérica, "alquenilo" es una cadena (lineal o ramificada) que tiene de 2 a 20 (inclusive) atomos de carbono en la
misma.

El término "alquinilo" se refiere a una cadena de hidrocarburo que puede ser una cadena lineal o una cadena
ramificada que tiene uno o mas enlaces triples carbono-carbono. El resto alquinilo contiene el nimero indicado de
atomos de carbono. Por ejemplo, C2-C1o 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 alquiniloC,-Cs. En ausencia de designacion
numeérica, "alquinilo" es una cadena (lineal o ramificada) que tiene de 2 a 20 (inclusive) atomos de carbono en la
misma.

El término "arilo" se refiere a un sistema de anillo aromatico monociclico de 6 carbonos o biciclico de 10 carbonos en
el que 0, 1, 2, 3, 0 4 atomos de cada anillo puede estar sustituido por un sustituyente. Los ejemplos de grupos arilo
comprenden fenilo, naftilo y similares. El término "arilalquilo” o el término "aralquilo" se refiere a alquilo sustituido con
un arilo. El término "arilalcoxi" se refiere a un grupo alcoxi sustituido con arilo.
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El término "cicloalquilo" como se emplea en la presente memoria comprende grupos de hidrocarburos ciclicos
saturados y parcialmente insaturados que tienen 3 a 12 atomos de carbono, preferentemente 3 a 8 carbonos, y mas
preferentemente de 3 a 6 carbonos, en los que el grupo cicloalquilo ademas puede estar opcionalmente sustituido.
Los grupos cicloalquilo preferidos comprenden, sin limitacién, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo,
ciclohexilo, ciclohexenilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

El término "heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo aromatico monociclico de 5 a 8 eslabones, biciclico de 8 a
12 eslabones, o triciclico de 11 a 14 eslabones que tiene 1 a 3 heteroatomos si es monociclico, 1 a 6 heteroatomos
si es biciclico o 1 a 9 heteroatomos si es triciclico, seleccionados dichos heteroatomos de entre O, N, o S (por
ejemplo, atomos de carbonoy 1 a 3, 1 a6 0 1 a9 heteroatomos de N, O o S si es monociclico, biciclico, o triciclico,
respectivamente), en los que 0, 1, 2, 3, o 4 atomos de cada anillo puede ser sustituido por un sustituyente. Los
ejemplos de grupos heteroarilo comprenden piridilo, furilo o furanilo, imidazolilo, bencimidazolilo, pirimidinilo, tiofenilo
o tienilo, quinolinilo, indolilo, tiazolilo y similares. El término "heteroarilalquilo" del término "heteroaralquilo” se refiere
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 de anillo no aromatico monociclico de 5 a 8 eslabones, biciclico de 8
a 12 eslabones, o ftriciclico de 11 a 14 eslabones que tiene 1 a 3 heteroatomos si es monociclico, 1 a 6
heteroatomos si es biciclico o 1 a 9 heteroatomos si es triciclico, seleccionados dichos heteroatomos de entre O, N,
o S (por ejemplo, atomos de carbonoy 1a 3, 1 a6, o 1a9 heteroatomos de N, O, o S si es monociclico, biciclico, o
triciclico, respectivamente), en los que 0, 1, 2 o 3 atomos de cada anillo pueden estar sustituidos por un sustituyente.
Los ejemplos de grupos heterociclilos comprenden piperazinilo, pirrolidinilo, dioxanilo, morfolinilo, tetrahidrofuranilo y
similares.

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

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién en la presente memoria se indican en los dibujos adjuntos y
la descripcion a continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir
de la descripcidn y los dibujos, y las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 representa miembros de la familia BCL-2 que tienen uno o mas dominios de homologia BCL-2 (BH)
conservados.

La figura 2 representa un modelo de apoptosis mitocondrial en el que interviene como mediador BID. FNT-RI/Fas
provoca la escision de BID, que se desplaza a las mitocondrias y activa la apoptosis.

La figura 3 representa una estrategia de sintesis para la generacion de aminoacidos sintéticos a,a-disustituidos
quirales que contienen cadenas laterales olefinicas.

La figura 4a representa las estructuras quimicas de determinados aminoacidos sintéticos.

La figura 4b representa la reticulacion de los aminoacidos sintéticos en las posiciones i e i+4 e i e i+7 por metatesis
de olefinas.

La figura 5a representa compuestos SAHB3 generados por sustitucion de aminoacidos sintéticos y metatesis de
olefinas (SEC. ID. n° 84 a n°108, respectivamente).

La figura 5b representa determinados péptidos reticulados utilizados en los estudios descritos en la presente
memoria (SEC. ID. n® 109 a n° 114, respectivamente).

La figura 6 representa los resultados de un estudio que muestra el grado de helicidad a de los dominios BH3 de los
miembros de la familia BCL-2 seleccionados.

La figura 7 representa los resultados de un estudio que muestra que la reticulacién quimica mejora la helicidad alfa
de los compuestos SAHB3gp en comparacion con el péptido BID BH3 no modificado.

La figura 8 representa los resultados de un estudio que muestra que un mutante gly — glu del polipéptido SAHB3gp
A muestra similar contacto helicoidal que el correspondiente polipéptido que contiene gly.

La figura 9 representa los resultados de un estudio que muestra que el truncamiento del polimero de 23 eslabones
SABH3gpB ("SAHB3b") a un polimero de 16 eslabones ocasiona la pérdida de helicidad a.

La figura 10a representa los resultados de un estudio que muestra que la cinética de proteolisis de tripsina in vitro se
retarda 3,5 veces por la reticulacion de SABH3gpA.
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La figura 10b representa los resultados de un estudio de estabilidad en suero ex vivo de péptidos, que demuestra un
aumento de 10 veces en la vida media del péptido reticulado en comparacién con el péptido no modificado.

La figura 10c representa los resultados de un estudio in vivo que demuestra que SAHB3gpA se mantiene a
concentraciones séricas mas elevadas con el tiempo en comparacion con el péptido BID BH3.

La figura 11a representa los resultados de un estudio que demuestra que los péptidos SAHB3gp muestran gran
afinidad de unién a GST-BCL2 en un ensayo de unidon competitiva de polarizacion con fluorescencia.

La figura 11b representa los resultados de un estudio que demuestra que los mutantes del punto Gly a Glu de
referencia negativa de SAHB3gpA y B son aglutinantes relativamente mediocres.

La figura 11c representa los resultados de un estudio que demuestra que el truncamiento de SAHB3gpB desde un
polimero de 23 eslabones hasta un polimero de 16 eslabones da como resultado una caida de mas de 6 veces en
Ki, coincidente con una disminucion significativa en el porcentaje de helicidad del compuesto truncado.

La figura 11d representa los resultados de un ensayo de union directa de polarizacion con fluorescencia de BCL-2
que demuestran una mejora de mas de 6 veces en la afinidad de unién de SAHB3gpA comparado con BID BH3 no
modificado.

La figura 11e representa los resultados de un ensayo de union directa de polarizacion con fluorescencia de BAX que
demuestran que la incorporacion de una reticulacion produce la unién mensurable de SAHB3gpA y SAHB3gD(G-E)A
a un miembro proapoptdsico de la familia BCL-2 de multidominio. El péptido BID BH3 no modificado no presenta
ningun enlace.

La figura 11f representa los espectros de HSQC que demuestran un cambio de configuracion en BCL-X,. marcado
con 15N ftras la unién a SAHB3gpA, que es similar a la observada tras la uniéon a BID BH3, lo que confirma que
SAHB3gpA se une al punto hidréfobo definido de BCL-X,.

Las figuras 12a y 12b representan los resultados de los estudios que muestran el porcentaje de citocromo c liberado
por los compuestos SAHB3gp de mitocondrias de higado de ratén purificados.

Las figuras 13a y 13b representan los resultados de un estudio que demuestra que la liberacién de citocromo ¢
provocada por SAHB3gpA y SAHB3gpB es mas rapida y mas potente que la del péptido no modificado.

La figura 14 representa los resultados de un estudio que demuestra que la mutacion Gly a Glu de SAHB3gpA
elimina selectivamente la liberacién de citocromo dependiente de Bak, lo que pone de relieve la especificidad de
accion de la liberacion S de citocromo ¢ provocada por SAHB3gpA mostrada en la figura 13.

La figura 15 representa los resultados de un estudio que demuestra que las células Jurkat de leucemia de linfocitos
T, tras la exposicion a FITC-BID BH3 y hélice 6 de FITC-BID, carecen de marcaje fluorescente mientras que las
células de leucemia linfocitos T de Jurkat, tras la exposicion a FITC-SAHB3gp demuestran una sefial positiva de
FITC, y que estos resultados no se alteran significativamente por tratamiento con tripsina de las células.

La figura 16a representa los resultados de un estudio que demuestra que los linfocitos T de Jurkat expuestos a
péptidos reticulados con FITC-SAHB3gpA y SAHB3gipc—E)A demostraron marcaje fluorescente, mientras que los
linfocitos T de Jurkat expuestos a péptidos FITC-BID y FITC-gip(s - sy de BH3 no modificado no lo hicieron.

La figura 16b representa los resultados de un estudio que demuestra que la importacion celular de FITC-SAHB3gpA
depende del tiempo a 37°C, segun se evalud por anal isis FACS.

Las figuras 17a y 17b representan los resultados de un estudio que muestra linfocitos T Jurkat tratados con FITC-
péptidos a 4°C y 37°C. La figura 17a muestra que FlI TC-BID BH3 no marca las células, ni a una ni a otra
temperatura, y FITC-SAHB3gpA marco las células a 37°C, pero no a 4°C. La figura 17b muestra que la hélice 6 de
FITC-BID marca pero también permeabiliza las células independientemente de la temperatura. Sin embargo, por el
contrario, FITC-SAHB3gpA s6lo marca las células a 37°C y lo hace sin permeabilizacion celular, en consonancia con
el transporte activo de SAHB3gpA por via endocitica.

La figura 17c representa los resultados de un estudio que demuestra que las linfocitos T Jurkat, cuando se
preincubaban con o sin azida de sodio y 2-desoxiglucosa seguido de tratamiento con FITC-péptidos, no mostraban
ningun marcaje ni para una ni para otra de estas condiciones con el polipéptido FITC-BID BH3. Las ceélulas
mostraron una reduccion de marcaje para FITC-SAHB3gpA bajo azida de sodio y las condiciones de 2-deoxiglucosa,
y mostraron marcaje con la hélice 6 de FITC-BID en ambas condiciones. Estos resultados estan en consonancia con
una absorcion celular dependiente de ATP (por ejemplo, via endocitosis) para importacion de SAHB3gp.

La figura 18 representa los resultados de un estudio que demuestra que la absorcion de FITC-SAHB3gpA no se
inhibe por tratamiento celular con el glicosaminoglicano heparina, lo que indica que hay distinciones entre el
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mecanismo de union y absorcién de FITC-SAHB3gpA comparado con otros péptidos de penetrcion celular (PPC),
tales como TAT de VIH y péptidos de Antennapedia.

La figura 19 representa los resultados de un estudio que demuestra que los compuestos FITC-SAHB3gpA presentan
marcaje citoplasmico con una distribucion vesicular en linfocitos T Jurkat, mientras que en la membrana plasmatica
la fluorescencia no es evidente. Por otra parte, FITC-BID BH3 no presenta marcaje celular de las células y la hélice 6
de FITC-BID 6 marca las células difusamente y produce destruccion estructural significativa.

La figura 20 representa los resultados de un estudio que demuestra que FITC-SAHB3gpA se localiza junto con un
marcador de membrana mitocondrial en linfocitos T Jurkat.

La figura 21a y la figura 21b representa los resultados de un estudio que demuestra que FITC-SAHB3gpA localiza
en vivo junto con linfocitos T Jurkat que sobreexpresan BCL-2 con endosomas marcados con dextrano pero no
endosomas de transferencia marcados, lo que indica que FITC-SAHB3gpA es importado en las células por
pinocitosis en fase liquida.

La figura 21c representa los resultados de un estudio que demuestra que 24 horas después del tratamiento, FITC-
SAHB3gpA se localiza en las células vivas junto con mitocondrias marcados por MitoTracker.

Las figuras 22a, 22b y 22c representan los resultados de un estudio que demuestra que FITC-SAHB3gpA
desencadena la interrupcion metabdlica de manera sensible a la dosis en las estirpes celulares de leucemia
ensayadas, mientras que BID BH3 y SAHB3gp (c-E)A no tenian esencialmente ningun efecto en este intervalo de
dosis.

La figura 23 representa los resultados de un estudio que demuestra que SAHB3gpA y SAHB3gpB provocaban
apoptosis hasta en el 50% de las células Jurkat intactas a 10 uM, un efecto inhibido especificamente por la
sobreexpresion de BCL-2 (barras negras). El péptido BH3 BID no modificado y los mutantes gly a glu no tuvieron
ningun efecto en comparacién con el control sin tratamiento.

La figura 24 representa los resultados de un estudio que muestra la respuesta de dosis de células Jurkat que
sobreexpresan BCL-2 tratadas con SAHB3gpA, SAHB3gpG-E) ¥ SAHB3spG — s)A. Mientras SAHB3gpA ¥y
SAHB3gipc-EyA puede superar la inhibicion con BCL-2 de la apoptosis en este intervalo de dosis, el mutante puntual
gly a glu no tiene efecto.

La figura 25 representa los resultados de un estudio que demuestra que SAHB3gpA tratd estirpes celulares REH,
MV4 de leucemia; 11, y SEMK2 se sometié a provocacion de apoptosis especifica, mientras que el mutante puntual
SAHB3gipG-E)A gly a glu no tuvo ningun efecto sobre las células.

Las figuras 26a y 26b representan los resultados de un estudio que demuestra que tanto SAHB3gpA y
SAHB3gipG-EyA suprimieron el crecimiento de leucemia de SEMK2 en ratones NOD-SCID, con SAHB3gipc-g)A 10
que demuestra una potencia mayor que SAHB3gpA.

La figura 27a y la figura 27b representan los resultados de un estudio que demuestra que SAHB3gpPA mitiga la
evolucion de la leucemia de SEMK2 respecto al vehiculo en ratones NOD-SCID. Un efecto sensible a la dosis se
observa en la FIG. 27a.

Las figuras 27c, 27d y 27e ilustran los resultados de un estudio en animales que demuestra que SAHB3gpA inhibe el
crecimiento de RS4; la leucemia 11 respecto al vehiculo en ratones SCID de color beige, con una prolongacion
estadisticamente significativa de la supervivencia en ratones tratados con SAHB3gpA en comparacion con las
referencias del vehiculo.

La figura 27f representa los resultados de un nuevo estudio en animales que demuestra que SAHB3gpA produce
remision de RS4; leucemia 11 en ratones SCID de color beige, a diferencia de los ratones tratados SAHB3gibG-E)A Y
con el vehiculo que demuestran evolucién de la leucemia.

Las figuras 28a-28h representan ejemplos de varios dominios alfa helicoidales de proteinas miembros de la familia
BCL-2 (SEC. ID. n° 1 a n° 83, respectivamente) sensibles a la reticulacion.

Descripcion detallada

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que polipéptidos con dominio helicoidal alfa reticulados de
proteinas de la familia BCL-2 han mejorado las propiedades farmacoldgicas sobre sus equivalentes no reticulados
(por ejemplo, aumento de la hidrofobicidad, resistencia a la escisidon proteolitica, afinidad de unién, actividad
biolégica in vitro e in vivo). Por otra parte, se ha descubierto inesperadamente que los polipéptidos reticulados
pueden penetrar la membrana celular mediante un mecanismo de transporte dependiente de la temperatura y la
energia (por ejemplo, endocitosis, especificamente pinocitosis en fase liquida). Los polipéptidos comprenden una
fijacion entre dos aminoacidos sintéticos, fijacion que mejora significativamente la estructura secundaria alfa
helicoidal del polipéptido. En general, la fijacion se extiende a través de la longitud de una o dos espiras helicoidales
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(es decir, aproximadamente 3, 4 o aproximadamente 7 aminoacidos). Por consiguiente, los aminoacidos situados en
i e i+3;ieit4; 0iei+7 son candidatos ideales para la modificacion quimica y la reticulacion. Asi, por ejemplo, donde
un péptido tiene la secuencia ... Xaa, Xaay, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, Xaaz, Xaas, Xaao..., las reticulaciones entre
Xaa1 y Xaas, 0 entre Xaa; y Xaas, 0 entre Xaas y Xaag son utiles como lo son las reticulaciones entre Xaa, y Xaas, o
entre Xaa; y Xaae, 0 entre Xaa, y Xaag, etc. Ademas, se preparé un modelo de polipéptido que incorpora dos
conjuntos de reticulaciones con uno situado entre Xaai y Xaas y otro entre Xaags y Xaaq3. La doble reticulaciéon se
consiguié mediante control cuidadoso de la estereoquimica de las reacciones de metatesis de dobles enlaces. Por lo
tanto, la invencion comprende la incorporacion de mas de una reticulacion dentro de la secuencia del polipéptido
para estabilizar aun mas la secuencia o facilitar la estabilizacion de los tramos de polipéptidos mas largos. Si los
polipéptidos son demasiado largos para ser facilmente sintetizados en una parte, péptidos reticulados sintetizados
de forma independiente pueden combinarse por una técnica denominada ligadura quimica natural (Bang, et al., J.
Am. Chem. Soc. 126:1377).

Los nuevos polipéptidos reticulados son utiles, por ejemplo, para imitar o estudiar proteinas o polipéptidos que tienen
uno o mas dominios alfa-helicoidales. Una familia de proteinas, donde los miembros de la familia tienen por lo
menos un dominio alfa helicoidal es la familia BCL-2 de proteinas. Estas proteinas estan implicadas en las rutas
apoptosicas celulares. Algunos miembros de la familia BCL-2 tienen una funciéon proapoptdésica, otros tienen una
funciéon antiapoptdsica, y aun otros cambian las funciones con un cambio en las condiciones celulares. Por
consiguiente, es deseable preparar polipéptidos estabilizados que imiten uno o mas motivos de los miembros de la
familia BCL-2, modulando de este modo una variedad de actividades relacionadas con BCL-2.

Sintesis quimica de un grupo de compuestos SAHB3gp

Se sintetizaron cadenas laterales olefinicas de longitud variable que contienen aminoacidos sintéticos a,o-
disustituidos segun el esquema en la FIG. 3 (Williams et al. 1991. J. Am. Chem. Soc. 113:9276; Schafmeister et al.
2000 J. Am. Chem. Soc. 122:5891). Se disefiaron péptidos BID BH3 quimicamente reticulados sustituyendo dos o
cuatro aminoacidos de origen natural por los aminoacidos sintéticos correspondientes (FIG. 4a). Las sustituciones se
hacen en posiciones discretas, es decir, las "posiciones i e i+4" o las "i e i+7 posiciones", que facilitan la quimica de
reticulacion colocando restos de reactivos en la misma cara de la hélice a (figura 4b). Aminoacidos muy conservados
entre las proteinas apoptdsicas, ademas de las secuencias que resultan ser importantes en las interacciones
proteina-proteina basadas en estudios cristalograficos de rayos X y de RMN (Muchmore et al. 1996. Nature 381:335;
Sattler et al. 1997 Science 275:983), no se sustituyeron especificamente en determinadas circunstancias, los
aminoacidos conservados podrian sustituirse por otros aminoacidos (por ejemplo, aminoacidos sintéticos de origen
artificial) para mejorar la actividad (este efecto se puede observar en los mutantes de SAHB3gp descritos en la
presente memoria). Se generaron compuestos SAHB3gp por sintesis de péptidos en fase sodlida seguido de
reticulacién de los aminoacidos sintéticos basada en metatesis de olefinas mediante sus cadenas laterales que
contienen olefinas. Las variaciones de los compuestos SAHBgip generados se ilustran en la FIG. 5a. Las variantes
de SAHB3gip (SAHB,) que incorporan mutaciones especificas conocidas por alterar la funcién de BID (Wang et al.
1996 Genes Dev. 10:2859) también se construyeron para servir como referencias negativas en los experimentos
biolégicos (FIG. 5a). Los terminales amino de los compuestos seleccionados se modificaron ademas con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) o lisina conjugada con biotina para generar compuestos SAHB3gp marcados
para estudios de permeabilidad celular y ensayos bioquimicos, respectivamente (figura 5a). En varias sintesis, se
afnadid triptéfano en el terminal C a la secuencia para servir como un marcador de UV para purificacion y
determinacién de la concentracion; el &cido glutdmico del terminal N se eliminé en varios péptidos para aumentar el
pl total del compuesto para facilitar potencialmente la penetracién celular (ver a continuacion). EI método de
metatesis se aplicd facilmente a la generacion de SAHB3 alternativos, incluyendo SAHB3BAD y SAHB3BIM (figura
5a).

Los aminoacidos sintéticos (enantiomeros R y S del aminoacido olefinico en el carbono 5 y el enantidmero S del
aminoacido olefinico en el carbono 8) se caracterizaron por resonancia magnética nuclear (RMN) (Varian Mercury
400) y espectrometria de masas (Micromass LCT). La sintesis de péptidos se llevd a cabo en manual o en un
sintetizador automatico de péptidos (Applied Biosystems, modelo 433A), utilizando condiciones en fase soélida, resina
AM de amida de Rink (Novabiochem) y quimica del grupo protector Fmoc de la cadena principal. Para el
acoplamiento de aminoéacidos naturales protegidos con Fmoc (Novabiochem), se emplearon 10 equivalentes de
aminoacido y una relacion molar de 1:1:2 de reactivos de acoplamiento HBTU/HOBt (Novabiochem)/DIEA. Los
aminoacidos artificiales (4 equiv.) se acoplaron con una relacion molar 1:1:2 de HATU (Applied
Biosystems)/HOBt/DIEA. Se llevd a cabo la metatesis de olefinas en la fase solida utilizando catalizador de Grubbs
10 mM (Blackewell et al. 1994 mencionado anteriormente) (Strem Chemicals) disuelto en diclorometano
desgasificado y se hizo reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Los terminales amino de los
compuestos seleccionados se modificaron ademas con b-alanina e isotiocianato de fluoresceina (FITC
[Sigma]/DMF/DIEA) para generar compuestos marcados con fluorescencia. Se incorporé un triptéfano en el terminal
C para servir como marcador de UV para la purificacién y determinacién de la concentracion; se sintetizaron también
compuestos SAHBA sin el triptéfano en el terminal C y acido glutdmico en el terminal N, la ultima modificacién se
realizé6 para aumentar el pl total de las moléculas. El aislamiento de compuestos metatesizados se consigui6é por
desproteccion en la que interviene como mediador el acido trifluoroacético y escision, precipitacion en éter para dar
el producto en bruto, y cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) (Varian ProStar) en una columna C1s de
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fase inversa (Varian) para proporcionar los compuestos puros. La composicién quimica de los productos puros se
confirmo por espectrometria de masas LC/MS (Micromass LCT interconectado con el sistema Agilent 1100 HPLC) y
analisis de aminoacidos (Applied Biosystems, modelo 420A).

La figura 5b representa esquematicamente un subconjunto de los péptidos en la figura 5a, incluyendo la
estereoquimica de los aminoacidos olefinicos (enantiémeros R y S del aminoacido olefinico en el carbono 5 y el
enantiomero S del aminoacido olefinico en el carbono 8).

Los compuestos SAHB3gp presentan aumento de helicidad a

Se examind el porcentaje de helicidad de los dominios BH3 proapoptdsicos, y se encontré que estos péptidos no
modificados eran predominantemente espirales al azar en solucién, con un contenido de helicoidal a total inferior al
25% (figura 6). En resumen, se disolvieron los compuestos en solucion acuosa 50 mM de fosfato de potasio de pH 7
a concentraciones de 25-50 mM. Se obtuvieron espectros CD en un espectropolarimetro Jasco J-710 a 20°C
utilizando los siguientes parametros estandar de medicion: longitud de onda, 190-260 nm; resolucién de la etapa, 0,5
nM; velocidad, 20 nm/seg; acumulaciones, 10; respuesta, 1 s; ancho de banda, 1 nm; longitud de la trayectoria, 0,1
cm. El contenido en a-helicoidal de cada péptido se calcul6 dividiendo la elipticidad media de resto [¢]2220bs por el
[¢] 2220bs descrito para un modelo decapéptido helicoidal (Yang et al. 1986 Methods Enzymol. 130:208)).

En cada caso, la reticulacién quimica o las reticulaciones quimicas aumentaron el porcentaje de a-helicidad del
dominio BH3 de BID, con SAHB3gpA y B que consiguen aumento de mas de 5 veces (FIG. 7). SAHB3gpG-E)A,
mutante de SAHB3gpA en el punto Gly a Glu de referencia negativa, presenta contenido helicoidal similar a
SAHB3gpA (figura 8). Asi pues, la reticulacion de todos los hidrocarburos puede transformar un péptido apoptdsico
que es esencialmente una espiral aleatoria en solucién acuosa en uno que es predominantemente de estructura o-
helicoidal. Curiosamente, la importancia de la cuarta espira de la hélice en la estabilizacién de péptidos BID BH3 se
pone de relieve por la disminucién de la helicidad observada cuando el polimero de 23 eslabones SAHB3gpB se
trunca en el polimero de 16 eslabones, SAHB3gp«)B (figura 9).

La reticulacion de todos los hidrocarburos aumenta resistencia a la proteasa de los compuestos SAHB3gp

El enlace amidico del eje central del péptido es sensible a la hidrdlisis por las proteasas, lo que hace vulnerable a los
compuestos peptidicos a una rapida degradacion in vivo. La formacion de la hélice peptidica, sin embargo, entierra
el eje central amidico y por lo tanto le protege de la escisién proteolitica. SAHB3gpA se sometié a protedlisis in vitro
con tripsina para evaluar cualquier cambio en la velocidad de degradacion en comparacion con el péptido BID BH3
no modificado. SAHB3gpA y el péptido no modificado se incubaron con ftripsina agarosa y las reacciones se
inactivaron en varios puntos de tiempo por centrifugacion y posterior inyeccién en HPLC para cuantificar el sustrato
residual por absorcion ultravioleta a 280 nm. En resumen, los compuestos BID BH3 y SAHB3gpA (5 mcg) se
incubaron con tripsina agarosa (Pierce) (S/E ~ 125) para 0, 10, 20, 90 y 180 minutos. Las reacciones se inactivaron
en centrifugadora de sobremesa a alta velocidad; el sustrato restante en el sobrenadante aislado se analizd
cuantitativamente por deteccién del pico en HPLC a 220 nm. La reaccion proteolitica presentaba cinética de primer
orden y la constante de velocidad, k, se determiné en una grafica de In [S] en funcion del tiempo (k = -1 x pendiente)
(FIG. 10a). El experimento, realizado por triplicado, demostré un aumento de 3,5 veces en la resistencia de la
tripsina de SAHB3gpA en comparacion con el péptido no modificado. Por lo tanto, una mayor proteccion de enlaces
amida sensibles a la tripsina al enterrarles en el nucleo de la hélice a proporciona un compuesto peptidico mas
estable, y por lo tanto puede hacer que dichos compuestos sean particularmente estables en el suero.

Para los estudios de estabilidad en suero ex vivo, los péptidos BID BH3 y SAHB3gipA (2,5 mcg) conjugados con
FITC se incubaron con suero fresco de ratéon (20 ml) a 37°C durante 0, 1, 2, 4, 8, y 24 horas. La concentracion de
compuesto FITC intacto se determind por congelacion ultrarrapida de las muestras de suero en nitrégeno liquido,
liofilizacion, extraccidon en acetonitrilo/agua que contiene acido trifluoroacético al 0,1% 50:50, seguida de analisis
cuantitativo por HPLC utilizando deteccion de fluorescencia en los ajustes de excitacion/emision de 495/530 nm. Los
resultados de este analisis se muestran en la figura 10b.

Para investigar la estabilidad in vivo de SAHB3gpA, se inyectaron 10 mg/kg de péptido BH3 de BID conjugado con
FITC y SAHB3gpA en ratones NOD-SCID y muestras de sangre extraidas alas 0, 1, 4 y 22 horas tras la inyeccion. A
continuacién, se determinaron las concentraciones de compuesto FITC intacto en 25 pl de suero fresco. Los
resultados de este andlisis, representados en la figura 10c, demuestran que SAHB3gpA era faciimente detectable
durante un periodo de 22 horas, con el 13% del aporte todavia cuantificable a las 22 horas. Por el contrario, sélo el
12% de BID BH3 era detectable una hora después de la inyeccion.

Los compuestos SAHB3gip mantienen una alta afinidad de unién antiapoptésica

Las reticulaciones de todos los hidrocarburos se colocaron selectivamente en la cara cargada de la hélice anfipatica
de BID BH3 para evitar interferencias con las interacciones criticas entre el punto de unién de proteinas multidominio
apoptdsicas y los restos hidrofobos de la hélice de BID BH3. Se realizaron experimentos de unién competitiva de
polarizacién con fluorescencia para evaluar la eficacia de los compuestos SAHB3gp en competencia con el péptido
BID BH3 sin modificar marcado con FITC para la unién de GST-BCL-2. Todos los compuestos SAHB3gp
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demuestran alta afinidad de uniéon a GST-BCL2, con SAHB3gpA y B, los dos compuestos con el mayor porcentaje
de helicidad, presentando asimismo la mas alta afinidad de unién (FIG. 11a). A destacar, la mutacion Gly a Glu de
SAHB3gpA y B elimina el enlace de alta afinidad, como se predijo a partir de los estudios anteriores (figura 11b). Se
determiné ademas que la mutacion Gly a Ser de SAHB3gpA suprime el enlace a BCL-2 en este ensayo (datos no
representados). El truncamiento del polimero de 23 eslabones SAHB3gpB a un polimero de 16 eslabones da como
resultado la pérdida de afinidad de unién a BCL-2, coincidente con la disminucién en helicidad a descrita
anteriormente (figura 11c).

El péptido BID BH3 marcado con FITC se une a BCL-2 con una KD de 220 nM, y una vez unido, se produce el
desplazamiento de esta interacciéon por BID BH3 no marcado con una CI50 de 838 nM. Esto apoya un modelo
mediante el cual la union de BH3 a BCL-2 desencadena un cambio de configuracion general que favorece la
interaccion, dando como resultado la necesidad de cantidades en exceso de péptido no marcado para desplazar el
FITC-BID BH3 marcado con FITC preunido. Ademas se ha demostrado que BAD del dominio BH3 tiene una KD
aumentada de 41 nM para la uniéon a BCL-2, y que se puede desplazar FITC-BID BH3 preunido con una CI50 de 173
nM. En un experimento similar, se descubrié que SAHB3gpA desplaza a FITC-BID BH3 de BCL-2 con una CI50 de
62 nM, lo que refleja un aumento de mas de 13 veces en la potencia de desplazamiento en comparacion con el
péptido BID BH3 sin modificar. Estos datos confirman que SAHB3gpA se une con mayor afinidad a BCL-2 en
comparacién con péptidos BH3 no modificados, y sugieren que la preorganizacion de la estructura a-helicoidal por
reticulacién quimica proporciona una ventaja cinética para la unién a la diana.

Los ensayos de unién directa por polarizaciéon de fluorescencia demostraron que la incorporacion de la reticulacion
en péptido BID BH3 dio como resultado una mayor afinidad de unién de SAHB3gpA tanto para BCL-2, proteina
multidominio antiapoptdsica, como para BAX, proteina multidominio proapoptdsica, en comparacion con péptido BID
BH3 sin modificar (figuras 11d y 11e). Un ensayo de union por polarizacion de fluorescencia de BCL-2 directa
demostré un aumento de 6 veces en la afinidad de union a BCL-2 de SAHB3gpA (KD, 38,8 nm) en comparacion con
el péptido BID BH3 sin madificar (KD, 269 nM) (figura 11d). Una mutacion Gly a Glu, SAHBaG-g) (KD, 483 nM),
elimina la alta afinidad de unién y sirve como referencia util (figura 11d). En resumen, BL21 de Escherichia coli (DE3)
que contiene el plasmido que codifica GST-BCL-2 suprimida del terminal C se cultivaron en caldo de cultivo Luria
que contiene ampicilina y se provocaron con IPTG 0,1 mM. Los sedimentos bacterianos se volvieron a poner en
suspension en tampon de lisis (1 mg/ml de lisozima, 1% de Triton X-100, 0,1 mg/ml de PMSF, 2 ug/ml de aprotinina,
2 pg/ml de leupeptina, 1 pg/ml de pepstatina A en PBS) y se expusieron a ultrasonidos. Tras la centrifugacién a
20.000 x g durante 20 min., el sobrenadante se aplicé a una columna de perlas de glutation-agarosa (Sigma). Las
perlas se lavaron con PBS y se trataron con glutation 50 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) para eluir la proteina, que a
continuacion se dializé frente a tampon de ensayo de union (NaCl 140 mM, Tris-HCI 50 [pH 7,4]). Los compuestos
con fluorescencia (25 nM) se incubaron con GST-BCL2 (25 nM-1000 nM) en tampoén de union a temperatura
ambiente. Se midié la actividad de unién por polarizaciéon de fluorescencia en un espectrofotémetro de luminiscencia
LS50B de Perkin-Elmer. Los valores de KD se determinaron por andlisis de regresion no lineal utilizando el
programa informatico Prism (GraphPad). Se preparé la proteina BAX completa como se ha descrito anteriormente
(Suzuki et al., Cell, 103:645) y el ensayo de polarizacién de fluorescencia se llevé a cabo como se ha descrito
anteriormente.

SAHB3gpA se une a BCL-X,

Para determinar si SAHB3gpA interactia especificamente con la ranura de unién definida de una proteina
multidominio antiapoptdsica, se registré un espectro de BCL-X,. marcada con 15N con correlacién de un solo cuanto
heteronuclear 15N/1H de dos dimensiones (HSQC) antes y después de la adicion de SAHB3gpA y se compard con
el espectro de BID BH3/15N-BCL-X, correspondiente. En resumen, BL21 de Escherichia coli (DE3) que contiene el
plasmido que codifica BCL-X. suprimido del terminal C se cultivaron en medio minimo M9 que contenia 15NH4CI
(Cambridge Isotope Laboratories) para generar la proteina marcada con 15N de manera uniforme. Las proteinas
recombinantes se aislaron de las bacterias. Se generaron y se purificaron los péptidos SAHB3gpA y BID BH3 como
se describié anteriormente. Se prepararon los complejos siguientes 1:1 a 0,1 mM en fosfato de potasio 50 mM (pH
7), cloruro de sodio 50 mM, 5% de DMSO en D20 o H20/D20 (95:5):15N-BCL-X./BID BH3 sin marcar, 15N-BCL-
X /SAHB3gpA sin marcar. Se registraron espectros mono cuanticos heteronucleares 15N/1H en dos dimensiones
para los dos complejos y se analizaron los cambios en la resonancia tras la unién del ligando.

La similitud general de los espectros de HSQC indica que los cambios estructurales que se producen en BCL-X_
después de la adicion de SAHB3gpA son casi idénticos a los observados con el péptido BID BH3 (FIG. 11f).

Los compuestos SAHB3gp desencadenan una liberacion rapida y especifica de citocromo ¢ mitocondrial

Para evaluar la actividad biolégica de los compuestos SAHB3gp in vitro, se realizaron ensayos de liberacion de
citocromo c utilizando mitocondrias de higado de ratén purificados. Se incubaron mitocondrias (0,5 mg/ml) durante
40 minutos con 1 yM y 100 nM de compuestos SAHB3gp y a continuacion los sobrenadantes y fracciones
mitocondriales se aislaron y se sometieron a ensayo ELISA de citocromo c. La liberacion del citocromo c de fondo
(10-15%) se sustrajo de liberacién total para cada muestra, y se determind el porcentaje real de liberacion de
citocromo c (figura 12). El experimento idéntico se llevé a cabo simultaneamente en mitocondrias de higado de raton
aislados de ratones Bak-/ -, que no liberan citocromo ¢ mitocondrial en respuesta a la activacion de BID-BH3; los
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datos de las mitocondrias BAK-/- por lo tanto, sirven como referencia negativa para la liberacién del citocromo c en la
que interviene como mediador BAK en respuesta a tratamientos con SAHB3gp. En cada caso, excepto para el
SAHB3gpE doble reticulado (que puede carecer de aminoacidos criticos para la actividad bioldgica o, en este caso,
estar excesivamente limitado por las dobles reticulaciones), existe aproximadamente una duplicacion de la liberacion
del citocromo c en respuesta a compuestos SAHB3gp 1 uM en comparacién con el péptido sin modificar (figura 12a).
A esta dosis se observa liberacion de citocromo c independiente de BAK con SAHB3gpA, B, y, en particular, D.
Considerando que esta liberacién de citocromo ¢ puede representar un efecto no especifico de las hélices a
perturbador de la membrana, la funcién de un componente de liberaciéon de citocromo c, independiente de BAK,
provocado por SAHB3gp, es digna de una exploraciéon mas profunda. Curiosamente, el compuesto SAHB3gp que
provoca el nivel mas significativo de liberacion del citocromo c independiente de BAK, SAHB3gpD, es también el
mas hidréfobo de los compuestos SAHB3gip; SAHB3gpD eluye de la columna C18 de fase inversa a 95% de
acetonitrilo/5% de agua, en comparacién con otros compuestos de SAHB3gp que eluyen en acetonitrilo 50-75%. Los
mutantes de BID con dominios BH3 defectuosos pueden activar la movilizacion del citocromo ¢ independiente de
BAK (Scorrano et al., Dev. Cell, 2:55), y la hélice 6 de BID muy hidréfoba se ha implicado en esta actividad (L.
Scorrano, S.J. Korsmeyer, resultados no publicados). Es plausible que SAHB3gpD muestre liberaciéon del citocromo
c tanto dependiente como independiente de BAK al imitar las caracteristicas de las hélices 3 y 6 de BID. A la
dosificacion diez veces menor SAHB3gp A y B mantienen la actividad selectiva de liberacion de citocromo ¢
dependiente de BAK (FIG. 12b). La potencia de SAHB3gpB, en particular, se compara favorablemente con la
proteina BID miristolada activada al maximo, que libera aproximadamente el 65% del citocromo c en estas
condiciones a dosis de 30 nM.

Los compuestos SAHB3gp mas activos, A y B, se sometieron a estudios cinéticos adicionales para determinar si la
organizacion helicoidal previa puede desencadenar la liberacion mas rapida del citocromo ¢ en comparacion con el
péptido no modificado. Al igual que en el experimento anterior, las mitocondrias de higado de raton de ratones
naturales y Bak-/- se expusieron a los compuestos a diferentes concentraciones y se ensayo la liberacion del
citocromo c a intervalos de 10 y 40 minutos. Mientras que a los 10 minutos el péptido no modificado da lugar a la
liberacion de menos de 10% en la dosis mas alta probada (1 M), SAHB3gpB tiene una CE50 para la liberacién en
este punto de tiempo de poco menos de 400 nM, con la liberacién de citocromo casi maxima a 1 uM (figura 13a). Del
mismo modo, SAHB3gpA desencadena una liberacion significativa de citocromo ¢ en el intervalo de tiempo de 10
minutos. La EC50 para la liberacion de citocromo ¢ en 40 minutos es 2,9 uM para el péptido no modificado y 310 y
110 nM para SAHB3gpA y B, respectivamente (figura 13b). Por lo tanto, SAHB3gpA y B presentan una mejora de 10
a 25 veces en la actividad de liberacion de citocromo ¢ en el punto de tiempo de 40 minutos. Mientras que la
liberacion de citocromo ¢ dependiente de BAK aumenta con el tiempo, la liberacién independiente de BAK no cambia
entre los puntos de tiempo de 10 y 40 minutos, lo que sugiere que esta liberacion distinta ocurre temprano y se
alcanza el maximo en 10 minutos. A destacar que el mutante del punto Gly a Glu de referencia negativa de
SAHB3gipA, SAHB3gp(c-E)A, sOlo genera liberacion de citocromo c independiente de Bak, lo que confirma que
SAHB3gpA funciona por la via de la apoptosis mitocondrial dependiente de Bak (figura 14). Considerados en
conjunto, estos datos de liberacion de citocromo c indican que SAHB3gpA y B son capaces de inducir
especificamente la liberacion de citocromo ¢ dependiente de BAK con potencia y cinética notablemente mayores en
comparacion con el péptido no modificado.

Los compuestos SAHB3gp penetran en las células intactas

Unos compuestos SAHB3gp modificados con fluoresceina, péptidos BID BH3, y un péptido de la hélice 6 de BID se
incubaron con células Jurkat de leucemia de linfocitos T en cultivo durante 4 a 24 horas y posteriormente se
clasificaron por FACS para determinar el porcentaje de marcador de las células de leucemia. A fin de evitar
confundir los resultados de los compuestos unidos a la superficie celular, las células Jurkat se lavaron a fondo y se
sometieron a sobredigestion con tripsina, de acuerdo con informes recientes. Para cada compuesto probado, no
hubo ningln cambio significativo en el perfil de la sefial con FITC después de la digestidn con tripsina, lo que sugiere
que en el caso de estos péptidos, pocos o ningiin compuesto marcado con FITC se une a la superficie (figura 15).
Mientras que las células tratadas con BH3 BID fueron negativas a FITC, tanto las células tratadas con FITC-
SAHB3gpA como con FITC-SAHB3gipG-E)A resultaron positivas a FITC, como se indica por un desplazamiento
hacia la derecha de la sefal de FITC (figura 16a). El perfil similar de FITC-SAHB3gpA y FITC-SAHB3gip(c-E)A €n
estos estudios de permeabilidad celular es particularmente importante, dada la utilizacién del compuesto mutante
puntual como referencia negativa en experimentos biolégicos. La hélice 6 de BID, péptido que perturba la membrana
permeable de las células, se utilizé como referencia positiva para el marcaje con FITC en este experimento.

Inesperadamente, se descubrié que con FITC-SAHB3gpA parece entrar en la célula por endocitosis, una via de
transporte dependiente de la temperatura y la energia. La importaciéon celular de FITC-SAHB3gpA se produjo en
funcion del tiempo (figura 16b). Cuando la endocitosis celular se inhibio al realizar el experimento a 4°C (figuras 17a,
17b) o por tratamiento con los venenos energéticos azida de sodio y 2-desoxiglucosa (figuras 17c), el marcaje de
células se inhibié o disminuyd notablemente, respectivamente. A destacar que las células Jurkat marcadas por FITC-
SAHB3gipA a 37°C son negativas a yoduro de propidio (PI), lo que confirma que el péptido reticulado no funciona
meramente como un agente de permeabilizacion (figura 17b); por el contrario, la hélice 6 de FITC-BID penetra
faciimente a ambas temperaturas, permeabilizando eficazmente las células, como se prueba por el grado de
positividad PI (figura 17b). Estos datos apoyan un mecanismo endocitico de entrada para los compuestos SAHB3gp,
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de acuerdo con informes recientes citando la adherencia de la superficie celular seguida de endocitosis como
mecanismo de entrada para otros péptidos de penetracion celular (PPC), tales como el transactivador de la
transcripcion del VIH (TAT). Mientras que los PPC muy basicos, tales como TAT y Antennapedia, se cree que se
concentran en la superficie celular por la adherencia a glucosaminoglicanos cargados negativamente la heparina no
inhibié la importacién de SAHB3gpA de una manera sensible a la dosis (figura 18). Las propiedades biofisicas de la
hélice a anfipatica de SAHB3gp pueden facilitar distintos contactos celulares por interacciones electrostaticas y/o de
la membrana lipidica.

Se emplearon experimentos de microscopia confocal a fin de determinar la localizacion intracelular de SAHB3gpA.
Se incubaron células Jurkat de leucemia de linfocitos T con compuestos marcados con FITC como se describid
anteriormente o con reposicion de suero a las 4 horas seguido de otras 16 horas de incubaciéon a 37°C, y después
de lavar dos veces con PBS, se centrifugaron a 600 rpm durante 5 minutos en portaobjetos de vidrio Superfrost Plus
(Fisher). Las células se fijaron en paraformaldehido al 4%, se lavaron con PBS, se incubaron con yoduro de TO-
PRO-3 (100 nM) (Molecular Probes) para tefiir por contraste los nucleos, se trataron con medio de montaje
Vectashield (Vector) y a continuacién se tomaron imagenes por microscopia confocal (BioRad 1024). Para los
experimentos de doble marcaje, las células fijadas se incubaron ademas con anticuerpos primarios contra Tom20, y
anticuerpos secundarios conjugados con rodamina antes de la tincion de contraste con TO-PRO-3. Para la
microscopia confocal en vivo, se realizé doble marcaje de las células Jurkat con FITC-SAHBA (10 uM) y MitoTracker
(100 nM, Molecular Probes), isotiocianato de tetrametil-rodamina (TRITC)-dextrano 4,4 kD o 70 kD (25 mcg/ml,
Molecular Probes), o Alexa Fluor 594-transferrina (25 mcg/ml, Molecular Probes) durante 4 horas (dextrano y
transferrina) o 24 horas (MitoTracker). Debido a las limitaciones del fotoblanqueamiento, se utilizaron células Jurkat
que sobreexpresan BCL-2 para microscopia confocal en vivo a fin de optimizar la formacion de imagenes con FITC.
El marcaje con FITC-SAHBA de las mitocondrias era mas brillante en las células Jurkat que sobreexpresan BCL-2
(de acuerdo con el mecanismo para la actividad de SAHB), y por lo tanto la captura de imagenes se facilité utilizando
estas células. Las células Jurkat tratadas se lavaron dos veces y a continuacion se volvieron a poner en suspension
en PBS y preparaciones montadas en humedo se analizaron con BioRad 1024 (Beth Israel/Deaconess Center for
Advanced Microscoy) o Zeiss LSM510 microscopio confocal de barrido con laser (del Children's Hospital Boston
Imaging Center).

En las secciones fijadas, los compuestos SAHB3gpA localizados en el borde citoplasmico de las células leucémicas,
sin membrana plasmatica o fluorescencia en la superficie evidente; el patron vesicular de fluorescencia sugirié una
localizacién especifica de organulo (figuras 19a y 19b). En consonancia con los datos de FACS, las células Jurkat
tratadas con FITC-BID BH3 no mostraron marcaje fluorescente (figura 19¢). Mientras que las células tratadas con
FITC-SAHB3gpA presentan fluorescencia intracelular selectiva y mantienen su estructura celular (figura 19a), las
células tratadas con la hélice 6 de FITC-BID se marcan de manera difusa y muestran morfologia celular alterada
(figura 19d). Los estudios de localizacion conjunta con FITC-SAHB3gpA y un anticuerpo contra la proteina Tom20 de
la membrana mitocondrial, muestran una amplia superposicién de fluorescencia de SAHB3gpA con mitocondrias, el
sitio previsto de dianas moleculares de SAHB3gp (figura 20).

La toma de imagenes de células vivas realizada 4 horas después del tratamiento con SAHB demostré una
localizacidon conjunta inicial de FITC-SAHBA con endosomas marcados con dextrano (4,4 kD y 70 kD) (figura 21a),
pero no con endosomas marcados con transferrina (figura 21b), en consonancia con la absorcion celular por
pinocitosis en fase liquida (ref. 27 de manuscrito), la via endocitica determinada para los péptidos TAT y Antp (ref.
28 de manuscrito). En un punto de tiempo de 24 horas, FITC SAHB, intracelular presentaba mayor localizacion
conjunta con mitocondrias marcados con MitoTracke en las células vivas (figura 21c) en consonancia con la
localizacién mitocondrial conjunta observada en células fijadas utilizando un anticuerpo contra Tom20, proteina de la
membrana externa mitocondrial (figura 20).Considerados en conjunto, los datos de FACS y de formacion de
imagenes confocal demuestran que la reticulacién de todos los hidrocarburos permite a los compuestos SAHB3gpA
ser importados por células intactas (por ejemplo, mediante un mecanismo de endocitosis).

Los compuestos SAHB3gp desencadenan apoptosis de linfocitos B, linfocitos T y células de leucemia de linaje mixto
(MLL)

A fin de evaluar si los compuestos SAHB3gp podrian detener el crecimiento de las células de leucemia proliferantes
en el cultivo se realizaron ensayos con MTT, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio, utilizando
diluciones en serie de SAHB3gpA en linfocitos T (Jurkat), linfocitos B (REH) y células (MV4; 11, SEMK2, RS4; 11) de
leucemia de linaje mixto (MLL) en cultivo. SAHB3gpA inhibid las células leucémicas a IC50 de 2,2 (Jurkat), 10,2
(REH), 4,7 (MV4; 11), 1,6 (SEMK2) y 2,7 (RS4, 11) uM (FIG. 22a ). Ni el péptido BID BH3 ni el mutante puntual
SAHBA(e—E) tuvieron efecto en este intervalo de dosis (FIG. 22b, 22c).

Para evaluar si esta interrupcion metabolica representaba provocacion de apoptosis, las células Jurkat de leucemia
se trataron con SAHB3gpA y B, SAHB3gpc-E) A y B, y péptido BID BH3 sin modificar 10 uM, en medio libre de
suero durante 4 horas seguido de 16 horas de incubaciéon en medio que contiene suero (es decir, concentraciones
finales de péptido de 5 uM), y a continuacidon se ensayo la apoptosis por deteccion por citometria de flujo de las
células tratadas con anexina V. SAHB3gpA y B mostraron entre 40 y 60% de positividad a anexina V 20 horas
después del tratamiento, mientras que el péptido no modificado y los mutantes puntuales de SAHB3gip no tuvieron
ningun efecto (figuras 23a y 23 b). Unos estudios comparables que utilizan péptidos BH3 no modificados con
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reactivos portadores o hélices manipuladas con efectos perturbadores mitocondriales no especificos, necesitaron
dosis de 20 a 300 pM para activar la apoptosis. Un experimento de control adicional que utiliza células Jurkat
manipuladas para sobreexpresan BCL-2 se llevo a cabo posteriormente para evaluar si la apoptosis provocada por
SAHB3gp podria reducirse por exceso de BCL-2, lo que sugiere que los compuestos funcionan especificamente
dentro de las células a través de la via de apoptosis mitocondrial. De hecho, el efecto proapoptdsico de SAHB3gpA y
B 10 uM en células Jurkats "naturales" se suprimio en las células que sobreexpresan BCL-2. Este efecto protector,
sin embargo, puede ser superado mediante escalada de dosis de SAHB3gpA, pero no de SAHB3gpc-E)A (FIG. 24);
ademas, un mutante puntual Gly a Ser de SAHB3gpA (SAHB3BIDG-s)A), que no presenta afinidad de union a BCL-2
(ver anteriormente), es igualmente eficaz como proapoptésico en las células Jurkat que sobreexpresan las
"naturales" y BCL-2 (figura 24). Se realizaron ademas ensayos de provocacion de apoptosis que utilizan SAHB3gpA
y SAHB3epG-E)A en las estirpes celulares REH, MV4; 11 y SEMK2 con resultados similares (figura 25).
Considerados en conjunto, estos datos indican que los compuestos SAHB3gp pueden penetrar y destruir las células
proliferantes de leucemia. Los efectos proapoptosicos observados se suprimieron selectivamente por la mutacion
Gly a Glu de SAHB3gpA y la sobreexpresion celular de BCL-2, resultados que ponen de relieve que los compuestos
SAHB3gp funcionan por la via de la apoptosis mitocondrial definida.

SAHB3gipA y SAHB3gipc-.sA muestran supresion leucémica in vivo

Se sometieron ratones NOD-SCID a irradiacion total del cuerpo de 300 cGy seguida de una inyeccion intravenosa de
4x106 células de leucemia SEMK2-M1 que presentan expresion estable de luciferasa. En los ratones se controld
semanalmente el injerto de leucemia mediante el sistema de diagndstico por la imagen in vivo (IVIS, Xenogen), que
cuantifica la luminiscencia corporal total tras la inyeccion intraperitoneal de D-luciferina. El dia O, los ratones
leucémicos se diagnosticaron por la imagen y después se trataron por via intravenosa con 10 mg/kg de SAHB3gpA,

SAHB3gipc_sA, 0 sin inyeccion los dias 1, 2, 3, 5, 6. La luminiscencia corporal total se midioé los dias 4 y 7. Haciendo
referencia a la figura 26a, el andlisis de la carga tumoral entre los grupos muestra supresion leucémica por
SAHB3gpA y SAHB3gD(G-s)A, €n comparacion con los ratones de referencia no tratados. Haciendo referencia a la
figura 26b, las imagenes de luminiscencia corporal total muestran la leucemia mas avanzada en el grupo sin tratar el
dia 7 (la densidad del color rojo, que representa alto nivel de leucemia, que se apreciar en todo el sistema
esquelético) en comparacién con los ratones tratados con SAHB3gpA, lo que demuestra un nivel inferior y una
enfermedad mas localizada. Curiosamente, el mutante G—S, que no puede ser secuestrado por BCL-2 parece ser
mas potente que el compuesto original, SAHB3gpA, en la supresion del crecimiento leucémico.

En otros experimentos con animales, los ratones leucémicos (generados como anteriormente) se diagnosticaron por
imagen el dia 0 y a continuacion se trataron por via intravenosa con 10 mg/kg de SAHB3gpA, 5 mg/kg de
SAHB3gpA, 0 vehiculo de referencia (5% de DMSO en D5W) los dias 1, 2, 3, 6 y 7. La luminiscencia corporal total
se midio los dias 4 y 8. Haciendo referencia a la figura 27a, el andlisis de la carga tumoral entre los grupos
demuestra la supresién leucémica por SAHB3gpA en funcién de la dosis en comparacién con los ratones de
referencia no tratados. Haciendo referencia a la figura 27b, las imagenes de luminiscencia corporal total muestran
leucemia mas avanzada en el grupo no tratado el dia 8 (la densidad del color rojo representa alto nivel de leucemia)
en comparacion con el ratones tratados con SAHB3gpA, cuya evolucion leucémica esta notablemente mitigada.

En experimentos adicionales con animales que mejor emplearon ratones SCID de color beige y células de leucemia
RS4;11, el tratamiento con SAHB3gpA suprimié sistematicamente el crecimiento de la leucemia in vivo. Para el
diagndstico por la imagen in vivo de la leucemia, los ratones se anestesiaron con isoflurano inhalado (Abbott
Laboratories) y se traté simultaneamente con inyeccién intraperitoneal de D-luciferina (60 mg/kg) (Promega). La
emision foténica se fotografé (2 minutos de exposicidon) mediante el sistema de diagndstico por la imagen in vivo
(Xenogen) y bioluminiscencia corporal total cuantificado por integracion del flujo foténico (fotones/segundo) (Living
Imagen Software, Xenogen). A partir del primer dia del experimento, los ratones recibieron una inyeccion diaria en la
vena caudal de SAHB3gpA (10 mg/kg) o vehiculo (DMSO al 5% en D5W) durante siete dias. Los ratones fueron
diagnosticados por la imagen los dias 1, 3 y 5 y se controld la supervivencia diariamente durante todo el
experimento. Las distribuciones de supervivencia de los ratones tratados con SAHB3gpA y vehiculo se determinaron
utilizando el método de Kaplan-Meier y se compararon mediante la prueba del orden logaritmico. Se ultilizé la prueba
exacta de Fisher para comparar la proporcion de ratones en los que habia fallado el tratamiento entre los dias 3 y 5,
en la que el fallo del tratamiento se defini6 como empeoramiento o muerte, y éxito como enfermedad estable o
remision. Los ratones muertos se sometieron a necropsia (Rodent Histopahtology Core, DF/HCC).

Los ratones de referencia demostraron aceleracion progresiva de crecimiento leucémico analizada cuantitativamente
por el aumento de flujo bioluminiscente a partir de los dias 1 a 5 (FIG. 27c). El tratamiento con SAHB3g;pA suprimio
la expansion leucémica después del dia 3, observandose remision tumoral el dia 5. Las imagenes representativas
del ratén demuestran la infiliracion leucémica progresiva del bazo y el higado en ratones, pero remision de la
enfermedad en estos puntos anatdmicos en ratones tratados con SAHBA el dia 5 de tratamiento (figura 27d). La
mediana del tiempo hasta la muerte en esta cohorte fue de 5 dias para los animales de referencia, mientras que
ninguno de los animales tratados con SAHBa muere durante el periodo de tratamiento de siete dias, y en su lugar
sobrevivieron durante una mediana de 11 dias (figura 27e). El examen histolégico de ratones tratados con SAHBa no
mostré ninguna toxicidad obvia del compuesto en el tejido normal. En un estudio adicional comparando ratones
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tratados con SAHB3gpA y SAHB3gp(c-E)A, los animales que recibieron el mutante puntual SAHB no presentaban
remision tumoral (figura 27f), destacando la especificidad in vivo de la actividad antileucémica de SAHB3gpA.

Polipéptidos

En algunos casos, las fijaciones de hidrocarburos (es decir, reticulaciones) descritas en la presente memoria pueden
manipularse mas. En un caso, un doble enlace de una fijacion de alquenilo hidrocarbonado, (por ejemplo, sintetizado
utilizando una metatesis de cierre de anillo catalizada por rutenio (MCR)) puede oxidarse (por ejemplo, por
epoxidacion o dihidroxilacién) para proporcionar uno de los compuestos siguientes.

Bien el resto epdxido o uno de los restos hidroxilo libres pueden funcionalizarse mas. Por ejemplo, el epdxido se
puede tratar con un nucledfilo, que proporciona funcionalidad adicional que se puede utilizar, por ejemplo, para fijar
una etiqueta (por ejemplo, un radioisétopo o etiqueta fluorescente). La etiqueta puede utilizarse para ayudar a dirigir
el compuesto a un lugar deseado en el cuerpo (por ejemplo, dirigir el compuesto a la tiroides cuando se utiliza una
etiqueta de yodo) o hacer seguimiento de la localizacién del compuesto en el cuerpo. Alternativamente, un agente
terapéutico adicional se puede unir quimicamente a la fijacion funcionalizada (por ejemplo, un agente anticanceroso,
tales como rapamicina, vinblastina, taxol, etc.). Dicha modificacién se puede conseguir alternativamente por
manipulacion sintética del terminal amino o carboxi del polipéptido o de la cadena lateral de aminoacido.

Aunque se han descrito fijaciones de hidrocarburos, también se prevén ofras fijaciones. Por ejemplo, la fijacion
puede incluir uno o més de entre un resto de éter, tioéter, éster, amina o amida. En algunos casos, una cadena
lateral de aminoacido de origen natural puede incorporarse a la fijacion. Por ejemplo, una fijacion puede acoplarse a
un grupo funcional tal como el hidroxilo en la serina, el tiol en la cisteina, la amina primaria en la lisina, el acido en el
aspartato o el glutamato, o la amida en la asparagina o la glutamina. Por consiguiente, es posible crear una fijacion
utilizando aminoacidos de origen natural en lugar de utilizar una fijacion que se hace acoplando dos aminoacidos
artificiales. También es posible utilizar un Unico aminoacido artificial junto con un aminoacido de origen natural.

Se prevé ademas que la longitud de la fijacion pueda variarse. Por ejemplo, se puede utilizar una longitud mas corta
de la fijacion cuando se desee proporcionar un grado relativamente alto de fuerza sobre la estructura alfa-helicoidal
secundaria, mientras que, en algunos casos, es deseable proporcionar menos fuerza en la estructura secundaria
alfa-helicoidal en hélice alfa, y por lo tanto puede ser deseable una fijacion mas larga.

Ademas, aunque los ejemplos de fijaciones que comprenden desde los aminoacidos i a i+3, i a i+4 e i a i+7 se han
descrito para proporcionar una fijacién que esta principalmente en una sola cara de la hélice alfa, pueden
sintetizarse fijaciones que comprendan cualquier combinacion de nimeros de aminoacidos.

En algunos casos, aminoacidos disustituidos en alfa se utilizan en el polipéptido para mejorar la estabilidad de la
estructura secundaria alfa helicoidal. Sin embargo, no se requieren aminoacidos disustituidos en alfa, y también se
contemplan casos que utilizan monosustituyentes en alfa (por ejemplo, en los aminoacidos fijados).

Como puede apreciarse por expertos en la materia, los procedimientos de sintesis de los compuestos descritos en la
presente memoria seran evidentes para cualquier experto en la materia. Ademas, varias etapas de sintesis se
pueden realizar en una secuencia u orden alternativo para proporcionar los compuestos deseados. Las
transformaciones quimicas sintéticas y las metodologias de grupos protectores (proteccion y desproteccion) utiles en
la sintesis de los compuestos descritos en la presente memoria son conocidos en la técnica e comprenden, por
ejemplo, los descritos en R. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); T.W. Greene
y P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2°. Ed., John Wiley and Sons (1991); 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 la misma.

Los péptidos de la presente invencidon se pueden preparar por procedimientos de sintesis quimica, que son bien
conocidos para cualquier experto en la materia. Véase, por ejemplo, Fields et al., capitulo 3 en Synthetic Peptides: A
User's, ed. Grant, W.H. Freeman & Co., Nueva York, N.Y., 1992, pag. 77. Por lo tanto, los péptidos pueden
sintetizarse utilizando las técnicas automatizadas de Merrifield de sintesis en fase sdlida con el a-NH2 protegido por
la quimica de t-Boc o F-moc utilizando protegidos por la cadena lateral en, por ejemplo, un sintetizador de péptidos
modelo 430A o 431 de Applied Biosystems.

Una manera de preparar los péptidos descritos en la presente memoria es utilizar la sintesis de péptidos en fase
sélida (SPPS).EI terminal C del aminoacido se une a una resina de poliestireno reticulado por un enlace 1abil acido
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con una molécula enlazadora. Esta resina es insoluble en los disolventes utilizados para la sintesis, haciendo que
sea relativamente facil y rapido lavar el exceso de reactivos y subproductos. El terminal N esta protegido con el
grupo Fmoc, que es estable en acidos, pero extraible por bases. Cualquiera de los grupos funcionales de la cadena
lateral estan protegidos con grupos basicos estables, acidos labiles.

Pueden prepararse péptidos mas largos por conjuncion de péptidos sintéticos individuales mediante ligadura
quimica nativa. Alternativamente, pueden sintetizarse péptidos sintéticos méas largos por técnicas de ADN
recombinante bien conocidas. Dichas técnicas se proporcionan en manuales estandares bien conocidos con
protocolos detallados. Para construir un gen que codifica un péptido de la presente invencion, la secuencia de
aminoacidos se traduce al revés para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos, preferentemente con codones que son 6ptimos para el organismo en el que el gen se va a expresar. A
continuacién, se prepara un gen sintético, por lo general sintetizando oligonucleétidos que codifican el péptido y
algunos elementos reguladores, si es necesario. El gen sintético se inserta en un vector de clonacién adecuado y se
transfecta en una célula hospedadora. El péptido se expresa después en condiciones adecuadas apropiadas para el
sistema de expresion seleccionado y el hospedador. El péptido se purifica y caracteriza por métodos estandar.

Los péptidos se pueden preparar de manera combinatoria, con alto rendimiento, por ejemplo, utilizando un
sintetizador policanal combinatorio de alto rendimiento disponible de Advanced Chemtech.

Las figuras 28a - 28f representan diversos péptidos que comprenden dominios que son Utiles para crear péptidos
reticulados.

Procedimientos de tratamiento

En la presente invencién se describen procedimientos tanto profilacticos como terapéuticos para tratar a un paciente
en riesgo de (o sensible a) un trastorno o que tiene un trastorno asociado con la expresion o actividad (por ejemplo,
anomalias de la via apoptésica extrinseca o intrinseca) aberrante (por ejemplo, insuficiente o excesiva) de miembros
de la familia BCL-2. En el contexto de la presente memoria, el término "tratamiento" se define como la aplicacion o
administracion de un agente terapéutico a un paciente, o la aplicacién o administracién de un agente terapéutico a
un tejido aislado o estirpe celular de un paciente, que tiene una enfermedad, un sintoma de enfermedad o una
predisposicion hacia una enfermedad, con el propdsito de curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, corregir,
mejorar o afectar la enfermedad, los sintomas de la enfermedad o la predisposiciéon a la enfermedad. Un agente
terapéutico comprende, pero no se limita a, moléculas pequenas, péptidos, anticuerpos, ribozimas y oligonucledtidos
complementarios.

Es posible que algunos trastornos de tipo BCL-2 pueden producirse, por lo menos en parte, por un nivel anormal de
uno o mas miembros de la familia BCL-2 (por ejemplo, sobre o bajo la expresion), o por la presencia de uno o mas
miembros de la familia BCL -2 que presenta actividad anormal. Como tal, la reduccién del nivel y/o actividad del
miembro de la familia BCL-2 o la mejora del nivel y/o actividad del miembro de la familia BCL-2, que produciria la
mejora de los sintomas del trastorno.

Los polipéptidos de la invencion pueden utilizarse para tratar, prevenir y/o diagnosticar canceres y enfermedades
neoplasicas. Como se utiliza en la presente memoria, los términos "cancer", "hiperproliferante” y "neoplasico" se
refieren a células que tienen la capacidad para crecimiento auténomo, es decir, un estado o afeccion anormal
caracterizado por proliferar rapidamente el crecimiento celular. Las enfermedades hiperproliferantes y neoplasicas
pueden clasificarse como patoldgicas, es decir, que caracterizan o constituyen un estado de enfermedad, o pueden
clasificarse como no patolégicas, es decir, una desviacion del estado normal pero no asociada a un estado de
enfermedad. Por el término se entiende principalmente todos los tipos de crecimientos cancerosos o procesos
oncogénicos, tejidos metastaticos o células, tejidos, u érganos malignamente transformados, independientemente
del tipo histopatolégico o la etapa de invasividad. Células "hiperproliferantes patoldgicas" se producen en
enfermedades caracterizadas por el crecimiento del tumor maligno. Los ejemplos de células hiperproliferantes no
patolégicas comprenden la proliferacion de células asociadas a la reparacion de heridas.

Los ejemplos de trastornos celulares proliferantes y/o diferenciadores comprenden cancer, por ejemplo, carcinoma,
sarcoma, o trastornos metastasicos. Los compuestos (es decir, los polipéptidos) pueden actuar como agentes
terapéuticos novedosos para controlar el cancer de mama, el cancer de ovario, el cancer de colon, el cancer de
pulmodn, la metastasis de dichos canceres y similares. Un tumor metastasico puede surgir de una multitud de tipos
de tumor primario, incluyendo pero sin limitarse a los de origen de mama, pulmén, higado, colon y ovario.

Los ejemplos de canceres o enfermedades neoplasicas comprenden de manera no limitativa fibrosarcoma,
miosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma ostedgeno, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, cancer gastrico, cancer de esofago, cancer rectal, cancer de pancreatico, cancer de ovario,
cancer de préstata, cancer de utero, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer cerebral, carcinoma de
células escamosas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar,
cistoadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncdégeno, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello
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uterino, cancer testicular, carcinoma pulmonar microcitico, carcinoma pulmonar amicrocitico, carcinoma de vejiga,
carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma , meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma,
leucemia, linfoma o sarcoma de Kaposi.

Los ejemplos de trastornos proliferantes comprenden trastornos neoplasicos hematopoyéticos. Como se emplea en
la presente memoria, la expresion "trastornos neoplasicos hematopoyéticos" comprende enfermedades que implican
células hiperplasicas/neoplasicas de origen hematopoyético, por ejemplo, derivados de linajes mieloides, linfoides o
eritroides, o células precursoras de los mismos. Preferentemente, las enfermedades surgen de las leucemias
agudas poco diferenciadas, por ejemplo, la leucemia eritroblastica y la leucemia megacarioblastica aguda. Los
trastornos mieloides ejemplificativos adicionales comprenden de manera no limitativa leucemia promieloide aguda
(APML), leucemia mielégena aguda (AML) y leucemia mielégena cronica (LMC) (resefiado en Vaickus, L. (1991)
Crit. Rev. in Oncol./Hemotol. 11:267-97), las neoplasias linfoides comprenden de manera no limitativa la leucemia
linfoblastica aguda (LLA), principalmente LLA de linaje B y LLA de linaje T, leucemia linfocitica cronica (LLC),
leucemia prolinfocitica (LPL), leucemia de tricoleucocitos (HLL) y macroglobulinemia de Waldenstrom (MW). Las
formas adicionales de linfomas malignos comprenden de manera no limitativa linfoma no hodgkiniano y variantes del
mismo, linfomas de linfocitos T periféricos, células (ATL), leucemia/linfoma de linfocitos T del adulto, linfoma cutaneo
de linfocitos T (CTCL), leucemia linfocitica de células grandes granulares (LGF), enfermedad de Hodgkin y
enfermedad de Reed-Sternberg.

Los ejemplos de trastornos de proliferacion y/o diferenciacion celular de la mama comprenden de manera no
limitativa mastopatia proliferante, como por ejemplo, hiperplasia epitelial, adenosis esclerosante y papiloma de los
conductos pequefios; tumores, por ejemplo, tumores de estroma tales como fibroadenomas, tumor filoides y
sarcomas, y tumores epiteliales tales como papiloma de los conductos grandes; carcinoma de la mama
especialmente el carcinoma in situ (no invasivo) principalmente el carcinoma canalicular in situ (incluyendo la
enfermedad de Paget) y el carcinoma lobulillar in situ, y el carcinoma invasivo (infilirante) principalmente, pero no
limitado a, carcinoma canalicular invasivo, carcinoma lobulillar invasivo, carcinoma medular, mixoma (mucinoso),
carcinoma tubular y carcinoma papilar invasivo, y diversas neoplasias malignas. Los trastornos en la mama
masculina comprenden de manera no limitativa ginecomastia y carcinoma.

Los ejemplos de trastornos pulmonares de proliferacion y/o diferenciacion celulares comprenden de manera no
limitativa carcinoma broncdgeno, principalmente sindromes paraneoplasicos, carcinoma bronquioloalveolar, tumores
neuroendocrinos, tales como carcinoide bronquial, tumores diversos, y tumores metastasicos; patologias de la
pleura, principalmente los derrames pleurales inflamatorios, derrames pleurales no inflamatorios, neumotorax y
tumores pleurales, principalmente los tumores fibrosos solitarios (fibroma pleural) y el mesotelioma maligno.

Los ejemplos de trastornos celulares de proliferacion y/o diferenciacion del colon comprenden de manera no
limitativa polipos no neoplasicos, adenomas, sindromes familiares, carcinogenia colorrectal, carcinoma colorrectal y
tumores carcinoides.

Los ejemplos de trastornos celulares de proliferacion y/o diferenciacion del higado comprenden de manera no
limitativa hiperplasias nodulares, adenomas y tumores malignos, principalmente carcinoma primario del higado y
tumores metastasicos.

Los ejemplos de trastornos celulares de proliferacion y/o diferenciacion del ovario comprenden de manera no
limitativa los tumores de ovario tales como, tumores de epitelio celdmico, tumores serosos, tumores mucinosos,
tumores endometroides, mesonefroma, cistadenofibroma, tumor de Brenner, tumores del epitelio superficial, tumores
de las células reproductoras como teratomas maduros (benignos), teratomas monodérmicos, teratomas inmaduros
malignos, disgerminoma, tumor del seno endodérmico, coriocarcinoma; tumores de los cordones sexuales y del
estroma tales como, los tumores de células de la granulosa y de la teca, tecoma-fibromas, androblastomas, tumores
de células hill, y gonadoblastoma; y tumores metastaticos tales como tumores de Krukenberg.

Los polipéptidos descritos en la presente memoria también pueden utilizarse para tratar, prevenir o diagnosticar
enfermedades caracterizadas por la muerte celular hiperactiva o la muerte celular debido a lesién fisioldgica etc.
Algunos ejemplos de enfermedades caracterizadas por la muerte celular prematura o no deseada o la proliferacion
celular excesiva o, alternativamente, no deseada comprenden de manera no limitativa las enfermedades
hipocelulares/hipoplésicas, acelulares/aplasicas o hipercelulares/hiperplasicas. Algunos ejemplos comprenden
trastornos hematoldgicos principalmente, pero no limitados a, anemia de Fanconi, anemia aplasica, talasemia,
neutropenia congénita y mielodisplasia.

Los polipéptidos de la invencion que actian para disminuir la apoptosis se pueden utilizar para tratar trastornos
asociados con un nivel indeseable de muerte celular. Por lo tanto, los péptidos antiapoptésicos de la invencion
pueden utilizarse para tratar trastornos tales como las que conducen a la muerte celular asociada a la infeccion
virica, por ejemplo, infeccion asociada a la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Una amplia
variedad de enfermedades neuroldgicas se caracteriza por la pérdida gradual de conjuntos especificos de neuronas,
y los péptidos antiapoptédsicos de la infeccion se pueden utilizar en el tratamiento de estos trastornos. Dichos
trastornos comprenden la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica
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(ALS), la retinitis pigmentosa, la atrofia muscular espinal, y diversas formas de degeneracion cerebelosa. La pérdida
de células en estas enfermedades no provoca una respuesta inflamatoria, y la apoptosis parece ser el mecanismo
de la muerte celular. Ademas, numerosas enfermedades hematoldgicas estan asociadas a una disminucion de la
produccion de células sanguineas. Estos trastornos comprenden la anemia asociada a la enfermedad croénica, la
anemia aplasica, la neutropenia crénica y los sindromes mielodisplasicos. Los trastornos de la produccion de células
sanguineas, tales como el sindrome mielodisplasico y algunas formas de anemia aplasica, estan asociados a un
aumento de la muerte celular apoptdsica en la médula 6sea. Estos trastornos podrian provenir de la activacion de
genes que favorecen la apoptosis, las insuficiencias adquiridas en las células del estroma o factores de
supervivencia hematopoyéticos, o los efectos directos de toxinas y mediadores de respuestas inmunitarias. Dos
trastornos comunes asociados a la muerte celular son infartos de miocardio y el accidente cerebrovascular. En
ambos trastornos, las células dentro de la zona central de la isquemia, que se produce en el caso de pérdida aguda
de circulacidon sanguinea, parecen morir rapidamente como resultado de la necrosis. Sin embargo, fuera de la zona
isquémica central, las células mueren durante un periodo de tiempo mas prolongado y morfolégicamente parecen
morir por apoptosis. Los péptidos antiapoptésicos de la invenciéon pueden utilizarse para tratar todos estos trastornos
asociados con la muerte celular indeseable.

Algunos ejemplos de trastornos inmunoldgicos que pueden tratarse con los polipéptidos descritos en la presente
memoria comprenden de manera no limitativa el rechazo del trasplante de drganos, la artritis, el lupus, Ell, la
enfermedad de Crone, el asma, la esclerosis multiple, la diabetes, etc.

Algunos ejemplos de trastornos neuroldgicos que se pueden tratar con los polipéptidos descritos en la presente
memoria comprenden de manera no limitativa la enfermedad de Alzheimer, el sindrome de Down, la hemorragia
cerebral con amiloidosis hereditaria, tipo holandés, amiloidosis reactiva, nefropatia amiloide familiar con urticaria y
sordera, sindrome de Muckle-Wells sindrome, mieloma idiopatico; mieloma asociado a macroglobulinemia,
polineuropatia amiloide familiar, miocardiopatia amiloide familiar, amiloidosis cardiaca aislada, amiloidosis senil
generalizada, diabetes al comienzo de la edad adulta, insulinoma, amiloidosis auricular aislada, Carcinoma medular
de la tiroides, amiloidosis familiar, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis, polineuropatia amiloidésica
familiar, encefalopatia espongiforme ovina, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, sindrome de Gerstmann Straussler-
Scheinker, encefalitis espongiforme bovina, enfermedades por priones, y la enfermedad de Huntington.

Algunos ejemplos de trastornos endocrinoldgicos que pueden tratarse con los polipéptidos descritos en la presente
memoria incluyen, pero no se limitan a la diabetes, hipotiroidismo, hipopituitarismo, hipoparatiroidismo,
hipogonadismo, etc.

Los ejemplos de trastornos cardiovasculares (por ejemplo, trastornos inflamatorios) que se pueden tratar o prevenir
con los compuestos y procedimientos de la invencién comprenden de manera no limitativa aterosclerosis, infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular, trombosis, aneurisma, insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, angina
de pecho, muerte cardiaca subita, cardiopatia hipertensiva; angiopatia no coronaria, tales como la arteriosclerosis,
microangiopatia, nefropatia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, xantomatosis, asma,
hipertension, enfisema y neumopatia crénica; o una enfermedad cardiovascular asociada con los procedimientos de
intervencion ("trauma vascular por intervencidon quirtrgica"), tales como la restenosis tras la angioplastia, la
colocacion de una derivacion, endoprotesis vascular, injertos de escision sintéticos o naturales, sonda permanente,
valvula u otros dispositivos implantables. Los trastornos cardiovasculares preferidos comprenden aterosclerosis,
infarto de miocardio, aneurisma, y el accidente cerebrovascular.

Composiciones farmacéuticas y vias de administracién

Los compuestos de esta invencién, tal como se usan aqui, incluyendo los compuestos de las formulas descritas en
la presente memoria, se definen de manera que incluyen derivados o profarmacos farmacéuticamente aceptables de
los mismos. Un "derivado o profarmaco farmacéuticamente aceptable" hace referencia a cualquier sal, éster, sal de
un éster u otro derivado farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la presente invencion que, tras la
administraciéon a un receptor, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) un compuesto de la presente
invencion. Los derivados y profarmacos particularmente favorecidos son los que aumentan la biodisponibilidad de
los compuestos de la presente invencion cuando dichos compuestos se administran a un mamifero (por ejemplo,
permitiendo que un compuesto administrado oralmente se absorba mas facilmente en la sangre) o que mejoran la
administracion del compuesto original a un compartimento biolégico (por ejemplo, el cerebro o el sistema linfatico)
con respecto a la especie original. Los profarmacos preferidos comprenden derivados en los que un grupo que
mejora la solubilidad acuosa o el transporte activo a través de la membrana intestinal se agrega a la estructura de
las férmulas descritas en la presente memoria.

Los compuestos de esta invencion pueden modificarse afiadiendo funcionalidades apropiadas para mejorar las
propiedades biologicas selectivas. Dichas modificaciones son conocidas en la técnica y comprenden las que
aumentan la penetracién bioldgica en un compartimento biolégico dado (por ejemplo, sangre, sistema linfatico,
sistema nervioso central), aumentan la disponibilidad oral, aumentan la solubilidad para permitir la administracion por
inyectables, alteran el metabolismo y alteran la tasa de la excrecion.
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Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invenciéon comprenden los derivados de
acidos y bases inorganicos y organicos farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de sales de acidos adecuados
comprenden acetato, adipato, benzoato, bencensulfonato, butirato, citrato, digluconato, dodecilsulfato, formiato,
fumarato, glicolato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, lactato, maleato,
malonato, metansulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, nitrato, palmoato, fosfato, picrato, pivalato, propionato,
salicilato, succinato, sulfato, tartrato, tosilato y undecanoato. Las sales derivadas de bases apropiadas comprenden
sales de metales alcalinos (por ejemplo, sodio), de metales alcalinotérreos (por ejemplo, magnesio), de amonio y N-
(alquil)4+. La presente invencion también prevé la cuaternizacién de cualesquiera de los grupos que contienen
nitrégeno basico de los compuestos expuestos en la presente memoria. Pueden obtenerse agua o productos
solubles o dispersables en aceite por dicha cuaternizacion.

Los compuestos de las formulas descritas en la presente memoria pueden administrarse, por ejemplo, por inyeccion,
por via intravenosa, intraarterial, por via subdérmica, intraperitoneal, intramuscular, o subcuténea, o por via oral,
bucal, nasal, a través de las mucosas, o via topica, en un preparado oftalmico, o por inhalacion, con una dosis que
oscila entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, 0 segun los requisitos del
farmaco concreto. Los procedimientos en la presente memoria contemplan la administracién de una cantidad eficaz
de compuesto o composicion del compuesto para conseguir el efecto deseado o indicado. Por lo general, las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administraran desde aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 veces al dia o alternativamente, como infusién continua. Dicha administracion se puede utilizar
como terapia crénica o aguda. La cantidad de principio activo que puede combinarse con los materiales portadores
para producir una sola forma farmacéutica variara en funciéon del hospedador tratado y del modo concreto de
administracion. Un preparado tipico contendra desde aproximadamente 5% hasta aproximadamente 95% de
compuesto activo (p/p). Alternativamente, tales preparaciones contienen desde aproximadamente 20% hasta
aproximadamente 80% de compuesto activo.

Pueden ser necesarias dosis inferiores o superiores a las citadas anteriormente. La dosis y los regimenes de
tratamiento especificos para cualquier paciente concreto dependeran de una variedad de factores, incluyendo la
actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, el estado general de salud, el sexo, la dieta,
el tiempo de administracion, velocidad de excrecién, combinaciéon de farmacos , la gravedad y evolucion de la
enfermedad, afeccion o sintomas, la disposicion del paciente a la enfermedad, afeccion o sintomas, y el criterio del
médico de familia.

Tras la mejora de una enfermedad de un paciente, se puede administrar, si es necesario, una dosis de
mantenimiento de un compuesto, composicion o combinacién de la presente invencion. Posteriormente, la dosis o
frecuencia de administracion, o ambas, pueden reducirse, en funciéon de los sintomas, a un nivel en el que se
mantiene mejorada la enfermedad. Los pacientes pueden, sin embargo, necesitar un tratamiento intermitente de
larga duracion tras cualquier recaida de los sintomas de la enfermedad.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion comprenden un compuesto de las féormulas descritas en la
presente memoria o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; un agente adicional como, por ejemplo, la
morfina o la codeina; y cualquier portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
alternativas de la presente invencién comprenden un compuesto de las formulas descritas en la presente memoria o
una sal farmacéuticamente aceptables del mismo, y un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Las composiciones definidas en la presente memoria comprenden los compuestos de las férmulas
definidas en la presente memoria, asi como agentes terapéuticos adicionales si estan presentes, en cantidades
eficaces para conseguir una modulacion de la enfermedad o sintomas de la enfermedad, principalmente trastornos
en los que intervienen como mediadores miembros de la familia BCL-2 o sintomas de los mismos.

La expresion "portador o adyuvante farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador o adyuvante 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 administrar una cantidad terapéutica del
compuesto.

Los portadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse en las composiciones
farmacéuticas de la presente invencidon comprenden, pero no se limitan a, intercambiadores de iones, alumina,
estearato de aluminio, lecitina, sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes (SEDDS) tales como
succinato de d-a-tocoferol y polietilenglicol 1000, tensioactivos utilizados en presentaciones farmacéuticas tales
como Tweens u otras matrices de administracion polimérica similares, proteinas séricas, tales como albumina de
suero humano, sustancias tampon, tales como fosfatos, glicina, acido soérbico, sorbato de potasio, mezclas parciales
de glicéridos de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
fosfato acido disédico, fosfato acido de potasio, cloruro de sodio, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polividona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilatos,
ceras, polimeros del bloque polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana. Las ciclodextrinas tales como
a-, B-, y y-ciclodextrina, puede también utilizarse provechosamente para mejorar la administracion de los
compuestos de las férmulas descritas en la presente memoria.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden administrar por via oral, parenteral, por
pulverizacién para inhalacion, por via tdpica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un depésito implantado,
preferentemente por administracion oral o administracion por inyeccién. Las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion pueden contener cualquiera de los portadores, adyuvantes o vehiculos inocuos convencionales
farmacéuticamente aceptables. En algunos casos, el pH de la formulacion puede ser ajustado con acidos, bases o
tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la estabilidad del compuesto formulado o su forma de
administracion. El término parenteral, como se emplea en la presente memoria comprende técnicas de inyeccién o
infusion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal,
intratecal, intralesional e intracraneal.

Las composiciones farmacéuticas pueden encontrarse en forma de un preparado inyectable estéril, por ejemplo, en
forma de una suspensién acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension puede formularse segun
procedimientos conocidos en la técnica utilizando agentes dispersantes o humectantes (tales como, por ejemplo,
Tween 80) y agentes de suspension adecuados. El preparado inyectable estéril también puede ser una solucién o
suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente inocuo, parenteralmente aceptable, por ejemplo, en forma
de solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran
manitol, agua, solucién de Ringer y solucién isoténica de cloruro sédico. Ademas, se emplean convencionalmente
aceites fijos estériles como un medio disolvente o de suspension. Con esta finalidad, se puede emplear cualquier
aceite fijo blando principalmente mono- o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales como el acido oleico y sus
derivados de glicéridos son utiles en la preparacién de inyectables, dado que son aceites naturales
farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus versiones
polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones de aceite también pueden contener un diluyente o dispersante de
alcohol de cadena larga, o carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares que se utilizan cominmente en la
formulacion de presentaciones farmacéuticamente aceptables tales como emulsiones y/o suspensiones. Otros
tensioactivos frecuentemente utilizados, tales como Tweens o Spans y/u otros agentes emulsionantes o
potenciadores de biodisponibilidad similares que se utilizan frecuentemente en la preparacién de formulaciones
sélidas, liquidas o de otro tipo farmacéuticamente aceptables también pueden utilizarse para su formulacion.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencidon se pueden administrar por via oral en cualquier presentacion
aceptable por via oral entre ellas, pero no limitadas a, capsulas, comprimidos, emulsiones, suspensiones,
dispersiones y soluciones acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral, los portadores que se utilizan
normalmente contienen lactosa y almidon de maiz. También se suelen afiadir agentes lubricantes, tales como
estearato de magnesio. Para administracion oral en forma de capsulas, los diluyentes utiles contienen lactosa y
almidén de maiz anhidro. Cuando las suspensiones y/o emulsiones acuosas se administran por via oral, el principio
activo puede estar en suspension o disuelto en una fase oleosa combinado con agentes emulsionantes y/o agentes
de suspension. Si se desea, pueden afadirse determinados agentes edulcorantes y/o saborizantes y/o agentes
colorantes.

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

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién se pueden administrar por aerosol nasal o inhalacién. Dichas
composiciones se preparan segun procedimientos bien conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica y
pueden prepararse como soluciones en solucion salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes
adecuados, activadores de absorcidon para potenciar la biodisponibilidad, fluorocarbonos, y/u otros agentes
disolventes o dispersantes conocidos en la técnica.

Cuando las composiciones de esta invencién comprenden una combinaciéon de un compuesto de las férmulas
descritas en la presente memoria y uno o mas agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, tanto el compuesto
como el agente adicional deben estar presentes en niveles de dosificacion de entre aproximadamente 1 a 100%, y
mas preferentemente entre aproximadamente 5 a 95% de la dosis administrada normalmente en un régimen de
monoterapia. Pueden administrarse otros agentes aparte, como parte de un régimen de politerapia, a partir de los
compuestos de la presente invencién. Alternativamente, esos agentes pueden formar parte de una presentacion
unica, mezclados junto con los compuestos de la presente invencién en una unica composicion.

Ensayos de deteccién

La invencion proporciona métodos (también denominados en la presente memoria "ensayos de seleccion") para la
identificacion de polipéptidos que modulan la actividad de una o mas de proteinas de la familia BCL-2 o que se unen
a uno o mas proteinas de la familia BCL-2 (por ejemplo, un polipéptido que tiene por lo menos un dominio de
homologia BH).

La afinidad de unién de los polipéptidos descritos en la presente memoria se puede determinar utilizando, por
ejemplo, un ensayo de valoracion de enlaces. Un polipéptido de la familia BCL-2 o polipéptido que comprende un
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dominio BH (por ejemplo, BID, BAK, BAX, etc.) puede exponerse a concentraciones variables de un compuesto
candidato (es decir, un polipéptido) (por ejemplo, 1 nM, 10 nM, 100 nM , 1 yM, 10 yM, 100 uM, 1 mM y 10 mM) en
presencia de un sustrato tal como un BH3 marcado con fluorescencia que contiene polipéptido o un fragmento del
mismo (por ejemplo, BID, BAD, BAK, BAX, etc.). El efecto de cada concentracion de compuesto candidato se
analiza a continuacion para determinar el efecto del compuesto candidato sobre la actividad de unién de la familia
BCL-2 a concentraciones variables, que puede utilizarse para calcular la Ki del compuesto candidato. El compuesto
candidato puede modular la actividad de tipo BCL-2 de manera competitiva o no competitiva. También pueden
realizarse ensayos de enlace directo entre proteinas de la familia BCL-2 y los compuestos candidatos marcados con
fluorescencia para determinar la Kd para la interaccién de enlace. Los compuestos candidatos también pueden ser
detectados para la actividad bioldgica in vitro, por ejemplo, mediante la determinacién de su eficacia sensible a la
dosis en la activacién del citocromo ¢ de mitocondrias purificadas. También estan previstos ensayos de deteccion de
permeabilidad celular, en los que los compuestos candidatos marcados con fluorescencia se aplican a las células
intactas, que se analizan a continuacion para detectar la fluorescencia celular por microscopia de fluorescencia
celular o la deteccion de alta resolucion.

Los ensayos descritos en la presente memoria pueden realizarse con compuestos candidatos individuales o pueden
realizarse con un gran nimero de compuestos candidatos. Cuando los ensayos se realizan con un gran niumero de
compuestos candidatos, los ensayos se pueden realizar utilizando mezclas de compuestos candidatos o se pueden
ejecutar en reacciones paralelas con cada uno de las reacciones que tiene un solo compuesto candidato. Los
compuestos o agentes de ensayo se pueden obtener utilizando cualquiera de las numerosas propuestas en
procedimientos de bibliotecas combinatorias conocidos en la técnica.

En una realizacién, un ensayo es un ensayo en células en el que una célula que expresa una proteina de la familia
BCL-2 o una parte bioldgicamente activa de la misma se pone en contacto con un polipéptido candidato, y se
determina la capacidad del compuesto de ensayo para modular la actividad de tipo BCL-2 (por ejemplo, en algunos
casos aumentan la apoptosis y en otros casos disminuyen la apoptosis, por vias de muerte celular intrinsecas o
extrinsecas). La determinacion de la capacidad del compuesto de ensayo para modular la actividad de tipo BCL-2
dentro de las células puede llevarse a cabo controlando, por ejemplo, la liberacion de citocromo c de las
mitocondrias u otras lecturas fisioldgicas relevante (por ejemplo, tincién con anexina V, ensayo con MTT, el ensayo
de actividad de la caspasa, ensayo TUNEL).

En una realizacién, un ensayo es un ensayo bioquimico, mediante el cual polipéptidos reticulados se pueden
vincular a la resina de afinidad para purificar o identificar nuevas o conocidas parejas interactivas en la via
apoptdsica.

Todas las referencias citadas en esta memoria, ya sean impresas, electrénicas, medios de almacenamiento legibles
mediante ordenador u otras formas, se incorporan expresamente por referencia en su totalidad, incluyendo pero no
limitandose a resumenes, articulos, revistas, publicaciones, textos, tratados, sitios web de internet, bases de datos,
patentes y publicaciones de patente.

Otras aplicaciones

Las aplicaciones bioldgicamente relevantes para los péptidos descritos en la presente memoria son numerosas y
evidentes, como se indica por los siguientes ejemplos basados en el compartimento celular:

(1) Superficie celular - Péptidos naturales que representan regiones helicoidales clave de la proteina gp41
del VIH-1 (por ejemplo, péptido C, péptido T-20) se ha mostrado que impiden la fusién virica, y por lo tanto,
la infectividad del VIH. Los péptidos helicoidales participan en los mecanismos de fusién esenciales para
muchos paradigmas de infeccion de células hospedadoras por virus (por ejemplo, Dengue, hepatitis C,
gripe), y por lo tanto, los analogos grapados a hidrocarburos de estas regiones helicoidales criticas pueden
funcionar como antibiéticos eficaces inhibiendo la fusion virica. En general, los ligandos que interactian con
los receptores de la superficie celular utilizando conexiones helicoidales para activar o inhibir las vias de
sefializacion, representan aplicaciones adicionales para los polipéptidos descritos en la presente memoria.

(2) En el interior de la membrana — La dimerizacién y oligomerizacion de los receptores son caracteristicas
fundamentales de la activacion y la sefalizacion del receptor provocadas por ligandos. Los dominios
helicoidales transmembranarios participan ampliamente en este tipo de reacciones de oligomerizacion
esenciales (por ejemplo, la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico [EGFR]) y secuencias
de péptidos especificas se han definido que facilitan estos asociados helicoidales intramembranarios
ajustados. La activacion aberrante de dichos receptores a través de oligomerizacion estd implicada en la
patogenia de la enfermedad (por ejemplo, erbB y el cancer). Por lo tanto, en la configuraciéon adecuada, la
activacion o inhibicion de interacciones a través de la membrana entre las hélices tendrian beneficio
terapéutico.

(3) Citosolico — Los objetivos citosélicos comprenden objetivos de proteinas solubles y los asociados con
organulos intracitosodlicos especificos, incluyendo las mitocondrias, el reticulo endoplasmico, el aparato de
Golgi, los lisosomas y los peroxisomas. Dentro del campo de la apoptosis, hay multiples objetivos de
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proteinas apoptosicas citosdlicas y mitocondriales para los dominios de la familia BCL-2 grapados a
hidrocarburos. Dentro del subgrupo sélo BH3 de proteinas proapoptosicas, se han identificado dos
subconjuntos principales de los dominios BH3: (1) Los BH3 similares a BID (por ejemplo, BIM) que son
“activadores” de la apoptosis, que provocan oligomerizacion de BAK y liberacién del citocromo ¢ en el
mitocondria y (2) Los BH3 similares a BAD que son “sensibilizadores” de la apoptosis que se dirigen
selectivamente a proteinas multidominio antiapoptdsicas, lo que permite niveles subliminales de dominios
de activacion sean eficaces al maximo. Ademas de la unién distinta de las proteinas BH3-s6lo a miembros
de la familia con multidominio pro- frente a anti-apoptdsico, los dominios BH3 presentan unién diferenciada
entre las proteinas antiapoptoésicas. Por ejemplo, se ha demostrado que BAD se une preferentemente a la
BCL-2 antiapoptdsica, mientras que el BIM se dirige a la MCL-1 antiapoptdsica. La identificacion y la
exploracion de estas interacciones selectivas son de importancia critica porque diferentes miembros de la
familia BCL-2 estan implicados en diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, la sobreexpresién de BCL-2 es
la responsable del desarrollo de linfoma folicular y la resistencia a la quimioterapia en general, mientras que
MCL-1 se cree que desempefia una funcién importante en la patogenia del mieloma multiple. La capacidad
de transformar los muchos dominios BH3 en reactivos estructuralmente estables y permeables a las células
proporcionaria una oportunidad importante de explorar y manipular de forma diferenciada las vias de
apoptédsicas en las células cancerosas. Esta previsto focalizar mas interacciones dependientes de la hélice
en el citosol o en organulos citosdlicos.

(4) Nuclear — Los factores de transcripcion nuclear y sus proteinas moduladoras conducen una gran
cantidad de procesos fisioldgicos basados en interacciones de péptidos helicoidales con proteinas
nucleares y acidos nucleicos. La viabilidad de generar péptidos grapados a hidrocarburos para participar en
interacciones nucleares recientemente se ha demostrado por la sintesis de la presente invencién de un
grupo de péptidos p53 grapados a hidrocarburos, que interacttian con MDM2 en afinidades picomolares.
Ademas de modular las interacciones proteina-proteina en el nucleo, las interacciones proteina-acido
nucleico también son objetivos evidentes. Varias familias de factores de transcripcion, tales como
homeodominio, hélice-bucle- hélice bésica, receptor nuclear, y proteinas que contienen dedos de cinc,
interactuan directamente con ADN a través de sus hélices peptidicas para activar o inhibir la transcripcion
génica. Como ejemplo, las proteinas de homeodominio son una familia de factores de transcripcion
esenciales que regulan los programas genéticos de crecimiento y diferenciacion en todos los organismos
pluricelulares. Estas proteinas comparten un motivo de union al ADN conservado, denominado el
homeodominio, que contiene un péptido de 60 aminoacidos de longitud que forma tres hélices a, la tercera
parte de las cuales hace contacto directo con el surco mayor del ADN. Al igual que el dominio BH3 de las
proteinas apoptdsicas, el homeodominio es un motivo efector critico con la suficiente variacién entre
homologos para facilitar especificidades de unién y actividades fisioldgicas diferenciadas. Las interacciones
proteina-ADN pueden ser complejas y extensas, y presentar de este modo un desafio para el desarrollo de
pequefias moléculas con el fin de estudiar y modular selectivamente episodios de transcripcion. En
organismos superiores, proteinas del homeodominio se expresan mucho durante el desarrollo,
especificando el plan corporal e imponiendo la diferenciacion del tejido. La sobreexpresion de
homeoproteinas especificos (por ejemplo, CDX4) puede activar programas de diferenciacion especificos
del tejido que dan como resultado, por ejemplo, formaciéon de la sangre a partir de células madre
embrionarias de raton. La desregulacién de la expresién de genes homedticos, tales como la regulacion
positiva aberrante por incremento de las proteinas del homeodominio normalmente expresadas en células
no diferenciadas o la regulacién por disminucién inadecuada de dichas proteinas normalmente expresadas
en células diferenciadas, puede contribuir al desarrollo y mantenimiento de cancer. Por ejemplo, en el
rabdomiosarcoma alveolar pediatrico, la fusion del dominio de unién a ADN PAX3 o PAX 7 para el dominio
transactivador de Fork-Head ha estado implicada en la transformacion celular; los desplazamientos que
afectan a los dominios de unién al ADN de varios genes HOX se han relacionado con la patogenia de la
leucemia. Por lo tanto, la capacidad de estabilizar quimicamente hélices del factor de transcripcion, tales
como los péptidos del homeodominio, para administracién celular tiene potencial para producir una caja de
herramientas quimica para la investigacion y la modulaciéon de diversos programas de transcripcion
responsables de una multitud de procesos bioldgicos en la salud y la enfermedad.

Se han descrito varias realizaciones de la invencién. Sin embargo, se entiende que se pueden hacer distintas
modificaciones sin apartarse del espiritu y alcance de la invencion. Por lo tanto, hay otras realizaciones dentro del
alcance de las siguientes reivindicaciones.

Parrafos Relevantes

1. Un polipéptido de férmula (1),
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en la que;

cada Rt y Rz son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquil o heterociclilalquilo;

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-Ras]y; cada uno de los cuales esta sustituido con de 0 a 6
Rs;

R4 es alquilo, alquenilo o alquinilo;

Rs es halégeno, alquilo, ORs, N(Rs)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rs, Re, un resto fluorescente o un
radiois6topo;

},/&fi :

Kes O, S, SO, SO,, CO, CO,, CONRs 0 '
Rs es H, alquilo o un agente terapéutico;
n es un numero entero de 1 a 4;

x es un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;
z es un numero enterode 1a 10; y

cada Xaa es independientemente un aminoacido;

donde el polipéptido tiene una estructura secundaria que es sustancialmente una hélice alfa en
disolucién acuousa.

. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido se une a un polipéptido de la familia BCL-2.
. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido se une a un polipéptido anti-apoptésico.

. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido se une a un dominio BH1, BH2 o BH3.

2
3
4
5. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido activa la muerte celular mitocondrial.
6. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido activa la muerte celular.

7. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido inhibe la muerte celular.

8. El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido comprende un dominio BH3.

9. El polipéptido del parrafo 1, en el que xes 2, 3 6 6.

10. El polipéptido del parrafo 1, en el que cada y es independientemente un numero entero entre 3 y 15.
11. El polipéptido del parrafo 1, en el que Ry y Rz son cada uno independientemente H o alquilo C1-Cs.
12. El polipéptido del parrafo 1, en el que R1 y Rz son cada uno independientemente alquilo C1-Cs.

13. El polipéptido del parrafo 11, en el que al menos uno de Ry y Rz es metilo.

14. El polipéptido del parrafo 12, en el que R1y Rz son metilo.

15. El polipéptido del parrafo 1, en el que R3 es alquilo.
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El polipéptido del parrafo 14, en el que x es 3.

El polipéptido del parrafo 15, en el que R3 es alquilo Cs.

El polipéptido del parrafo 14, en el que x es 6.

El polipéptido del parrafo 17, en el que R3 es alquilo Cy1.

El polipéptido del parrafo 1, en el que R3 es alquenilo.

El polipéptido del parrafo 18, en el que x es 3.

El polipéptido del parrafo 20, en el que Rs es alquenilo Cs.

El polipéptido del parrafo 19, en el que x es 6.

El polipéptido del parrafo 19, en el que R3 es alquenilo C11.

El polipéptido del parrafo 1, en el que R3 es una cadena lineal de alquilo, alquenilo o alquinilo.

El polipéptido del parrafo 1, en el que Rs es [R4-K-Rs] y R4 es una cadena lineal de alquilo, alquenilo o

alquinilo.

27.

El polipéptido del parrafo 1, comprendiendo el polipéptido una secuencia de aminoacidos que es al menos

aproximadamente 60% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. n°: 1.

28.
290.
30.
31.
32.
33.
34.

El polipéptido del parrafo 15, en el que R3 es alquilo o alquenilo.

El polipéptido del parrafo 15, en el que al menos uno de R1 0 R; es alquilo.

El polipéptido del parrafo 11, en el que cada R y Rz es independientemente H o alquilo C1-Ca.
El polipéptido del parrafo 1, en el que R1 y Rz son metilo.

El polipéptido del parrafo 1, enelque xes 367 yzes 0.

El polipéptido del parrafo 1, en el que R3 es alquilo o alquenilo Cg 0 C11.

El polipéptido del parrafo 1, comprendiendo el polipéptido una secuencia de aminoacidos que es al menos

aproximadamente 80% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. n°: 2.

35.
36.

El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido es transportado a través de la membrana celular.

El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido es transportado activamente a través de la membrana

celular.

37.
38.

39.
40.
41.
42.

El polipéptido del parrafo 1, que ademas comprende un resto fluorescente o radioisétopo.
El polipéptido del parrafo 1, en el que el polipéptido comprende 23 aminoacidos;
R1y R2 son metilo;
R3 es alquilo Cg, alquilo C11, alquenilo Cg 0 alquenilo C11; y
xes 2,306.
El polipéptido del parrafo 1, que ademas comprende un marcador de afinidad.
El polipéptido del parrafo 1, que ademas comprende un resto de seleccion de diana.
El polipéptido del parrafo 1, que ademas comprende un resto de biotina.

El polipéptido del parrafo 1, donde el polipéptido es un polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste

en los polipéptidos representados en la figura 5.

43.

Un método para preparar un polipéptido de férmula (lll), que comprende proporcionar un polipéptido de

férmula (11); y
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tratar el compuesto de féormula (Il) con un catalizador para promover una metatesis de cierre de anillo,
proporcionando un compuesto de formula (I1l)

en la que
cada R1 y Rz son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo;
heteroarilalquilo o heterociclilalquilo;
cada n es independientemente un niumero entero de 1a 15;
xes 2,306;
cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;
z es un numero enterode 1a 3;y
cada Xaa es independientemente un aminoacido; y
donde el polipéptido comprende una estructura de hélice alfa en disolucién acuosa.
44. El método del parrafo 43, en el que el polipéptido se une a un polipéptido miembro de la familia BCL-2.

45.
46.

El método del parrafo 43, en el que el catalizador es un catalizador de rutenio.

El método del parrafo 43, que ademas comprende proporcionar un agente reductor u oxidante después de la

metatesis de cierre de anillo.

47.
48.
49.
50.

1.

51.
52.
53.

El método del parrafo 46, en el que el agente reductor es H; o el agente oxidante es tetroxido de osmio.
Un método para tratar a un sujeto que comprende administrar al sujeto un compuesto del parrafo 1.
El método del parrafo 48, que ademas comprende administrar un agente terapéutico adicional.

Un método para tratar el cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto un compuesto del parrafo

El método del parrafo 45, que ademas comprende administrar un agente terapéutico adicional.
Una libreria de compuestos del parrafo 1, férmula (1).

Un método para identificar un compuesto candidato para promover la apoptosis, que comprende;

proporcionar una mitocondria;

poner en contacto la mitocondria con un compuesto del parrafo 1;

medir la liberacién de citocromo c; y
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comparar la liberacion de citocromo ¢ en presencia del compuesto del parrafo 1 con la liberacién de citocromo ¢
en ausencia del compuesto del parrafo 1, de manera que un aumento en la liberaciéon de citocromo ¢ en
presencia del compuesto del parrafo 1 identifica al compuesto del parrafo 1 como compuesto candidato para
promover la apoptosis.

54. Un polipéptido de formula (1V),

en la que;

H O
- [Xaal,
Ra
R; 1,

cada Rt y Rz son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo o heterociclilalquilo;

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-R4]» 0 una cadena lateral de un aminoacido natural; cada
uno de los cuales esta sustituido con de 0 a 6 Rs;

R4 es alquilo, alquinilo o alquinilo;
Rs es halégeno, alquilo, ORs, N(Rs)2, SRs, SORs, SO2Res, CO2Rs, Re, un resto fluorescente o un
radiois6topo;
AVS
Kes O, S, SO, SOz, CO, CO2, CONRs 6
Rs es H, alquilo o un agente terapéutico;

Rz es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-Rs]» 6 una cadena lateral de un aminoacido natural; cada
uno de los cuales esta sustituido con de 0 a 6 Rs;

n es un numero entero de 1 a 4;

X s un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;
z es un numero enterode 1a 3;y

cada Xaa es independientemente un aminoacido; y

en donde el polipéptido tiene sustancialmente una estructura secundaria alfa helicoidal en
disolucién acuosa.

55. Un polipéptido de formula (1),

en la que;

cada Rt y Rz son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo o heterociclilalquilo;
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Rs es alquilo, alquenilo, alquinilo; [Rs-K-R4]s; cada uno de los cuales esta sustituido con de 0 a 6
Rs;

R4 es alquilo, alquinilo o alquinilo;

Rs es halogeno, alquilo, ORs, N(Re)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rg, Rs, un resto fluorescente o un
radioisotopo;

Vv
Kes O, S, SO, SOy, CO, COz, CONRg 6 »
Rs es H, alquilo o un agente terapéutico;
n es un numero entero de 1 a 4;
X €s un numero entero de 2 a 10;
cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;
zes un numero enterode 1a3;y

cada Xaa es independientemente un aminoacido;

donde el polipéptido tiene al menos un 5% de alfa-helicidad en disolucién acuosa segun se
determina por dicroismo circular.

56. El polipéptido del parrafo 55, donde el polipéptido tiene al menos un 35% de alfa-helicidad en disolucion
acuosa segun se determina por dicroismo circular.

57. El polipéptido del parrafo 55, donde el polipéptido tiene al menos un 50% de alfa-helicidad en disolucion
acuosa segun se determina por dicroismo circular.

58. El polipéptido del parrafo 55, donde el polipéptido tiene al menos un 60% de alfa-helicidad en disolucion
acuosa segun se determina por dicroismo circular.

59. El polipéptido del parrafo 55, donde el polipéptido tiene al menos un 70% de alfa-helicidad en disolucion
acuosa segun se determina por dicroismo circular.

60. El polipéptido del parrafo 55, donde el polipéptido tiene al menos un 80% de alfa-helicidad en disolucion
acuosa segun se determina por dicroismo circular.

61. El polipéptido del parrafo 55, donde el polipéptido tiene al menos un 90% de alfa-helicidad en disolucion
acuosa segun se determina por dicroismo circular.

62. Un polipéptido de férmula (1),

en la que;

cada R1 y R> son independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilalquilo o heterociclilalquilo;

R3 es alquilo, alquenilo, alquinilo; [R4-K-R4]n; cada uno de los cuales esta sustituido con de 0 a 6
Rs;

R4 es alquilo, alquinilo o alquinilo;

Rs es halégeno, alquilo, ORs, N(Rs)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rs, Rs, un resto fluorescente o un
radioisotopo;
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Kes O, S, SO, SOz, CO, CO2, CONRs 6

VavS

Rs es H, alquilo o un agente terapéutico;

n es un entero de1 a 4;

X €s un numero entero de 2 a 10;

cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;
z es un numero enterode 1a 3;y

cada Xaa es independientemente un aminoacido;

donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 1,25 veces en alfa helicidad segun se
determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de formula (IV)

en la que Rq, Ry, Xaa, X, y, y z son todos segun se definieron antes para la formula (l).

63. El polipéptido del parrafo 62, formula (I), donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 1,5 veces en
alfa helicidad segun se determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de férmula (IV).

64. El polipéptido del parrafo 62, formula (1), donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 1,75 veces en
alfa helicidad segun se determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de formula (V).

65. El polipéptido del parrafo 62, formula (1), donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 2,0 veces en
alfa helicidad segun se determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de formula (V).

66. El polipéptido del parrafo 65, formula (1), donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 2,5 veces en
alfa helicidad segun se determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de formula (V).

67. El polipéptido del parrafo 65 formula (1), donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 3 veces en alfa
helicidad segun se determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de formula (1V).

68. El polipéptido del parrafo 65, formula (I), donde el polipéptido tiene al menos un aumento de 4 veces en alfa
helicidad segun se determina por dicroismo circular comparado con el polipéptido de formula (1V).

69. Un método para identificar un compuesto candidato para inhibir la apoptosis, que comprende;
proporcionar una mitocondria;
poner en contacto la mitocondria con un compuesto del parrafo 1;
medir la liberacién de citocromo c; y

comparar la liberacion de citocromo ¢ en presencia del compuesto del parrafo 1 con la liberacion de
citocromo ¢ en ausencia del compuesto del parrafo 1, de manera que una disminucion en la liberacién de
citocromo ¢ en presencia del compuesto del parrafo 1 identifica al compuesto del parrafo 1 como
compuesto candidato para inhibir la apoptosis.

33



10

15

20

25

30

35

ES 2 586 387 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC.

<120> Péptidos alfa helicoidales estabilizados y utilizaciones de los mismos
<130> 116-038

<140> EP 04 811 198.3
<141> 05-11-2004

<150> PCT/US2004/038403
<151> 05-11-2004

<150> US 60/517,848
<151>05-11-2003

<150> US 60/591,548
<151> 27-07-2004

<160> 117
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211>193

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Ala Arg Ala Arg Gln Glu Gly Ser Ser Pro Glu Pro
1 5 10
Leu Ala Arg Asp Gly Pro Arg Pro Phe Pro Leu Gly Arg
20 25 .
Ser Ala Val Ser Cys Gly lLeu Cys Glu Pro Gly Leu Ala
35 40 45
Ala Ala Pro Thr Leu Leu Pro Ala Ala Tyr Leu Cys Ala
50 55 60
Pro Pro Ala Val Thr Ala Ala Leu Gly Gly Ser Arg Trp
&5 : 70 75
Pro Arg Ser Arg Pro Arg Gly Pro Arg Pro Asp Gly Pro
: 1] 20
Leu Ser Leu Ala Glu Gln His Leu Glu Ser Pro Val Pro
100 105
Gly Ala Leu Ala Gly Gly Pro Thr Gln Ala Ala Preo Gly
115 120 125
Glu Glu Glu Gin Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln Leu
130 13s 140
Ala Asp Asp Leu Aan Ala Gln Tyr Glu Arg Arg Arg Gln
145 150 155
Gln Axg His Arg Pro Ser Pro Trp Arg Val Leu Tyr Aan
165 170
Gly Leu Leu Pro Leu Pro Axg Gly His Arg Ala Pro Glu
180 185
Asn

<210>2

<211>193

<212> PRT

<213> Mus munculus

<400> 2

34

val
Leu
k1]

Ala
Pro
Pro
Gln
Ser
110
val
Arg
Glu

Leu

Met
190

Glu
h -

Val
Ala
Thr
Gly
Pro
95

Ala
Arg
Arg
Glu
Ile

178
Glu

Gly
Pro
Pro
Ala
Gly
80
Ser
Pro
Gly
Met:
Gln
160

MetL

Pro
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Met
Leu
Ser
Ala
Pro
65

Hig
Leu
Glu
Glu
Ala
145
His
Gly

Asn

Ala
Ala
Ala
Ala
50

Bro
Arg
Ser
Ala
Glu
130
Asp

Arg

Leu

<210>3
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Arg
Arg
val

35
Pro

Ser
Pro
Leu
115
Glu
ABp
Hie

Leu

Ala
Asp
20

Ser
Ala
val
Arg
Ala
100
Ala
Glu
Leu

Arg

Pro
190

<223> Péptido natural

<400> 3
Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln Leu Arg Arg Met Ala Asp AsSp Leu
10

1

5

Asn Ala Gln Tyr

<210>4
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

20

<223> Péptido natural

<400>4

1

5

Asp Ala Gln Met
- 20

<210>5
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido natural

Arg
Ser
C‘ya
Leu
Thr
Pro
85

Gln
Gly

Trp

Asn

Pro-

165
Leu

Gln
Pxo
Ser
Leu
Ala
70

Arg
Gln
Gly
Ala
Ala
150

Ser

Pro

Glu
Arg
Leu
Pro
55

Ala
Gly
His
Pro
Arg
135
Gln

Pro

Arg

ES 2 586 387 T3

Gly
Pro
Cys
40

Ala
Leu
Pré
Leu
Thr

120
Glu

TYYr
Trp

Gln

Ser
Phe
25

Glu
Ala
aly
Arg
Glu
105
Gln

Tle

Glu

Arg

Pro
185

Ser
10

Pro
Pro
Tyr
Gly
Pro
20

Ser
Ala
Gly
Axg

val
170
Gly

35

Pro
Leu
Gly
Leu
Pro
75

Asp
Pro
Ala
Ala
Arg
155

Met

Ala

Glu
Gly
Leu
Cys
60

Arg
Gly
Yval
Pro
Gln

140
Arg

TYr

Pro

Pro
Arg
Pro
45

Alsa
Trp
Pro
Pro
Gly
125
Lau
Gln

Asn

Glu

15

15

Val
Leu
30

Ala
Pro
Pro
Gln
Ser
110
val
Arg
Glu

Leu

Met
190

Ile Gly Tyr Glu Ile Gly Ser Lys Leu Ala Ala Met Cys Asp Asp Fhe
. 10

Glu
15

Met
Ala
Thr
Gly
Pro
-1

Ala
Arg
Arg
Glu
Phe

175
Glu

Gly

Pro
Ala
Gly
40}

Ser
Pro
val
Met
Gln
160

Met

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 586 387 T3

<400> 5
Ala Ala Gln Arg Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Arg Met Ser Asp Glu Phe
1 5 : 10 ' 15
val Asp Ser Phe
20
<210>6
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 6
Pro Glu Ile Trxp Ile Ala Gln Glu Leu Arg Arg Ile Gly Asp Glu Phe
1 ) 5 © 10 15
Asn Ala Tyr Tyr
20
<210>7
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 7
Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp Ser Met
1 5 10 15
ASp Arg Sex Ile
20
<210>8
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 8 ) ]
Gly Ser Asp Ala Leu Ala Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met
1 5 10 15
Asp Val Ser Leu
20
<210>9
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400>9
Ala Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Ala Leu Gly Asp Glu Leu
1 s ' 10 s
His Gln Axg Thr -
29
<210> 10
<211>18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Péptido natural

<400> 10

Ala Leu Ala Leu Arg Leu.Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met Asp Val Ser
1 S . 10 15

Leu Arg

<210> 11

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 11

Trp Ile Ala Gln Glu Leuw Arg Arg Ile Gly Asp Glu Phe Aan Ala Tyr
1 5 : : 10 15

Tyr Ala -

<210> 12

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 12

Glu Cys Ala Thr Glu Leu Arg Arg Phe Gly Asp Lys Leu Asn Fhe Arg
1 L 10 - 15

Gln Lys

<210> 13

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 13

Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp Ser Met Asp Arg Serx
1 S 10 15

Ile Pro

<210> 14

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 14

Arg Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Arg Met Ser Asp Glu Phe Val Asp Sex
1 ' 5 lo 15

Phe Lys

<210> 15

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Péptido natural

<400> 15

Gle Xle Gly Ser Lys Leu Rla Ala Met Cys Asp Asp Phe Rsp Ala Gln

1
Met Met

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Leu Asp Rla Leu Gly His Glu Leu Pro

1

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

5

ES 2 586 387 T3

10

Leu Glu Val Leu Gly Arg Clu Leu Pro
5

1

<210>18

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Leu Ala Gln Val Gly Asp Ser Met Asp

1

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 19

5

Leu Ala Gln Ile Gly Asp Glu Met Asp

1

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met Agp

1

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Leu Arg Arg Ile Gly Asp Glu Phe Asn

1

<210> 22
<211>9

5

5

)

38
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22
Leu Lys Ala Leu Gly Asp Glu Leu His
1 | 5 '

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23 _
Leu Arg Arg Met Ser Asp Glu Phe val
b 5

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn
1 S

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp
1 ‘ 5

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

Leu Leu Arg Leu Gly Asp Glu Leu Glu
1 5

<210> 27

<211> 351

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

39
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Met
Pro

Ala

Ala
65
Glu

Glu
Gly
Met
1458
Lys
Gly
Lys
Ser
Asn
2258
Phe
Thr
Glu
Ala
Lys
ans
Gly

Glu

Thr
Axg
Glu

Axg
50

Leu
Ile
Pro
Gly
Ser

130
Leu

TyY

Glu
Ala
Leu
210
Pro
Gly
TYX
Pxo
Val
290
Thr
Phe

Glu

<210> 28

<211> 352
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 28

Leu
Lys
Ile
is

Leu
val
Pro
Asp
Met

118
Leu

Lys

Glu
Txp
195
Arg
Leu

Val

Leu
275
Asn
Ile

Leu

Glu

Axrg
Ala
29

Glu
Len
Gly_
Gly
Asn
100
Thr
Asp
Gln
Lys
Glu
180
Gln
Gly
Ile
Thr
Lys
260
Leu
Gln
Arg

Gln

Ala
340

Leu
Leu
Glu
Gly
Leu
Lys
BS

Thr
val
Pro
Ala

Leu

165
Phe

Val
Pro
Thr
hap
245
Asp
Cln
Ala
Arg
Leu

325
Leu

Leu
Leu
Ala
Arg
Thr
70
Gly
Phe
Gly
Glu
Leu
150
Arg
Gly
Pro
Ala
Vval
230
Asn
Glu
Lys
Arg
ﬁlu
310

Leu

Leu

Glu
Ile
Leu

Met
58

Ala
Gly
Leu
Glu
Gln
135
Glu

val

Arg
Asp
Leu
215
Rsp
Pro
Glu
Leu
Leu
295
Leu

Val

Gln

ES 2 586 387 T3

Asp
Ala

Gln
40
Phe

Glu

Ile
Sar
Leu
120
Gly
Ala

Phe

Trp

val
200
Asp
Glu

Arg

Lys’

val
2849
Asp

Asn

Ala

Txp
Gly
25

Ala
Arg
Thr
Trp
Arg
105
Ser
Met
Leu
Ser
Met
185
Glu
val
Cys
Glu
Leu
265
Gln
Gln
Leu

Ile

Ile
345

Cysa
10

Ile
Gly
Arg
Ser
Arg
90

Leu
Arg
Tle
Gln
Gly

170
Phe

Lys
Ile
Leu
Leu
250
Ser
Axg
Val
Pro
Lys

330
Leu

40

Arg
Ser
Leu
Asp
His
75

Val
Asn
Ala
Pro
Pro
155
Arg
His
Arg
Arg
Gln
2218
Gln
Ala
Gly
Ile
Glu
315

Asp

Glu

Gly
Gln
Ala

Glu

60

Ala
Ile
Glu
Leu
élu
140

Ala

Glu

Thx
Arg
Val
2290
Ala
val
Tyr
Ala
Ala

300
hsp

Tyr

Gly

Met
Ser
Pro
45

‘RBn
Leu
Phe
Phe
Gly
128
Met

Leu

Ser

Thr
Arg
205
Leu
Leu
Lys
Val
Ile
285
Gly
Gly
Glu

ABn

Asp
Cys
0

Leu
Arg
Val
Lys
Leu
110
His
Trp
Gln
Pro
Gln
190
Leu
Lys
Glu
Tyx
Leu
270
Glu
Ala
Pro

Ala

Phe
350

Met
15

Ser
Gly
Lys
Pro
Pro
85

Ala
Glu
Ala
Cys

Glu

175
Met

Leu
Ile
Glu
Leu
258
Arg
Arg
val
Ala
Ala

335
Thr

Asn
val
Glu
Val
Lys
80
Pro
Gly
Asn
Pro
Leu
160
Pro
Ile
Glu
Asn
Val
240
Thr
Leu
ASp
HiB
Pro

320
Glu
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15

Met
Pro
Ala
His
Ala
&S

Glu
Asp
Glu

Asp

Pro
145
Tyx

Gly
val
Ile

Ile
225

Thr
Leu
.Arg
Lys
val
30%
Ala
Glu
<210>

<211>
<212>

Arg
Asp
Arg
S0
Leu
1le
Thr
Gly
Pro
130
Met
Leu
Pro
Met
Glu
210
Aan
Ile
Thr
Leu
Glu
290
His
Pro
Glu
29

329
PRT

Leu
Lys
Ile
3s

Leu
Ile
Pro
Asp
Met
115
Leu
Leu
Arqg
Gly
Lys
198

Sex

AsSn

FPhe
Thr
Glu
275
val
Lys
Gly

Glu

Arg Leu Leu

Ala Leu Leu
20

Glu Glu Ala
Leu Gly Arg

Gly Leuw Thr
70
Ala Lye Gly
85
Ser Asp Phe
100

Thr Met Gly'

Gly Leu Asp

Ala Gln Ala
150
Tyr Lys Lys
165
Glu Glu Glu
180
Thr Trxp Gln

Leu Arg Gly

Pro Phe Ile
- 230

Gly Ile Ile
245

Tyr Gln Lys

260

Pro Leu Leu

Val Asn Gln

Ser Val Arg
310
Leu Leu Gln
325
Glu Val lLeu
340

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(329)
<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400>

29

Glu
val
Leu
Met
55
Val
Gly
Leu
Glu
Pro
135
Ieu
Leu
Phe
val
Proa
215
Thr
Asp
Thr
Gln
Ala
295
hrxg
Leu

Leu
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Asp
Ala
Gln

10
Phe

Glu
Val
Cys
Leu
120
Gly
Asn
Ser
Glu
Ser
200

Ala

Val

Asn
Asp
Lys
280
Arg
Glu
Leu

Gln

Txp
Gly
25

Ala
Arg
Thr
Trp
Arg
105
Thr
Ile
Glu
val
Ser
185
Asp

Phe

Pro
Glu
265
Leu
Leu
Leu

Thr

Ala
345

Cys
10
Ile
Gly
Arg
Cly
Arg
80
Leu
Arg
Met
Ala
Phe
170
Trp
val
Glu
Glu
Arg
250
Lys
val
Asp
Gly
Leu

330
Glu

41

Arg
Pro
Leu
Asp
Ser
75

val
AsSn
Val
Ile
Leu
155
Ser
Met
Glu

Ile

Cys
238

Ala
Leu
Gln
Gln
Leu
ils
Ile

Leu

Gly
Pro
Ala
Glu
60
Ala
Ile
Glu
Leu
Pro
140
Lys
Gly
Phe
Lys
Ile
220
Leu
Leu
Ser
Lys
Val
300
Pro
Lya

Glu

Met
Thr
Pro
45

Asn
Leu
Phe
Phe
Gly
125
Glu
Pro
Arg
Hisa
Axrg
205
Arg

Lys

Gln
Ala
dly
285
Ile
Glu

Asp

Gly

Asgp
Cys
a0

Leu
Lys
val
Lys
Leu
110
Asn
Ile
Thr
hsp
Thr
190
Arg

val

Thr

val

T™yr
270
Ala
Ala
Gly
Lys

Tyx
350

Met
15

Gly
Gly
Asn
Pro
Pro
as

Lys
Arg
Arg
Leu
Pro
175
Ser
Arg
Leu
Leu
Lys
2%5
val
Ile
Gly

Ser

Glu
335

Cys

Aan
val
Glu
Val
Lys

Pro

Gln
Leu
Lys

Glu
240

T™yr
Leu

Glu

‘Ala

Pro
320
Ala

Thr
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Met

Ser

Met
Ser
Gly
Thr
Leu
145
Leu
Phe
val
Pro
Thr
225

Glu

PXo

Ala.

Gln
Glu
Met
S0

Leu
Pro
Asp
Txp
Pro
130
Asp
Thr
Asp
Ser
Ala
210
Thr

Ser

Gly

Met
Arg
Ile
35

Leu
Glu
Gly
Ala
Thr
115
Thr
AsBn
Leu
Pro
Asp
185
Ala
Ala

Ser

Glu

Gin Lys Val

275

Rla Arg Leu

250

Arg Arg Gln

30s

Pro Leu Ser

<210> 30

<211> 364
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 30

Thre
Xaa
20

Glu
Gly
Leu
Lys
Glu
100
val
Pro
Vval
Phe
TIp
180
val
Asp
Glu
Arg

Lys
260

Leu
Leu
Glu
Arg
Thr
Gly
85

FPhe
Gln
Gly
Ile
Ser
165
Leu
Glu
val
Cys
Asp

245
Leu

Leu Glu
Leu Val
Thr Leu

Met Phe
3]
Gly Ala
70 ‘
Gly val

Leu Glu
Asp Val

Pro Glu
13%

Gln Prao

150

Qly Arg

Glu His

Lys Arg

Ile Arg
215

Leu Lys

230

Ala Gln

Ser Ala
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Asp
Trp

Gln
40

Trp
val

Trp

Arg.

Ala
120
Met
Leu
Asp
Thr
Arg
200
Ile
Ala

Ile

Tyx

Trp

Gly

‘25

Ala
Arg
Asp
Lys
Leu
105
Arg
Pro
Val
Ile
Asn
185
Arg
Leu
Leu
Lys

val
265

Cys
10

Ile
Ala
Glu
Tyr
Vval
80

His
Val
Ala
Glu
Pro
170
Glu
Leu
Lys
Glu
Phe

25Q
Ile

Arg
Pro
Met
Glu
Ala
75

Leu
Leu
Leu
Glu
Ser
155
Gly
YVal
et
Ser
Gln
235

Leu

Arg

Gly
val
Pro
Asn
60
Ala
Phe
Phe
Gly
Mekt
140
Ile
Pro
Leu
Glu
ASn
220
val

Asn

Ley

Met
Aén
Gln
45

Ala
ile
Lys
Leu
Phe
125
Leu
Trp
Gly
Glu
Ser
205
Asn
Phe
Thr

Glu

Asp
Cys
30

val

Lys

Pro
Ala
110
Gln

Asn

Glu
Glu
190
Leu
Pro
Gly
Tyx

Pro
27¢

val
1s

Asp
Ser
Ala
Arg
PXo
95

Arg
Asn
TYyx
Lys
Glu
175

Txp
Arg
Ala
Sexr
Gln

255
Leu

Asn
Glu
Tyr
Ala
Glu
80

Thr
Glu
Pro
Ile
Axg
160
Thr
Gln
Gly
Ile
Val
240

Asn

Leu

Val Glu Lys Gly Ala Ile Asp Lys Asp Asn Val Asn Gln

2480

285

Glu Gln Val Ile Ala Gly Ala Asn His Ser Gly Ala Ile

295

3co

Leu Trp Leu Thr Gly Ala Gly Glu Gly Pro Gly Pro Lys

310

Val Ala Gly Ala Asp Pro

azs

42

315

320
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Mat
Glu

Ala

Val
65

Glu
Asn
Glu
val
Leu
145
Arg
Glu
Lys
ger
Asn
225
Phe
Thr
Glu
Ile
Asan
308
Pro

Glu

Asp

Ala
Gln
Glu
Arg
50

Leu
Val
Gln
Gly
Ser

130
Leu

Tyr
Glu
Glu
210
Pro
Gly
Tyr
Thx
Ala
290
Gln
Pro
Glu

Gly

<210> 31
<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 31

1

<210> 32
<211>8
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 32 _
Leu Thr Arg val Leu Gly Asn Arg

1

Leu
Lys
Ile
as

Leu
Leu
Gln
ABp
Gln
1158
Pro
Gly
Arg
Glu

Trp
195
Arg
Ser
ser
Gln
Leu
275
Asp
Met
Ser

Ala

Tyr
3-8

Ala
Ser
20

Gln
Leu
Glu
Gly
Thr
100
Thr
Ala
Gln
Lys
Serx
180
Pro
Gly
Ile
Leu
Glu
260
Leu
Gln
Leu
Phe
Ser

340
Gly

Leu
Leun
Glu
Gly
Leu
Lys
85

Glu
val
Thr
Ala
Leu
165
FPhe
val
Pro
Sex
Glu
245
Glu
Arg
Val
Trp
Leu
32s
Phe

Axg

5

Leu
Met
val
Lys

Leu
70

‘Gly

Phe
Ser
val
Met
i50
Axg
Glu
Thr
Ala
val
230
Ser
Gly
Arg
Arg
Cys
310
Glu
Glu

Trp

Glu
Val
Leu
Ile
55

Glu

Gly

Gly
Pro
135
Ala
val
Val
Glu
Leu
21%8
Glu
Axg

Glu

Leu
29%
Arg
Leu

Asn

Asn

ES 2 586 387 T3

Asp

Gln
40

Phe
Asp
val
Glu
Met
120
Cys
His
Phe
Txp
Ala
200
Asp
Glu
Arg
Lys
val
280
Glu
Leu
Met
Glu

His
360

Leu Ser Arg Ala Leu Gly His Glu
. 5

Trp
Gly
Glu

Arg

Thr

Trp
Axg
105
Phe
Ile
Ala
Ser
Leu
185
Glu
Leu
Cys
Thr
Vval
265
Glu

Gln

Lys

Ber
345
Glu

Cys
10

Ile
Thr
Lys
ABp
Lys

90
Leu

Ser

Pro
Gly
170
Glu
Lys
Met
Ley
Ala
250
Ser
Lya
val
Glu
Val
330
Ile

Gly

hxg
Pro
Leu
Gln
Val
?5

val
Asn
Ala
Pro
Gln
169
Serx
Gln
Lys
Hisg
Glu
23185
Gln
Ala
Arg
Met
Leu
3ls
Ile
Glu

Asp

43

Ile
Ala
Lys
Glu
60

Ser
Ile
Leu
Leu
Glu
140
Pro
Ala
Ala
Arg
Ile
220
Ala

Val

TYyY

Ala
Ala

aoo
Lys

Glu

Asp

Met
RAap
Ser
45

Asn
Ala
Phe
Phe
Gly

125
Leu

Val
Thr
Trp
205
val
Phe
Arg
val
Ile
285
Gly
ABp

Glu

Pro

Ser
Phe
30

Leu

Ala

Ile

Lys

Leu
110
Gln
Leu
Leu
Pro
Glu
199
Leu
Gln
Lya
Tyr
Leu
270
PTo
Ala
Gln
Glu

Glu
350

val
15

Glu
Gly
Asn
Pro
Thx
95

Glu
Glu

Ala

Ala
178
Ile
Ala
Ala
Gln
Leu
255
Arg
Arg
Thr
Gly
Glu

335
Glu

Asp
Glu
Arg
Ala
Ser
80

Pro
Lys
Gly
His
Met
160
Pro
val
Glu
Asp
val
240
Lys
Leu
Arg
Leu
Pro
320

Glu

Arg
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<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33
Leu Asp Ala Leu Gly His Glu
1 S

<210> 34

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34
Leu Glu Val Leu Gly Arg Glu
b 5

<210> 35

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Leu Lys Ala Leu Gly Asp Glu
.1 5

<210> 36

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Leu Ala 61n val Gly Asp Ser
1 3

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu
1 5

<210> 38

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38
Lev Arg Arg Ile Gly Aep Glu
1 5

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39
Leu Ala Gln Ile Gly Asp Clu
1 S

<210>40
<211> 213

44
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<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 40

Met
1
Ala
Ala
Ser
Ala
6S
Ile
Leu
His
Ser
Ala
145
Thrx
Lys
Ala

Leu

Glu val
Phe Asp

Leu Qly
k1

Trp Ser

50

4dlu val

Arg Pro
Cln Ser

Ile Phe
115
val Ala
130
Met Val

Leu Ala
Cys Val
Thr Leu

195

Leu Pro
210

<210> 41

<211> 211
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 41

Met
1
Pro
Glu
Ala
Leu
65
Ile
Leu
Lys
val
His
145
Phe
Trp
Val

Phe

Ala Ser
Ala Leu

Val Phe
k1)

Glu Gly

50

Gln Pro

Gly Asp
Gln Hie

Ile Ala
115

Ala Leu

130

Gly Leu

Met Leu
Val Ala
val Leu

195

Lys Ser
210

Leu
Arg
20

Axg
Ala
Cys
Ser
Glu
100
Ser
Ala
His
Thr

Val
180
cys

Glu

Gly
Pro
20

hrg
val
Ser
Asp
Leu
100
Thr
Leu
Thr
Hise
Ala

180
Gly

Arg
5
Ser

Glu.

Pro
Thr
val
-1

Pro
Ala
Gly
Ala
165
Ser

Ser

Arg

Gln
Ser
Sex
Ala
Ber
Ile
85

Gln
Ser
Gly
Gly
His
165

Leu

val

Arg

Pro

Glu
val
70

Tyr
val
Gly
Leu
Leu
150
Leu
Thrx

Phe

Gly

Ala

Ala
Thy
70

Asn
Pro
Leu

Phe

Phe
150
Cys

Asn

val

Ser
Thr
val
Arg
55

Leu
Arg
val
Ile
Ala
135
val
hrg
Asp

Gly

Pro
Ser
val
Pro
58

Met
Axg
Thx
Phe
Gly
135
Leu
Ile

Leu

Leu

Ser
Aap
His
40

Ala
Leu
Asn
Thr
Thr

120
Val

Asp
Arg
Pro

Arg
200

Gly

Glu

ES 2 586 387 T3

val
Lys
25

Ala
Ser
Arg
Val
AP
108
Trp
Asp
Cya
Arg
Gly

185
Phe

Pro

Glu

25

Phe
40

Ala
Gly
Arg

Ala

Clu
120

Tyr
Gly
Ala
Gly

Leu
200

Tyr
Asp

Gln

Glu
105
Ser
hArg
Gln
Axg
Asn

185
Gly

Phe
10
Glu
Arg
Pro
t.eu
Ala
20
Ala
Gly
Cys
Lew
aly
170
Phe

Leu

Pro
10

Gln
Arg
Pro
val
Asp
80

AsSn
Gly
Leu

val
Trp
170
Gly

Gln

Ala

Leu
Leu
Ala
Gly
75

Arg
Phe
Lys
val
Gly
155
Gly
Arg

Lys

Arg
val
His
Glu
Gly
75
Ser
Ala
Ile’
Ala
Thr
155
Ile

Pro

Phe

45

Ala
val
Leu
PxQ
60

ASp
Gln

Leu

va{

Arg
140
Glu

Ser

Ala

Gln
Ala
Gln
Met.
60

Arg
Glu
TyYr
Asn
Leu
140
Arg
Ala
Ile

val

Glu
Ala
Arg
45

Gly
Glu
Leu
Ala
val
125
Gln
Phe
Thr
His

Ala
205

Glu

Ile
Gln
30

Ala
Gly
Leu
His
Val
110
Ser
Ala
Val

Asp

Trp
190
Phe

Cys

Gln Asp

Gln
45

val
Gln
Phe
Glu

Trp
125

30
Glu

Thr
Leu
Gln

Tyr
110
Gly

His val

FPhe
Gln

Leu

Val
Arg

Agn
190

Val Arg

208

Met
1s
Ala
Qly
Arg
Glu
Ile
‘98
Ala
Leu
Gln
Arg
Val
175

Leu

Phe

Gly
1s
Thy

Gln

Leu
Ala
Thr
a5

Phe
Arg
Tyr
val
Gly

175
val

Asp
Lys
Leu
Leu
Gln
80

Pro
Gly
Tyr
Pro
Lys
160
Leu

Val

Leu

Glu
Glu
Glu
Pro
Ile
80

Met
Thr
Val
Gln
Asp
160
Gly

Leu

Phe
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<210> 42
<211>192

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 42

Met Asp
1

Glu Gln

Asp Ary

Pro val
50

Arg Ile

65

Ala Ala

Ala Asp

Leu Phe

val Pro
130

Arg Glu

145

Leu Leu

val Ala

<210> 43
<211>192

Gly Ser

Ile Met
20

Ala Gly

35
Pro Gln

Gly Asp
Val Asgp

Met Phe
100

Tyr Phe
115

Glu Leu
Arg Leu
Ser Tyr

Gly val
180

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 43
Met Ala
1

val Gly

Gly Glu

Gly Asp
50

Ala Gln

65

val Ser

Ala Phe
Glu Met

Leu Glu
13a

Glu Phe

145

Leu Arg

val Ala
<210> 44

<211> 194
<212> PRT

Thr Pro

Tyr Lys
20

Gly Pro

15

Glu Phe

Leu His
Asp Glu
Phe Vval
100
Glu Pro
115
Thr Arg
Thr Ala
Glu Gly

Leu Gly
la0

Gly Glu

S

Lys Thr
Arg Met
Asp Ala
Glu Lew

Thr Asp

85

Ser Asp

Ala
Ile
Leu
Phe

165
Leu

ARla
s
Leu
Ala
Glu
val
Leu
85
Phe
Leu
Leu
Leu
ASnD

165
Ala

70

Ser
Arg
Gly
150
Gly

Thr

Ser
Arg
Ala
Thr
Thr
70

Phe
Gly
val
Ala
150
Trp

Leu

Gln Pro

Gly Ala

Gly Gly
40

Ser Thr
58

Asp Ser:

Ser Pro
Gly Asn
Lys Leu
120
Thr Ile_
135
Trp Ile
Thr Pxro

Ala Ser

Pra RAap
Gln Lys
Agp Pro
40
Arg Phe
Pro Gly
Gln Gly
Ala Ala
Gly Gln

129
Asp Trp
135
Gly Asp
Ala Ser

Val Thr

ES 2 586 387 T3

Arg
Leu
25

Glu
Lys
Asn

Arg

Phe
10S

Val
Met
Gln
Thr

Leu
185

Thr
Gly
Leu
Arg
Ser
Gly
Leu
108
Val
Ile
Gly

val

Val
185

Gly
10
Leu
Ala
Lys
Met
Glu
90
Asn
Leu
Gly
Asp

170
Thr

Arg
Tyr
His
Arg
Ala

Pro
20

Cya
Gln
His
Ala
Arg

170
Gly

Gly
Leu
Pro
Leu
Glu

75
Val

Trp

Lys
Trp
Gln
155
Gln

Ile

Rla
val
Gln

Thr

‘Gln

78
Asn

Ala
Glu
Ser
Leu
155
Thr

Ala

46

Gly
Gln
Glu

Ser
60

Pro
Gly
Leu

45
Glu

Leu Gln

Phe

Phe

Gly Arg

Ala
Thr
140
Gly
Thr

Trp

Leu

Ala
Phe
60

Gln
Trp
Glu
Trp
Ser
140
Glu
val

Phe

Leu
125
Leu
Gly.
Val

LyE

Val
Gly
Met
45

Ser
Arg
Gly
Ser
Met
12S
Gly
Glu

Leu

Phe

Thr
Fhe

30
Ala

Cys
Arg
Arg

val
110

Cys
Asp
Trp
Thr

Lye
190

Ala
Ala
30

Arg
Asp
Phe
Rrg
Val
110
Val
Gly
Ala

Thr

Ala
190

Ser
15
Ile

Leu

Ser
Gln

Asp

Leu Lys

Met
Val
95
val
Thr
Phe
Asp
Ile

175
Met

Asp
Gly
Ala
Leu
Thr
Leu
a5

Asn
Ala
Trp
Arg
Gly

175
Ser

Ile
80
Ala

Ala

Lys
Leu
Gly
160Q
Phe

Gly

Phe
Pro
Ala
Ala
Gln
80

val
Lys
Tyr
Ala
Arg
160
Ala

Lys
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<213> Homo sapiens

<400> 44
Met Ser Gln Ser
1
Leu Ser Gln Lys
20
Asn Arg Thr Glu
35

Gln hla Leu Arg
50

Ala Phe Ser Asp

Tyr Gln Ser Phe

Asn Trp Gly Arg
100

Vval Clu Ser val

11s
Ala Trp Met Ala
130
Glu Asn Gly Gly
145

Ala Ala Glu Ser

Thr Gly Met Thr
180

Arg Lys

<210> 45

<211> 200

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
Met Ala His Ala
1
Lys Tyr Ile His
, 20
Gly Asp Val Gly
as
Pro Val Pro Pro
50
Phe Ser Axg Arg
€5
Hie Leu Thr PFro

Glu Leu Phe Arg
lo0

Glu Phe Gly Gly

118
Pxo Leu Val Aap
130

His Leu His Thr

145

Glu Leu Tyr Gly

Ser Leu Lys Thr

180

Leu Gly Ala Tyr
195

<210> 46
<211> 231
<212> PRT

Asn
G}y
Ala
Glu
Leu

Glu
85

Ile
Asp
Thr
Txp
Arg

163
val

Gly
Tyr
Ala
val
TYYr
Phe
85

Asp
Val
Asn
Trp
Pro
165
Leu

Leu

AYg
Tyr
Pro
Ala
Thr
70

Gln

Val

Lys

Asp
150
Lys

Ala

Arg
Lys
Ala
val
Arg
70

Thr
Gly
Met
Ile
Ile
150
Ser

Leu

Ser

<213> Caenorhabditis elegans

Glu Leu

sexr Trp

Arg Glu

40

Gly Asp

55

Ser Gln

Val Vval

Ala
Glu
Leu
1as
Thr
Gly

Gly

Thr
Leu
Pro
His
55

Gly
Ala
val
Cys
Ala
135
Gln
Met

Ser

His

Phe
Met
120
Asn
Phe
Gln

val

Gly
Ser
Pro
40

Leu
Asp
Arg
Asn
Val
120
Leu
Asp
Arg

Leu

Lys
200

ES 2 586 387 T3

val Val
10

Ser Gln

25

Val Ile

Glu Phe
Leu His

Asn Glu
11

Phe Ser
105
Gln val

Asp His
Val Glu

Glu Arg

170
Val Leu
1as

Tyr Asp
1o

Gln Arg

25

Gly Ala

Ala Leu
Phe Ala
Gly Arg
Trp Gly
105
Glu Ser
Trp Met
Asn Gly
Pro Leu
170

Ala Leu
185

Asp
Phe
Pro
Glu
Ile

15
Leu

Phe
Eer
Met
Leu
60

Thx

Phe

Leu Ser

Agp Val

Ala
45
Arg

30

Ala

Tyr

Pro Gly

Arg RAsp

Phe Gly @ly Ala

Leu
Leu
Leu
155
Fhe

Leu

Asn
Gly
Ala
AYrg
Glu
75

Phe
Arg
val
Thr
Gly
158
Phe

val

47

Val

Ser
125

Glu Pro

140

Tyr Gly

Asn Arg

Gly ser

Arg
Tyr
Pro
Gln
Met
Ala
Ile
Asn

Glu
140

Trp
Asp

Gly

Glu
Glu
Pro
45

Ala
Ser
Thr
val
Arg
125
Tyr
Asp
Phe

Ala

110
Arg

Trp
Asn
Trp

Leu
190

Ile
Trp
Ala
Gly
Ser
val
Ala
110
Glu
Leu
Ala

Ser

Cys
190

Tyr
Glu
Val
Arg
Thr

Gly
95

Lys
Glu
Lys
Arg
Ala

80
val

Leu Cys

Ile Ala

Ile Gln

Asn Ala

160

Phe Leu
175
Phe Ser

Val

Met

Asp Ala

Leu Ser

Asp Asp

Gln Leu

Val
95
Phe

Met

80
Glu

Phe

Ser

Asn Arg

Phe

Trp
178
Ile

Val
160
Leu

Thr
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<400> 46
Ser Pro Ser Arg Gln Ala Ser Thr
1 5 .
Ile Asp Gly Lys Ile Asn Rsp Trp
20
Gly Phe val Vval Asp Tyr Phe Thr
a5 40
Glu Trp Phe Gly Ala Pro Gly Leu
S0 55
Glu Met Met Arg Val Met Gly Thr
65 70
Asn Phe Glu Thr Phe Cys Glu Gln
85
Phe Ser Leu Tyr Gln Asp Val Val
100
ASp Gln Cys Pro Met Ser Tyr Gly
115 120
Gly Gly Phe Val Ala Rla Lys Met
130 135
Gln Val Arg Asn Leu Phe Val Tyr
145 159
Ile Arg Asn Asn Trp Lys Glu His
165
Thr Leu Gly Lys Gln Met Lys Glu
180
Lys Val Gly Arg Arg Lys Glm Asn
195 200
Gly Val Thr Ala Gly Ala Ile Gly
210 ' 215
Arg Met Met Phe Ser Leu Lysm
225 230

<210> 47

<211> 270

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<221> VARIANTE
<222> 77,114, 123, 16B, 221
<223> Xaa = cualquier aminoacido

<400> 47

Met Ala Ala Pro Gln Asp Val His

1 . 5

Val Lys Phe Asp Leu Glu Val Lys

20 :

Cys Ser Gly Pro Leu Ser Ala‘'Leu
35 40

Glu Lys Phe Gln Gln Leu Arg His

S0 55

Arg Ala Thr JIle Asn Glx Ala Ser

65 70

Glu Leu Thr Asp Phe Ser Ser Thr

85
Tyr Phe Val Thr Phe Ser Asp Leu
100

Lya Xaa Ser Glu Lys Gln Leu Leu
115 120

Lys Gln Asn lLeu Lys Asn Gln Ala

130 135

Cys Lys Leu Ala Ile Aap Asn Ile

145 150

Gln Asp Leu Leu Rla Gln Arg Xaa

165

ES 2 586 387 T3

Arg
Glu
25

His
Pro
Ile
Leu
Arg
ios
Arg
Met
Thr
Asn
Asp
145
Arg

Ile

val
Ala
25

Thr
Arg
Thr
Gln
Glx
105
Leu
Eer

Arg

Thr

Arg
10

Glu
hArg
Cys
Pha
Leu
1)

Thr
Leu
Glu
Ser
Arg
170
TYyx
Arg

val

Arg
1o

Leu
Glu
Ile
Ile
Asn
940

Gln
Gln
Trp
Lys

Tyr
170

Met
Pro
Ile
Gly
Glu
75

Ala
val
Ile
Ser
Leu
155
Ser
Giu

Trp

Gly

Ile
Ile
Leu
Gln
Thr
75

Asp

Leu

Xaa

Ala
155
Lys

48

Ser
Arg
Aryg
Val
60

Lys
val
Gly
Gly
Val
140
FPhe
Trp
Arg

Ser

VvVal
220

Gln
Asn
Pro
&0

Thy
Phe
Ala
val
Lye
140

Aen

Lys

Ile
Leu
Gln
45

Gln
Lys

Pro

Asn

Leu
125
Glu
Iie
Asp
Ala
Met

205
val

Asn
Agp
45
Val

Xaa
Asn
Lys
Glu
125
hla

Leu

Ser

Gly
Asp
30

Asn
Pro
His
hxg
Ala
110
Ile
Leu
Lys
Asp
Glu
180
Ile

Val

Gln
Ile
30

Lys
Leu
Leu
Sexr
Glx
110
Asn
Asn

Leu

Leu

Glu
15
Ile
Gly
Glu
Ala
Ile
as
Gln
Ser
Gln
Thr
Phe
175
Ala
Gly

Cys

Glx
15
Arg

val

Pro
g5

Gln
Arg
Leu

aGln

Ala
175

Ser
Glu
Met
Hip
Glu
80
Sex
Thr
Phe
Gly
Arg
160
Met
Glu
Ala

Gly

Ile
Asp
Lys
Gln
Tyr
80

Thr
Aap
Lys
Thr
Gln

160
Gln
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Tyr Ser Ser Thr Ile
180
Ala Gln Gln Val Gln
195
Ser Ser Arg Thr Ile
210
Gln Thr Ile Gln Leu
225
Glx Leu Thr Asp Lys
245
Rla Thr Val Leu Tyr
260

<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 48

Lys Ala Glu Leu Leu Gln Gly Gly Asp Lys Lys Arg Gln Arg

1 5

<210> 49

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 49

Thr
Gln
Leu
Gln
230

Leu

Ile

Lys
Ser
Asp
215
Arg

Leu

val

Ser
Glu
200
Ala
Lys
Ile

Lys

ES 2 586 387 T3

Leu
185
Glu
Lys
Leu

Phe

Lys
265

Asn
Ala
Glu
Ile
Leu

250
Axyg

10

Gly
Asn
Glu
Thr
235

Ala

Leu

Ile
Gln
Thr
220
Lys
Leu

Phe

Ser
Serx

205
Xaa

TyY
Arg

Pra

Axg
190
Leu
Ser
Met
Leu

Phe
290

Gln
val
Asn
Arg

Thr
255

Ala Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met Asp Val Ser

1 3

<210> 50

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 50

10

Ala Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly Asp GQlu Met Asp Leu Cys

1 5

<210> 51

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 51

10

Ala Arg His Leu Ala Gln Vval Gly Asp Ser Met Asp Arg Ser

1 5

<210> 52

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

10

49

Lya
Thr
Ser
Arg

240
Leu
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<220>
<223> Péptido natural

<400> 52 .
Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn Arg Arg
1 5 10

<210> 53

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 53
Ala Ala Arg Leu Lys Ala Leu Gly Asp Glu Leu His Gln Arg
1 S 10

<210> 54

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 54
Ser Glu Cys Leu Arg Arg Yle Gly Asp Glu Leu Asp Ser Rsn
1 5 10

<210> 55

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 55
Ala Gln Glu Leu Arg Arg Ile Gly A¢p Glu Phe Asn Ala Tyr
1 5 10

<210> 56

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 56
Cys Thr Val Leu Leu Arg Leu Gly Asp Glu Leu Glu Gln Ile
1 5 10

<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural
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<400> 57
Lys Gln Ala Leu Arg Glu Ala Gly Asp Glu Phe Glu Leu Axg
1 S 10

<210> 58

<211> 14

<212>. PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 58
His Leu Thr Leu Arg Gln Ala Gly Asp Asp Fhe Ser Arg Arg
1 5 10

<210> 59

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 59
Leu Glu Thr Leu Arg Arg Val Gly Asp Gly Val Gln Arg Asn
1 S 10

<210> 60

<211> 184

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Met Glu Pro Ser Gln Cys Val Glu Glu Leu Glu ASp Asp Val

1 5 10

Pro Glu Asp Gly Glu Pro Val Thr Gln Proc Gly Ser Leu Leu

20 25 30

Phe Gln
1s
Ser Ala

Rsp Leu Phe Ala Gla Ser Leu Leu Asp Cys Pro Leu Ser Arg Leu Gln

as <0 45

Leu Phe Pro Leu Thr His Cys Cys Gly Pro Gly Leu Arg Pro Thr Ser

50 55 60

Gln Glu Asp Lys Ala Thr Gln Thr Leu 8er Pro Ala Ser Pro
65 70 75
Gly val Met Leu Pro Cys Gly Val Thr Glu Glu Pro Gln Arg
85 20
Tyr Gly Asn Ala Gly Tyr Arg Leu Pro Leu Pro Ala Ser Phe
100 10eS 1190

val Leu Pro Ile Gly Glu Glmn Pro Pro Glu Gly Gln Tyr Gln

115 120 125
Ala Glu Vval Gln Ile Ala Arg Lys Leu Gln Cys Ile Ala Asp
130 138 140

His Arg Leu His val Gln Gln His Gln Gln Asn Gln Asn Pro

145 15¢ 155

Asn Gln Ile Leu Leu Phe Leu His Asn Leu Ala Leﬁ hAan Gly

165 g 170
Asn Pro Asen Gly Ala Gly Pro Arg
180

<210> 61

<211> 185

<212> PRT

<213> Mus musculus

51

Ser Pro
BC

Leu Phe

g9s

Pro Ala

His Gln
Gln Phe
Val Trp

160

Glu Glu
175
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<400> 61
Met Glu
1

Ser Glu

hsp Leu

Leu Phe
50

Gln Glu

&5

Gly val

Tyr Gly
Gly Ser

Arg Rla
130

Phe Hins

145

Trp Asn

Glu Asn
<210> 62

<211>15
<212> PRT

Pro
ABD
Phe
35

Pro
Asp
Met
Asn
Pro
118
Glu
Arg
Gln

Pro

Pro
Gly
20

Ala
Leu
Lys
Leu
Ala
100
Leu
val
Leu

val

Glu
180

Gle
Glu
Gln
Thx
Aia
Pro
85

Gly
Gly
Gln
His
Phe

165
Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido natural

<400> 62

Ile Rla Arg Lys Leu Gln Cys Ile Ala Asp Gln Phe Mis Arg Leu
10

1

<210> 63
<211>14
<212> PRT

s

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido natural

<400> 63

Cys
Pro
Ser
His

Thr
70

Cya
Tyr
Glu
Ile
Thr
1540

Leu

val

Val
Gly
Gln
Cys
55

Gln
Gly
Axrg
Gln
Rla
135
Gln

Phe

Gly

Glu
Thr
Leu
40

Cys
Thr
val
Leu
Pxo
120
Pro
Gln

Leu

Pro

ES 2 586 387 T3

Glu
Gln
25

Asp

Gly

Thr
Pro
105
Pro
Lys
His
Gln

Terp
185

Leu
10

Pro
Cys
Pro
Ser
Glu
90

Leu

Glu

Gln

Aen
170

Glu
Gly
Pro
Gly
Pro
75

Glu
Pro
Gly
Gln
Gln

15%
Leu

Asp

Gly

Leu
60

Ala
Pro

Ala

Qln

Cys
140
Asn

Ala

Asp
Leu
Ser
45

Arg
Ser
Gln
Ser
Phe
125
Ile
Arg

Leu

Val
Leu
ao

Arxg
Pxo
Pro
Arg
Phe
1140
Leu
Ala

Asp

Asn

15

Ile Ala Gln Glu Lew Arg Arg Ile Gly Asp Phe Asn Ala Tyr
‘ 10

1.

<210> .64
<211>13
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido natural

<400> 64

Ile Gly Ser Lys lLeu Ala Ala Cys Rep Phe Asp Ala Gln
10

1

<210> 65
<211>12
<212> PRT

5

52

Phe
15

Ser
Leu
:[le
Ser
Leu
95

Pro
Gln
ABp
Arg

Arg
175

Gln
Ala
Gln
Ser
Gln
80

Phe
Ala
His
Gln
Ala

180
Gln
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 65
Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asn Arg Arg
1 5 10

<210> 66

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 66
Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly Asp Asp Ser Asn
1 5 10

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 67
Ala Leu Leu Ala Cys Ile Gly Asp Rep Val Ser
1 5 10

<210> 68

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 68
Thr Ala Ala Leu Lys Ala Gly Asp His Gln Arg
1 S 10

<210> 69

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 69
Gly Arg Glu Leu Arg Arg Ser Asp Phe Val Asp Ser
1 5 10

<210>70

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural
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<400> 70
Ser Ser Ala Ala Glu Glu Leu Ala Ala Ala Leu Arg Arg Ile Gly Asp
1 S i0 15

Glu Leu Asp Arg Arg Tyr
20

<210> 71
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 71
Glu Gly Pro Ala Asp Pro Leu His Gln Ala Met Arg Ala Ala Gly Asp
1 5 10 15
Glu Phe Glu Thr Arg Phe
20
<210>72
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 72
Leu Gln Pro Sexr Ser Thr Met Gly Gln Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile
1l 5 10 1s
Ile Gly Asp Asp Ile Asn Arg Arg
20
<210>73
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 73
Gln Asp Ala Ser Thr Lys Lys Leu Bexr Glu Cys Leu Lys Arg Ille Gly
1 5 10 15
Agp Glu Leu Asp Ser Asn
20
<210> 74
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 74
Ala Leu Ser Pro PBro Val Val His Leu Ala Leu Arg Glm Ala Gly Asp
1 5 1¢ 15
Asp Phe Ser Arg Arg Tyr
20
<210>75
<211> 25
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 586 387 T3

<220>
<223> Péptido natural
<400> 75
Asn Leu Trp Ala Ala Gln Arg Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Arg Met Ser
1 S lo 1%
Asp Glu Phe vVal Asp Ser Phe Lys Lys
20 a5
<210>76
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 76
Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp
1 g 1c 15
Ser Met Asp Arg Ser Ile
20 .
<210>77
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 77
Glu Vval Ile Pro Met Ala Ala Val Lys Gln Ala Leu Arg Glu Ala Gly
1 5 10 18
Asp Glu Phe Glu Leu Arg Tyx
20
<210>78
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 78
Met Glu Gly Ser Asp Rla Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met
1 5 10 15
Asp val Ser Leu
20
<210>79
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 79
Met Arg Pro Glu Ile Trp Ile Ala Gln Glu Leu Arqg Arg Ile Gly Asp
1 -1 10 15

Glu Phe .Asn Ala Tyr Tyr
! 20
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<210> 80
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 80
Ser Sexr Ala’'Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Ala Leu Gly Rap
1 S 10 15
Glu Leu His Gln Ars Thr
20
<210> 81
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 81
His Gln Ala Glu Val Gln Ile Ala Arg Lys Leu Gln Cys Ile Ala Asp
1 5 10 15
Gln Phe Kis Arg Leu His
’ 20
<210> 82
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 82
Ile Glu Arg Arg Lys Glu Val Glu Ser Ile Leu Lys Lys Asn Ser Asp
1 5 10 15
Trp Ile Trp Asp Trp Ser
20
<210> 83
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Péptido natural
<400> 83
Gly Arg Leu Ala Glu Val Cys Ala Val Leu Leu Arg Leu Gly Asp Glu
1 5 10 15
Leu Glu Met Ile Arg Pro
20
<210> 84
<211>19
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural
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<400> 84
Leu Ala Glu Val Cys Thr Val Leu Leu Arg Leu Gly Asp Glu Leu Glu
1 5 10 15

Gln Ile Arg

<210> 85

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 85

Met Thr Val Gly Glu Leu Ser Arg Ala Leu Gly His Glu Asn Gly Ser
1 S 10 15

Leu Asp Pro :

<210> 86

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 86
Ala Thr Ser Arg Lys Leu Glu Thr Leu Arg Arg Val Gly Asp Gly Val
1 s 1¢ 15
Gln Arqg Asn His Glu Thr Ala
20

<210> 87

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 87
Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Ala Leu Gly Aap
1 5 10 1§
Glu Leu Hia Gin Arg Thr
20

<210> 88

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 88
alu Gln Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln leu Arg Arg Met Ala Asp
L 5 10 is
kep Leu Aan Ala Gln Tyr ’
20 )

<210> 89

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
57
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<223> Péptido natural

<400> 89

Ala Glu Leu Pro Pro Glu Phe Ala Ala Gln Leu Arg Lys Ile Gly Asp

1 5 10 15
Lys val Tyr Cys Thr Trp . :
' 20

<210> 90

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 90

Prxe Ala Asp Leu Lys Asp Glu Cys Ala Gln Leu Arg Arg Ile Gly Asgp

1 5 10 15
Lys Val Asn Leu Arg Gln
20

<210> 91

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido natural

<400> 91

val val Glu Gly Glu Lys Glu Val Glu Ala Leu Lys Lys Sex Ala Asp

1 5 10 15
TYp Val Ser Asp Trxp Ser . .
20

<210> 92

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 13,17

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE

<222> 18

<223> Xaa = L-asparigina

<221> VARIANTE

<222> (L)...(23)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 92
Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa Val Gly Asp
1 5 10 15
Xaa Xaa Asp Arg Ser Ile T
29 ‘

<210> 93

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
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<221> VARIANTE
<222> 12,16
<223> Xaa = un aminoacido fijado
<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 93
Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Axg His Leu Ala Xaa Val Gly Asp Xaa
1 5 10 as
Xaa Asp Arg Ser Ile
20
<210> 94
<211> 23
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 13,17

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222> 18
<223> Xaa = L-asparagina

<400> 94
Clu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa Val Glu Asp
1 -] 1qQ 15
Xaa Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
20

<210> 95

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>12, 16

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222> 17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 95
Asp Ile Ile Arg Asn lle Ala Arg His Léu Ala Xaa Val Glu Asp Xaa
1 5 10 15
Xaa Asp Arg Ser Ile :
20
<210> 96
<211>22
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>12,16

<223> Xaa = un aminodcido fijado
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<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 96
Asp lle Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa Val Ser Asp Xaa
1 5 10 15
Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
20
<210> 97
<211> 22
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 12,16

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 97
Asp Ile Ile Arg Asn Ile RAla Arg His Leu Ala Xaa Val Gly Asp Xaa
1 5 10 1s
Xaa Asp Arg Ser Ile Txp
20
<210> 98
<211> 22
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>.12, 16

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222> 17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 98
Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg Hie Leu Ala Xaa Val Glu Asp Xaa
1 5 10 15
Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
20
<210> 99
<211> 23
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 8,12

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE

<222>18
<223> Xaa = L-asparagina

60
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<400> 99
Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Xaa Arg His Leu Xaa GIn Val Gly Asp
1 -] 10 15

Ser Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
20

<210> 100

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustituciéon de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>7,11

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222> 17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 100
Asp TIle Tle Arg Asn Ile Xaa Arg His Leu Xaa Gln Val Gly Asp Serx
1 5 10 - 35
Xaa Asp Arg Ser Ile
20
<210> 101
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>4,8

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<400> 101 , ,
. Arg Asn Ile Xaa Arg His Leu Xaa Gln Vval Gly Asp Ser Xaa Asp Arg
1 ‘ 5 . 10 15
Trp

<210> 102

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 8,12

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222>18
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 102
Glu hsp Ile Ile Arg Asn Ile Xaa Arg His Leu Xaa Gln val Glu Asp
1 5 10 ’ 1s
Ser Xaa Asp Arg Ber Ile Trp '
20
<210> 103
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<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>7, 11

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 103
Asp Ilé Ile Arg Asn Ile Xaa Arg His Leu Xaa Gln Val Gly Asp Ser
1 5 10 15 =
Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
20
<210> 104
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>7,11
<223> Xaa = un aminoacido fijado
<221>VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 104
Asp Ile Ile Arg hAsn Ile Xaa Arg His Leu Xaa Gln val Glu Asp Ser
1 5 10 1s
Xga Agp Arg Ser-Ile
20
<210> 105
<211>23
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>9,13

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE

<222> 18

<223> Xaa = L-asparagina

<400> 105

Qlu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Xaa Hie Leu Ala Xaa Val Gly Asp
1 5 10 15

Ser Xaa Asp Axrg Sex Ile Trp
20

<210> 106

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural

Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg Xaa Leu Ala Gln Val Gly Asp

<220>

<221> VARIANTE

<222> 10,17

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE

<222> 18

<223> xaa = L-asparagina

<400> 106

1 5

Xaa Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
20

<210> 107

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural

<221> VARIANTE
<222>5,9,13,17
<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222> 18
<223> Xaa = L-asparagina

<400> 107

Glu Asp Ile Ile ¥Xaa Asn Ile Ala Xaa Hie Leu Ala Xaa Val Gly Asp

i 5
Xaa Xaa Rsp Arg Ser Ile Trp

20

<210> 108

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural

<221> VARIANTE
<222> 14,18
<223> Xaa = un aminoacido fijado

<221> VARIANTE
<222>15
<223> Xaa = L-asparagina

<400> 108

Asn Leu Trp Ala Ala Gln Arg Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Xaa Xaa Sex

25

ES 2 586 387 T3

10

10

10

1 5
Asp Xaa Phe val Asp Sex Phe Lys Lys
20
<210> 109
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural

<221> VARIANTE

63
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<222> 12,16
<223> Xaa = un aminoacido fijado
<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 109
1 5
Xaa Asp Arg Ser Ile
To20

<210> 110
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 586 387 T3

10

a val 4ly

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural

<221> VARIANTE
<222> 12,16
<223> Xaa = un aminoacido fijado

Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Axg His Ala ‘Ala Xaa val Glu Ala Xaa

<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 110

1 5
Xaa Rsp Arg Ser Ile

20

<210> 111
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido generado por un aminoacido no natural
<221> VARIANTE
<222>9,13

<223> Xaa = un aminoacido fijado

<400> 111

Ile Trp Ile Ala Gln Glu Leu Arg Xaa Ile Gly Agp Xaa Phe Asn Ala

1 5
Tyr Tyr Ala Arg Axg
20

<210> 112

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

10

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural

<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = L-asparagina

<400> 112

64

Ala
is

15

Xaa
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Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Aap

1 5 10 15
Ser laa Asp Arg Ser Ile Trp
20
<210> 113
<211>23
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustituciéon de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 13,17

<223> Xaa = enantidomero S del aminoacido olefinico en el carbono 5

<221> VARIANTE
<222> 18
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 113
Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa Val Gly Asp
1 S 10 15
.Xaa Xaa Asp Arg Ser lle Trp -
20 .
<210> 114
<211> 23
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 13,17

<223> Xaa = Enantiomero S del aminoacido olefinico en el carbono 5

<221> VARIANTE
<222>18
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 114
Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa val Glu Asp
1 : 5 10 15
Xaa Xaa Asp Arg Ser Ile Trp
. 20
<210> 115
<211>23
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222> 8,12

<223> Xaa = Enantiomero S del aminoacido olefinico en el carbono 5

<221> VARIANTE

<222>18

<223> Xaa = L-asparagina

<400> 115

Gle Asp Ile Ile Arg Asn Ile Xaa Arg His Leu Xaa Glmn val Glu Asp
1 5 10 1%

Ser Xaa Rep Arg Ser Ile Trp
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<210> 116

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE

<222>9,13

<223> Xaa = Enantiomero S del aminoacido olefinico en el carbono 5

<221> VARIANTE
<222>18
<223> Xaa = L-asparagina
<400> 116
Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Xaa His Leu Ala Xaa val Glu Asp
1 5 10 1s
Ser Xaa hsp Arg Ser Ile Trp
’ 20 ' .
<210> 117
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Péptido generado por la sustitucion de un aminoacido no natural
<221> VARIANTE
<222>10

<223> Xaa = enantiémero R del aminoacido olefinico en el carbono 5

<221> VARIANTE
<222>17
<223> Xaa = enantiomero S del aminoacido olefinico en el carbono 8

<221> VARIANTE

<222>18

<223> Xaa = L-asparagina

<400> 117

Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg Xaa Leu Ala Gln Val Glu Asp
1 5 10 15

Xaa Xaa RAap Rrg Ser Ile Trp ’

20

66



10

15

20

25

30

ES 2 586 387 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido a-helicoidal adecuado para activar o inhibir la muerte celular de formula (1):

en la que:

cada R y Rz son independientemente H, alquilo C4-Cy, alquenilo C>-Cy, alquinilo C,-Cyo, arilalquilo,
cicloalquilalquilo, heteroarilalquilo o heterociclilalquilo;

R3 es un reticulante que es alquilo C1-Cao, alquenilo C2-Cyo 6 alquinilo Co-Cyo; donde R3 esta sustituido con
de 0 a 6 Rs;

Rs es halégeno, alquilo, ORs, N(Rs)2, SRs, SORs, SO2Rs, CO2Rs, Rs, un epdxido, un resto fluorescente o un
radiois6topo;

Rs es H, alquilo o un agente terapéutico;

X €s un numero entero seleccionado de 2, 3 6 6;

cada y es independientemente un numero entero de 0 a 100;
z es un numero enterode 1a 10; y

cada Xaa es independientemente un alfa-aminoacido; y

en donde el polipéptido es transportado o es transportado activamente a través de la membrana celular,
segun se determina en un ensayo que comprende preparar un polipéptido marcado con fluorescencia,
aplicar el polipéptido marcado con fluorescencia a una célula intacta y someter a ensayo la célula en cuanto
a fluorescencia celular por microscopia o deteccién de fluorescencia celular de alto rendimiento.

. El polipéptido de la reivindicaciéon 1, en el que R y Rz son H o alquilo C1..

. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que Rs es un alquilo, alquenilo o alquinilo de cadena lineal.
. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que R3 es alquilo.

. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que R3 es alquenilo.

. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que z es 1.

. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que R1 y Rz son cada uno metilo.

. El polipéptido de la reivindicacion 7, en el que x es 3 6 6.

© 0 N o 0 »~ W N

. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que R3 es alquilo Cg 6 alquenilo Cgy x es 3.

10. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que R3 es alquilo C41 0 alquenilo C11 y x es 6.

11. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que Rs es -CH2-CH2-CH2-CH=CH-CH2-CH2-CHo-.

12. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se une a un polipéptido de la familia BCL-2.

13. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido comprende un dominio de homologia BCL-2 o0 un
dominio BH3.

14. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se une a un dominio BH1, BH2 o BH3.

15. El polipéptido de la reivindicacion 4 o de la reivindicacion 5, en el que Rs es alquilo Cg o alquilo C11.
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16. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15, y un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Compuesto
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Secuencia
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Compuesto Secuencia
BID BH3 EDIIRNIARHLAQVGDSN, DRSIW
SAHB, EDTIRNIARHLA*VGD*N DRSIW
SAHBA (G- [) FDITRNTARHLA*VED*N, DRSIW
SAHBg EDIIRNI*RHL*QVGDSN DRSIW
SAHB¢ EDIIRNTA*HLA*VGDSN, DRSTW
SAHB) EDIIRNIAR®LAQVGDAN DRSIW
*=G5, ®=R5, *=58
FIG. 5B
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Tanto por ciento de helicidad [0222nm]
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Tanto por ciento de helicidad [6222nm]
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Tanto por ciento del aporte
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Tanto por ciento de enlace FITC-BID BH3
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Tanto por ciento de
liberacion de citocromo ¢
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Tratamiento con péptidos (uM)
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