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DESCRIPCION
Agentes perturbadores vasculares activados MMP
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a profarmacos de agentes perturbadores vasculares y al uso de tales compuestos en
el tratamiento dirigido del cancer.

Antecedentes de la invencion

Dirigir la vasculatura tumoral como un enfoque molecular para las quimioterapias del cancer se esta convirtiendo en
una de las prioridades cientificas mas altas. Estan surgiendo dos modelos de farmacos, uno que previene la formacion
de nuevos vasos sanguineos en el tumor (antiangiogénesis) y otro que apunta destruccién vascular.

Se ha demostrado que la perturbacion de incluso una pequefia proporcion de la vasculatura del tumor induce una
muerte tumoral amplia y un retraso de la metastasis, ya que un solo vaso sanguineo es responsable de apoyar la
supervivencia de muchas células tumorales. Las células endoteliales, que forman el componente principal de la
vasculatura, dependen en gran medida del citoesqueleto de tubulina para su motilidad, invasion, unién, alineacion y
proliferacién (Denekamp, J, Br J Cancer, 45, 136-139 (1982)). Por lo tanto, los agentes que perturban la red de
microtUbulos endoteliales causaran un rapido colapso en el flujo sanguineo del tumor y un periodo prolongado de
parada vascular, que culminara en una extensa necrosis de células tumorales (Tozer et al., Nat Rev Cancer, 5, 423-
435 (2005); Lippert JW, Bioorg Med Chem, 15, 605-615 (2007)).

Una de las clases mas potentes de farmacos terapéuticos contra el cancer son los agentes perturbadores vasculares
(VDA) que, de manera caracteristica, tienen buenas citotoxicidades celulares in vitro, pero a menudo muestran una
especificidad deficiente para matar tumores en tejidos normales in vivo. Ademas, muchos VDA, como los agentes
aglutinantes de tubulina, son insolubles en agua y requieren una formulacién antes de la evaluacién en la clinica. La
presente invencién tiene como objetivo abordar los problemas mencionados anteriormente.

La colchicina y sus analogos son VDA potentes que causan hemorragia y posterior necrosis extensa en tumores (Tozer
et al., Nat Rev Cancer, 5, 423-435 (2005)), como consecuencia directa de la unién de tubulina y la induccién de la
despolimerizacion de microtubulos (Chaudri et al., J Mol Biol, 303, 679-692 (2000)). Sin embargo, la colchicina no ha
mostrado un valor intrinseco como un agente terapéutico contra el cancer clinicamente aplicable debido a un alto nivel
de toxicidad y el consiguiente indice terapéutico muy estrecho (Tozer et al., Nat Rev Cancer, 5, 423-435 (2005); Quinn
et al.,, J Med Chem, 24, 636-639 (1981)). Seria deseable, por lo tanto, poder dirigir un VDA, como la colchicina,
selectivamente a un tumor.

Los presentes inventores han desarrollado un sistema para superar el efecto toxico de la administracién sistémica de
agentes antineoplasicos potentes en particular agentes perturbadores vasculares.

Declaraciones de la invencién

La presente invencién se basa, al menos en parte, en la seleccién de un sitio de escisidn proteolitica que permite la
liberacion selectiva de un agente perturbador vascular, tal como colchicina, en la vasculatura del tumor.

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, que comprende un agente perturbador vascular (VDA) asociado con un péptido que comprende un sitio de
escision proteolitica de metaloproteinasa de matriz (MMP), en el que el VDA es un agente de unién a tubulina y
anticancer, y el sitio de escision proteolitica de MMP comprende una secuencia de aminodacidos - Arg-Ser-Cit-Gly-Hof-
P2'-Leu- en donde P2' es un amino&cido y no es tirosina. El término “asociado con” en el contexto de la invencién
pretende incluir todos los medios de asociacién directos e indirectos, generalmente covalentes, incluidos, entre otros,
enlaces quimicos o enlaces peptidicos.

Los compuestos de la invencién pueden estar en forma de sales. En particular, las sales pueden ser sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente divulgacién pueden
sintetizarse a partir del compuesto original que contiene un resto basico o acido por métodos quimicos convencionales.
Generalmente, tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de &cido o base libres de estos
compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o acido apropiado en agua o en un disolvente organico, o
en una mezcla de los dos; en general, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol
o acetonitrilo. Las listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 edicién,
Mack Publishing Company, Easton, Pa., EE. UU., 1985, p. 1418, véase también Stahl et al, Eds, “Handbook of
Pharmaceutical Salts Properties Selection and Use”, Verlag Helvetica Chimica Acta and Wiley-VCH, 2002.
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La divulgacién incluye las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en los cuales el
compuesto padre se modifica haciendo sales acidas o basicas de los mismos. Por ejemplo, las sales no toxicas
convencionales o las sales de amonio cuaternario que se forman, por ejemplo. A partir de acidos o bases inorganicos
u organicos. Los ejemplos de dichas sales de adicion de acido incluyen acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato,
bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, alcanforato, canforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato,
clorhidrato, bromhidrato, yodohidrato, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-naftalensulfonato,
nicotinato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato,
tosilato y undecanoato. Las sales basicas incluyen sales de amonio, sales de metales alcalinos tales como sales de
sodio y potasio, sales de metales alcalinotérreos tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases organicas
tales como sales de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina y sales con aminoacidos tales como arginina, lisina, etc.
Ademas, los grupos que contienen nitrégeno basico pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de alquilo
inferior, tales como cloruro de metilo, etilo, propilo y butilo, bromuros y yoduros; sulfatos de dialquilo como dimetilo,
dietilo, dibutilo; y sulfatos de diamilo, haluros de cadena larga tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo,
laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo como bromuros de bencilo y fenetilo y otros.

En un aspecto preferido, la invencién proporciona un compuesto de férmula (1)
X-Y )

en la que

X es un agente de perturbador vascular (VDA);

Y es un péptido que comprende un sitio de escision proteolitica de metaloproteinasa de matriz (MMP); como se define
en las reivindicaciones.

Los compuestos de acuerdo con la invencién proporcionan profarmacos que se convierten en un VDA activo y potente
dentro del entorno del tumor mediante los MMP sobreexpresados. La activacién selectiva del tumor de un profarmaco
de la invencion aumenta los niveles tumorales y disminuye los niveles sistémicos del VDA y, opcionalmente, de
ingredientes activos adicionales, lo que aumenta considerablemente su indice terapéutico y su eficacia.

Los VDA comprenden un sistema de anillos multiples, por ejemplo, un sistema de anillos triciclicos o biciclicos
fusionados o no fusionados. Por lo tanto, X incluye cualquier sistema de multiples anillos de un VDA que sea capaz
de unirse y romper los vasos sanguineos del tumor.

Los VDA se pueden dividir en tres clases:
(i) aquellos compuestos que interactdan con la tubulina en el sitio de unién a la colchicina en la tubulina;
(i) aquellos compuestos que comparten un sitio de unién comun en tubulina con los alcaloides de Cataranto (Vinca);

(iii) compuestos que promueven la formaciéon de microtibulos estables de manera similar al paclitaxel, un nuevo
diterpenoide de taxano aislado de la corteza del tejo del Pacifico.

En un aspecto preferido de la invencion, el VDA es un agente de unién a tubulina. El agente de unién a la tubulina se
puede seleccionar del grupo que consiste en i) aquellos que interactian con la tubulina en el sitio de unién a la
colchicina: incluidos, pero no limitados a colchicina (incluidos los analogos de la colchicina, como el N-acetilcolchinol-
O-fosfato (ZD6126) y ABT 751), colchicinoides, combretastatinas fenstatina, podofilotoxinas, esteganacinas, anfetinilo
y estilbenos; y ii) aquellos que interactian con el sitio de unién a Vinca de la tubulina: incluidos, pero no limitados a
vincristina, vinblastina, vinflunina, maitansinoides, fomopson A, rizoxina, auristatina (incluidos sus andlogos) y
dolastatina.

En un aspecto preferido de la invencién, el VDA es un agente de unién a la tubulina que interactta con el sitio de union
a la colchicina dentro de la tubulina. En una realizacion de la invencion, el VDA es colchicina o un analogo/derivado
de la misma. Los analogos o derivados de la colchicina pueden incluir, pero no se limitan a, azademetilcolchicina,
azacolchicina, N-metil desacetilcolchicina, desacetilcolchicina.

En una realizacién de la invencién, el VDA es un VDA no peptidico. Por ejemplo, un VDA segun la invencion puede
ser un agente de unién a tubulina que no es auristatina o un derivado de la misma.

Alternativamente, el VDA puede ser un agente de union a tubulina seleccionado del grupo que consiste en, pero no
limitado a, combretastatinas (por ejemplo, combretastatina A-4 3-O-fosfato), auristatina (incluyendo sus analogos),
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dolastatina; y flavenoides (por ejemplo, factor de necrosis tumoral a y acido 5,6-dimetilxantenona-4-acético (DMXAA),
acido acético de flavona (FAA)). Por lo tanto, en una realizaciéon alternativa de la invencién, la VDA es una
combretastatina.

La escision proteolitica en el sitio de escision de MMP por una MMP libera el VDA, y cualquier otro agente activo
asociado con el sitio de escision de MMP, en forma activa.

La familia de MMP se divide en ocho grupos estructurales: cinco de los cuales son MMP secretados y tres de los
cuales son MMP de tipo membrana (MT-MMP). Las MT-MMP estan localizadas en la superficie celular.

En un aspecto preferido de la invencioén, la MMP es un tipo de membrana (MT-MMP). Por lo tanto, la invencion
proporciona un compuesto de formula | en donde Y comprende una secuencia peptidica que se escinde
selectivamente por un MT-MMP

Las MT-MMP pueden seleccionarse del grupo que consiste en

(i) transmembrana de tipo | tipo MT-MMP, por ejemplo, MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2-MMP), MMP-16 (MT3-
MP) y MMP-24 (MT5-MMP);

(i) grupo estructural anclado con glicosilfosfatidilinositol (GPI) de MT-MMP, por ejemplo, MMP-17 (MT4-MMP) y MMP-
25 (MT6-MMP);

(iii) clase transmembrana de tipo Il, por ejemplo, MMP-23.

El sitio de escision de MMP comprende una secuencia peptidica que tiene un enlace amida, tipicamente un enlace
peptidico, que es escindible por una MMP. Preferiblemente Y es una secuencia peptidica que comprende entre 7 y
veinte aminodacidos. Los aminoacidos pueden ser D-aminoacidos o L-aminoacidos.

Preferiblemente, el sitio de escision proteolitica de MMP es un sitio de escision especifico de MT-MMP tal que la
escision entre P1y P1' tiene lugar selectivamente por una MT-MMP, por ejemplo, MT-MMP14.

El sitio de escision proteolitica de MMP comprende la secuencia:
P4-P3-P2-P1-P2'-P3'

en donde P1'a P3'y P1 a P4, son como se definen en las reivindicaciones y en donde se lleva a cabo la escision
proteolitica entre los residuos P1'y P1.

La divulgacion proporciona un sitio de escision de MMP que comprende una secuencia peptidica que se escinde
selectivamente por una MT-MMP. Esta divulgacion proporciona un compuesto de férmula (I) en donde Y comprende
una secuencia peptidica en la que P1' es un aminoacido hidréfobo. Como se usa en el presente documento, el término
“hidréfobo” puede referirse a aminoacidos que tienen una hidrofobicidad que es mayor o igual a -1.10 y/o una carga
neta que es mayor o igual a 0 como se describe en Fauchere y Pliska Eur. J. Med Chem. 10:39 (1983). Un aminoé&cido
hidréfobo o no polar también puede referirse a un aminoacido que tiene una cadena lateral que no esta cargada a pH
fisiolégico, no es polar que es generalmente repelido por una soluciéon acuosa. Un aminoacido hidréfobo puede
seleccionarse del grupo que consiste en leucina, fenilalanina, prolina, alanina, triptéfano, valina, isoleucina, metionina,
tirosina y treonina. P1' puede ser un aminodcido con una cadena lateral alifatica. Alternativamente, P1' puede ser un
aminoacido con una cadena lateral aromatica. P1' también puede incluir aminoacidos hidréfobos no naturales y en
una realizacion de la invencién es homofenilalanina (Hof).

Esta divulgacién proporciona un compuesto de formula (1) en la que, Y comprende una secuencia peptidica en la que
P1 es un aminoacido polar, por ejemplo, un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asparagina (N), Serina
(S) o Glicina (G). Para mejorar la selectividad para un MT-MMP en el sitio de escisién, generalmente P1 no es prolina.
Por lo tanto, P1 es un amino&cido que excluye la prolina. En una realizacién de la invencién, P1 es glicina.

Esta divulgacion proporciona un compuesto de formula (1) en la que Y comprende una secuencia peptidica en la que
P2' se selecciona del grupo que consiste en aminoacidos polares no cargados y/o aminoacidos basicos que incluyen,
por ejemplo, arginina (R), alanina (A), Leucina (L), Acido Aspartico (D), Treonina (T), Serina (S) y Prolina (P). Para
mejorar la selectividad para una MT-MMP en el sitio de escision, P2' puede ser un aminoacido metilado.

Los presentes inventores han encontrado que la escision por no MT-MMP, por ejemplo, MMP2, tiene lugar en los sitios
P1'-P2'y P2'-P3' cuando P2' es tirosina. Asi, en una realizacion de la invencion, P2' no es tirosina.
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Como se usa en el presente documento, el residuo P3' puede comprender cualquier amino&cido. En una realizacién
de la invencion, P3' es leucina (L). Cuando esté presente, el residuo P4' puede comprender un aminoacido con una
cadena lateral nucledfila, por ejemplo, lisina (L), cisteina (C), serina (S), tirosina (Y), treonina (T), &cido glutamico (E),
o acido aspartico (D)

Esta divulgacion proporciona un compuesto de formula (1) en la que Y comprende una secuencia peptidica en la que
P2 se selecciona del grupo que consiste en aminoacidos acidos (por ejemplo, acido glutamico), basicos, hidréfobos o
polares. P2 también puede incluir amino&cidos hidr6fobos no naturales, por ejemplo, citrulina (Cit). Para mejorar la
selectividad para un MT-MMP en el sitio de escision, se prefiere que P2 no sea prolina. Asi, P2 es un aminoéacido que
excluye la prolina.

Esta divulgacion proporciona un compuesto de formula (1) en la que, Y comprende una secuencia peptidica en la que
P3 es un aminoacido polar, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en glicina (G), alanina (A), serina (S),
Leucina (L), Isoleucina (I) y Treonina (T). Se prefiere que P3 no sea prolina. En una realizacion de la invencién, P3 es
serina.

Esta divulgacién proporciona un compuesto de formula (1) en la que, Y comprende una secuencia peptidica en la que
P4 es un aminodacido que contiene una cadena lateral sustancial, por ejemplo, un aminoacido que tiene un grupo
basico en su cadena lateral, incluidos los aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en arginina (R) y lisina
(K). Para mejorar la selectividad para un MT-MMP en el sitio de escisién, se prefiere que P4 sea arginina. Asi, en una
realizacién de la invencién, P4 es arginina.

La invencidén puede proporcionar un compuesto de férmula (I) en el que el sitio de escision, Y, comprende una
secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos de la secuencia estan glicosilados para mejorar la
hidrofilicidad y, como tal, la solubilidad. La glicosilacién de residuos puede ser como sigue:

O-glicosilaciéon de aminoacidos en la secuencia a través de las cadenas laterales de serina, treonina, tirosina;

N-glicosilacién de aminoacidos en la secuencia a través de las cadenas laterales de acido aspartico, acido glutamico;
y/o

S-glicosilacion de aminoacidos en la secuencia a través de cisteina.

La invencién puede proporcionar un compuesto de férmula (I) en el que el sitio de escision, Y, comprende una
secuencia de aminodcidos en la que uno o mas aminoacidos de la secuencia estan fosforilados para mejorar la
hidrofilicidad y, como tal, la solubilidad. Los aminoacidos adecuados incluyen serina, treonina, tirosina. En una
realizacién de la invencion, se proporciona un compuesto de formula (I) en la que Y comprende una secuencia
peptidica en la que P2' estéa fosforilada. En una realizacién adicional de la invencién, se proporciona un compuesto de
formula (I) en el que, Y comprende una secuencia peptidica en la que P3, y opcionalmente P2', estan/son aminoacidos
fosforilados.

La invencién también proporciona un compuesto de férmula (I) en el que el sitio de escision, Y, incluye un analogo
peptidico, por ejemplo, un imitador de péptido, en el que, a modo de ejemplo, un enlace amida se reemplaza por
enlaces olefinicos, aminoacidos Nao- y/o Ca-metilados, aminoacidos no naturales y otros enfoques conocidos en la
técnica. Dichos enfoques peptidomiméticos se usan en la técnica para mejorar la especificidad de la escision, sirviendo
de ese modo para disminuir la hidrélisis enzimatica no deseada. En una realizacién de la invencién, Y incluye un
analogo en el que uno o mas enlaces amida dentro de la secuencia de aminoacidos se reemplazan con aminoacidos
Na y/o Ca metilados.

Una realizacion de la invencién comprende un compuesto de férmula (I) en la que Y comprende un sitio C-extremo y
un sitio N-extremo y en la que dicho sitio C-extremo esta directa o indirectamente unido a X y dicho sitio N-extremo
esta enlazado directa o indirectamente a un resto adicional, por ejemplo, ¢ 0 Z como se describe a continuacién.

Una realizacién alternativa de la invencion comprende un compuesto de formula (I) en el que Y comprende un sitio C-
extremo y un sitio N-extremo y en el que dicho sitio N-extremo esta directa o indirectamente enlazado a X y dicho sitio
C-extremo esta enlazado directa o indirectamente a un resto adicional, por ejemplo, ¢ 0 Z como se describe a
continuacion.

En una realizacion preferida de la invencion, se proporciona un compuesto de formula (1) en la que X es colchicina o
un andlogo de la misma e Y es un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos tal como se define en el
presente documento.

En un aspecto preferido, la invencién proporciona un compuesto de formula (1l)
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X-Y-c (1
en la que X e Y son como se definen en el presente documento;

c es un grupo final o “grupo tope”. Los grupos tope pueden usarse para limitar una cadena peptidica en uso
farmacéutico para prevenir la degradacién no especifica del péptido, por ejemplo, por enzimas distintas de las MMP.
¢ puede incluir cualquier resto apropiado en el extremo N- o C- que actie como un grupo bloqueador seleccionado del
grupo que incluye, entre otros, alifaticos, aromaticos, policiclicos, carbohidratos (por ejemplo, azlcares simples),
aminoacidos (incluido D-aminoacidos). Para mejorar la solubilidad, ¢ puede ser un grupo hidréfilo, por ejemplo,
cualquiera de los grupos funcionales polares adicionales que se mencionan anteriormente (por ejemplo, acidos,
aminas, alcoholes, fenoles).

¢ puede representarse por la férmula (c)n, donde n es un nimero entero entre 1y 5. En una realizacién de la invencion,
c se representa (c)n donde ¢ es un aminoacido (por ejemplo, un aminoacido no natural) y n es 3. En una realizacién
de lainvencién, ¢ no es serina, donde n es 3. En una realizacién adicional, ¢ no es serina o acido quinico.
La presente invencion puede proporcionar ademas un “enlazador”. El enlazador puede proporcionarse en el extremo
C y/o N de Y. Preferiblemente, el enlazador se proporciona en el extremo C de Y. Preferiblemente, el enlazador es
continuo con la secuencia de aminoacidos de Y. El enlazador puede incluir cualquier resto que esté asociado con Y y
que puede eliminarse quimicamente, enzimaticamente o descomponerse espontaneamente. El enlazador puede
consistir en un solo aminoacido (por ejemplo, tirosina) o puede comprender una secuencia de aminoacidos. Cuando
el enlazador comprende una secuencia de aminoacidos, la secuencia puede proporcionar una region hidréfila que
puede facilitar la escision mediante una MMP en Y. La O-glicosilacién de aminoacidos adecuados en la secuencia a
saber, serina, treonina y tirosina puede mejorar la hidrofilicidad y, como tal, la solubilidad.
Por lo tanto, en un aspecto preferido de la invencion, se proporciona un compuesto de férmula (l11)

X-a-Y (nn
en donde X e Y son como se definen en el presente documento; y
a es un enlazador en el que el enlazador esté asociado directa o indirectamente con X
En una realizacién, la invencién proporciona un compuesto de formula (1V)

X-a-Y-c (V)

en laque X, a, Y y ¢c son como se definen en el presente documento.

En un aspecto aun mas preferido de la invencién, se proporciona un “espaciador” que puede ser el mismo o diferente
al enlazador descrito en el presente documento. El espaciador puede proporcionarse en el extremo C y/o N de Y.
Preferiblemente, el espaciador se proporciona en el extremo N de Y y sirve para evitar la eliminacién no deseada de
¢ durante la sintesis. El espaciador puede estar asociado directa o indirectamente con Y. El espaciador puede incluir
cualquier aminodcido individual (por ejemplo, B-alanina), secuencia de aminoacidos o un grupo succinilo. Por lo tanto,
la invencién proporciona preferiblemente un compuesto de férmula (V)

X-Y-b-C (V)
en la que X, Y y ¢ son como se definen en el presente documento;
b es un espaciador como se define aqui.
En una realizacion adicional, la invencién proporciona un compuesto de formula (VI)
X-a-Y-b-c (VI
enlaque X, Y, a, bycsoncomo se definen en el presente documento.

En una realizacion de la invencién, se proporciona un compuesto de formula (VI) en la que X es colchicina (0 un
anéalogo de la misma), Y es un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos como se define en el presente
documento, a es tirosina y b es alanina.
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En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, de formula (VII)

X-Y-Z (V1N
en la que X e Y son como se definen en el presente documento; Z es un agente anticanceroso.
Preferiblemente, Z es un agente anticanceroso seleccionado del grupo que consiste en un agente perturbador
vascular, que puede ser igual o diferente a X, un antimetabolito (por ejemplo, 5-fluorouracilo), un agente citotéxico o
antiproliferativo (por ejemplo, antraciclina (por ejemplo, doxorrubicina), alcaloide de la vinca, taxano, nucleétido
citotoxico) una biotoxina, un agente radioterapéutico, un agente hormonal o cualquier producto natural o agente
conocido por inducir un efecto citotdxico, citostatico, antiangiogénico o de perturbacion vascular.
En un aspecto preferido de la invencion, se proporciona un compuesto de férmula (V)

X-a-Y-Z (VI
enlaque X, a, Yy Zson como se definen en el presente documento.
En un aspecto aun preferido de la invencion, se proporciona un compuesto de férmula (1X)

X-a-Y-b-Z (IX)

enlaque X, a, Y, by Zson como se definen aqui. En este aspecto de la invencidn, el propésito del espaciador b es
convertir la amina N-extremo de Y en un &cido carboxilico para permitir la unién de un compuesto Z en el que Z
contiene una amina libre (por ejemplo, donde Z es doxorrubicina). Donde Z lleva un acido carboxilico libre, no se
requiere b.
En un aspecto preferido de la invencion, se proporciona un compuesto de férmula (VII) en la que X es colchicina o un
derivado de la misma, por ejemplo, azademetilcolchicina y Z es un agente citotoxico, por ejemplo, doxorrubicina.
Preferiblemente, todavia Y es un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos como se define en el presente
documento.
En un aspecto preferido adicional de la invencién, se proporciona un compuesto de férmula (VII) en la que Xy Z se
seleccionan de colchicina o un anélogo o derivado de la misma. También se proporciona un compuesto de la invencién
en el que X'y Z pueden ser ambos colchicina. En este aspecto, Y puede ser un péptido que comprende la secuencia
de aminodcidos tal como se define en el presente documento.
Los compuestos de acuerdo con la invencion se pueden preparar en fase sélida, por ejemplo, unidos a un soporte
polimérico, o sintesis en fase de solucién, por ejemplo, en presencia de un agente de acoplamiento o utilizando una

sintesis convergente.

En el presente documento también se describe un proceso para preparar un compuesto de acuerdo con la invencion,
comprendiendo el proceso las etapas de

i) proporcionar un soporte sélido unido a X;
i) unir opcionalmente un enlazador al extremo C o N de X;

iii) unir los residuos de aminodcidos por etapas al extremo C o N de X, o al enlazador unido a X para proporcionar la
secuencia peptidica Y que contiene la secuencia de escision proteolitica MMP;

iii) unir opcionalmente un grupo tope ¢ al extremo C o N respectivo de Y para proporcionar un compuesto de formula
(1) o (1V).

En un proceso, el soporte sélido es cualquier soporte polimérico tal como cualquier resina a base de poliestireno o a
base de PEG, por ejemplo, resinas a base de tritilo. El enlazador puede ser un derivado de succinato o malonato, por
ejemplo, anhidrido succinico.

Un proceso adicional para preparar un compuesto de acuerdo con la invencion comprende las etapas de

i) preparar la secuencia peptidica Y;
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i) unir un grupo tope c al extremo C o N respectivo de Y;

iii) preparar una solucion de X y el péptido de tope preparado en (ii) en presencia de un agente de acoplamiento y
aislar el compuesto deseado.

En un proceso Y se prepara mediante la unién gradual de aminoacidos a un soporte sélido para proporcionar una
secuencia peptidica. Alternativamente, la secuencia Y puede sintetizarse en solucién.

Cualquier agente de acoplamiento conocido en la técnica se puede usar en un proceso de la invencion, por ejemplo,
EDAC, DCC, DIC, PyBOP, HCTU, etc. en un disolvente adecuado (por ejemplo, DMF, THF, etc.).

En una sintesis alternativa en fase de solucién, uno o mas aminodcidos del extremo C de la secuencia Y pueden
conjugarse con X en solucion, para permitir el resto de la secuencia peptidica (por ejemplo, presintetizada en un
soporte sélido como se describié previamente) para ser conjugado en solucién en una sintesis convergente.

Un proceso proporciona la union de X al extremo C de Y. Ademas, el proceso puede incluir la union de Z al extremo
N de Y. Por ejemplo, el proceso puede comprender los pasos de:

i) Introduccién de un grupo amino a X para la union al extremo C de Y; y, opcionalmente,

ii) introduccién de un grupo acido carboxilico (o un grupo isotiocianato o isocianato) en Z para unirse al extremo N de
Y.

Un proceso adicional proporciona la unién de X al extremo N de Y. Ademas, el proceso puede incluir la unién de Z al
extremo C de Y. Por ejemplo, el proceso puede comprender los pasos:

i) introduccion de un grupo acido carboxilico (o un grupo isotiocianato o isocianato) a X para la union al extremo N de
Y; y opcionalmente

i) introduccion de un grupo amina a Z para la unién al extremo C de Y.

En un proceso X es colchicina o un analogo o derivado de la misma, por ejemplo, azademtilcolchicinay Z es un agente
citotoxico, por ejemplo, doxorrubicina.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un sitio de escision proteolitico de MMP, en particular un
sitio de escisidn especifico de MT-MMP tal como se define aqui, en la activacion especifica de sitio de un VDA. El
término “activacion especifica de sitio” como se usa en este documento significa, en términos generales y no limitados
a, la activacion de un VDA por escision especifica de sitio en el sitio de escision proteolitica MMP. Se espera que la
escision especifica del sitio en el sitio de escision proteolitica tenga lugar concomitantemente con la liberacién y, por
lo tanto, con la activacion del VDA.

Composiciones farmacéuticas y usos

En otros aspectos, la invencién proporciona un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como
se describe anteriormente en este documento para uso en medicina. En aspectos adicionales, se proporciona una
formulacion farmacéutica que comprende un compuesto como se describe anteriormente en este documento. La
formulacion puede contener al menos un componente farmacéuticamente aceptable adicional, por ejemplo, un
excipiente, diluyente o portador. Preferiblemente, la formulacion esta destinada para administracién parenteral.

La invencién proporciona una formulacion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la invencion.
En una realizacion preferida, el compuesto es de formula (VII).

En un aspecto preferido de la invencion, dicha composicion incluye un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

Las composiciones de la invencion se administran tipicamente en cantidades efectivas. Una “cantidad efectiva” es la
cantidad de una composicion que solo, o junto con otras dosis, produce la respuesta deseada. Cuando se administran,
las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se administran en preparaciones farmacéuticamente
aceptables. Dichas preparaciones pueden contener rutinariamente concentraciones farmacéuticamente aceptables de
sal, agentes de tamponamiento, conservantes, vehiculos compatibles y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos
(por ejemplo, cisplatina; carboplatina; ciclosfosfamida; melfalan; carmuslina; metotrexato; 5-fluorouracilo; citarabina;
mercaptopurina; daunorrubicina;doxorrubicina epirrubicina, vinblastina; vincristina; dactinomicina; mitomicina C; taxol;
L-asparaginasa; G-CSF; etopdsido; colchicina; mesilato de derferoxamina y camptotecina).
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Las composiciones de la invencion pueden administrarse por cualquier via convencional, incluida la inyeccién o por
infusion gradual a lo largo del tiempo. La administracién puede ser, por ejemplo, oral, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intracavitaria, subcutdnea o transdérmica. En el caso de tratar una enfermedad particular, como el
cancer, la respuesta deseada es inhibir la progresion de la enfermedad. Esto puede implicar solo retardar la progresion
de la enfermedad temporalmente, aunque mas preferiblemente, implica detener la progresién de la enfermedad
permanentemente. Esto puede controlarse mediante métodos de rutina conocidos en la técnica.

La administracion de las composiciones a mamiferos distintos de los humanos, (por ejemplo, con fines de prueba o
con fines terapéuticos veterinarios), se lleva a cabo sustancialmente en las mismas condiciones que las descritas
anteriormente. Un sujeto, como se usa en este documento, es un mamifero, preferiblemente un humano, e incluye un
primate no humano, vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra, perro, gato o roedor.

Cuando se administran, las preparaciones farmacéuticas de la invencién se aplican en cantidades farmacéuticamente
aceptables y en composiciones farmacéuticamente aceptables. El término “farmacéuticamente aceptable” significa un
material no téxico que no interfiere con la eficacia de la actividad biolégica de los ingredientes activos.

Las composiciones farmacéuticas pueden combinarse, si se desea, con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El
término “portador farmacéuticamente aceptable” como se usa en este documento significa uno o mas rellenos,
diluyentes o sustancias de encapsulacion sélidos o liquidos compatibles que son adecuados para la administracion en
un ser humano. El término “portador” denota un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el cual el
ingrediente activo se combina para facilitar la aplicacién.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes tamponantes adecuados, que incluyen: acido acético en
una sal; acido citrico en una sal; acido bérico en una sal; y acido fosférico en una sal.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener, opcionalmente, conservantes adecuados, tales como:
cloruro de benzalconio; clorobutanol; parabenos y timerosal. Las composiciones adecuadas para administracion oral
pueden presentarse como unidades discretas, tales como capsulas, comprimidos, pastillas, que contienen cada una,
una cantidad predeterminada del compuesto activo. Otras composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos
o liquidos no acuosos tales como jarabe, elixir o0 una emulsion.

Las composiciones adecuadas para administracién parenteral comprenden convenientemente una preparacion estéril
acuosa 0 no acuosa de compuesto, que es preferiblemente isotdnica con la sangre del receptor. Esta preparacion
puede formularse de acuerdo con métodos conocidos usando agentes dispersantes o humectantes adecuados y
agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspensidn inyectable
estéril en un diluyente o disolvente no tdxico y parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la solucién de
Ringer y la solucion de cloruro de sodio isotonica. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente
como un disolvente o medio de suspensién. Para este propdsito, se puede emplear cualquier aceite fijo insipido,
incluyendo mono o di-glicéridos sintéticos. Ademas, se pueden usar &acidos grasos como el &cido oleico en la
preparacion de inyectables. Las formulaciones de portadores adecuadas para administraciones orales, subcutaneas,
intravenosas, intramusculares, etc. se pueden encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co., Easton, PA.

Los compuestos de acuerdo con la invencion se pueden usar para tratar una enfermedad o afeccién asociada con el
tejido que sobreexpresa una MMP, en particular una MT-MMP. Por lo tanto, la invencién proporciona un método para
tratar el cancer en un sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con la
invencion. En un método preferido de la invencién, dicho sujeto es humano.

Como se usa en el presente documento, el término “cancer” se refiere a las células que poseen la capacidad de
crecimiento autbnomo, es decir, un estado o condicion anormal caracterizado por un crecimiento celular de
proliferacién rapida. El término pretende incluir todos los tipos de crecimientos cancerosos o procesos oncogénicos,
tejidos metastasicos o células, tejidos u érganos transformados de manera maligna, independientemente del tipo
histopatoldgico o la etapa de invasion. El término “cancer” incluye tumores malignos de origen epitelial, endodérmico
y mesenquimatoso, particularmente carcinomas y sarcomas, como los que afectan el sistema respiratorio (boca, nariz,
traquea, pulmon), tracto gastrointestinal (lengua, eséfago, estdmago, intestino delgado, colon, higado, pancreas,
vesicula biliar, recto), sistema endocrino (tiroides, pituitaria, glandulas suprarrenales), tracto genitourinario (vejiga
urinaria, rindn), sistema reproductivo (mama, ovarios, utero, cuello uterino, prostata, pene, escroto, testiculos), piel
(melanocitos, epidermis, endodermis), sistema nervioso (cerebro, médula espinal, células gliales, neuronas) y sistema
linfoide.

El término carcinoma se reconoce en la técnica y se refiere a tumores malignos de origen epitelial que incluyen
carcinomas del sistema respiratorio, carcinomas del sistema gastrointestinal, carcinomas del sistema endocrino,
carcinomas del tracto genitourinario, carcinomas de la piel y carcinomas del sistema reproductor. El término
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“carcinoma” también incluye “adenocarcinomas” que se refieren a carcinomas derivados de tejido glandular,
“carcinomas escamosos” que se refieren a carcinomas de origen escamoso y “carcinosarcomas” que se refieren a
tumores compuestos por tejido carcinomatoso y sarcomatoso. Los carcinomas ejemplares incluyen los que se forman
a partir de los epitelios del cuello uterino, préstata, mama, nariz, cabeza y cuello, cavidad bucal, eséfago, estdémago,
higado, pancreas, colon, ovario, vejiga urinaria y pulmén, particularmente carcinoma pulmonar no pequeiio.

El término “sarcoma” es reconocido en la técnica y se refiere a las neoplasias malignas de los tejidos blandos o del
tejido conjuntivo o de soporte, que incluyen hueso, cartilago, tejido adiposo, musculo liso, musculo esquelético, vaina
nerviosa, vasos sanguineos, mesotelio y estroma gastrointestinal. Otros tipos de cancer incluyen “leucemias”, que se
refieren a tumores derivados de glébulos blancos, y “linfomas”, que se refieren a tumores del sistema linfoide.

Una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la invencion se puede administrar en
combinacion, secuencialmente o en un tiempo sustancialmente similar, como un agente anticanceroso (agente
quimioterapéutico) que incluye, entre otros, un antimetabolito (por ejemplo, 5-fluorouracilo), un agente citotéxico o
antiproliferativo (por ejemplo, antraciclina, alcaloide de la vinca, taxano, nucleétido citotoxico), una biotoxina, un
radioterapéutico, un agente hormonal o cualquier producto natural o agente conocido por inducir un efecto citotdxico,
citostatico, anti-angiogénico o de perturbacién vascular.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar el
curso natural del individuo o célula que se esta tratando, y puede realizarse para la profilaxis o durante el curso de la
patologia clinica.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso de un compuesto de acuerdo con la invencién en la fabricacion
de un medicamento para tratar el cancer.

En un aspecto de la presente invencion, los compuestos 0 composiciones de la invencion se pueden usar para tratar
un trastorno inflamatorio y/o una respuesta inflamatoria. Por lo tanto, segun una invencién adicional, se proporciona
un método para tratar un trastorno inflamatorio en un sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de un
compuesto de acuerdo con la invencion.

El trastorno inflamatorio puede seleccionarse del grupo que consiste en aterosclerosis, artritis reumatoide, osteoartritis,
gota, lupus eritematoso, esclerodermia, sindrome de Sjorgen, poli y dermatomiositis, vasculitis, tendinitis, sinovitis,
endocarditis bacteriana, periodontitis, osteomielitis, psoriasis, neumonia, alveolitis fibrosa, bronquitis crénica,
bronquiectasia, enfisema, silicosis, neumoconiosis, tuberculosis, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn,
polirradiculoneuropatias desmielinizantes inflamatorias cronicas, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica,
esclerosis multiple, sindrome de Guillan Barre, y miastenia gravis, mastitis, laminitis, laringitis, colecistitis crénica,
tiroiditis de Hashimoto y enfermedad inflamatoria de la mama. En una realizacion, el trastorno inflamatorio puede ser
el resultado de rechazo de tejido u 6rgano después del trasplante. En realizaciones particulares, el trastorno
inflamatorio se selecciona del grupo que consiste en aterosclerosis, artritis reumatoide, osteoartritis, sepsis y
poliartritis.

Los compuestos de la invencién se pueden usar para tratar la insuficiencia cardiaca. También se proporciona un uso
de un compuesto como se describe en el presente documento para la fabricacion de un medicamento para tratar la
insuficiencia cardiaca.

En una realizacion de la presente invencién, los compuestos de la invencién pueden ser Utiles para tratar una herida
(por ejemplo, Ulceras, lesiones que incluyen cortes o quemaduras cutaneas). Por lo tanto, la invencién proporciona un
método para tratar una herida en un sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto de
acuerdo con la invencion. En un método preferido de la invencion, dicho sujeto es humano.

Los compuestos de la invencién también pueden usarse para tratar afecciones y trastornos asociados con la
menstruacion.

Se proporciona ademas un paquete o kit de partes que comprende:
(1) un compuesto o composicion descrita en el presente documento; junto con
(2) instrucciones para usar el compuesto en un método o uso descrito aqui.

El paquete definido en el presente documento puede comprender mas de una unidad de dosificaciéon para proporcionar
una dosificacion repetida. Si esta presente mas de una unidad de dosificacion, dichas unidades pueden ser las mismas,
o pueden ser diferentes en términos de la dosis de la composicion del compuesto y/o la forma fisica.
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El alcance de la proteccion incluye productos falsificados o fraudulentos que contienen o pretenden contener un
compuesto de la invencién independientemente de si contienen de hecho un compuesto de este tipo e
independientemente de si cualquiera de dichos compuestos esta contenido en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Se incluyen en el alcance de la proteccién paquetes que incluyen una divulgacion o instrucciones que indican que el
paquete contiene una especie o formulaciéon farmacéutica de la invencion y un producto que es o comprende, o
pretende ser o comprende, tal formulacién o especies. Dichos paquetes pueden ser, pero no necesariamente,
falsificados o fraudulentos.

A lo largo de la divulgacién y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, las palabras “comprenden”y “contienen”
y las variaciones de las palabras, por ejemplo “que comprende” y “comprende”, significa “que incluye, pero no se limita
a”, y no se pretende para (y no) excluye otros restos, aditivos, componentes, enteros o pasos

A lo largo de la divulgacion y las reivindicaciones de esta memoria descriptiva, el singular abarca el plural a menos
que el contexto requiera lo contrario. En particular, cuando se usa el articulo indefinido, se debe entender que la
especificacion contempla la pluralidad y la singularidad, a menos que el contexto requiera lo contrario.

Los rasgos, enteros, caracteristicas, compuestos, restos quimicos o grupos descritos junto con un aspecto particular,
realizacién o ejemplo de la invencién deben entenderse como aplicables a cualquier otro aspecto, realizacion o ejemplo
descrito en el presente documento, a menos que sea incompatible con ellos.

La invencion se describird ahora a modo de ejemplo solamente con referencia a las siguientes Figuras en las que:

La Figura 1 es un gréafico que muestra el metabolismo de profarmaco-1 en versus el tiempo en tejidos tumorales y no
tumorales ex vivo;

La Figura 2 es un grafico que muestra la acumulacién y los niveles de profarmaco-1 en ratones portadores de tumores
después de la administracion intraperitoneal;

La Figura 3 es un grafico que muestra los niveles de VDA que se acumulan después de la administracion
intraperitoneal del profarmaco-1 de ratones portadores de tumores;

La Figura 4 es una grafica que muestra el metabolismo diferencial del profarmaco-2 en homogenados de tumores que
expresan niveles altos de MT1-MMP (HT1080) frente a homogenados de tumores que expresan niveles bajos de MT1-
MMP (MCF-7);

La Figura 5 es un grafico que muestra la acumulacion y los niveles de profarmaco-2 en ratones portadores de tumores
HT1080 después de la administracién intraperitoneal;

La Figura 6 es una grafica que muestra los niveles de VDA que se acumulan después de la administracion
intraperitoneal de profarmaco-2 a ratones portadores de tumores HT1080.

La Figura 7: pesos corporales relativos del ratén durante el estudio de aumento de dosis
La Figura 8: Crecimiento tumoral durante el tratamiento con ICT-2522 (cabeza activa)
La Figura 9: Crecimiento tumoral durante el tratamiento con ICT-2588 (profarmaco)

La Figura 10: Curvas de crecimiento tumoral en ratones tratados con profarmacos (ICT-2588) en comparacion con la
cabeza activa (ICT-2552) administradas a la dosis molar equivalente a) ICT-2588, 37.5 mg/kg e ICT-2552, 7.5 mg/kg;
b) ICT-2588, 50.0 mg/kg e ICT-2552, 10.0 mg/kg; c) ICT-2588, 62.5 mg/kg e ICT-2552, 12.5 mg/kg; y d) ICT-2588,
75.0 mg/kg & ICT-2552, 15.0 mg/kg;

La Figura 11: Profarmaco, ICT-2588, que muestra las modificaciones que incluyen los residuos de aminoacidos
fosforilados, la tapa extremo, la cabeza activa y las alternativas P2’;

La Figura 12: un gréafico que demuestra la estabilidad de ICT 3053 (P2'= Ala) tanto en homogenados de tumor
(HT1080) como de higado (murino). Este es un ejemplo de los datos obtenidos para esta serie de moléculas y en la
tabla 1 se presenta un resumen de los datos; y

La Figura 13: Datos de estabilidad para moléculas con fosfato unido a la serina (ICT3047) tirosina (ICT 3048) y tanto
serina como tirosina (ICT3028). Los datos muestran el porcentaje de la molécula padre que queda después de las
incubaciones en el homogenado de tumor (HT1080, simbolos cerrados) e higado murino (simbolos abiertos) durante
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el tiempo indicado. Estos son datos representativos de mdultiples experimentos. Se establecieron separaciones
cromatograficas para monitorizar la desfosforilacion de cada molécula.

Materiales y métodos
Ejemplo 1

Sintesis de un derivado de colchicina inmovilizado, azademetilcolchicina

H,CO.
‘NHAc
——» H3CO
NH,OH
0
N
colchicina OCQ
.
N\
N
N
HsCO N HaCO
—» H3CO —>a  HiCO
TFA . . i
CHgO ZCIT;:rizli.nl;esma\‘
(0] N
NHFmoc )
3 HN
0
OH
Sintesis de 1:

Se afiadio solucion de amoniaco (35%, 15 ml) a colchicina (750 mg, 1.88 mmol, 1.00 eq) y la mezcla de reaccién se
agitdé a temperatura ambiente durante la noche. El producto bruto se lavé con KHSOa4 (1 M, ac.), Se secé con MgSQOsa,
se filtr6 y se concentrd a presion reducida. Posteriormente se purificd por cromatografia flash sobre gel de silice
(elucion en gradiente: CH2Clz/metanol 95:5 a 10:1) para dar 1 como un sélido amarillo (427 mg, 1.11 mmol, 59%).

8n (600 MHz, CDCls), 7.99 (1 H, amplio s, NH), 7.56 (1 H, d, J 2.1, C8-H), 7.32 (1H, d, J 10.7, C11-H), 6.88 (1 H, d, J
11.0, C10-H), 6.52 (1 H, s, C4-H), 6.03 (2 H, amplio s, NHz), 4.68 (1 H, ddd, J 12.6, 6.5y 6.5, C7-H), 3.93 (3 H, s,
OCHs), 3.88 (3 H, s, OCHs), 3.60 (3 H, s, OCHa), 2.47 (1 H, dd, J 13.4 y 6.2, C5-CHz), 2.35 (1 H, ddd, J 13.4, 12.7 y
6.9, C5-CHz), 2.29-2.23 (1 H, m, C6-CHz), 1.98 (3 H, s, CHs), 1.90-1.88 (1 H, m, C6-CHz); ES m/z (%) 385 [M++H]
(100).

Sintesis de 2:

Se agregaron HCTU (642 mg, 1.55 mmol, 1.50 eq) y diisopropiletilamina (DiPEA, 516 uL, 404 mg, 3.11 mmol, 3.00
eq) a una solucion de Fmoc-tyr(tBu)-OH (714 mg, 1.55 mmol, 1.50 eq) en DMF (10 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 5 minutos, se afadié 1 (398 mg, 1.04 mmol, 1.00 eq) a la solucién. La mezcla de
reaccion se agité a 50°C durante 22 h. La DMF se eliminé al vacio y el aceite resultante se disolvié en CH2Cl2 (20 ml).
La fase organica se lavo con KHSO4 (ac, 2 x 20 ml), se sec6 con MgSOs y se concentr6 a presion reducida. El producto
crudo se purifico por cromatografia flash (elucion en gradiente: CHz2Cl2/metanol 100:0 a 99:1 a 98:2) para dar 2 como
un soélido amarillo (530 mg, 642 mmol, 67%).

(600 MHz, CDCl3), 10.42 (1 H, amplio s, NH), 9.02 (1 H,d J 10.7, C11-H), 7.75 (2 H, d, J 7.2, C23-H, C24-H), 7.54

OH J1
(2H,d, J 7.2, C20-H, C27-H), 7.45 (1 H, d, J 11.0, C10-H), 7.39 (2 H, dd, J 7.2 y 7.2, C22-H, C25-H), 7.29 (2 H, dd, J
6.6 y 6.6, C21-H, C26-H), 7.19 (1 H, amplio s, C8-H), 7.03 (2 H, d, J 7.9, C14-H, C17-H), 6.81 (2 H, d, J 7.9, C15- H,
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C16-H), 6.50 (1 H, s, C4-H), 5.88 (1 H, amplio s, NH), 5.25 (1 H, amplio s, C12-H), 4.73-4.67 (1 H, m, C7-
H, dd, J 10.0 y 7.6, C18-CHz), 4.28 (1 H, dd, J 10.0 y 7.2, C18-CHz), 4.16 (1 H, dd, J 7.2 y 6.19, C19-H),
OCHa), 3.88 (3 H, s, OCHs), 3.62 (3 H, s, OCHs), 3.21 (1 H, dd, J 13.1 y 4.8, C13-CHz), 3.11 (1 H, dd, J 13.1 y 5
C13-CHz), 2.53 (1 H, dd, J 13.4 y 6.2, C5-CHz), 2.40 (1 H, ddd, J 13.4, 12.7 y 6.9, C5-CHz), 2.22-2.15 (1 H, m, C

CHg), 1.88 (3 H, s, CHs), 1.80 (1 H, ddd, J 11.5, 11.3y 6.9, C6-CHz), 1.22 (9 H, s, C(CHa)s); ES m/z (%) 826 [M*] (100).

Sintesis de 3:

Se anadié TFA (2 ml) a una solucién de 2 (486 mg, 589 umol, 1.00 eq) y la mezcla de reaccion se agité durante 20
min. La TLC indicé una conversion cuantitativa al producto. El producto se concentr6 a presion reducida, con
coevaporacion de tolueno para dar 3 en rendimiento cuantitativo.

51 (600 MHz, CDCls), 10.08 (1 H, amplio s, NH), 8.99 (1 H, d J 10.7, C11-H), 7.71 (2 H, d, J 6.2, C23-H, C24-H), 7.55
(1H,s, C8-H), 7.49 (2 H, dd, J 6.5 y 6.5, C20-H, C27-H), 7.41 (1 H, d, J 10.2, C10-H), 7.33 (2 H, dd, J 6.2 y 6.2, C22-
H, C25-H), 7.26-7.21 (2 H, m, C21-H, C26-H), 6.91 (2 H, d, J 8.3, C14-H, C17-H), 6.56 (2 H, d, J 7.2, C15-H, C16- H),
6.45 (1 H, s, C4-H), 5.93 (1 H, amplio s, NH), 5.28 (1 H, s, NH), 4.95-4.90 (1 H, m, C12-H), 4.60 (1 H, ddd, J 11.7, 5.8
y 6.9, C7-H), 4.39 (1 H, dd, J 8.9 y 8.6, C18-CHz), 4.29-4.24 (1 H, m, C18-CHz), 4.12 (1H, dd, J 6.9 y 6.9, C19-H), 3.90
(3H,'s, OCHa), 3.84 (3 H, s, OCHs), 3.54 (3 H, s, OCHa), 3.08 (2 H, d, J 5.2, C13-CH2), 2.44 (1 H, dd, J 13.4 y 6.2, C5-
CHz), 2.33-2.26 (1 H, m, C5-CHz), 2.15-2.09 (1 H, m, C6-CHz), 1.82 (3 H, s, CHa), 1.75-1.69 (1 H, m, C6-CHz); ES m/z
(%) 770 [M*] (100).

Preparacioén de 4:

Se suspendid resina de cloruro de 2-clorotritilo (Novabiochem, malla 100-200, sustitucién 1.4 mmolg™, 589 mg, 0.765
mmol, 1.00 eq) en una solucién de 3 (589 mg, 0.765 mmol, 1.00 eq), dimetilaminopiridina (10 mg, 76.5 umol, 0.01 eq),
DIiPEA (247 mg, 1.913 mmol, 333 pl, 2.50 eq) y piridina (241 mg, 3.061 mmol, 248 ml, 4.00 eq) en THF (10 ml) y se
agitd durante 6 horas a 50°C. La resina se filtrd posteriormente y se lavé a fondo con THF. La resina se tap6 luego
lavando cuidadosamente la resina con metanol (CH2Clz2: MeOH: DIiPEA 17:2:1, 100 ml). La resina 4 se sec6 durante
la noche sobre P20s. Peso de la resina seca: 593 mg (carga 56%).

Procedimiento general para la sintesis de profarmacos activados por endopeptidasa.

OH

ot 5 S
) O it E”EJ{( E,)ut ¢J O Q

Como ejemplo, el conjugado peptidico 5 se sintetizd utilizando la sintesis peptidica en fase sélida convencional, a
partir del derivado de colchicina 4 inmovilizado, utilizando una estrategia basada en Fmoc.

5 fluo-bala-glu-pro-cit-gly-hof-tyr-leu-tyr-colch

La sintesis de la estrategia de Na-Fmoc se logré manualmente utilizando una resina derivatizada con 2-clorhidrato. La
resina se hinchd completamente en DMF, seguido de la eliminacion del grupo protector NFmoc mediante tratamiento
con 20% v/v de piperidina en DMF (3 x 3 min). Todos los acoplamientos se realizaron en DMF, empleando un exceso
molar de 2.5 veces de aminoacidos protegidos con Na-Fmoc (con grupos protectores de cadena lateral apropiados),
y se activaron usando HCTU/HOBY/DIPEA. Las desprotecciones de Na-Fmoc se realizaron con piperidina al 20% en
DMF (3 X 3 min). El éxito de los acoplamientos y las desprotecciones se supervisé mediante la prueba Kaiser basada
en ninhidrina. Se repitieron los acoplamientos fallidos. Después de la desproteccion final de Na-Fmoc, la cadena
peptidica se limit6 al final con isotiocianato de fluoresceina (2.50 eq, en presencia de DIPEA, 1.50 eq). El éxito de esta
reaccion también fue supervisado por la prueba de Kaiser.

Se incorpor6 un residuo de -alanina adicional en la secuencia para superar la incompatibilidad del enlace tiourea y
las condiciones acidas de escisién (la tiourea puede reorganizarse, y el carbono carbonilo del enlace amida precedente
puede sufrir un ataque nucleofilico por la funcién similar a sulfidrilo asi formada. Esto conduce a la escisién del enlace
amida, con la formacion concomitante de una tiazolinona ciclica. La tiazolinona puede sufrir un reordenamiento en
presencia de acido acuoso para formar una tiohidantoina.
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Al completar la secuencia, la resina se lavo (DMF, CH2CI2, CH2CI2/MeOH) y se sec6 al vacio sobre KOH hasta peso
constante. Los péptidos se escindieron de la resina mediante aciddlisis suave usando TFA-H20O-triisopropilsilano
95:2.5:2.5 durante 2 horas a temperatura ambiente, con desproteccién de cadena lateral simultanea. Después de la
escision, el TFA se elimin6 a presion reducida. El producto bruto se extrajo en acido acético acuoso al 95% y se liofilizé.
El péptido crudo se analiz6 posteriormente usando HPLC de fase inversa y se purific6 usando HPLC preparativa
(pureza >97%). Las fracciones puras se combinaron y liofilizaron. Se usé una columna preparativa C18 (Zorbax
Eclipse, 21.2 x 150 mm XDB-C18, Agilent) para la purificacion del conjugado peptidico. Las fases mdviles fueron las
siguientes; Fase movil A: agua de grado HPLC y 0.045% de TFA. La fase mévil B consistié en un 10% de agua de
grado HPLC, 90% de acetonitrilo y 0.045% de TFA. La fase moévil se desgasific6 mediante filtracién al vacio a través
de un filtro de nitrato de celulosa de poro de 0.45 pm (Sartolon, Sartorius, Reino Unido). La cromatografia se realizé a
temperatura ambiente y la velocidad de flujo se mantuvo en 21.2 mil/min. Los gradientes de fase moviles se optimizaron
y escalaron a partir de un gradiente previamente disefiado internamente para compuestos estructuralmente similares.
La deteccién de absorbancia UV fue 6ptima a 255 nm. ES m/z (%) 951.8 [M+H]2+ (100). RP-HPLC (Gradiente: 0 min
30% B; 5 min 35% B; 25 min 80% B; 26 min 100% B; 27 min 100% B; 30 min 30% B) Rt = 11.98 min.

Union de colchicina a una secuencia peptidica a través de su anillo B al extremo N del péptido
Para permitir la unién de un resto de colchicina a través del extremo N del péptido, se utilizara la siguiente estrategia.
La amina de anillo B se puede desenmascarar utilizando métodos publicados. La acilacion con &cido aspartico

introducira un acido carboxilico en la molécula (de la cadena lateral del aminoacido), lo que permite la conjugacion
con la amina libre en el extremo N del péptido (ver mas abajo).

HaCO H3CO Boc H,CO
H300 —— H3CO O

Boc,O NaOM gt
0cy aOMe
CH40 O DMAD CH40 O . CH30

colchicina OCHs OCH,4 OCH,4

También se examinara la acetilacién del enlace amida, para evaluar si la colchicina parental se libera después de la
activacion de MMP vy la posterior degradacion de la exopeptidasa.
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HO NHAc
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HCTU
o HOBI NHAc
DIPEA .
. DMF COOtBu H
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TFA
EArqo
' TEA
| DMAP
icalor
union a péptido de !
extremo N
o} o} ;
NHAC NHAc ’_,
<. JFA N
COOtBu
\. O
]

union a péptido de
extremo N

Unién del anélogo de la colchicina a una secuencia peptidica a través de su anillo C al extremo N del péptido

Para permitir la unién de un analogo de colchicina a través de su extremo N, se utilizara la siguiente estrategia. La
acilacion de azademetilcolchicina se puede efectuar como se describe anteriormente. Al quitar el enmascaramiento
del grupo protector de Boc, sigue la acilacién con anhidrido succinico (o un derivado de succinato o malonato mono-
protegido (o similar)). La desproteccion proporcionara entonces una funcionalidad de acido carboxilico adecuada para
la unién al extremo N del péptido.
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NHAc NHAc
0 (1)acilacion AA .
O O NH4OH (Z)desproteccmn O O
o 9 OMe NH, NHz
-0
'\NHAc
(1) acilacion .
(2) desproteccion 0 fe)
R H -e-» Union a peﬁtldo de
— 9 N /U\rN ] extere
I (e} H \
~0 7 R O
n=01 2etc

Estrategias para la unién de doxorubicina a una secuencia peptidica:
1) Enlace doxorrubicina N-extremo

Para permitir la unién de doxorrubicina a través del extremo N del péptido (después de la sintesis de péptidos utilizando

5 la resina derivatizada con colchicina inmovilizada descrita anteriormente), primero se debe modificar para introducir
un acido carboxilico. Los ejemplos incluyen la reaccion con anhidrido succinico (estrategia 1, a continuacion). Sin
embargo, al utilizar la cadena lateral del acido aspartico (ambos aminoacidos naturales), como se muestra a
continuacion (estrategia 2), se libera un aminoacido natural (a diferencia de una entidad quimica extrafa) en el
metabolismo:

10 Estrategia 1: (espaciador de succinilo)

> anhidrido succinico

CHO O OH 0 —— CHO O OH &
0 0
HOS B P HoW .
0 PP tido de

Estrategia 2: (espaciador de aminoacido)
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o)

o)
HO NH; A0 1o NHAc
© ' © ’ HCTU

L-Asp(OtBu)-OH

union a péptido de
extremo N

Estrategia 3
De una manera anéloga a la descrita en las Estrategias 1 y 2, la amina del azlcar de la doxorrubicina puede ser

acilada por un aminoacido, que en la desproteccion se puede derivar mas mediante un espaciador de succinato (o de
otro modo) para producir un derivado que puede estar unido al extremo N del péptido.

CH:O O OH &

W

R

NH G

HO

\o]/L E’,U\H,HCOOH

n=1, n=2
2) Enlace de la doxorrubicina al extremo C

La proteccion del grupo amina de la doxorrubicina con Dde (un grupo protector usado cominmente en la quimica de
péptidos y por nuestro grupo) permitiria la inmovilizaciéon del agente en una resina basada en tritilo (o de otra manera).
La eliminacion posterior del grupo Dde eliminaria la mascara de la amina, permitiendo construir una secuencia
peptidica desde este punto (es decir, a través del extremo C). La sintesis en fase solida basada en Fmoc estandar
produciria una secuencia peptidica.

Una VDA derivatizada apropiadamente podria entonces conjugarse a través del extremo N. La escision y purificacion
de la resina seria como se describié anteriormente
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Cl-Trt-Cl
resina
CHO O OH O " CHO O OH ¢
intesis d tid
?&i Q7 firtestids baBids on
Fmoc
NH, .

HoNHDde HO

Incorporacion de aminodcidos glicosilados.
Los aminoacidos con funcionalidad de cadena lateral apropiada (por ejemplo, serina, tirosina, treonina) se pueden

glicosilar (con mono-, di- o trisacaridos) para producir péptidos con mayor solubilidad acuosa. Tal resto derivado de
5 carbohidrato podria usarse en lugar de serina, por ejemplo (ver esquema a continuacion).

0 0 0
HOYe~\_OH — AcOSe~\-O0Ac — AcO e—\-OH

0 NH Fmoc-Ser-OBn @]
e AO=\0—<¢ ACO o0 COOBN
cCly Y
NHFmoc
—_—— O ’ \‘. incorporacion a la
HO s=~~-0 'COOH' secugncla peptidica

pL P

NHFmoc

Resultados

1) Profarmaco activado por MMP - Pan MMP dirigido

Estructura

)LVLE;E/QC Sxﬁtx Q.

Fluoresceina — Ala H Glu H Pro H Cit { Gly {{ Hof { Tyr H Leu f{ Tyr FVDA2

10
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(Hof = homofenilalanina; Cit = citrulina; VDA-2 = azademetilcolchicina)

a) Profarmaco-1 se ha analizado utilizando plasma de ratén normal, homogenado de higado de ratén normal y
homogenado de modelo de tumor humano experimental (xenoinjerto HT1080; se sabe que expresa la mayoria de las
MMP) ex vivo. La escision y el metabolismo del profarmaco se detectaron utilizando LC/MS/MS.

a. Profarmaco -1 fue estable en plasma e higado, lo que respalda la estabilidad sistémica de estos productos
terapéuticos (Figura 1).

b. El profarmaco-1 se metaboliz6 en el homogeneizado de tumores, apoyando la activacion de estos productos
terapéuticos en tumores que expresan MMP (Figura 1).

b) El profarmaco-1 se escinde rapidamente en la glicina-homofenilalanina (Gly-Hof) por MMP-2 recombinante, MMP-
9, MMP-10 y MMP-14 al menos. Demostrado por LC/MS/MS y espectrometria de masas (datos no mostrados)

c) Profarmaco-1 se administr6 in vivo a través de la via intraperitoneal a ratones portadores del modelo de tumor
subcutaneo HT1080 (expresion de la mayoria de las MMP). Se recogieron plasma, tejidos y tumores a intervalos
regulares después de la administracién. Los niveles de profarmaco y VDA2 se evaluaron por LC/MS/MS.

a. Profarmaco-1 se acumul6 y se detecto6 en todos los tejidos analizados (Figura 2).

b. Los niveles mas altos de profarmaco-1 se observaron en el tumor (Figura 2).

¢ Profarmaco-1 no detectable después de 24 horas después de la dosificacion (Figura 2)

d. VDA2 fue detectable a niveles bajos en tejidos normales después de la administracion del profarmaco-1 (Figura 3)

e. Los niveles de VDA2 se detectaron a niveles altos en el tejido tumoral después de la administracion del profarmaco-
1 (Figura 3)

f. VDA2 aln era detectable a altos niveles en el tumor y no era detectable en tejidos normales después de 24 horas
después de la administracién de la dosis con profarmaco-1 (Figura 3)

2) profarmaco activado por MMP (ICT-2588)
- orientado a la estructura de las MMP de tipo membrana (MT-MMP):

Estructura

Fluoresceina | Alq 1 Arg [ Ser [1Cit [{ Gly j Hof f Tyr fj Leu || Tyr -VDA2

d) El Compuesto 1 se modificd para cambiar la orientacion de MMP del compuesto de ser pan-MMP a MTMMP
selectivo (Profarmaco-2)

a. La arginina se incorporé en lugar del acido glutamico en la posicién P4
b. Se elimind la prolina y se reemplaz6 con Serina en la posicién P3.

e) Profarmaco-2 ha sido evaluado utilizando plasma de ratén normal, homogenado de higado de ratén normal y
homogenados de modelos de tumores humanos experimentales que demuestran alta expresion y actividad de MT1-
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MMP (MMP-14) (HT1080) y baja expresion y actividad de MT1-MMP (MCF-7) ex vivo. La disgregacion y el
metabolismo del profarmaco-2 se detectaron utilizando LC/MS/MS.

a. Profarmaco-2 se mantuvo intacto en plasma, lo que respalda la estabilidad sistémica de este agente terapéutico.
b. Profarmaco-2 se mantuvo estable en homogenados de higado murino

c. El profarmaco-2 se metabolizé rapidamente en el homogeneizado de tumores que expresaba niveles altos de MT-
MMP (HT1080) en relacién con el homogeneizado de tumores que expresaba niveles bajos de MT-MMP (MCF7)
(Figura 4).

d. Estos datos apoyan la estabilidad sistémica de este profarmaco y la selectividad de activacion por MT-MMP.

f) El profarmaco-2 se escinde de manera diferencial por las MMP como se muestra por LC/MS/MS y espectrometria
de masas (datos no mostrados):

a. Se escindié rapidamente en la glicina-homofenilalanina (Gly-Hof) por MMP-14 recombinante.

b. Se escinden lentamente en la homofenilalanina-tirosina (Hof-Tyr) por MMP-2 recombinante. Demostrando diferente
escision a la observada con profarmaco-1.

c. El profarmaco-2 no se escinde por la MMP-9 recombinante, en contraste con el profarmaco-1
d. Estos datos apoyan la division selectiva de MMP de profarmaco-2

g) Profarmaco-2 se administr6 in vivo por via intraperitoneal a ratones portadores de un modelo de tumor subcutaneo
HT1080 (MT1-MMP positivo). Se recogieron plasma, tejidos y tumores a intervalos regulares después de la
dosificacién. Los niveles de profarmaco-2 y VDA2 se evaluaron por LC/MS/MS.

a. Profarmaco-2 se acumul6 y se detect6 en todos los tejidos analizados (Figura 5).

b. Los niveles mas altos de profarmaco-2 se observaron en el tumor (Figura 5).

c. El higado fue representativo de todos los tejidos normales analizados (Figura 5)

d. VDA2 fue indetectable en plasma luego de la administracion del profarmaco-2 (Figura 6)

e. Se detectaron altas concentraciones de VDA2 en el tumor después de la administracion del profarmaco-2 (Figura
6)

f. Los niveles de VDA2 en el tumor fueron 10 veces mas altos que los detectados en tejidos normales después de la
administracion de profarmaco-2 (Figura 6)

g. Los niveles altos de profarmaco-2 y VDA2 aun eran detectables en el tumor 48 horas después de la administracion.

3. Conjugados sintetizados (basados en el profarmaco MT-MMP) que han resultado infructuosos. Los profarmacos,
incluidos los siguientes extremos finales, no fueron suficientemente estables en plasma y/o higado.

(1) 3 x D-serina

(2) acido quinico + 2 x D-serina
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Quinic-D-Ser-D-Ser-Arg-Ser-Cit-Gly-HoPhe-Tyr-Leu-Tyr- cabeza activa

Ejemplo 2

Estudio antitumoral de respuesta a la dosis
Materiales y métodos

Sintesis de ICT-2588 - ver Ejemplo 1

Sintesis de ICT-2552: Se anadi6 solucion de amoniaco (35%, 15 ml) a colchicina (750 mg, 1.88 mmol, 1.00 eq) y la
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. El producto crudo se lavé con KHSO4 (1 M,
ac.), Se sec6 con MgSO4, se filtr6 y se concentr6 a presién reducida. Posteriormente, se purificd por cromatografia
flash en gel de silice (elucion en gradiente: CH2Cl2/metanol 95:5 a 10:1) para dar ICT-2552 como un sélido amarillo
(427 mg, 1.11 mmol, 59%).

5H (600 MHz, CDCI3), 7.99 (1 H, amplio s, NH), 7.56 (1 H, d, J 2.1, C8-H), 7.32 (1H, d, J 10.7, C11- H), 6.88 (1 H, d,
J 11.0, C10-H), 6.52 (1 H, s, C4-H), 6.03 (2 H, amplio s, NH2), 4.68 (1 H, ddd, J 12.6, 6.5 y 6.5, C7- H), 3.93 (3 H, s,
OCH3), 3.88 (3 H, s, OCH3), 3.60 (3 H, s, OCH3), 2.47 (1 H, dd, J 13.4 y 6.2, C5-CH2), 2.35 (1 H, ddd, J 13.4, 12.7 y
6.9, C5-CH2), 2.29-2.23 (1 H, m, C6-CH2), 1.98 (3 H, s, CH3), 1.90-1.88 (1 H, m, C6-CH2); ES m/z (%) 385 [M+H]+
(100).

Se administraron ICT-2552 e ICT-2588 (“profarmaco”) como una dosis Unica por via intraperitoneal a ratones Balb/C
que portan xenoinjertos de HT1080 subcutaneos. Cada uno de los nueve grupos de dosificacién comprendia 8 ratones.
Los efectos antitumorales de los compuestos se evaluaron mediante la determinacion del volumen del tumor y se
determiné la existencia de toxicidad fuera del objetivo mediante la monitorizacién del peso corporal del raton.

Los grupos de dosificacion evaluaron ICT-2588 (profarmaco) en relacion con la dosis molar equivalente de ICT-2552
(cabeza activa), y fueron:

- 10% DMSO/aceite (control de solvente)

- ICT-2588 a 37.5 mg/kg; 50.0 mg/kg; 62.5 mg/kg; 75.0 mg/kg
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- ICT-2552 a 7.5 mg/kg; 10.0 mg/kg; 12.5 mg/kg; 15 mg/kg
Resultados
No se observé ninguna pérdida significativa en el peso corporal a lo largo del estudio (Fig. 7)

El peso de todos los ratones estaba dentro de la pérdida tolerada del 15% del peso corporal, por lo tanto, los
compuestos no estan clasificados como toxicos para todo el sistema corporal.

Ejemplo 3
Estudio de respuesta tumoral
Resultados

Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 8 a 10 y en las siguientes Tablas. Se observaron respuestas
tumorales en todos los niveles de dosis probados de ICT-2522 e ICT-2588.

Tabla 1: Eficacia antitumoral de los compuestos en relaciéon con el grupo de control no tratado.

Compuesto  Dosis Tiempo medio Tiempo medio Retraso en el Significancia? Pérdida de peso
(mg/kg) aRTV2 (dias) RTV2 (dias) crecimiento maxima % (dia)®
(dias)
Control - 2.3 2.2 - - 5 (6)
ICT-2588 37.5 4.4 4.2 2.0 p<0.01 3(3)
ICT-2588 50.0 5.5 6.0 3.8 p<0.01 5 (3)
ICT-2588 62.5¢ 7.7 7.8 5.6 p<0.01 4 (3)
ICT-2588 75.0 6.8 6.6 4.4 p<0.01 5 (3)
ICT-2552 7.5 4.0 3.8 1.6 p<0.01 3(4)
ICT-2552 10.0 4.4 4.2 2.0 p<0.01 6 (6)
ICT-2552 12.5 45 4.7 25 p<0.01 6 (1)
ICT-2552 15.0 4.1 41 1.9 p<0.01 5(1)

aEstadisticas trabajadas con base en el tiempo que le toma al tumor duplicarse en tamafo desde el dia 0.
bp¢rdida de peso maxima dentro de niveles aceptables del 15%.

cUn animal mostré remision completa del tumor (medicién final dia 21)

Se observo un retraso significativo en el crecimiento del tumor en todas las dosis evaluadas de ICT-2552 (ojiva) y ICT-
2588 (profarmaco).

Se observé una relacion entre la dosis de compuesto y el grado de retraso del crecimiento del tumor con ambos
compuestos. Los efectos son mayores con ICT-2588 (profarmaco).

Un animal demostré una remision completa del tumor con ICT-2588 en una dosis de 62.5 mg/kg.
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Tabla 2: Comparacion de la eficacia antitumoral entre dosis de ICT-2588 (profarmaco) e ICT-2552 (cabeza activa)
administrada a la dosis equivalente molar

Dosis de ICT- Dosis de ICT- Retraso en el Retraso en el Significancia del diferencial entre dosis

crecimiento con crecimiento con equimolar de ICT-2588 e ICT-25522
profarmaco (Dias)  cabeza activa (Dias)

2588 (mg/kg) 2552 (mg/kg)

37.5 7.5 2.0 1.6 p>0.05
50.0 10.0 3.8 2.0 p<0.05
62.5¢ 12.5 5.6 2.5 p<0.05
75.0 15.0 4.4 1.9 p<0.01

aEstadisticas trabajadas con base en el tiempo que le toma al tumor duplicarse en tamafio desde el dia 0.

°Un animal mostré remision completa del tumor (medicién final dia 21)

ICT-2588 (profarmaco) indujo una respuesta antitumoral significativamente mayor que el ICT-2522 (cabeza activa) cuando se

administrd a dosis equimolares

Ejemplo 4

Modificaciones a ICT-2588

i) Mejora de la solubilidad del profarmaco mediante la introduccién de cadenas laterales de aminoéacidos fosforilados

Para aumentar la solubilidad del profarmaco, se introducen cadenas laterales de aminoacido fosforiladas en la
secuencia peptidica de ICT-2588 (hidrolizable por fosfatasas plasmaticas). Los aminoacidos derivados de fosfato estan
disponibles comercialmente, como restos protegidos con bencilo, y se incorporan en péptidos utilizando nuestra
metodologia sintética. Estamos sintetizando y evaluando la modificacién de la fosforilacion de dos sitios dentro de la
secuencia peptidica; P2’ (Tyr), P3 (Ser) y P2 y P3 (ver Fig. 11). Ademas, estamos abordando el efecto de la
fosforilacion de P2' (Tyr) sobre la activacion del profarmaco por MT-MMP (escindir en P1-P1') y MMP-2 (escindir en
P1'-P2') para abordar el potencial de incrementar adicionalmente la selectividad de MMP.

ii) Mejora de la solubilidad a través de la modificacion del grupo de tope final de profarmaco

Estamos explorando la sustitucion del grupo de fluoresceina con un grupo mas hidrofilo (ver figura 11) como
profarmacos alternativos con solubilidad mejorada. Nuestro objetivo es mejorar la solubilidad del profarmaco al tiempo
que conserva la selectividad de MT-MMP, la activacion selectiva del tumor y la actividad antitumoral. Los profarmacos
que incorporan estos topes finales alternativos a ICT2588 se estdn evaluando en términos de solubilidad del
compuesto en relacion con el profarmaco padre in vitro, la estabilidad y activaciéon del profarmaco en el modelo de
tumor HT1080, el plasma de raton y el homogeneizado de higado ex vivo, y la retencion y la potencial mejora de la
selectividad de MT-MMP.

i) Modificacion del sitio P2’ dentro de profarmaco

Se estan evaluando los efectos de la modificacién del sitio P2' (Tyr) del profarmaco con referencia a la estabilidad del
tejido, la escision del tumor y la activacion de MMP ex vivo. La atencién se centra en el sitio P2’ del profarmaco, ya
que hemos demostrado la escisién por otros MMP no-MT en los sitios P1'-P2'y P2'-P3'. Estamos utilizando variantes
de profarmacos que incorporan los principales tipos de cadena lateral de aminoacidos (Ala, Asp, Asn, Leu, Ser, Pro).

iv) Desarrollo de profarmaco de doble cabeza que incorpora doxorrubicina.

Después del tratamiento con ICT2588, se observd un borde delgado y viable de células tumorales en la periferia del
tumor. La comprensién actual de la vascularizaciéon tumoral indica que el borde viable se mantiene por la vasculatura
de los tejidos normales que lo rodean inmediatamente. Una consecuencia de esto es que la administracion de un
profarmaco liberador de VDA en combinacion con quimioterapia estandar deberia aumentar ain mas el efecto
antitumoral observado. Estamos desarrollando un profarmaco de dos cabezas que contiene nuestra cabeza activa de
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azademetilcolchicina (ICT2552) y una cabeza activa de doxorrubicina (que reemplaza el tope de extremo) (ver mas
abajo). Estamos evaluando este profarmaco de doble cabeza en términos de estabilidad y activacién de profarmacos
en el modelo de tumor HT1080, plasma de raton y homogeneizado de higado ex vivo.

P pt o p?
Doxorubicina § H H VDA
0J, P? o P"
O OH (0]
OH
CHyO o OH (') anhidrido succinico CH50 o) OH 6
O O
HO® B P FoAS o
union a péptido de
0] extremo N

5 Se requiere la derivaciéon en la amina ya que la union al péptido se realizara a través del extremo N. La estrategia
actual es acilar con anhidrido succinico, produciendo un derivado de succinato que lleva un acido carboxilico libre que
puede unirse al péptido a través de un enlace amida. Una estrategia alternativa a evaluar es usar la cadena lateral de
acido aspartico con un grupo blogueador de alquilo/arilo R.

0 0
NH H-R
HO 2 HO
° ‘ © ' HCTU
+

DMF

L-Asp(OtBu)-OH

union a péptido de
extremo N

10 La Tabla 3 es un resumen de los datos de estabilidad para una serie de moléculas con cambios en la posicion de P2'.
Las vidas medias son el promedio tomado de cuatro experimentos independientes. El higado representa
homogenizado de higado murino y el tumor representa HT1080
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P2’ AA Higado Tumor
t1/2 (min) t1/2 (min)

ICT2588 Tyr 149 33
ICT3055 Asp 67 7

ICT3053 Ala 76 17
ICT3054 Ser 66 9

ICT3078 Asn 76 11
ICT3097 Pro 110 24
ICT3080 Leu 134 48
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, que comprende un agente perturbador vascular
(VDA) asociado con un péptido que comprende un sitio de escisién proteolitica de metaloproteinasa de matriz (MMP),
en el que la VDA es un agente de union anticancerigeno y tubulina, y el sitio de escision proteolitica de MMP

comprende una secuencia de aminoacidos -Arg-Ser-Cit-Gly-Hof-P2'-Leu- en donde P2' es un aminoacido y no es
tirosina.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto es de formula (1)
X-Y )

donde

Xes el VDA;y

Y es el péptido que comprende un sitio de escision proteolitica de MMP.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que VDA interactia con tubulina en el sitio de union a
la colchicina en la tubulina y se selecciona entre azademetilcolchicina, colchicina, azacolquicina, N-metil
desacetilcolchicina, desacetilcolchicina, N-acetilcolchicinol-O-fosfato, colchicinoides, combrestatinas, fenstatina,
podofilotoxinas, esteganacinas, anfetinilo, estilbenos o flavonoides,

opcionalmente, en el que el VDA se selecciona entre azademetilcolchicina, colchicina, azacolchicina, N-metil
desacetilcolchicina, desacetilcolchicina y

preferiblemente, en el que el VDA es azademetilcolchicina.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2 en donde el VDA comparte un sitio de unién comun en tubulina
con los alcaloides de Catarantus (Vinca), opcionalmente en donde el VDA se selecciona de vincristina, vinblastina,
vinflunina, maitansinoides, fomopsin A, rizoxin, auristatina, analogos de auristatina o dolastatina.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que el VDA promueve la formacion de microtibulos
estables de una manera similar a paclitaxel.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sitio de escisién
proteolitica de MMP es una secuencia peptidica de entre siete y diez aminoacidos.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que P2' se selecciona de
a) aminoacidos polares, sin cambios y/o aminoacidos basicos, o
b) el grupo que consiste en Asp, Ala, Asn, Pro, Leu y Arg.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que P2' es un aminodacido
metilado.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que un agente
anticancerigeno adicional esté ligado al péptido que comprende un sitio de escisién proteolitica MT-MMP.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el agente anticancerigeno se selecciona del grupo
que consiste en un antimetabolito, un agente citotéxico, un agente antiproliferativo, 5-fluorouracilo, antraciclina,
doxorrubicina, alcaloide de la vinca, taxano, un nucleétido citotdxico, una biotoxina, un agente radioterapéutico, un
agente hormonal, colchicina, azademetilcolchincina, N-metil desacetilcolchicina o desacetilcolchicina.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el agente anticanceroso es doxorrubicina.

12. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
grupo tope en el péptido que comprende el sitio de escision proteolitica de MMP que evita la degradacién no especifica
del péptido.
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13. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 12, en el que el compuesto es de formula

(1
X-Y-c (1)
en donde ¢ es un grupo tope.

14. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que ¢ se selecciona del grupo que consiste en compuestos
alifaticos, aromaticos, policiclicos, carbohidratos y aminoacidos, opcionalmente en el que ¢ es un grupo hidrdfilo.

15. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 13 o 14 en donde c esté representado por la férmula (c)n en donde
n es un numero entero entre 1y 5, opcionalmente en donde ¢ es un aminodcido no natural y n es 3.

16. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, en el que el compuesto es de formula

(1
X-a-Y (1
en donde a es un enlazador asociado directa o indirectamente con X.

17. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el enlazador es un solo aminoacido o secuencia de
aminodcidos.

18. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que el compuesto es de formula (IV)
X-a-Y-c (V)

en donde ¢ es como se define en la reivindicacion 13.

19. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el compuesto es de formula (V)
X-Y-b-c (V)

en donde b es un grupo espaciador directa o indirectamente ligado a Y.

20. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el espaciador se selecciona del grupo que consiste
en un solo aminodcido, una secuencia de aminoacidos y un grupo succinilo.

21. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el compuesto es de férmula (VI)
X-a-Y-b-c (V1)
en donde b es un grupo espaciador directa o indirectamente ligado a Y.

22. Un compuesto como se reivindicé en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 21, en el que el compuesto es de
formula (VII)

X-Y-Z (VI
en donde Z es un agente anticancerigeno.

23. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que Z se selecciona del grupo que consiste en un agente
de perturbacion vascular, un antimetabolito, un agente citotéxico, una biotoxina, un agente radioterapéutico y un
agente hormonal, y preferiblemente en la que Z es el agente citotoxico doxorrubicina.

24. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 22 o 23, en el que X se selecciona de azademetilcolchicina,
colchicina, azacolchicina, N-metil desacetilcolchicina, desacetilcolchicina.

25. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que X y Z se seleccionan de azademetilcolchicina,
colchicina, azacolchicina, N-metil desacetilcolchicina, desacetilcolchicina.
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26. Un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes para uso en medicina.

27. Una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-25 y al menos un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adicional.

28. Una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-25 y otro agente terapéutico opcionalmente en el que el otro agente terapéutico se selecciona de
entre cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, melfalan, carmustina, metotrexato, 5-fluorouracilo, citarabina,
mercatopurina. daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, vinblastina, vincristina, dactinomicina C, taxol, L-
asparaginasa, G-CSF, etopdsido, colchicina, mesilato de deferoxamina o camptotecina.

29. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-25 o una formulacioén farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacion 27 o 28, para uso en el tratamiento del cancer.

30. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-25 o una formulacién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacion 27 o 28, para uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio.

31. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-25 o una formulacién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacion 27 o 28, para uso en el tratamiento de insuficiencia cardiaca.

32. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-25 o una formulacion farmacéutica de acuerdo
con la reivindicacion 27 o 28, para uso en el tratamiento de una herida.
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