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DESCRIPCION
Conjugados para la proteccién de sustancias con efecto nefrotoxico

La presente invencion se refiere a un conjugado que contiene al menos una molécula de soporte selectiva para los
rifiones y al menos un compuesto activo que presenta un efecto protector para los rifiones frente a las sustancias
con efecto nefrotéxico, a un procedimiento para la preparacion del conjugado, al conjugado para usar para la
proteccion de los rifilones frente a sustancias téxicas, asi como a un medicamento que contiene el conjugado.

El rifidn es importante principalmente para el transporte y la excrecion de diversas sustancias y en la produccion de
hormonas. Una funcion de los rifiones es la excrecién de productos finales de metabolismo, las llamadas sustancias
de presencia obligatoria en la orina, y toxinas del cuerpo mediante la formaciéon de la orina, que finalmente es
excretada del cuerpo a través del tracto urinario. El rifidn regula el balance de agua y sirve, por lo tanto, para regular
a largo plazo la presion sanguinea. El rifidn regula el balance de electrolitos y el balance de &cido-base controlando
la composicién de la orina. Ademas, el rifidn es un érgano importante para el metabolismo intermedio del cuerpo
(efectua gluconeogénesis). El rifidn produce hormonas tales como, por ejemplo, eritropoyetina, para la formacién de
sangre y es el sitio de degradacién de hormonas peptidicas. Pero también muchas funciones del rifiédn mismo son
controladas por hormonas.

En la actualidad, aproximadamente 280 millones de personas sufren de enfermedades renales cronicas. Ya han sido
desarrollados muchos procedimientos de diagnéstico y terapéuticos. A manera de ejemplo, para el tratamiento de
los rifiones y para influir en la funcién de los rifiones se emplean inmunosupresores, citostaticos, inmuno-
terapéuticos, antiflogisticos, antibioticos, virostaticos, antihipertensivos, uricosurico u otros diuréticos.

Una serie de sustancias activas aprobadas, principalmente citostaticos, muestran nefrotoxicidad como un efecto
secundario indeseado limitante de la dosis. Ejemplos de sustancias con efecto nefrotoxico son cisplatino,
carboplatino, gentamicina o ciclofosfamida. A manera de ejemplo, el ampliamente difundido citostatico cisplatino
dana las células de tabulo proximales (PTC) de los rifiones, de modo que se restringen la dosis y la cantidad de
ciclos de terapia en el caso de administraciéon Unica. El dafio a las PTCs es provocado por el estrés oxidativo
intracelular (Matsushima H, et al. 1998, Journal of Laboratory and Clinical Medicine, 131:518-526). La publicacion
WO 2007/022774 A1 divulga el uso de determinados péptidos para la proteccién de los rifiones frente a fallos
renales inducidos por cisplatino.

La amifostina es un medicamento citoprotector para el cual ha sido comprobada una accién quimio- y radio
protectora en una gran cantidad de organismos modelo y en humanos.
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Amifostina

La amifostina misma es un profarmaco que se disocia por las fosfatasas alcalinas localizadas en la membrana de las
células endoteliales para dar lugar a la propia sustancia activa 2-((aminopropil)amino)etantiol.
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2-({Aminopropil)amino}etantiol

Las fosfatasas alcalinas se expresan en una medida esencialmente menor en un tejido tumoral maligno que en un
tejido sano. De esta manera, la amfostina es asimilada principalmente por células sanas. Esta selectividad (se
encuentra en la region de 100:1) es necesaria para también impedir el desarrollo de la acciéon quimio- y radio
protectora en las células tumorales. La especie activa es el grupo tiol antioxidante de 2-
((aminopropil)amino)etanotiol.

La amifostina no se encuentra disponible en forma oral. Habitualmente se administra mediante infusion media hora
antes de la radioterapia o de la infusion de un agente quimioterapéutico. La dosis se encuentra en este caso en el
intervalo de 740 a 900 mg/m? de &rea corporal. En mas de la mitad de los pacientes se observa en este caso una
hipotonia arterial como efecto secundario grave.
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Por lo tanto, existe la necesidad de proteger el rinidn mejor y mas especificamente contra compuestos activos
nefrotoxicos durante un tratamiento (por ejemplo, radioterapia o infusion de un agente quimioterapéutico) para
impedir los efectos secundarios de los compuestos activos.

Fue objeto de la presente invencién proporcionar una solucién para proteger el rifién especificamente contra
compuestos activos nefrotoxicos.

De manera sorprendente se ha encontrado que los conjugados de moléculas de soporte, selectivas para rifién y
compuestos activos protectores de rifién son adecuados de manera sobresaliente para lograr este objetivo.

Por lo tanto, es objeto de la presente invencién un conjugado que contiene al menos una molécula de soporte
selectiva para el rinén y al menos una sustancia activa que presenta un efecto protector para el rifion frente a
sustancias con efecto nefrotdxico, tal como se define en la reivindicacion 1.

Por molécula de soporte selectiva para el rindn se entiende segun la invencién que puede servir como soporte (o
transportador) para una sustancia activa y permite un transporte focalizado en el rinién. Como molécula de soporte
puede usarse un compuesto que presenta una selectividad hacia el rifidn suficientemente alta después de la
conjugacién con la sustancia activa.

En el estado de la técnica se conocen, por ejemplo, las siguientes sustancias que son adecuadas para dirigirse al
rifidn, es decir para el transporte controlado especifico hacia los rifones:

proteinas enddgenas relativamente pequenas, tales como lisozima (14,3 kDa) pueden pasar a través del glomérulo
de los rifiones y son adecuadas como transportadores para el tratamiento de los rifiones con sustancias activas
(Franssen et al.: J. Med. Chem. 35, 7, 1992, 1246-1259; Zhang et al.: Biomaterials 30, 2009, paginas 1372-1381).

Ademas, existen diferentes péptidos con aproximadamente 5 a 20 aminoacidos que son asimilados selectivamente
por los rifiones. Por ejemplo, estos son APASLYN y HITSLLS (Denby et al.: Molecular Therapy 15, 9, 2007, 1647-
1654) o ANTPCGPYTHDCPVKR (Kumar y Deutscher: The Journal of Nuclear Medicine 49, 5, 2008, 796-803; Geng
et al.: Bioconjugate Chemistry 23, 2012, 1200-1210).

De acuerdo con la invencion, la molécula soporte selectiva para el rifidn es un péptido que se compone en mas de
50% (con respecto a la cantidad de unidades de aminoacido) de secciones de secuencias seleccionadas del grupo
que comprende -(KKEEE)-, -(RREEE)-, -(KKEE)-, -(KKKEEE)- und -(KKKEE)-, y en cuyo caso

* el péptido se compone en al menos 80 % (con respecto a la cantidad de unidades de aminoacidos) de los
aminodcidos Ky Eo Ry E,

* y el péptido contiene 3 a 5 secciones de secuencia como se han definido antes.

Por un péptido se entiende segln la invencién un compuesto que resulta de una unién de dos 0 mas aminoacidos
mediante enlaces de amida. En tal caso, los aminoacidos individuales se unen en una secuencia definida para
formar una cadena. De acuerdo con la invencién, los aminoacidos son compuestos que tienen al menos un grupo
amino y al menos un grupo carboxilo. Ejemplos son aminoacidos naturales, proteinogénicos o no proteinogénicos
que existen en organismos o aminoacidos preparados sintéticamente.

Las unidades de aminodcido pueden estar presentes en forma de A o en forma L. Un péptido comprende, por
ejemplo, 5 a 100 aminoacidos. En una forma de realizacion, un péptido presenta una longitud de cadena de 5 a 40
unidades de aminodcido, o una longitud de cadena de 10 a 30 unidades de aminoécido.

Segun la invencion, el péptido se compone en mas de 55% (con respecto a la cantidad de unidades de aminoacido)
de secciones de secuencia, tal como se ha definido antes. Preferiblemente se compone en mas de 70% de
secciones de secuencia, tal como se ha definido antes; de modo particularmente preferido en mas de 90%.

Un aminoé&cido con grupo lateral &cido (A) puede ser, por ejemplo, &cido aspartico, acido glutdmico, succinato de
arginina y/o acido sistémico. Preferiblemente se trata de aminoacidos que tienen funcién carboxilo, es decir acido
glutamico y/o acido aspartico; de modo particularmente preferido, acido glutamico.

Un aminodcido con grupo lateral basico (B) puede ser, por ejemplo, lisina, arginina, histidina y/o ornitina.
Preferiblemente se trata de lisina.

Un aminodcido (C) cualquiera puede ser, por ejemplo, alanina, arginina, asparagina, cisteina, glutamina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina y/o
citrulina. Preferiblemente son aminoacidos proteinogénicos que se enlazan de manera natural. Esto garantiza la
degradacion del péptido en las células de tubulos proximales de los rifiones para formar metabolitos
toxicolégicamente benignos por completo.

Se utilizan los codigos de una letra de los aminoacidos: E (acido glutamico), D (acido aspartico), C (cisteina), K
(lisina), R (arginina), H (histidina).



10

15

20

25

30

35

40

ES 2697250 T3

De acuerdo con la invencién, la secuencia representa una secuencia seleccionadas del grupo que comprende -
(KKEEE)-, -(RREEE)-, -(KKEE)-, -(KKKEEE) und - (KKKEE)-.

De manera particularmente preferida, la secuencia representa la secuencia -(KKEEE)-:

NH,

HO 0
O o}
H A
*ed—N ) N
A, g
) 1\ j’\
De acuerdo con la invencion, el péptido se compone en al menos 50 % (con respecto a la cantidad de las unidades
de aminoacidos) de los aminoacidos Ky E o Ry E. El péptido se compone preferiblemente en al menos 70% (con

respecto a la cantidad de las unidades de aminoacidos) de los aminoacidos Ky E o R y E, de manera
particularmente preferida en al menos 80 %.

P
My

NH,

En una forma posible de realizacién, el péptido contiene varias secciones de secuencia directamente sucesivas. El
péptido contiene preferiblemente 3 a 5 secciones de secuencia sucesivas.

Por ejemplo, el péptido puede componerse de 3 a 5 secciones sucesivas de secuencia, asi como de uno o de varios
otros aminodcidos en la terminal C y/o N. Esto es ilustrado en la féormula (2):

Xp(seccién de secuencia)xYq (2)
donde la seccién de secuencia es tal como se ha definido antes,
x representa 3, 4 o 5,
X e Y representan, independientemente entre si, un amino&cido cualquiera, preferiblemente A, y
p y q representan, independientemente entre si, un nimero entero entre 0 y 3, preferiblemente 0 o 1.

Ejemplos de péptidos posibles conjugado segln la invencion son péptidos seleccionados del grupo que comprende
(RREEE)sR, (KKEE)sK, (KKKEE)sK, (KKKEEE)sK y (KKEEE)sK.

Una molécula soporte selectiva de rifdn, alternativa es el conjugado e-polilisina, tal como se describe en la
publicacion WO 2011/009539 A1. Esta molécula de soporte permite igualmente una concentracién altamente
selectiva en el rindn. El enlazamiento de las unidades de lisina en el polimero se efectlia por medio de sus grupos ¢-
amino.

Por una sustancia activa que presenta un efecto protector para el rifidn frente a sustancias con efecto nefrotéxico se
entiende segun la invencién una sustancia activa que reduce el dafio de las células de tibulos proximales. Esta es,
por ejemplo, una sustancia activa seleccionada de antioxidantes, inhibidores de apoptosis, sustancias activas con
influencia en el ciclo celular, sustancias activas que activan los mecanismos de reparacion de las células y
combinaciones de las mismas.

En teoria puede reducirse el dafno a las células de tubulos proximales en diferentes niveles con la ayuda de estas
sustancias activas: en la primera etapa, bloqueando los mecanismos de transporte de las células de tubulos
proximales puede impedirse la captacion de compuestos citotdéxicos en el interior de las células. El bloqueo puede
efectuarse por medio de inhibidores especiales, pero también mediante cantidades suficientes de la molécula de
transporte misma, la cual bloquea temporalmente los receptores de las células de tubulos proximales. Las
sustancias que reducen la selectividad metabdlica tienen un efecto similar; o respectivamente permiten a estas
células permanecer en la fase Go-del ciclo celular. En la segunda etapa, los compuestos nefrotoxicos transportados
o difundidos a la célula pueden volverse inocuos por medio de "antidotos" que han sido conducidos hacia el interior
de la célula por medio del transportador de sustancia activa antes de administrar la sustancia activa nefrotdxica. El
objetivo de la tercera etapa es suprimir la apoptosis de células de tibulos proximales dafiadas. Las sustancias
citotoxicas como, por ejemplo, cisplatino causan dario al ADN en el ndcleo de la célula. Si el nivel de dafo excede
cierto umbral, se provoca la muerte celular programada, la apoptosis. En células tumorales se desea esta operacion,
pero es fatal en el caso de células tumorales proximales de los rifiones. Se conocen algunas sustancias (inhibidores
de apoptosis) que son capaces de impedir la muerte celular programada o de incrementar el umbral para la
iniciacion de apoptosis en la célula. En la cuarta etapa, a las células pueden conducirse sustancias que activan los
mecanismos naturales de reparacion de las células y, por lo tanto, preparan el dafio al ADN.
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Bloqueo de los mecanismos de transporte (etapa 1):

Con las moléculas de soporte selectivas para el rifién pueden conjugarse sustancias activas que tienen una
influencia en los mecanismos de transporte de las células de tubulos proximales. Seleccionando de manera
especifica las moléculas de la sustancia activa pueden bloquearse los transportadores celulares, tanto en el lado
apical de las células de tubulos proximales, es decir el lado que se encuentra en el lumen y esta en contacto con el
ultrafiltrado glomerular, como también en el lado basolateral, es decir el lado que se enfrenta a los vasos
sanguineos. Los transportadores del lado basolateral de las células de tubulos proximales son de la mayor
importancia para la secreciéon de tubulos proximal de sustancias endoégenas y sustancias extrafnas, tales como, por
ejemplo, medicamentos. Las sustancias aniénicas son captadas por las células de tlbulos proximales por medio del
transportador organico de aniones 1 (OAT1). Las sustancias catidnicas, por el contrario, mediante el transportador
organico de cationes 2 (OCT2). Ambos transportadores pueden inhibirse mediante determinadas sustancias activas.
Un ejemplo de un inhibidor de OAT1 es el medicamento probenecid (Kurtz A, et al. 2009, Physiologie, ISBN 3-131-
51496-5, pagina 365). Probenecid puede conjugarse sobre un péptido de acuerdo con la invencion y, después de
filtracion glomerular, captarse por el lado apical de las células de tubulos proximales. A través de un enlazado 1abil,
por ejemplo, un grupo éster, con el cual el grupo carboxilo de probenecid se conjuga con la molécula de soporte, en
el endosma de las células de tubulos proximales puede liberarse la sustancia activa quimicamente no modificada
mediante esperanzas. La sustancia activa libre puede alcanzar el lado basolateral mediante difusion o
transportadores y bloquear alli el transportador organico de aniones 1.

Un ejemplo de un inhibidor del transportador organico de cationes 2 es el medicamento tacrina (Sung JH, et al.
2005, Drug Metab Dispos, 33(3):440-448 PMID 15547049). Tacrina también puede conjugarse con un péptido segun
la invencién, por ejemplo, como base de Schiff o de modo amidico. El transportador organico de cationes 2 puede
bloguearse, por lo tanto, por la ruta descrita en el ejemplo de probenecid conjugado. Por ejemplo, el citostatico
nefrotoxico cisplatino es captado y se acumula por las células de tibulos proximales por medio de OCT2 en el lado
basolateral. En las células de tabulos proximales, el cisplatino despliega luego su efecto nefrotdxico (Freissmuth M,
et al. 2012, Pharmakologie & Toxikologie, ISBN 3-642-12353-8, p. 735).

Antioxidantes (etapa 2):

Con la molécula soporte selectiva de rifidn puede conjugarse una serie de sustancias con efecto antioxidante. Como
clases de sustancias activas se toman en consideracion, entre otros, polifenoles (resveratrol, acido cafeico, luteolina,
quercetina, rutina, cianidina, xantohumol,...), acido lipoico, acido ascorbico, acido nicotinico, amifostina, aliina, tioles
(por ejemplo, 2-mercaptoetanosulfonato-sodio (Mesna)), tocoferoles, carotenoides y/o butilhidroxitolueno (BHT), o
combinaciones de los mismos.

Como molécula soporte selectiva hacia el rifidn se usa un conjugado de e-polilisina, tal como se divulga en la
publicacion WO 2011/009539 A1; la estructura molecular del oligbmero puede variar de manera que los bloques
estructurales del aminoacido cisteina puedan incorporarse al oligémero. La cisteina tiene un grupo tiol libre con
accién antioxidante. Con esta estructura, el portador puede modificarse para formar un medicamento activo con una
accién antioxidante. De manera independiente de esto, en lugar de esto, o adicionalmente, puede conjugarse una
serie de sustancias activas protectoras con el soporte peptidico, tal como se ha descrito antes.

Inhibidores de apoptosis (etapa 3):

Sobre el transportador de la sustancia activa son conjugables sustancias anti-apoptéticas. Ejemplos de este grupo
de sustancia activa son pifithrin-p (Nijooer et al. 2011, Ann Neurol.:doi: 10.1002/ana.22413) y pifithrin-a (Komarova et
al. 2000, Biochemistry (Mosc) 65(1):41-48), asi como MDL 28170 (Kawamura et al. 2005, Brain Res. 1037(1-2):59-
69) y NS3694 (Zhao et al. 2010, Age (Dordr). 32(2):161-177). Pifithrin-a, un inhibidor p53, puede aumentar
considerablemente el umbral para provocar la apoptosis en células tratadas y organismos modelo.

Una ventaja de los inhibidores de apoptosis es que también pueden administrarse, incluso después del dafno a las
células. La desventaja de la administracion sistémica de los inhibidores de apoptosis, que puede tener como
consecuencia opcionalmente un riesgo incrementado de céncer, puede impedirse ventajosamente mediante
administracion especifica para el 6rgano, con la molécula soporte segun la invencion.

Sustancias activas con influencia en el ciclo celular y en el metabolismo:

Ademas de los antioxidantes y de los inhibidores de apoptosis, igualmente son compuestos activos potenciales los
compuestos que causan una detencion (temporal) del ciclo celular de las células de tubulos proximales, con los
cuales puede reducirse el dafo a los rifiones por los medicamentos nefrotoxicos.

Un ejemplo de estos es el compuesto apigenina (Ruela-de-Sousa et al. 2010, Cell death & disease. 1, e19).
Sustancias activas que activan los mecanismos de reparacion de las células (etapa 4):

Activando determinados factores de transcripcion como, por ejemplo, Sp1, o MDC1 (Luo et al. 2012, The EMBO
journal, 31(13):3008-3019), una célula puede estimularse para una reparacion incrementada de rupturas de la hebra
(hélice) (doble) (Beishline et al. 2012, Molecular and cellular biology, DOI: 10.1128/MCB.00049-12. PMID 22826432).
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El flavonoide baicaleina (5,6,7-trihidroxiflavona) es un ejemplo de un compuesto que puede activar la reparacion de
ADN en las células (Kim et al. 2012, Cell Biol Toxicol, DOI: 10.1007/s10565-012-9233-y. PMID 23011636).

Ademas, parando el ciclo celular (etapa 1), la célula se pone en un estado en el cual se realizan esencialmente
"trabajos de reparacion” en el ADN danado (Saleh et al. 2012, Cancer biology & therapy 11, PMID 22895066).

La administracion (simultanea) de varias clases de sustancia activa (etapas 1 a 4 de los ejemplos anteriores) es
particularmente ventajosa para mantener tan bajo como sea posible el dafio de las células de tubulos proximales.
Las sustancias activas individuales pueden conjugarse en este caso sobre moléculas transportadoras separadas o
varias sustancias activas diferentes pueden conjugarse con una molécula transportadora.

Posibles sustancias activas en el conjugado pueden seleccionarse, por lo tanto, del grupo que comprende
antioxidantes, inhibidores de apoptosis, sustancias activas con influencia del ciclo celular, sustancias activas que
activan los mecanismos de reparacion de las células, inhibidores de receptor y combinaciones de los mismos.

En una forma preferida de realizacién, la sustancia activa que tiene un efecto protector para el rifién frente a las
sustancias con efecto nefrotdxico es un antioxidante y/o un inhibidor de apoptosis.

Antioxidantes preferidos son acido lipoico, resveratrol, acido cafeico, luteolina, quercetina, rutina, cianidina,
xantohumol, &cido ascérbico, acido nicotinico, amifostina, aliina, tioles, mesna, tocoferoles, carotenoides y
butilhidroxitolueno (BHT).

Inhibidores de apoptosis preferidos son pifithrin-p (Nijboer et al. 2011, Ann Neurol.:doi: 10.1002/ana.22413), pifithrin-
a (Komarova et al. 2000, Biochemistry (Mosc) 65(1):41-48), MDL 28170 (Kawamura et al. 2005, Brain Res. 1037(1-
2):59-69) y NS3694 (Zhao et al. 2010, Age (Dordr). 32(2):161-177).

Por lo tanto, en una forma particularmente preferida de realizacion de la presente invencion, la sustancia activa que
tiene un efecto protector para el rindn frente a sustancias con efecto nefrotoxico, es resveratrol, acido cafeico,
luteolina, quercetina, rutin, cianidina, xantohumol, &cido ascérbico, acido nicotinico, amifostina, aliina, tioles,
tocoferoles, carotenoides, butilhidroxitolueno (BHT), pifithrin-y, pifithrin-a, MDL 28170 y/o NS3694, o mezclas de los
mismos.

Segun la invencion, el conjugado contiene al menos una molécula soporte selectiva de rifidn, como se ha definido
antes, y al menos una sustancia activa que presenta una accion protectora para el rindn frente a sustancias con
efecto nefrotéxico, tal como se ha definido antes.

El enlace de la sustancia activa a la molécula soporte es preferiblemente covalente y puede efectuarse
opcionalmente por medio de un espaciador.

De acuerdo con la invencién, por cada conjugado segun la invencion pueden estar enlazadas una o varias
moléculas de sustancia activa, iguales o diferentes.

Igualmente, el conjugado segun la invencion, en particular en el caso de macromoléculas tales como moléculas
relativamente grandes de sustancia activa, por ejemplo, proteinas, también puede contener dos o mas moléculas
soporte que se unen a una molécula de sustancia activa para hacer posible la acumulacién especifica en el rinén de
la sustancia activa. De manera tipica, aqui también se efectia un enlazamiento covalente de las moléculas de
soporte a la macromolécula. Segun la invencién, como macromoléculas son validas no solamente grandes
moléculas como las proteinas, sino también cualquier forma de particulas (por ejemplo, nanoparticulas), liposomas u
otros sistemas con los cuales pueden transportarse sustancias activas o que pueden unirse a las sustancias activas.

Ademas, funcionalidades para focalizacion especifica de una célula como, por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos o aptameros pueden estar enlazadas al conjugado segun la invencion. También pueden estar enlazados
colorantes fluorescentes o interleuquinas tales como IL-2.

Las sustancias activas u otras funcionalidades pueden estar enlazadas directamente o a través de un espaciador, de
manera covalente, con el péptido.

Un espaciador, con frecuencia también denominado enlazador, provoca un enlazamiento covalente entre dos partes
de una molécula, en el presente caso, por ejemplo, entre el péptido y una sustancia activa. Un espaciador se
introduce, por ejemplo, si la conexion entre dos partes de la molécula no va a efectuarse solamente por medio de un
enlace quimico directo, sino que debe generarse cierta distancia entre dos partes de la molécula. Igualmente, un
espaciador puede proporcionar las funcionalidades quimicas que son necesarias para enlazar dos partes de una
molécula que de otra manera no reaccionarian entre si. La conjugacién de un espaciador sobre la molécula de
soporte o0 una sustancia activa se efectia mediante un enlace de amida o de éster. Los espaciadores pueden ser,
por ejemplo, hidrocarburos alifaticos, poliéteres (como polietilenglicoles), péptidos o elementos similares que tienen
una estructura de cadena. El espaciador puede ser estable, es decir puede disociarse solamente muy poco uno
disociarse en condiciones fisioldégicas, o puede ser inestable, es decir que puede disociarse al menos en
determinadas condiciones fisiolégicas.
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Ejemplos de grupos funcionales a través de los cuales puede efectuarse un enlazamiento directo son -NHz, -SH, -
OH, -Hal (z.B. -Cl, -Br, -l), -alquino, -NCS, -NCO, SO2Cl, -azida, -carbonato, -aldehido, -ep6xido, -COOH, -COOR,
donde R en este caso es preferiblemente un halégeno o preferiblemente un activador, es decir, un buen grupo de
partida, por ejemplo, N-hidroxisuccinimida, pentafluorofenilo o para-nitrofenilo. Se encuentra un resumen de los
diferentes tipos de acoplamiento covalente, por ejemplo, en "Bioconjugate Techniques", Greg T. Hermanson,
Academic Press, 1996, en las paginas 137 a 165.

Por ejemplo, en el conjugado segun la invencién, las sustancias activas pueden enlazarse por medio de un
enlazador capaz de disociarse. Este enlazador se disocia in vivo luego en determinadas condiciones, por ejemplo,
de modo enzimatico o quimico y libera la sustancia activa. Para este propésito son adecuados los enlazadores que
contienen enlaces de carboxilatos y disulfuros, donde los primeros grupos son hidrolizados de modo enzimatico o
quimico y los ultimos son separados mediante intercambio de disulfuro, por ejemplo, en presencia de glutationa.

Un ejemplo de un espaciador disociable también es un péptido que puede disociarse especificamente con la ayuda
de enzimas enddgenas especificas o alternativamente de aquellas que se adicionan al cuerpo. De esta manera, por
ejemplo, la secuencia de péptido DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) se disocia después de la induccién de apoptosis por
medio de caspasa-3. Por lo tanto, una sustancia activa que esta enlazada mediante un espaciador de este tipo
puede retirarse del rifidn después de cierto tiempo de residencia alli, 0 de manera alternativa puede verificarse una
funcionalidad correspondiente (presencia o ausencia de una enzima determinada) del rifdn. Otros ejemplos son las
secuencias de péptido CPEN|FFWGGGG (Salinas et al. 2008, Biomaterials 29, 2370-2377) o PENFF, que puede
disociarse mediante la matriz metaloproteasa-13.

Una forma sencilla de realizacién de un espaciador disociable es la formacién de un éster de acido carboxilico el
cual puede disociarse facilmente por medio de esterasas.

Por lo tanto, en una forma preferida de realizacion de la presente invencién, la sustancia activa se une por medio de
un enlace de éster. Esto hace posible una disociacién exacta de la molécula de sustancia activa en el rifién.
Simultdneamente, no obstante, el enlace es antes suficientemente estable para transportar hacia el rindn para
impedir una disociacién prematura.

Ademas, un enlace de éster facilmente disociable de la sustancia activa con el transportador de la sustancia activa
hace posible una liberacion relativamente rapida de la sustancia activa en el sitio de la diana. La disociacion del
enlace de éster se efectia en el tiempo mas rapido que la degradacién del transportador de sustancia activa por
medio de las proteasas.

Como alternativa, el espaciador puede contener una estructura labil de &cido, por ejemplo, una hidrazona, una
elimina, una carboxilhidrazona, un acetal o cetal (véase, por ejemplo, Haag-R, Kratz-F, Angewandte Chemie pagina
1218 (2006)).

De acuerdo con la invencion, el al menos compuesto activo puede enlazarse al terminal N y/o C de la molécula
soporte.

En una forma alternativa de realizacion, la sustancia activa puede estar enlazada con un aminoacido en la cadena;
en otra forma alternativa de realizacién, la sustancia activa en la cadena puede estar enlazada entre los
aminodcidos.

El conjugado segun la invencion es captado por los riflones de manera altamente selectiva y degradado de manera
relativamente rapida.

Seleccionando de manera adecuada un lugar de conexién, asi como seleccionando de manera adecuada la longitud
de cadena y la estructura molecular de la molécula soporte, es posible ajustar en este caso la farmacocinética
deseada, es decir la liberacion deseada de sustancia activa en el sitio diana, es decir en el rifén.

De manera tipica, las moléculas soporte méas largas conducen a una liberacion retrasada, en comparacién con
moléculas de soporte mas cortas. Moléculas de soporte mas largas tienen, por ejemplo, longitudes de cadena de 20
a 40 aminoacidos, preferiblemente 30 amino&cidos, mientras que por molécula de soporte mas cortas normalmente
se entienden longitudes de cadena de 3 a 10 aminoacidos, preferiblemente 5 aminoacidos.

La liberacion de sustancias activas conectadas en el terminal C se efectia esencialmente mas rapido que las
sustancias activas conectadas en el terminal N. Sin estar ligados a esta teoria, se supone que la etapa
determinadora de velocidad en la degradacion del péptido se ve influida ante todo por carboxipeptidasas que
degradan el péptido empezando desde el terminal C.

De acuerdo con la invencion, las sustancias activas incorporadas a la cadena de una manera ramificada también se
liberan significativamente mas lento que aquellas enlazadas de una manera lineal. La degradacion enzimatica de
estructuras de péptidos ramificados es fundamentalmente, de manera ostensible, més dificil que la degradacion de
péptidos lineales.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2697250 T3

Ademas, la velocidad de liberacién de la sustancia activa también puede controlarse segun la invencion por medio
de este tipo de su conexion con el oligbmero. Una conexion de éster facilmente disociable hace posible una
liberacion relativamente rapida de la sustancia activa en el sitio diana (véase antes).

También es objeto de la presente invencién un procedimiento para la preparacion de un conjugado como se ha
descrito antes, que se caracteriza porque una sustancia activa activada que presenta una accion protectora para el
rifidn frente a sustancias nefrotdxicas es conjugada con la molécula de soporte.

La preparacion del conjugado seguin la invencion presenta normalmente al menos las siguientes etapas
procedimentales:

a) proporcionar una molécula soporte, tal como se ha definido antes, la cual tiene al menos un grupo reactivo,

b) conjugar al menos una sustancia activa opcionalmente activada, como se ha definido antes, con la molécula
soporte de la etapa a).

Las moléculas soporte de los conjugados segun la invencion pueden prepararse principalmente mediante diferentes
procedimientos conocidos por el experto en el campo de la sintesis de péptidos.

De manera tipica, la preparacion se efectia mediante una sintesis en fase solida. Una fase sélida es, segun la
invencion, un material compuesto inorganico u organico/inorganico que puede emplearse como resina un soporte en
la sintesis de fase s6lida. Ademas, de acuerdo con la invencién, como fase sélida también son validas las superficies
de cuerpos moldeados como, por ejemplo, placas de microtitulacion o materiales en forma de particulas como, por
ejemplo, nanoparticulas organicas o inorganicas, particulas metalicas o similares.

La sintesis en fase solida se realiza de manera correspondiente a una sintesis de péptido convencional (por ejemplo,
sintesis de péptido Fmoc/tBu o sintesis de péptido Boc/Bencilo). El experto en la materia conoce sintesis en fase
sélida de este tipo. Libros de texto adecuados para la sintesis de péptidos son "Solid-Phase Peptide Synthesis": 289
(Methods in Enzymology) de Sidney P. Colowick (Autor), Gregg B. Fields (Herausgeber), Melvin I. Simon (editor)
Academic Press Inc (noviembre 1997) o "Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach" de W. Chan
(Autor), W. C. Chan (editor), Peter D. White (editor) Oxford Univ Pr (2 de marzo de 2000). Los mondmeros
empleados respectivamente se seleccionan aqui de modo que resulte un péptido que corresponda a la presente
invencion. Segun el tipo de unidad de aminodcido, para la sintesis puede usarse directamente una unidad de
aminoacido derivatizada o una unidad de aminodacido protegida primero en el sitio previsto para la derivatizacion.
Después de efectuar la sintesis del péptido, la derivatizacion final con la sustancia activa puede efectuarse ya sea en
fase solida o en solucion después de disociarse de la fase sélida.

El enlazamiento de la sustancia activa se efectia en este caso preferiblemente al péptido terminado, es decir
todavia en la fase solida después de efectuar la sintesis en fase sélida del péptido, o después de su disociacion en
solucion.

Si la sustancia activa va a enlazarse, por ejemplo, al extremo terminal N del péptido, los péptidos se generan
normalmente con un grupo protector amino-terminal, tal como, por ejemplo, Fmoc. Si la sustancia activa puede
soportar las condiciones usadas para la disociacién del péptido de la resina de sintesis, por una parte, y por otra
parte para desproteger las cadenas laterales, el grupo Fmoc puede disociarse del terminal N del péptido completo
enlazado a la resina de modo que la sustancia activa puede enlazarse a la amina N-terminal libre. En tales casos, la
sustancia activa es activada normalmente mediante procedimientos que son conocidos generalmente en la técnica
para generar un grupo activo de este o un grupo activo de carbonato que sea efectivo para formar un enlace de
amida o de carbamato con el grupo amino del oligdmero. Por supuesto también puede usarse otra quimica de
conexion.

Para minimizar las reacciones secundarias, puede bloquearse los grupos guanidino y amidino usando grupos
protectores convencionales como, por ejemplo, grupos carbobenciloxi (CBZ), di--BOC, PMC, Pbf, N-NO2 y similares.

Se realizan reacciones de acoplamiento mediante procedimientos conocidos de acoplamiento en disolventes como,
por ejemplo, N,N-dimetilformamida (DMF), N-metilpirrolidona (NMP), diclorometano (DCM) y/o agua. Reactantes de
acoplamiento  ejemplares comprenden hexafluorofosfato de O-Benzotriazoliloxitetrametiluronio (HATU),
diciclohexilcarbodiimida, bromuro de bromo-tris(pirrolidino)fosfonio (PiBroP), etc. Pueden estar contenidos otros
reactivos como, por ejemplo, N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), 4-pirrolidinopiridina, N-hidroxisuccinimida o N-
hidroxibenzotriazol (HOBY).

Una molécula de soporte a base de un conjugado de e-polilisina, tal como se describe en la publicacion WO
2011/009539 A1, también puede prepararse a partir de la e-polilisina. En este caso, tipicamente se hace reaccionar
e-polilisina sintética o natural de una longitud de cadena uniforme o diferente, en solucién, con los correspondientes
compuestos que tienen grupos carboxilo. Para esto, primero pueden activarse, por ejemplo, los compuestos que
tienen grupos carboxilo. Esto puede efectuarse, por ejemplo, mediante activacion de uno o de varios de sus grupos
carboxilo convirtiéndolos en ésteres activos o cloruros acidos. A continuacién, la conversién se efectia con e-
polilisina, en cuyo caso la conjugacion se efectia preferiblemente con los grupos amino libres. De manera
alternativa, uno o varios grupos carboxilo del compuesto que tiene grupos carboxilo pueden activarse con un
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reactivo de acoplamiento como diciclohexilcarbodiimida (DCC) o HATU y reaccionar con la e-polilisina, en cuyo caso
la conjugacion se efectia preferiblemente con los grupos amino libres. Las condiciones de reaccion para
conversiones de este tipo son conocidas por el experto en la materia. Disolventes adecuados son, por ejemplo,
agua, acetonitrilo, DMSO, DMF, dioxano, THF, metanol o0 mezclas de dos 0 méas de los disolventes mencionados.

Los conjugados segun la invencion tienen la ventaja de que pueden suprimirse en gran medida los efectos
secundarios sistémicos de sustancias activas para el tratamiento o la formacién de imagenes del rifidn ya que los
conjugados hacen posible un transporte especifico al rifdn de sustancias protectoras del mismo. Las sustancias
activas nefrotoxicas incluyen, por ejemplo, cisplatino, carboplatino, gentamicina y ciclofosfamida; en estas sustancias
la nefrotoxicidad es una limitante de la dosis o estas sustancias limitan la cantidad de ciclos de terapia.

En conexién con el tratamiento del rindn con sustancias nefrotoxicas, la administracién de los conjugados segun la
invencion (por ejemplo, mediante inyeccion a la corriente sanguinea o después de inyeccion subcutanea) antes,
durante o después de la terapia permite una acumulacién especifica de las sustancias activas protectoras en el
riidn. El paciente tratado con una sustancia nefrotéxica, por ejemplo, cisplatino, obtiene, por ejemplo, 30 minutos
antes del inicio de la terapia una inyeccién del conjugado protector de rifion. El conjugado protector del rifidn puede
en este caso tener lugar mediante una inyeccion sencilla o mediante infusién continua durante todo el periodo de
administracion de cisplatino, que habitualmente se extiende durante un periodo de una a dos horas.

Por lo tanto, también es objeto de la presente invencién un conjugado segun la invencién, como se ha descrito
antes, en calidad de medicamento tales como, principalmente, una composicién terapéutica, principalmente para
proteger el rifidn frente a sustancias activas nefrotoxicas.

También es objeto de la presente invencién un conjugado segun la invencién, como se ha descrito antes, para usar
en la proteccion del rifidn frente a sustancias activas nefrotéxicas.

En este contexto, el uso de una molécula de soporte, tal como se ha definido antes, es particularmente ventajoso ya
que ésta es adecuada de manera extraordinariamente bien para focalizacion del rifidén: en comparacién con otras
estructuras conocidas de bajo peso molecular, en la conjugaciéon con la sustancia activa también se muestra una
muy buena acumulacién en el rifidn. La comparacién con los péptidos descritos en la bibliografia que son captados
selectivamente por los rifones (APASLIN y HITSLLS, los amino&cidos se indican con el codigo de una letra (Denby
et al.: Molecular Therapi 15, 9, 2007, 1647-1654)), da lugar a que si bien, la mayoria de los péptidos presentan una
selectividad hacia el rindn mas o menos fuertemente pronunciada después de la aplicacién intravenosa, no obstante,
no en la conjugacion con una sustancia activa. La utilidad farmacoldgica de las estructuras de péptido como sistema
de transporte para la proteccién especificada al objetivo de los rifiones frente a sustancias nefrotéxicas surge, no
obstante, solamente si estos péptidos conjuntamente con las sustancias activas conjugadas son captadas casi
exclusivamente por los rifiones, mas precisamente por las células de tu los proximales. Solamente en este caso
resulta una ventaja significativa frente a la administracion sistémica de la sustancia activa.

Ademas, los conjugados segun la invencion permiten que, ademas de la administracion intravenosa de
péptidos/proteinas, descrita en la bibliografia, para el transporte de sustancia activa hacia los rifiones, la
administracion subcutanea e intraperitoneal del conjugado de péptido-sustancia activa segun la invencion también
pueda dirigirse exitosamente hacia los rifiones.

La ruta de administracion intraperitoneal y, especialmente, la subcutdnea es ventajosa para el médico y el paciente
para aplicar una sustancia activa potencial frente a la ruta intravenosa.

También es objeto de la presente invencidn un medicamento o una composicion farmacéutica, principalmente una
composicién terapéutica o una composicion que intensifica la formacion de imagenes que contiene al menos un
conjugado segun la invencién, como se ha descrito antes.

De acuerdo con la invencion, el conjugado también puede estar presente en forma de sus sales y estereoisomeros
farmacéuticamente utilizables, incluidas sus mezclas en todas las proporciones.

El uso de los conjugados segun la invencion para la preparacion de una composicion farmacéutica o de un
medicamento, principalmente una preparacion terapéutica también se encuentra de acuerdo con la invencién.

De acuerdo con la invencion, la presente invencion también puede referirse a un kit para la preparacion de un
medicamento o una composicion farmacéutica, principalmente una composicién terapéutica, que contiene al menos
un conjugado segun la invencion. Este conjugado puede hacerse reaccionar luego, por ejemplo, con un compuesto
activo adecuado, dependiendo de la aplicacién, para la preparacién de una composicion terapéutica.

La presente invencién se refiere ademas a los conjugados segun la invencion y/o a las sales y estereoisémeros
utilizables de los mismos, incluidas las mezclas de los mismos en todas las proporciones, y opcionalmente
excipientes y/o adyuvantes

e como medicamento

e para usar como medicamento
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e como sustancia activa 0 componente efectivo en un medicamento
* para uso para proteger el rifién frente a sustancias con efecto nefrotéxico

* asi como, principalmente, como medicamento para proteger el rifidn frente a sustancias con efecto nefrotoxico.

Una composicion terapéutica, una composicion terapéutica o un medicamento se componen por lo regular al menos
de una sustancia activa (en este caso del conjugado segun la invencion con la sustancia activa enlazada) y uno o
varios disolventes y/o excipientes adecuados que permiten la aplicacién de la composicion terapéutica.

Las composiciones farmacéuticas, farmacos y medicamentos pueden adaptarse para administracion por medio de
cualquier via adecuada deseada, por ejemplo, por via oral (incluida bucal y sublingual), rectal, nasal, tépica (incluida
bucal, sublingual o transdérmica), vaginal o parenteral (incluida subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intradérmica). Tales formulaciones pueden prepararse mediante todos los métodos conocidos en el campo de la
farmacia, por ejemplo, combinando la sustancia activa con el o los excipiente(s) o adyuvante(s).

Las formulaciones farmacéuticas adaptadas para administracion oral pueden administrarse como unidades
separadas tales como, por ejemplo, capsulas o comprimidos; polvos o granulos; soluciones o suspensiones en
liquidos acuosos o0 no acuosos, espumas comestibles o alimentos en forma de espuma; o emulsiones liquidas de
aceite en agua o emulsiones liquidas de agua en aceite.

Por lo tanto, por ejemplo, en el caso de administracion oral en forma de un comprimido o una cépsula, el
componente de sustancia activa puede combinarse con un excipiente oral, no téxico e inerte farmacéuticamente
inocuo tal como, por ejemplo, etanol, glicerina, agua, entre otros. Los polvos se preparan triturando el compuesto a
un tamafo fino adecuado y mezclandolo con un excipiente farmacéutico de una manera similar de modo que, por
ejemplo, se encuentre presente un carbohidrato comestible tal como, por ejemplo, almidén o manitol. Igualmente
pueden estar presentes un saborizante, preservante, agente de dispersién y colorantes.

Las cépsulas se preparan preparando una mezcla de polvo, tal como se describié antes, y llenando envolturas de
gelatina moldeadas con la misma. Pueden agregarse agentes de deslizamiento y lubricantes como, por ejemplo,
acido silicico altamente disperso, talco, estearato de magnesio, estearato de calcio o polietilenglicol en forma sélida
a la mezcla de polvo antes de la operacion de llenado. Igualmente pueden adicionarse desintegrantes o
solubilizantes tales como, por ejemplo, agar-agar, carbonato de calcio o carbonato de sodio con el fin de mejorar la
disponibilidad del medicamento después de haber ingerido la capsula.

Ademas, si se desea 0 si es necesario, asimismo a la mezcla pueden incorporarse aglutinantes, lubricantes y
desintegrantes, como también colorantes adecuados. Aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azdcares
naturales tales como, por ejemplo, glucosa o B-lactosa, edulcorantes hechos de maiz, gomas naturales y sintéticas
tal como, por ejemplo, acacia, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, ceras, entre otros.
Los lubricantes usados en estas formas de dosificacion incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de
magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio, entre otros. Los desintegrantes, sin limitarse a
estos, almidén, metilcelulosa, agar, bentonita, goma de xantano, entre otros. Los comprimidos se formulan
preparando, por ejemplo, una mezcla de polvo, granuldndola o prensando en seco, se adicionan un lubricante y un
desintegrante y todo esto se comprime para formar comprimidos. Una mezcla de polvos se prepara mezclando el
compuesto triturado de manera adecuada con un diluyente o una base, como se ha descrito antes, y opcionalmente
con un aglutinante como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, un arginato, gelatina o polivinilpirrolidona, un retardante
de disoluciéon como, por ejemplo, parafina, un acelerante de absorcién tal como, por ejemplo, una sal cuaternaria y/o
un agente de absorcién como, por ejemplo, bentonita, caolin o fosfato dicalcico. La mezcla de polvo puede
granularse humedeciéndola con un aglutinante como, por ejemplo, jarabe, pasta de almidén, mucilago de acadia o
soluciones de materiales de celulosa o poliméricos y prensandola a través de un tamiz. Como alternativa para la
granulacion, la mezcla de polvo puede hacerse correr a través de una maquina de comprimidos, en cuyo caso
resultan grumos con forma no uniforme, los cuales se quiebran para formar granulos. Los granulos pueden
lubricarse adicionando &cido esteérico, una sal de estearato, talco o aceite mineral para impedir que el comprimido
se pegue a los moldes de colada. La mezcla engrasada se prensa luego para formar comprimidos. Los compuestos
segln la invencion también pueden combinarse con un excipiente inerte de flujo libre y luego prensarse
directamente para formar comprimidos sin llevar a cabo las etapas de granulaciéon o prensando en seco. Pueden
estar presente una capa protectora transparente u opaca compuesta de una capa de sello de goma laca, una capa
de azucar o material polimérico y una capa lustrosa hecha de cera. A estos recubrimientos pueden agregarse
colorantes para poder identificar entre las diferentes unidades de dosificacion.

Liquidos orales tales como, por ejemplo, soluciones, jarabes y elixires pueden prepararse en forma de unidades de
dosificacién para que una cantidad dada contenga una cantidad pre-especificada del compuesto. Los jarabes
pueden prepararse disolviendo el compuesto en una solucidon acuosa con un sabor adecuado, mientras que los
elixires se preparan usando un vehiculo alcohdlico no toxico. Las suspensiones pueden formularse mediante
dispersion del compuesto en un vehiculo no téxico. Igualmente pueden agregarse solubilizantes y emulsionantes
tales como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados y éteres de polioxietileno-sorbitol, conservantes,
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aditivos saborizantes como, por ejemplo, aceite de pimienta o endulzantes naturales o sacarina u otros endulzantes
artificiales, entre otros.

Las formulaciones de unidad de dosificacion para administraciéon oral pueden encapsularse en microcapsulas, si se
desea. La formulacién también puede prepararse de manera que la liberaciéon se tienda o se retrase, por ejemplo,
recubriendo o incrustando material particulado en polimeros, cera, entre otros.

Los conjugados segun la invencién también pueden administrarse en forma de sistemas de introduccién de
liposomas tales como, por ejemplo, vesiculas unilaminares pequefas, vesiculas unilaminares grandes y vesiculas
multilaminares. Pueden formarse liposomas a partir de diversos fosfolipidos tales como, por ejemplo, colesterol,
estearilamina o fosfatidilcolinas.

Los conjugados segun la invencion también pueden introducirse usando anticuerpos monoclonales como portadores
individuales a los cuales se acoplan los conjugados. Los conjugados también pueden acoplarse con polimeros
solubles como soportes de medicamento orientados. Tales polimeros pueden comprender polivinilpirrolidona,
copolimero de pirano, polihidroxipropilmetacrilamida-fenol, polihidroxietil-aspartamida-fenol o polietilenoxidpolilisina,
sustituidos con residuos de palmitoilo. Ademas, los compuestos pueden acoplarse a una clase de polimeros
biodegradables que son adecuados para lograr una liberacién controlada de un medicamento, por ejemplo, poliacido
lactico, poli-e-caprolactona, poliacido  hidroxibutirico, poliortoésteres, poliacetales, polihidroxipiranos,
policianoacrilatos y copolimeros en bloques reticulados o anfipaticos de hidrogeles.

Formulaciones farmacéuticas adaptadas a la administracion transdérmica pueden administrarse como apdsitos
independientes para contacto extendido, estrecho con la epidermis del receptor. Por lo tanto, por ejemplo, el
ingrediente activo puede entregarse desde el apdsito mediante iontoforesis, tal como se describe en términos
generales en Pharmaceutical Research, 3(6), 318 (1986).

Compuestos farmacéuticos adecuados a la administracién tépica pueden formularse en forma de unglentos,
cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, esprais, aerosoles o aceites.

Formulaciones farmacéuticas adaptadas para administracién rectal pueden administrarse en forma de supositorios o
enemas.

Formulaciones farmacéuticas adaptadas para administracion nasal en las cuales la sustancia portadora es un sélido
contienen un polvo grueso que tiene un tamafo de particula, por ejemplo, en el intervalo de 20-50 micras, las cuales
se administran de la manera en que se se consume el tabaco rapé, es decir mediante inhalacion rapida a través de
las vias de la nariz desde un recipiente que contiene el polvo, sostenido cerca de la nariz. Las formulaciones
adecuadas para administracion en forma de spray nasal o gotas para nariz con un liquido en calidad de sustancia
portadora comprenden soluciones de sustancia activa en agua o en aceite.

Formulaciones farmacéuticas adaptadas para administracion por inhalacion comprenden polvos o nieblas en forma
de particulas finas que pueden generarse mediante diversos tipos de dispensadores presurizados con aerosoles,
nebulizadores o insufladores.

Formulaciones farmacéuticas adaptadas para administracion parenteral incluyen soluciones de inyeccion estériles,
acuosas y no acuosas, que contienen antioxidantes, reguladores de pH, bacteriostaticos y solutos, por medio de los
cuales la formulacién se hace isoténica con la sangre del receptor que va a tratarse; y suspensiones estériles,
acuosas y no acuosas, que pueden contener medios de suspension y espesantes. Las formulaciones pueden
administrarse en recipientes de dosis Unica o de dosis mdultiples, por ejemplo, viales y ampollas selladas y
almacenarse en estado congelado en seco (liofilizado) de manera que solamente se necesite la adiciéon del liquido
portador estéril, por ejemplo, agua, para propdsitos de inyeccion. Las soluciones y suspensiones para inyeccion que
se preparan de acuerdo con la formulaciéon pueden prepararse a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles.

Los conjugados segun la invencion se administran preferiblemente por via parenteral.

Se entiende que las formulaciones también pueden contener otros agentes habituales en la técnica con respecto al
tipo particular de formulacion, en adicién a los componentes particularmente mencionados antes; por lo tanto, por
ejemplo, las formulaciones que son adecuadas para administracion oral pueden contener saborizantes.

Una cantidad terapéuticamente efectiva del conjugado segun la invencién depende de una serie de factores que
incluyen el tipo de sustancia activa acoplada, la edad y el peso del paciente, la condicion exacta de la enfermedad
que requiere tratamiento y su severidad, la naturaleza de la formulacién y la via de administracién.

También es objeto de la presente invencion un kit para la preparacién de una composicion farmacéutica,
principalmente una composicion que intensifica la imagen o una composicién terapéutica que contienen al menos un
conjugado segun la invencion. El conjugado segun la invencién pueden estar presente en forma disuelta en un
disolvente en el kit (por ejemplo, un regulador acuoso de pH), o preferiblemente en forma de liofilizado.

Se ha encontrado que los conjugados segun la invencién ya después de un breve tiempo después de la aplicacion
se han acumulado especificamente, es decir exclusivamente o casi exclusivamente en el rinén. En el caso de la
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administracion intravenosa preferida de los conjugados segun la invencién, la acumulacién en el rifdn se observa
después de s6lo 5 minutos. Después de una hora, mas del 30%, preferiblemente méas del 50%, de modo
particularmente preferido mas de 70%, de modo muy particularmente preferido mas de 80% de la dosis inyectada se
localiza en el rifién (las indicaciones de % se basan en la medicion de la radioactividad).

En estudios de distribucion en el 6rgano con conjugados radio-etiquetados segun la invenciéon (por ejemplo,
mediciones de PET u otras formaciones de imagenes no invasiva las), los conjugados segun la invencién presentan
normalmente una acumulacion de al menos el doble, preferiblemente de al menos cinco veces, de modo
particularmente preferida de al menos 10 veces en el rifidn, en relacion con el resto del cuerpo (sangre, corazén,
pulmén, bazo, higado, musculo, cerebro) una hora después de la aplicacién. Esto significa que la sefal que se
correlaciona directamente con la cantidad de compuestos radio-etiquetado en el rifidn es de al menos dos veces
mas fuerte que la suma de todas las sefnales juntas, obtenidas de la sangre, corazén, pulmén, bazo, higado,
musculo y cerebro.

Segun la invencién, la focalizacion del rifidn significa el logro de una ingestion incrementada de la sustancia aplicada
en el rindn en relacién con el resto del cuerpo. En el caso de la focalizacion en el rifion con el conjugado segun la
invencion, preferiblemente se logra al menos una acumulacién de dos veces, preferiblemente de al menos cinco
veces, de modo particularmente preferible de al menos 10 veces en el rifién, en relacién con el resto del cuerpo
(sangre, corazén, pulmén, bazo, higado, musculo, cerebro) mediante administracion de un conjugado segun la
invencion. Estos valores se determinan por medio de estudios de distribucion en érganos como conjugados radio-
etiquetados segun la invencion (por ejemplo, mediciones de PET u otros procedimientos no invasivos de formacion
de imagenes). La acumulacion en el rindn se efectia, segun el tipo de aplicacién, normalmente después de 30
minutos hasta 8 horas.

Figuras:

La figura 1 muestra la influencia de la longitud de cadena en la liberacion de sustancia activa para las estructuras
MAG3-KKEEEKKEEEKKEEEK y MAG3-KKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEE (conexion N-terminal de la
sustancia activa -figura 1, parte superior) y KKEEEKKEEEKKEEE-y y KKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEE-y
(conexion C-terminal de la sustancia activa -figura 1, parte inferior).

La figura 2 muestra la influencia de la longitud de cadena en la liberacién de sustancia activa para la estructura y-
KKEEEKKEEEKKEEEK (conexion N-terminal de la sustancia activa -figura 2, parte inferior) y las estructuras
KKEEEKKEEEKKEEE-y y KKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEE-y (conexion C-terminal de la sustancia
activa - figura 2, parte superior).

La figura 3 compara la distribuciéon en érganos del conjugado etiquetado con 125yodo y(KKEEE)3K dependiendo de
la ruta de administracion.

La figura 4 muestra la distribucién 4 cintigrafica del conjugado de sustancia activa acido diacetilcafeico - (KKEEE)3K
enlazado en el terminal N después de administracion intravenosa en un ratén NMRI.

La figura 5 muestra la distribucion cintigrafica de la molécula conjugada dos veces
yKKK(DCA)EEEKKEEEKKK(DCA)EEEK (CDA= acido diacetilcafeico) después de la aplicacion intravenosa en un
ratén NMRI.

La figura 6 muestra la distribucion cintigrafica de '251-y(KKKe(Liponsaure)EEE)sK después de aplicacion intravenosa
en un ratén NMRI.

Incluso sin mas detalles, se supone que una persona versada en la materia serd capaz de utilizar la descripcion
anterior en el alcance méas amplio. Las formas preferidas de realizacion y los ejemplos deben considerarse, por lo
tanto, solamente como una divulgacién descriptiva que no es limitante absolutamente de ninguna manera.

Ejemplos

1. Sintesis de materiales

1.1. Sintesis de los péptidos con grupos laterales &cidos y basicos
Sintesis de péptidos en fase sélida

Los péptidos se preparan en un sintetizador de péptidos completamente automatico ABI 433A de la compaiia
Applied Biosystems GmbH (Carlsbad, CA, Estados Unidos de América) segun la estrategia de Fmoc/fBu usando
resina Tentagel S RAM (grado de carga: 0.24 mmol/g; Rapp Polymere, TUbingen, Alemania) en calidad de soporte
polimérico. Aminoacidos Fmoc (Fmoc-AS-OH; Novabiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) con grupos
protectores de cadena lateral acidos-labiles (por ejemplo, Arg(Pbf), Asn(Trt), Asp(tBu), Cis(Trt), GIn(Trt), Glu(tBu),
His(Trt), Lis(Boc), Ser(tBu), Thr(fBu), Tyr(fBu)) se usan como materias primas. El sitio de sintesis se compone de a)
disociacién del grupo protector de Fmoc con piperidina al 20% en NMP, b) etapas de lavado con NMP, c)
acoplamiento: Fmoc-AS-OH/HBTU/DIPEA/resina de péptido 10/10/20/1, 8 minutos, d) etapas de lavado con NMP.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2697250 T3

La efectividad de las disociaciones de se controlan por medio de mediciones de conductividad automatizadas. Los
péptidos son disociados de la resina con TFA/H2O/triisopropilsilano (95 : 2,5 : 2,5) (2 h a temperatura ambiente),
precipitados en éter metil-ter.-butilico frio, separado por medio de centrifugacion (4000 rpm, 5 min), secado al vacio y
liofilizado a partir de MeCN/H20 (1 : 1).

Purificacion y caracterizacion de péptidos

La purificacion del péptido disociados de la resina se efectia por medio de HPLC semi-preparativa usando un
equipo LaPrep (VWR GmbH, Darmstadt, Alemania). Como columna se usa una columna Waters XBridge BEH130
PREP C18 (5 um, 19 x 150 mm) (velocidades de flujo: 9 - 20 ml/min; disolvente: TFA al 0,1 % en agua a TFA al 0,1
% en acetonitrilo). Para la separaciéon se usa un gradiente de agua a acetonitrilo que se adapte a las propiedades
fisico quimicas de los péptidos correspondientes. El péptido purificado se obtiene después de liofilizacion.

Para la caracterizacion, los péptidos preparados se analizan por medio de HPLC analitica (Agilent 1100) y HPLC-MS
(Exactive, Thermo Fisher Scientific). El analisis con HPLC en condiciones estandar se efectia con base en un
gradiente lineal de 0,1 % de TFA en agua a 0,1 % de TFA en acetonitrilo en 5 min (condiciones: columna
ChromolithR Performance RP-18e, 100 x 3 mm; velocidad de flujo: 2 ml/min, longitud de onda = 214 nm). Para la
espectrometria de masas sirve un Agilent 1200 en calidad de sistema de HPLC (condiciones: columna Hypersil Gold
C18, 0.21 x 200 mm, gradiente de 0,05 % de TFA en agua a 0,05 % de TFA en acetonitrilo en 30 min, velocidad de
flujo: 200 pl/min, horno de columna: 60 °C, longitud de onda = 214 nm).

Yodacion radioactiva de péptidos lodierung von Peptiden

El etiquetado se efectia usando una solucién madre de 1 mM del péptido que va a etiquetarse en agua
(eventualmente tiene que agregarse DMSO para una mejor solubilidad). Los péptidos que contienen tirosina se
etiquetan con yodo-123, yodo-125 o yodo-131 por medio del procedimiento cloroamina T (Perquin-Elmer, Waltham,
MA, Estados Unidos de América). Para este proposito a 10 pl de la solucion madre se agregan 20 pl de regulador de
pH de fosfato (0,25 M, pH 7,4) y se adiciona la cantidad deseada de yodo reactivo. Para el etiquetado se agregan 5
pl de cloramina-T (2 mg/ml de H20). La reaccién se efectda durante 30 segundos y se termina a continuacién con 10
pl de una solucion saturada de metionina. Para separar el yodo libre y los productos secundarios, la mezcla de
reaccion se purifica mediante HPLC semi-preparativa (Chromolith RP-18e, 100 x 4.6 mm). Para separar se usa un
gradiente lineal de 0,1 % de TFA en agua a 0,1 % TFA en acetonitrilo en 10 minutos (velocidad de flujo: 2 ml/min,
absorcion de UV a 214 nm, deteccion de y). A continuacion, el solvente se retira en un evaporador rotatorio y el
péptido etiquetado se lleva al regulador de pH deseado.

1.2. Preparacion de &cido lipoico -y(KKEEE)sK

El péptido y(KKEEE)sK se prepara tal como se describe en 1.1 por medio de sintesis en fase sélida de la estrategia
de Fmoc/tBu usando los aminoacidos Fmoc-Lis(Boc)-OH, Fmoc-Glu(OBu)-OH y Fmoc-Tyr(tBu)-OH (Novabiochem,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) en el sintetizador de péptidos. El péptido no se disocia primero de la resina, sino
suspendido en NMP después de la desproteccién final de Fmoc (por 100 mg de resina de péptido se usa 1 ml de
NMP). (RS)-&cido lipoico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania; 4 equivalentes con respecto a la carga de resina) se
disuelven mientras tanto en NMP (1 ml por 100 mg), se mezclan con HBTU (4 equivalentes) y se agita a temperatura
ambiente durante aproximadamente 10 minutos. La mezcla de reaccién se adiciona a la resina de péptido, se
mezcla con DIPEA (10 equivalentes) y se agita a temperatura ambiente durante aproximadamente 4 h. La resina se
lava 5 x con NMP y 5 x con DCM y se seca al vacio durante aproximadamente 4 h. El conjugado acido lipoico-
péptido se disocia de la resina con TFA/tioanisol/EDT/anisol (90/5/3/2) durante aproximadamente 1 h a temperatura
ambiente, se precipita en éter metil-ter.-butilico frio, se separa mediante centrifugacién (4000 rpm, 5 min), se seca al
vacio, se liofiliza a partir de MeCN/H20 (1 : 1) y se purifica tal como se describe en el punto 1.1 Purificacion y
caracterizacion de los péptidos.

De manera analoga también pueden prepararse conjugados con otras sustancias activas.
1.3 Preparacién de yKKK(acido diacetilcafeico)(EEEKK)2K(acido diacetilcafeico)EEEK

Para la conjugacién péptica de acido diacetilcafeico a una cadena lateral de lisina, el aminoacido Fmoc-Lis(Mmt)-OH
se incorpora la secuencia de la columna vertebral del péptido. La resina de péptido preparada en el punto 1.1
semestre en este caso, antes de la disociacion, durante 3 minuto con diclorometano (DCM)/triisopropilsilano/TFA
(94 : 5 : 1) y se lava 5 x con DCM. Esta operacién se repite 3 x. Para el acoplamiento a la cadena lateral
desprotegida ortogonalmente de lisina, se disuelven 4 equivalentes del acido diacetilcafeico en NMP, se mezcla con
4 equivalentes de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC), 4 equivalentes de etilciano(hidroxiimino)acetato
(Oxima Pure) y 10 equivalentes de diisopropiletiiamina (DIPEA), se agita a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 min y, a continuacién, se adiciona a la resina de péptido. La mezcla de reaccion es agitada
durante aproximadamente 1 h a temperatura ambiente, se lava 5 x con NMP y 5 x con DCM y se seca al vacio. El
péptido funcionalizado se disocia de la resina tal como se describe en el punto 1.1 y se purifica.

De manera analoga también pueden prepararse conjugados con otras sustancias activas.
1.4 Preparacion de y(KKKe(acido lipoico)EEE)sK
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Pezo molecular = 3188 95

Ma=za exacta = 3185

Formula moecular = C138H231M310425186

Composicion molecular=C5188% H730% O 2107% 5 603 %

1.4.1 Sintesis del bloque de construccion Fmoc-lisina(acido e-lipoico)-OH

N-Hidroxisuccinimida (1,15 g, 10 mmol), acido a-lipoico (2,02 g, 9,8 mmol) y (1,92 g, 10 mmol) de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) se disuelven en 50 ml de DMF y se agita a temperatura ambiente durante
aproximadamente 4 h. Después, el lote se mezcla con 60 ml de acetato de etilo. La fase organica se lava tres veces
con 60 ml de agua destilada, tres veces con 60 ml de solucién saturada de hidrocarbonato de sodio y una vez con
solucion saturada de cloruro de sodio. La fase de acetato de etilo se seca sobre Na2SOs, se filtra y se concentra
hasta secarse.

Rendimiento: 2,23 g (73,5 %)

Fmoc-Lis-OH (2,65 g, 7,2 mmol) se suspende en 110 ml de regulador de pH HEPES (pH= 7,4) y se mezcla con (2,14
g, 7,05 mmol) de éster activo de acido lipoico (disuelto en 130 ml de acetona) y se agita a temperatura ambiente.
Después de aproximadamente 3 h de tiempo de reaccidn, la solucién se ajusta a pH 7 por medio de una solucién de
NaOH de 0,1 N y se agita a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 h. Después, el lote se lleva a pH 9
con NaOH de 0,1 N y se lava dos veces con aproximadamente 30 ml de acetato de etilo; a continuacion, se ajusta a
pH 3 con HCl de 1 N y se extrae tres veces con aproximadamente 40 ml de acetato de etilo. Las fases organicas
unidas se lavan con solucion saturada de cloruro de sodio, se secan sobre Na2SOs, se filtran y se concentran hasta
secarse.

Pesaje de producto crudo: 4,14 g (103, 25 %)

La purificacion del producto crudo se efectia mediante cromatografia flash (fase estacionaria: gel de silice 60,
tamafo de grano: 15 - 40 um, pre-empacado por la compafnia Gétec-Labortechnik GmbH, fase mévil: cloroformo,
metanol (con 0,1% de HOAc), flujo: 60 ml/min, carga: aproximadamente 2 g, gradiente: de 100 % a 75 % de
cloroformo en 18 minutos). Las fracciones de producto (Rt = 9,1 min) se combinan y se concentran hasta secarse.

Pesaje: 3,18 g (77 %)
1.4.2 Sintesis de péptidos en fase soélida

Los péptidos se preparan usando un sintetizador de la compania Applied Biosystems GmbH (Carlsbad, CA, Estados
Unidos de América), Modell 433A, usando la estrategia Fmoc/tBu. Las cadenas laterales de activas de los
aminoacidos se protegen tal como sigue: Lis(Boc), Glu(tBu) y Tyr(tBu). La resina de amida Rink de la compania
Rapp-Polymere GmbH (grado de carga: 0,24 mmol/g) sirve como fase solida. Los aminoacidos correspondientes, el
blogue de construcciéon Fmoc-lisina (acido e-lipoico)-OH y HBTU se emplean en exceso cuadruple. Como disolvente
se usa NMP y se utiliza piperidina para la respectiva disociacién de Fmoc (20% en NMP).

El péptido protegido es disociado TFA:tioanisol:anisol = 90:8:2 (1 ml por 100 mg) de la resina (1 - 2 h), se precipita
en MTBE, se centrifuga y se seca.

1.4.3 Yodacion radioactiva de péptidos

Los péptidos que contienen tirosina se etiquetan con '?5yodo mediante el método de cloramina-T. Para el etiquetado
se usa una solucién madre de 1 mM en agua. Si se necesita, se agrega DMSO para una mejor solubilidad. Para
esto, 10 pl de la solucion madre se mezclan con 20 pl de regulador de pH de fosfato (0,25 M, pH 7,4) la cantidad
deseada se agrega a yodo radiactivo. Para el etiquetado se agregan 5 pl de cloramina-T (2 mg/ml de H20). La
reaccion se efectia durante 30 segundos y se detiene a continuacion con 10 ul de una solucién saturada de
metionina.
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Después del etiquetado se purifica el péptido por medio de HPLC semi-preparativa para retirar el yodo libre excesivo
y otros productos secundarios. Se usan respectivamente 100 pl de la solucién madre de 0,1 mM para la inyeccion.
Antes de la inyeccion, la radioactividad se registra por medio de un contador Geiger.

De manera andloga también pueden prepararse conjugados con otras sustancias activas.
2. Ejemplos de aplicacion
2.1. Estudios de distribucion en 6rganos

Para determinar la farmacocinética, las moléculas etiquetadas radiactivamente del ejemplo 1.1 que van a investigar
se se inyectan en ratones hembras NMRI por la vena de la cola (aproximadamente 100 pl por animal). Los animales
(n = 3 por punto en el tiempo) se sacrifican a continuacién en los correspondientes puntos de tiempo, se diseccionan
y se cuantifica la distribucién de la radioactividad en los érganos aislados (higado, rifiones, pulmones, bazo,
intestino, cerebro, corazén, sangre,...) mediante un contador y (Berthold LB951G). Se determina la radioactividad
medida por gramo de 6rgano/tejido con respecto a la dosis inyectada (ID) y se indica como % de ID/g.

Se investiga la influencia de la longitud de cadena en la liberacién de sustancia activa. Se investigan las estructuras
MAG3-KKEEEKKEEEKKEEEK, MAG3-KKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEE y y-KKEEEKKEEEKKEEEK
(conexion N-terminal de la sustancia activa - figura 1, parte superior y figura 2 parte inferior) y las estructuras
KKEEEKKEEEKKEEE-y y KKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEEKKEEE-y (conexion C-terminal de la sustancia
activa - figura 1, parte inferior y figura 2, parte superior) y en este caso representa tirosina; MAG3 representa un
fragmento de péptido que forma un complejo con M Tc.

El resultado se representa en las figuras 1y 2 (ID/g representa aqui "Injected Dose per Gram of Tissue): la liberacion
de tirosina radio-etiquetada (como "sustancia activa") es muy influenciada, por una parte, por la longitud de cadena
y, por otra parte, por el sitio de conexién de la "sustancia activa" (terminal C o N). Péptidos mas largos conducen
fundamentalmente a una liberacién retrasada. Adicionalmente, la liberacién de marcadores conectados con el
terminal C (yodo-tirosina o también MAG3 con %™Tc) transcurre esencialmente mas rapido que en la conexion con el
terminal N. La etapa que determina la velocidad en la degradacion del péptido es influenciada obviamente, ante
todo, por carboxipeptidasas, las cuales degradan el péptido comenzando desde el terminal C.

Mediante la estructura molecular del péptido y el sitio de conexiéon de la sustancia activa (terminal C o N) puede
ajustarse conscientemente la cinética de liberacién de una sustancia activa.

2.2. Ruta de administracion

En otros experimentos se investiga la ruta de administracion. Para este propdsito se dividen nueve ratones NMRI en
tres grupos. Todos los animales reciben 10 mg/kg de peso corporal de un conjugado de D-tirosina enlazado con
(KKEEE)3K en el terminal N. Una parte del conjugado es etiquetada por medio del método de cloramina-T en la D-
tirosina con 131yodo. El conjugado etiquetado se administra por via intravenosa al grupo 1, por via subcuténea al
grupo 2 y por via intraperitoneal al grupo 3. El conjugado se disuelve en este caso en 100 pl de regulador de pH
PBS. En diferentes momentos (40, 60, 120 y 240 minutos) se realizan registros de SPECT de los animales del grupo
respectivo. Los resultados de esta serie experimental se representan en la figura 3. Ademas de la administracion
intravenosa de péptidos/proteinas, descrita en la bibliografia para transporte de sustancia activa hacia los rifiones, la
administracion subcutanea e intraperitoneal de los péptidos o de conjugados de péptidos/sustancia activa segun la
invencion también puede dirigirse exitosamente a los rifiones.

2.3. Distribucion cintigrafica de conjugados de acido diacetilcafeico

En otros experimentos, la sustancia activa potencial acido diacetilcafeico (DCA) se enlaza tanto en el terminal N,
como también varias veces a las cadenas laterales de lisina de la columna vertebral del péptido. La preparacion del
conjugado N-terminal con y(KKEEE)3K se efectia de manera analoga como se ha descrito en el punto 1.2; la
preparacion de la molécula doblemente conjugada (estructura: yKKK(DCA)EEEKKEEEKKK(DCA)EEEK) como se ha
descrito en el punto 1.3. Se investiga la selectividad hacia el rifion de los conjugados de péptido-sustancia activa
obtenidos de esta manera después de etiquetar por medio de yodo-125 y de aplicar por via intravenosa en el modelo
animal.

Resultado (véanse las figuras 4 y 5): los conjugados de péptidos/sustancia activa preparados retienen su alta
especificidad hacia el rifién, tanto después del enlazamiento N-terminal de é&cido diacetilcafeico (figura 4), como
también en caso de enlazamiento doble de acido diacetilcafeico en diferentes cadenas laterales de lisina de la
columna vertebral del péptido (figura 5).

2.4. Proteccion del rindén

En un estudio preclinico se trataron ratones BALB/c con doxorrubicina. Cada animal experimental recibe una dosis
de 11 mg/kg de peso corporal. A un grupo de control se administra solucién salina isotonica. Los animales tratados
con doxorrubicina se dividen en varios grupos. El grupo B recibe una inyeccion de acido lipoico libre en forma de su
sal de potasio en adicién a la doxorrubicina inyectada. En el caso del grupo C, el conjugado de acido lipoico/péptido
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LA-(KKEEE)s(acido lipoico N-terminal a (Lis-Lis-Glu-Glu-Glu)s) es administrado mediante inyeccién, en lugar del
acido lipoico libre.

Control

Cantidad de |6
animales

Doxorrubicina

Tratamiento |0,9 % de | Doxorrubicina-

solucién
salina

clorhidrato diluida en
0,9% de solucién
salina por 11 mg/kg
de peso corporal

Conjugado de
doxorrubicina + &cido
lipoico

6 por dosis; en el
caso de tres dosis =
18 animales

Doxorrubicina-
clorhidrato diluida en
0,9% de solucién
salina por 11 mg/kg
de peso corporal

Doxorrubicina + acido
lipoico

6 por dosis; en el
caso de tres dosis =
18 animales

Doxorrubicina-
clorhidrato diluida en
0,9% de solucién
salina por 11 mg/kg
de peso corporal

2.5 Distribucidn cintigrafica de conjugados de &cido lipoico segun el ejemplo 1.4

En otros experimentos, la sustancia activa potencial &cido lipoico se enlaza mediante las cadenas laterales de lisina
de la columna vertebral del péptido. La preparacion del conjugado y(KKKe(acido lipoico)EEE)sK se efectua tal como
se describe en el ejemplo 1.4. La selectividad por los rifiones del conjugado de péptido-sustancia activa obtenido de
esta manera es investigada después de etiquetar con yodo-125 y de aplicar por via intravenosa en el ratén modelo
animal.

Resultado (véase figura 6): el conjugado de péptido-sustancia activa preparado presenta una alta especificidad por
el rindn.
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REIVINDICACIONES

1. Conjugado que contiene al menos una molécula soporte selectiva para el rindn y al menos una sustancia activa
que presenta un efecto protector para el rifidn frente a sustancias con efecto nefrotdxico, caracterizado porque la al
menos una molécula soporte selectiva para el rifidn es un péptido que se compone en mas de 50 % (con respecto a
la cantidad de las unidades de aminoacidos) de secciones de secuencia seleccionadas del grupo que comprende -
(KKEEE)-, -(RREEE)-, - (KKEE)-, -(KKKEEE)- y -(KKKEE)-

Yy en cuyo caso

- el péptido se compone en al menos 80 % (con respecto a la cantidad de las unidades de aminoacidos) de los
aminodcidos Ky Eo Ry E,

- y el péptido contiene 3 a 5 secciones de secuencia como se han definido antes.

2. Conjugado segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el péptido representa un péptido seleccionado del
grupo que comprende (RREEE)sR, (KKEE)sK, (KKKEE)sK, (KKKEEE)sK y (KKEEE)sK.

3. Conjugado segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la al menos una sustancia activa se selecciona de
antioxidantes, inhibidores de apoptosis, sustancias activas con influencia en el ciclo celular, sustancias activas que
activan los mecanismos de reparacion de las células, inhibidores de receptor y combinaciones de los mismos.

4. Conjugado segun la reivindicacion 3, caracterizado porque la al menos una sustancia activa es un antioxidante y/o
un inhibidor de apoptosis.

5. Conjugado segun la reivindicacion 4, caracterizado porque la sustancia activa se selecciona de acido lipoico,
resveratrol, acido cafeico, luteolina, quercetina, rutin, cianidina, xantohumol, acido ascérbico, acido nicotinico,
amifostina, aliina, tiolea, tocoferoles, carotenoides, butilhidroxitolueno (BHT), pifithrin-y, pifithrin-a, MDL 28170 y/o
NS3694.

6. Procedimiento para la preparacion de un conjugado segin una o varias de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizado porque con la molécula soporte se conjuga una sustancia activa opcionalmente activada que presenta
un efecto protector en los rifiones frente a sustancias nefrotéxicas.

7. Conjugado segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 5 para usar como medicamentos.

8. Conjugado segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 5 para usar para la proteccion del rifion frente a
sustancias con efecto nefrotéxico.

9. Medicamento que contiene al menos un conjugado segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 5.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 6
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