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INHIBIDOR DE TSP1
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un péptido ciclico o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, que puede mejorar el flujo sanguineo al inhibir una funcién de la trombospondina
1 (TSP1) y es Util para el tratamiento o profilaxis de enfermedades tales como isquemia critica de
extremidades; un conjugado del péptido ciclico que tiene un perfil farmacocinético-farmacodinamico
(PK-PD) mejorado; un medicamento que los contiene como componentes activos; y un método para

producir el conjugado, etc.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enfermedad arterial periférica (EAP) es una enfermedad causada por aterosclerosis
en los vasos sanguineos de las piernas que reduce el flujo de sangre, lo que puede provocar diversos
sintomas tales como dolor. La EAP grave se conoce como isquemia critica de las extremidades (CLI),
y representa del 1 al 3% de los pacientes con EAP. CLI es una afeccion en la que se produce dolor
en reposo debido a la obstruccion del flujo sanguineo a las extremidades inferiores y se produce Ulcera
0 necrosis en la periferia de las extremidades inferiores. CLI se clasifica en etapas III a IV y etapas
4 a 6, respectivamente, segun las clasificaciones de Fontaine y Rutherford (NPL 1).

La CLI se ha considerado problematica debido al mal prondstico y la alta mortalidad,
y se han realizado estudios sobre una terapia en pacientes con CLI, en la que el progreso de la Ulcera
o necrosis de las extremidades inferiores se suprime mediante la remodelaciéon del sistema vascular
mediante la revascularizacion en tejidos isquémicos y suministrando oxigeno y nutrientes a los tejidos
isquémicos (NPL 2). Hasta ahora se han realizado varios intentos para aplicar una terapia génica
utilizando factores de crecimiento proangiogénicos para la CLI, pero a diferencia de los estudios con
animales, no se ha demostrado que dicha terapia muestre eficacia en ensayos clinicos. A la luz de
los resultados de estos ensayos clinicos, se ha prestado otra atencion a los factores angiostaticos,
proponiendo una hipdtesis sobre la importancia del equilibrio entre los factores proangiogénicos y
angiostaticos (NPL 3 y 4).

La isquemia cronica que amenaza las extremidades (CLTI), que se ha propuesto en
los Ultimos afios, es un término general para enfermedades con riesgos de amputacion de
extremidades, tales como isquemia de extremidades inferiores, defectos tisulares, neuropatia e
infecciones, que requieren intervenciones terapéuticas. CLTI es un concepto mas completo que
incluye no sélo la isquemia sino también otras afecciones, por ejemplo, el pie diabético. La gravedad

de CLTI se evalua utilizando la clasificacion WIfI en una escala de calificacion de 0 a 3 para la gravedad
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de "Herida; W", "Isquemia; I" e "Infeccion del pie; fI", respectivamente (NPL 22).

Se informa que la trombospondina 1 (TSP1), una glicoproteina que actia de manera
inhibidora sobre la angiogénesis, se libera de las plaquetas activadas y se sintetiza y secreta por
numerosos tipos de células, incluidas células endoteliales, miocitos lisos, células mesangiales renales,
células tubulares y podocitos (NPL 5 a 7). La expresion de TSP1 aumenta en la sangre de pacientes
con enfermedad vascular periférica y en los musculos esqueléticos de las extremidades inferiores de
pacientes con CLI, y este hallazgo sugiere la participacion de TSP1 en el progreso de la ulcera o
necrosis en las extremidades inferiores de pacientes con CLI (NPL 8 y 9). Dado que TSP1 limita la
recuperacion del flujo sanguineo después de la reperfusién por isquemia de las extremidades
posteriores en ratas, y los ratones con deficiencia de TSP1 muestran una angiogénesis mejorada
después de la isquemia de las extremidades posteriores, se considera que TSP1 tiene un efecto
inhibidor sobre la recuperacion del flujo sanguineo después de la isquemia de las extremidades
posteriores (NPL 10y 11). Ademas, dado que los ratones con deficiencia de TSP1 muestran un mayor
flujo sanguineo en las areas heridas y una mayor reduccion en el tamano de la herida, se puede
esperar que la inhibicion de la funcion de TSP1 tenga un efecto curativo en las heridas reconocidas en
pacientes con CLI (NPL 12).

La TSP1 no solo tiene actividad angiostatica sino también otras actividades
farmacoldgicas y se considera que esta implicada en muchas enfermedades. La TSP1, secretada por
las plaquetas, aumenta los niveles de PAI-1 en el sistema fibrinolitico y estimula la trombogénesis (NPL
13). Los pacientes obesos resistentes a la insulina muestran niveles elevados de TSP1, lo que sugiere
que la TSP1 actlia sobre los macréfagos para promover respuestas inflamatorias inducidas por la
obesidad y exacerbar la resistencia a la insulina (NPL 14 y 15). TSP1 promueve la apoptosis de los
podocitos renales e induce la disfuncién de los podocitos (NPL 16). TSP1 se une a la proteina
reguladora de sefiales-a. en células no fagociticas, activa la NADPH oxidasa, limita la vasodilatacion e
induce lesién por reperfusion de isquemia renal (NPL 17). Estos resultados sugieren la posibilidad de
que la inhibicion de TSP1 pueda mejorar el infarto de miocardio y las respuestas inflamatorias y la
resistencia a la insulina en pacientes obesos, asi como los trastornos renales, incluida la lesién por
reperfusion de isquemia. Ademas, las microparticulas derivadas de plaquetas liberadas por TSP1
inducen una crisis vasooclusiva en pacientes con anemia de células falciformes (NPL 18 y 19).
Ademas, se informa que TSP1 promueve la migracion y adhesion de monocitos, lo que contribuye a
mejorar las respuestas inflamatorias vasculares durante el desarrollo del aneurisma adrtico (NPL 20).
Se informa que TSP1 puede estar involucrada tanto en la supresion como en la promocién de canceres
al actuar sobre el crecimiento, la adhesion y la invasidn de células cancerosas (NPL 21).

Mientras tanto, existen algunos anticuerpos (PTL 1) y polipéptidos (PTL 2) conocidos

como antagonistas de la union de TSP1 al receptor CD47. El presente solicitante también ha
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desarrollado polipéptidos macrociclicos que se pueden unir a TSP1 para bloquear la adhesion de células

tales como células endoteliales vasculares a TSP1.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problema técnico

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar nuevos compuestos que puedan
mejorar el flujo sanguineo inhibiendo una funcién de TSP1 y que sean Utiles para el tratamiento o la
profilaxis de enfermedades tales como la isquemia critica de las extremidades. Otro objeto de la
presente invencion es proporcionar compuestos que puedan mejorar el flujo sanguineo inhibiendo una
funcion de TSP1 y que tengan un perfil PK-PD (farmacocinético-farmacodinamico) mejorado, por
ejemplo, compuestos que exhiban una eficacia excelente a una frecuencia de administracion mas baja.

Solucion al problema

Los presentes inventores han realizado estudios intensivos para lograr el objetivo
mencionado anteriormente y, como resultado, descubrieron que los péptidos ciclicos que tienen
secuencias de aminoacidos particulares, que se vuelven biciclicos mediante cadenas laterales de dos
residuos de aminoacidos entre los residuos de aminoacidos que constituyen el anillo al estar acoplados
entre si (péptidos biciclicos), se unen a TSP1 para bloquear la adhesion de las células a TSP1 vy, por lo
tanto, pueden mejorar el flujo sanguineo al inhibir una funciéon de TSP1; y han descubierto ademas
que los compuestos que pueden mejorar el flujo sanguineo al inhibir una funcion de TSP1 se conjugan
con moléculas que contienen Fc y, por lo tanto, pueden mejorar el flujo sanguineo con una frecuencia
de administracion mas baja. Los presentes inventores han realizado estudios adicionales basados en
estos hallazgos, completando asi la presente invencion.

Mas especificamente, la presente invencion proporciona lo siguiente.

[1] Un péptido ciclico representado por la formula (I)

[Férmula quimica 1]

Xaa1 'Xaaz'xaaS'Xaaél"Xaas'xaas'xaeﬁ'XaaB'XaaQ"xaa1 O'Xaaﬁ

[en el que A se selecciona de grupos formadores de anillos de féormulas:

[Férmula quimica 2]
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en donde
[Férmula guimica 3]
5 representa un punto de unién al grupo amino N-terminal de Xaat,

[Férmula quimica 4]

o
representa un punto de unién al grupo carbonilo C-terminal de Xaai1,
R! y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o alquilo de Ci-3;
10 R0 es un grupo amino o un grupo hidroxi,
n es un numero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 0 3),
k y | son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 3, (por ejemplo, 0, 1, 2, 0

3),
n es un numero entero de 1 a 7 (por ejemplo, (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6,07);
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Xaa1 €s un residuo de un aminoacido aromatico;

Xaa2 €s un residuo de un aminoacido aromatico, un aminodacido basico o un aminoacido
alifatico;

Xaa3 Y Xaas tienen cada uno una estructura seleccionada independientemente de un residuo
de un aminoacido representado por la férmula (III)
[Férmula quimica 5]

R?

OH
H,N

o)

[en donde R? es un grupo representado por la férmula -(CH2)SH (en donde t es un nimero
entero de 1 a 3) (por ejemplo, 1, 2, 0 3))] o formula (III')
[Férmula quimica 5-1]

Rb

| OH
H,N
0

[en donde RP es un grupo representado por la formula -CHv(CH3)2-vCHw(CH3)2-wSH (en donde
v es un numero enterode 0 a 2; cuandoves0o 1, wes2ycuandoves2, wes 00 1) o -CHx(CHs)2-
xSH (donde x es 0 01)], en el que los grupos tiol de Xaa3 Y Xaas forman un enlace; representado por -
S-S-, -S-CH2-S-, 0 -S-X-S- (en el que X se selecciona de
[Férmula quimica 6]

(en donde

[Férmula quimica 7]
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representa un punto de union a S)), y al menos uno de Xaa3 Yy Xaas €s un residuo del aminoacido
representado por la férmula (III);
Xaas €s un residuo de un aminoacido neutro;
Xaas €s un residuo de un aminoacido basico;
5 Xaas €s un residuo de un aminoacido neutro o un aminoacido acido;
Xaa7 €s un residuo de un aminoacido aromatico;
Xaao €s un residuo de un aminoacido aromatico, un aminoacido alifatico o un aminoacido
basico;
Xaat0 €s un residuo de un aminodacido aromatico;
10 Xaa11 €s un residuo de un aminoacido alifatico;
en donde el aminoacido alifatico es un aminoacido representado por la férmula (IIa)
[Férmula quimica 8]
RS
OH
H-oN
O (ITa)

(donde R3 es alquilo de Ci-s, alquenilo de Cz- 0 cicloalquilo de Cs-6);
15 el aminoacido alifatico es un aminoacido representado por la formula (IIb)
[Férmula guimica 9]
R4
(&
p

OH
HoN

O (I 1h)

(en el que R* es un grupo aromatico seleccionado entre fenilo, tienilo, piridilo, naftilo, indolilo,
benzofuranilo y benzotienilo, en el que el grupo aromatico puede estar sustituido con uno o mas
20  sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo de Ci-3, atomos de
halégeno, hidroxi y alcoxi de Ci-3 y p es un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 0 3));
el aminoacido basico es un aminoacido representado por la formula (IIc)

[Férmula quimica 10]



R5
OH
HoN
O (I1T1c)

[donde R® es un grupo representado por
la formula -(CH2)qaNH2 (en la que ga es un nimero entero de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6)),
la formula

5  [Férmula quimica 11]

R6
H2 |
C N
ab \ />
N

(donde R® es un atomo de hidrégeno o alquilo de Ci-3, y gb es un nimero entero de 1 a 6
(por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6)),
la formula -((CH2)qcNHC(=NH)NH: (donde qc es un nimero entero de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
10 5,06)),0
la férmula
[Férmula quimica 12]
Ha Ha
C C ']'NHZ
qd ge
(en donde qd y ge son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 3 (por
15  ejemplo, 1, 2, 0 3))];
el aminoacido neutro es un aminoacido representado por la formula (IId)

[Férmula quimica 13]
R7
OH
H,N
O (I1d)

[en donde R’ es un grupo representado por la formula -(CH2)r=NHCONH: (en donde ra es un
20  numero entero de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 06)) o la formula -(CH2)»SH (en donde rb es un
numero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, o 3))], Gly, Met, Pro, 3HyP, Asn, GIn, Ser, ™S, MS o Thr.

el aminoacido acido es un aminoacido representado por la formula (Ile)
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[Férmula quimica 14]
RB
OH
H,N
O (ITe)

[en donde R® es un grupo representado por la formula -(CH2)sCOOH (en donde s es un
numero entero de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,06))] 0
o su sal farmacéuticamente aceptable.
[2] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [1], en donde

Xaa1 €S un residuo 2Nal;

Xaa2 €s un residuo de Arg, AGB, PHG o Tle;

en la estructura de Xaa3 y Xaas, €l residuo de un aminoacido representado por la formula (III)
0 (IIT") es un residuo de HCY o Cys;

Xaa4 €5 un residuo de Gly;

Xaas €S un residuo de Arg o AGB;

Xaas €5 un residuo de Asn o Asp;

Xaa7 €S un residuo de Trp;

Xaao €s un residuo de Val, Arg, PHG, 4PAL o AGB;

Xaa10 €S un residuo de Trp; y

Xaa11 €S un residuo de Val, CPTG o CHXG.
[3] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [1] o [2], en donde
A es un grupo formador de anillos.

[Férmula quimica 15]

Os NH,

fT\S,IH\ FIS N

NH. 0

Ala A-lb

fﬂ/\sﬁ“w

A—lc



10

10

[4] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [3], en donde A es
un grupo formador de anillos.

[Férmula quimica 16]

IHJJ\I'(\S H\rrrr’ *
O
o NH,

Ala

[5] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de [1] a
[4], en donde la estructura de Xaa3 Yy Xaas, los grupos tiol forman el enlace representado por -S-S- o -
S-CH2-S-

[6] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [1] a [5], en donde
el péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable se selecciona del grupo que consiste en
compuestos representados por las formulas:

[Férmula quimica 17]

[Férmula quimica 18]
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[Férmula quimica 20]

[Férmula quimica 21]



[Férmula quimica 22]
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[Férmula quimica 24]
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[Férmula quimica 26]

5
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[Férmula quimica 28]



HN
NH CHs
HzN Nf"\..... 0
HN
HN 0% M HN
Y \I‘E’A H Ny ¢
N iy ) Q "-;_
}"‘ & 2 HN N
HgN — o] NH
HN N

[Férmula quimica 28-1]

H-N 0
. ~
o ¥
Nl
R g
o] N \c
H Ha
9
§ NH " NH
© N—(
HaN NH2
pa
HNT R o
HN TS
n' @

3

NH

L.

[7] Una composiciéon farmacéutica que comprende, como un componente activo, el péptido ciclico o

5  su sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de [1] a [6].
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[8] La composicion farmacéutica como se establece en [7], para usarse en el tratamiento o profilaxis
de una enfermedad que puede tratarse o prevenirse inhibiendo una funcién de TSP1.
[9] La composicion farmacéutica como se establece en [8], para usarse en el tratamiento o profilaxis
de isquemia critica de extremidades, enfermedad arterial periférica o isquemia crénica que amenaza
las extremidades.
[10] Un agente mejorador de flujo sanguineo que comprende, como un componente activo, el péptido
ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de [1] a [6].
[11] Un conjugado que comprende:

el péptido ciclico como se establece en cualquiera de [1] a [6], 0

un péptido ciclico representado por la formula (X)

[Férmula quimica 29]

Zaa1-Zaaz-ZaaB-Zaa4-ZaaS‘ZaaG-Zaa‘/‘-ZaaB-ZaaS-Zaa'10-Zaa11 -Zaa1 2

e

[en el que B se selecciona de grupos formadores de anillos de formulas:
[Férmula quimica 30]
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0 R110 0] R110
101 p102
# Ri01 R102 " RCUR e
S s N/-"'f.* YS N e
\IK\ bn  H I bn H
0O O O
B, B
0 R‘110 H
Hxx
4 R101 R102 . J_,J"J S\S N\r‘;"
S N/ hi bj H#x
/AN bn H
B 3 B 4
0
N N
' ~
;L"'t bk\ bl \r‘J;* ;711 bm ;"r;;*
0 R110 y 0 R‘HO
B s Bs
en donde

[Férmula quimica 31]

%

representa un punto de unién al grupo amino N-terminal de Zaa1, 0 en ausencia de Zaat,
representa un punto de union al grupo amino N-terminal de Zaaz,

[Férmula quimica 32]

e

representa un punto de union al grupo carbonilo C-terminal de Zaa12,

[Férmula quimica 33]

_,J:g**

representa un punto de unién a o carbono de Zaai, 0 en la ausencia de Zaa1, representa un
punto de unién a o carbono de Zaa2,

R101 y R102 5on cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o alquilo de Ci-3;
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R0 es un amino o hidroxi,

bn representa un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 0 3),

bi y bj son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0
3)

bk y bl son cada uno independientemente un nimero entero de 0 a 3, (por ejemplo, 0, 1, 2,
03),

bm es un nimero entero de 1 a 7 (por ejemplo, 1,2,3,4,5,6,07);

Zsa1 €s un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido aromatico, un aminoacido basico,
un aminoacido neutro o un aminoacido acido, o esta ausente;

Zaa2 €5 un residuo de un aminoacido aromatico o un aminoacido neutro;

Zaa3 €s un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido aromatico o un aminoacido
basico;

Zaas €s Ser, Thr, Ala, o ™S;

Zaas es Gly o Ser;

Zaas €5 un residuo de un aminoacido basico o un aminoacido acido neutro;

Zaa7 €5 un residuo de un aminodacido neutro o un aminoacido acido;

Zaas €5 un residuo de un aminodacido aromatico;

Zaao €S un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido neutro o un aminoacido
aromatico;

Zsato €S un residuo de un aminoacido basico, un aminoacido alifatico o un aminoéacido
aromatico o un aminoacido neutro;

Zaa11 €S uUn residuo de un aminodacido aromatico; y

Zsa12 €s un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido aromatico o un aminoacido
basico,

en donde el aminoacido alifatico, el aminoacido aromatico, el aminoacido basico, el
aminoacido neutro y el aminoacido acido son como se definen en [1]; y

una molécula portadora unida al péptido ciclico, o

o su sal farmacéuticamente aceptable.
[12] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [11], en donde

Zaa1 €s un residuo de Arg, Lys, His, Gly, Ala, Asn, Thr, Ser, Met, Leu, Ile, Val, GIn, Phe, Tyr,
Trp o Cys, o esta ausente;

Zaa2 €s un residuo de Phe, Tyr, Trp, 2Nal, 4CF, o DCF;

Zaa3 es un residuo de Ile, Leu, Nle, Tle, Trp, 2Nal, 4CF, o Arg;

Zaaa €S un residuo de Ser;

Zaas €S un residuo de Gly;
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Zaas €S un residuo de Arg, Lys, His, Ser, Cit, o AGB;

Zaa7 €S un residuo de Asn o Asp;

Zaag €s un residuo de Trp o 2Nal;

Zaao €s un residuo de Val, Nle, Ahp, o Met;

Zaa10 €s un residuo de Arg, AGB, Lys, His, AMF, Phg, o Val;
Zaa11 €S un residuo de Trp o 2Nal;

Zaa12 es un residuo de Val, Tle, CPTG, CHXG, o Phe; y

B es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 34]
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[13] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [12], en donde

Zaa1 esta ausente;

Zaa2 €S un residuo de 2Nal;

Zaa3 €S un residuo de Arg o Tle;

Zaa4 €S un residuo de Ser;

Zaas €s un residuo de Gly;

Zaas €S un residuo de Arg o AGB;

Zaa7 €s un residuo de Asn o Asp;

Zaag €s un residuo de Trp;

Zaz0 €S un residuo de Val o Nlg;

Zaa10 €s un residuo de Arg, AGB o Val;
Zaa11 €S un residuo de Trp;

Zaa12 s un residuo de Val, CPTG o CHXG; y
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Bes

[Férmula quimica 35]
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[14] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [13], en donde el
péptido ciclico representado por la férmula (X) se selecciona del grupo que consiste en compuestos
representados por las formulas:

[Férmula quimica 36]

[Férmula quimica 37]
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[Férmula quimica 38]
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[Férmula quimica 39]
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[Férmula quimica 40]
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[Férmula quimica 41]
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[Férmula quimica 42]

NH;

[Férmula quimica 43]
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[Férmula quimica 44]
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[Férmula quimica 45]
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[Férmula quimica 46]
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[Férmula quimica 47]
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HN7 SNHz

[Férmula quimica 48]
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[Férmula quimica 49]
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[Férmula quimica 50]
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[15] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en
cualquiera a de de [11] a [14], en donde la molécula portadora es albumina sérica humana o un
fragmento o variante de la misma.

[16] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en
cualquiera de [11] a [14], en donde la molécula portadora es una molécula que contiene Fc.

[17] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [16],
en donde la molécula que contiene Fc es una IgG de longitud completa, una cadena pesada de IgG
de longitud completa, un fragmento de IgG que comprende toda o parte de una region Fc, o una
variante de la misma.

[18] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [16] o
[17], en donde la molécula que contiene Fc comprende dominios CH2 y CH3 de una region constante
de una cadena pesada de IgG.

[19] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se establece
en [16] a [18], en donde la molécula que contiene Fc comprende al menos un residuo de aminoacido
de un residuo de cisteina correspondiente a la posicion 226, un residuo de cisteina correspondiente a
la posicién 229 y un residuo de asparagina que corresponde a la posicion 297 segun el indice Eu en
una cadena pesada de IgG humana.

[20] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [16] a
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[19], en donde la molécula que contiene Fc comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde
a las posiciones 221 a 230, 222 a 230, 223 a 230, 224 a 230, 225 a 230, o0 226 a 230 de acuerdo con
el indice EU en una cadena pesada de IgG humana.

[21] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [16] a [20], en
donde la molécula que contiene Fc comprende sustituciones de un residuo de leucina correspondiente
a la posicién 234 y un residuo de leucina correspondiente a la posicion 235 segun el indice Eu en una
cadena pesada de IgG humana con residuos de alanina, o sustituciones de un residuo de leucina
correspondiente a la posicion 234, un residuo de leucina correspondiente a la posicion 235 y un residuo
de prolina correspondiente a la posicion 329 segun el indice Eu en una cadena pesada de IgG humana
con residuos de alanina.

[22] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [16] a [21], en
donde la molécula que contiene Fc es CH que consiste en una region constante de una cadena pesada
de IgG humana, CLCH que consiste en una region constante de una IgG humana, o una molécula que
consiste en una region Fc de una IgG humana o un fragmento de la misma, o una variante de la
misma.

[23] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [22], en donde
la molécula que contiene Fc es

un anticuerpo (mAb-A) que consiste en una combinacion de una cadena pesada que consiste
en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 474 de SEQ ID NO: 125y
una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminodacidos en las posiciones de aminoacidos 21
a 234 de SEQ ID NO: 127;

CH (CH-A) que consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos
20 a 349 de SEQ ID NO: 129;

CH (CH-B) que consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos
20 a 349 de SEQ ID NO: 133;

CLCH (CLCH-A) que consiste en una combinacién de una cadena pesada que consiste en una
secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO: 129 y una cadena
ligera que consiste en una secuencia de aminodacidos en las posiciones de aminodacidos 21 a 125 de
SEQ ID NO: 131;

CLCH (CLCH-B) que consiste en una combinacién de una cadena pesada que consiste en una
secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO: 133 y una cadena
ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 21 a 125 de
SEQ ID NO: 131;

un fragmento Fc (Fc-B) que consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de
aminoacidos 21 a 243 de SEQ ID NO: 135;
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un fragmento Fc (Fc-A) que consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de
aminoacidos 21 a 247 de SEQ ID NO: 137; o

un fragmento Fc (Fc-C) que consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de
aminoacidos 21 a 247 de SEQ ID NO: 139;
0

una variante del mismo.

[24] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [16] a [23], en
donde la molécula que contiene Fc comprende una o dos o mas modificaciones seleccionadas del
grupo que consiste en glicosilaciéon unida a N, glicosilacién unida a O, procesamiento de N-terminal,
procesamiento de C-terminal, desamidacion, isomerizacion del acido aspartico, oxidacion de metionina,
adicion de un residuo de metionina al extremo N, amidacion de un residuo de prolina y eliminacién de
uno o dos residuos de aminoacidos en el extremo carboxilo de un cadena pesada.

[25] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [24], en donde
uno o dos residuos de aminoacidos estan eliminados en el extremo carboxilo de una cadena pesada
de la molécula que contiene Fc.

[26] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [25], en donde
un residuo de aminodcido estd eliminado en el extremo carboxilo de cada una de las dos cadenas
pesadas de la molécula que contiene Fc.

[27] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [24] a [26], en
donde el residuo de prolina en el extremo carboxilo de una cadena pesada de la molécula que contiene
Fc estd ademas amidada.

[28] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [11] a [27], en
donde el péptido ciclico y la molécula portadora estan unidos entre si mediante una estructura de
enlace.

[29] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [28], en donde
la estructura de enlace comprende al menos una estructura seleccionada del grupo que consiste en
una cadena de polioxialquileno, un residuo de aminoacidos y una cadena oligopeptidica que consiste
en dos 0 mas residuos de aminodcidos.

[30] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [29], en donde
la cadena de polioxialquileno contenida en la estructura de enlace es una cadena de polietilenglicol
(PEG).

[31] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [30], en donde
el grado total de polimerizacién de la cadena de PEG contenida en el esqueleto de la estructura de
enlace es de 6 a 100.

[32] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [29], en donde
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el residuo de aminoacido contenido en la estructura de enlace es un residuo de Gly, N-metilglicina,
Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Lys, D-Lys, p-alanina, Ser, D-Ser, un aminoacido no natural que comprende
una cadena de polioxialguileno en una cadena lateral, o un aminoacido no natural que comprende una
cadena SG en una cadena lateral.

[33] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [29], en donde
la cadena de oligopéptido contenida en la estructura de enlace consiste en 2 a 20 residuos de
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20).

[34] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [29], en donde
la cadena de oligopéptidos contenida en la estructura de enlace comprende uno o mas residuos de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, N-metilglicina, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Lys,
D-Lys, B-alanina, Ser, D-Ser, un aminoacido no natural que comprende una cadena de polioxialquileno
en una cadena lateral, y un aminoacido no natural que comprende una cadena SG en una cadena
lateral.

[35] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [29], en donde
un grupo amino N-terminal del residuo de aminoacido o cadena oligopeptidica contenida en la
estructura de enlace forma un enlace amida con un grupo carbonilo al que R'° del grupo A formador
de anillos o R0 del grupo B formador de anillos estd unido, donde R'® o R0 estd sustituido con NH
del grupo amino N-terminal.

[36] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [28] a [35], en
donde la estructura de enlace comprende un grupo de enlace C que se une a la molécula portadora.

[37] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [36], en donde
el grupo de enlace C comprende un resto derivado del grupo maleimida en un enlace tioéter formado
por reaccion de un grupo maleimida con un grupo tiol o anillo de 1,2,3-triazol.

[38] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [37], en donde
un grupo maleimida esta unido a un grupo tiol de un residuo de cisteina de la molécula portadora para
formar un enlace tioéter.

[39] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [37], en donde
la molécula portadora es una molécula que contiene Fc, caracterizado ademas porque el anillo de
1,2,3-triazol contenido en el grupo de enlace C esta unido a un glicano que esta unido a un residuo
de asparagina correspondiente a la posicion 297 segun el indice Eu de la molécula que contiene Fc
(glicano unido a N297).

[40] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de
[36] a [39], en donde

el grupo de enlace C esta representado por cualquiera de las siguientes formulas:

[Férmula quimica 51]
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(en donde
N297GLY representa la union al extremo no reductor del glicano unido a N297 de la molécula
que contiene Fc;
Cys representa la union al grupo tiol de un residuo de cisteina de la molécula portadora; y
5 Y representa un punto de unién a un residuo de aminoacido adyacente en la estructura de
enlace).
[41] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [39] o [40], en donde
el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc es al menos uno seleccionado entre
los glucanos N297-(Fuc)SG, N297-(Fuc)MSG1 y N297- (Fuc)MSG2 que tiene estructuras representadas
10  por las siguientes férmulas:
[Férmula quimica 52]
Fucal
_ |
{C) ~NeuAc e 2-66al B 1-4G1leNAc B 1-2Man e 1-6 6
Man 8 1-4G1eNAc § 1-4G1cNAc B 1-(Asn29T7)
{(C)-NeuAc a 2-6Gal (§ 1-4G1cNAc B 1-2Man 0 1-3
[N99T7-(Fuc)SG]

[Férmula quimica 53]

Fucel
|
Gal B 1-4G1cNAc § 1-2Man o 1-6 6
Man B 1-461cNAc 8 1-4G1cNAc B 1-(Asn297)
{C) ~Neudc o 2-6Gal 8 1-461cNAc B 1-2Man o 1-3
[N297- (Fue)MSG1]

15 vy

[Férmula quimica 54]

Fucal

|
(C)-NeuAe o 2-8Gal 8 1-4G1cNAe 8 1-2Man o 1-6 6
Man 8 1-461cNAce B 1-461eNAc B 1~ (Asn297)
Gal § 1-4G1cNac 8 1-2Man e 13
[N297~ (Fuc) MSGZ]

[donde (C) representa un punto de union al grupo de enlace C y (Asn297) representa un punto de
unién al residuo de asparagina correspondiente a la posicién 297 segun el indice Eu de la molécula

20  que contiene Fc].
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[42] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [41], en donde el
glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc es N297-(Fuc)SG.
[43] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de [36] a
[42], en donde
5 la estructura de enlace esta representada por la formula (XX)
-L1-L2-L3-C-
[en donde
L1 es un oligopéptido que contiene de 3 a 6 residuos de aminoacidos neutros (por ejemplo,
3, 4, 5, 0 6) unidos de manera lineal;
10 L2 es L2a o L2b, en donde
L2a es un residuo de aminoacido no natural que comprende una cadena de polioxialguileno
en la estructura principal, o un oligopéptido que comprende un residuo de aminoacido no natural que
comprende una cadena de polioxialquileno en la estructura principal, en donde el grado total de
polimerizacion de la cadena de polioxialquileno contenida en la estructura principal de L2a es 6 a 100
15  (por ejemplo, 5 a 100, preferiblemente 6 a 50, mas preferiblemente 10 a 50, incluso mas
preferiblemente 10 a 40 0 20 a 40) y
L2b es un oligopéptido que contiene de 10 a 20 (por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, o0 20) residuos de aminoacidos o naturales o no naturales unidos de una manera lineal;
L3 es un residuo de aminodcido representado por la férmula

20  [Férmula quimica 55]

HN
21
HN

A0

(en donde R?% es un grupo hidroxi o un grupo amino,

1-4 R

[Férmula quimica 56]

Lad a'a’ cl

L2
25 representa un punto de union a un residuo de aminoacido adyacente en L2 y

[Férmula quimica 57]

A

representa un punto de unién al grupo de unién C);
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C es el grupo de enlace C;

el grupo amino N-terminal de L1 forma una unién amida con un grupo carbonilo al que se
une R del grupo A formador de anillos o R!° del grupo B formador de anilos, donde R!? o R0 est3
sustituido con NH del grupo amino N-terminal;

L1 y L2 estan unidos entre si mediante un enlace amida; y

L2 y L3 estan unidos entre si mediante un enlace amida].

[44] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [43], en donde
el residuo de aminoacido neutro contenido en L1 es un residuo de uno o mds aminodacidos
seleccionados del grupo que consiste en Gly, Ser, D-Ser, N-metilglicina (NMeG) y p-alanina (bAla).

[45] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [43] o [44], en
donde la cadena de polioxialquileno contenida en la estructura principal que esta contenida en L2 es
una cadena de PEG.

[46] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [45], en donde
el residuo de aminoacido no natural que comprende una cadena de PEG en la estructura principal, que
esta contenido en L2a, es un residuo de un aminoacido representado por la formula

[Férmula quimica 58]

| 0
Hald -’\'{DV”‘}Q’\/JL OH

[en donde n representa un nimero entero de 5 a 40 (por ejemplo, 5, 11, 23 o0 35)].

[47] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [46], en donde
el grado total de polimerizaciéon de la cadena de PEG es de 10 a 40 (por ejemplo, 12, 18, 24, 30, o
36).

[48] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [43] o [44], en
donde un a-aminodcido de L2b es glicina o N-metilglicina.

[49] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [48], en donde
el oligopéptido de L2b es oligo-N-metilglicina con 13 N-metilglicinas consecutivas.

[50] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [43] a [49], en
donde L2 comprende un residuo de aminoacido no natural que comprende una cadena de PEG en una
cadena lateral o un residuo de aminoacido no natural que comprende una cadena SG en una cadena
lateral.

[51] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [50], en donde
el aminoacido no natural que comprende una cadena de PEG en una cadena lateral es KPEG.

[52] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [50], en donde

el aminoacido no natural que comprende una cadena de SG en una cadena lateral es KSG.
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[53] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [43] a [52], en
donde un total de 1 a 3 residuos de aminoacidos acidos estpa contenido en una o mas posiciones no
adyacentes al grupo A formador de anillos o del grupo B formador de anillos en la cadena principal del
oligopéptido de L1y L2.

[54] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [53], en donde
el residuo de aminoacido acido seleccionado del grupo que consiste en Asp, D-Asp, Glu, y D-Glu.

[55] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de
[43] a [54], en donde la L1 es un oligopéptido que comprende o consiste en la secuencia

Gly-Gly-Gly-Gly,

Gly-Ser-Gly-Ser,

NMeG-NMeG-NMeG-NMegG,

bAla-bAla-bAla-bAla, o

Gly-Gly-Glu-Gly-Gly.

[56] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [55], en donde
L1 es un oligopéptido que consiste en una secuencia de dos residuos de aminoacidos acidos acoplados
al extremo C de

Gly-Gly-Gly-Gly,

Gly-Ser-Gly-Ser,

NMeG-NMeG-NMeG-NMegG, o

bAla-bAla-bAla-bAla.

[57] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [56], en donde
el residuo de aminoacido acido es un residuo Asp.

[58] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de
[43] a [55], en donde la L2 es un oligopéptido que consiste en la secuencia

Asp-Asp-KPEG-P12P-P12P,

KSG-P12P-P12P,

Asp-Asp-P12P,

Asp-Asp-P12P-P12P, o

Asp-Asp-P12P-KPEG-P12P.

[59] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de
[43] a [58], en donde L3 es un residuo de Lys.

[60] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [43], en donde
la estructura de enlace es

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly

o Gly-Ser-Gly-Ser, L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-KPEG-P12P-P12P, y
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L3 es un residuo de Lys;

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly,
L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia KSG-P12P-P12P, y L3 es un residuo Lys;

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly,
L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-P12P, y L3 es un residuo Lys;

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Ser-Gly-Ser,
L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-P12P-P12P, y L3 es un residuo Lys; o

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly,
L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-P12P-KPEG-P12P, y L3 es un residuo Lys.
[61] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [11], en donde el
péptido ciclico y la estructura de enlace se representan por medio de cualquiera de las férmulas:
[Férmula quimica 59]
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[Férmula quimica 60]
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[Férmula quimica 61]
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[Férmula quimica 62]
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(en donde

N297GLY representa la unidn del anillo de 1,2,3-triazol contenido en el grupo de enlace C al
extremo no reductor de glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc; y

Fc representa la unién del grupo maleimida contenido en el grupo de enlace C al grupo tiol
de un residuo de cisteina de la molécula que contiene Fc).

[62] Una composicién farmacéutica que comprende, como un componente activo, el
conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de [11] a [61].

[63] La composicion farmacéutica como se establece en [62], para usarse en el tratamiento o
profilaxis de una enfermedad que puede tratarse o prevenirse inhibiendo una funcién de TSP1.

[64] La composicion farmacéutica como se establece en [63], para usarse en el tratamiento o
profilaxis de isquemia critica de extremidades, enfermedad arterial periférica o isquemia crénica que
amenaza las extremidades.

[65] Un agente mejorador de flujo sanguineo que comprende, como un componente activo,
el conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de [11] a [61].

[66] Un método para producir el conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se
establece en cualquiera de [11] a [61], en donde el método comprende los pasos de:

(1) sintetizar un oligopéptido X-A-L o Z-B-L representado por la siguiente formula desde el
lado C-terminal mediante un método de sintesis en fase sdlida:
Xaa1-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Xaas-Xaas~Xaaz-Xaas-Xaao-Xaa10-Xaa11-Ao-L1-L2-L3 0
Zaa1-Zaa2-Zaa3-Zaas-Zaas-Zaa6-ZLaa7-ZLaas-Zaa9-Zaa10-Zaa11-Zaa12-Bo-L1-L2-L3

en donde
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Xaa1 @ Xaa11 son como se definen en [1] (siempre que en la estructura de Xaa3 y Xaas, l0S
grupos tiol permanezcan como estan sin formar un enlace);
L1 a L3 son como se definen en [43] (siempre que cuando L2 comprenda un residuo de un
aminoacido no natural que comprende un glicano en una cadena lateral, el residuo se reemplace con
5  unresiduo Lys);
Zaa1 @ Zaa12 SOn como se definen en [11];
Ao es un residuo representado por la formula

[Férmula quimica 63]

0 (L1) H

N.
Rl R N (Xea
(Xaat1) ~ ] {Xaat1)
HS -
noH 0 {L1)
Ag. (0] Aps
10 (en el que (Xaa11) representa un punto de uniodn a Xaai1, (L1) representa un punto de union

al residuo de aminoacido N-terminal en L1, y | y n son como se definen en [1];
Bo es un residuo representado por la formula

[Férmula quimica 64]

Ogy - (1) N
RI0 R102 R N N (Zaat2)
/(23312)
HS b 07 W)
Boa ) Boy
15 (en el que (Zaa12) representa un punto de union a Zaa12, (L1) representa un punto de union

al residuo de aminoacido N-terminal en L1, y bl y bn son como se definen en [11]),
(2) ciclar el oligopéptido sintetizado en la etapa (1) para producir un péptido ciclico mediante
(a) unir el grupo amino N-terminal de Xaa1 @ Aca para formar cualquiera de los grupos
formadores de anillo A: a A3 (que estan acoplados a L1 en la posicion de R1°) en el oligopéptido X-A-
20 L;
(b) unir el grupo amino N-terminal de Xaa1 @ Aob para formar el grupo formador de anillos A4 a
As (que estan acoplados a L1 en la posicion de R'°) en el oligopéptido X-A-L;
(c) unir el grupo amino N-terminal de Zaa: @ Boa para formar cualquiera de los grupos
formadores de anillos B: a B4 (que estan acoplados a L1 en la posiciéon de R!%) en el oligopéptido Z-
25 B-L;
(d) unir el grupo amino N-terminal de Zaa1 a Bon para formar el grupo formador de anillos Bs a
Bs (que estan acoplados a L1 en la posicion de R!1?) en el oligopéptido Z-B-L;

(3) cuando el oligopéptido X-A-L se sintetiza en el paso (1), permitiendo que los grupos tiol
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de Xaa3 Y Xaas del oligopéptido X-A-L ciclado en el paso (2) formen un enlace representado por -S-S-, -
S-CH 2-S- 0 -S-X-5- (donde X es como se define en [1]) para proporcionar un péptido biciclico;

(4) cuando L2 comprende un residuo de un aminoacido no natural que comprende un glicano
en una cadena lateral, que se reemplaza con un residuo Lys en el oligopéptido X-A-L o Z-B-L, introducir
un glicano en el residuo Lys para formar de ese modo un residuo de un aminoacido no natural que
comprende un glicano en una cadena lateral;

(5) unir un grupo reactivo capaz de formar un grupo maleimida o un anillo de 1,2,3-triazol a
L3;y

(6) unir el péptido ciclico a la molécula portadora a través del grupo reactivo del paso (5).

[67] Un método para el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o sintoma,
comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva del
péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de [1] a [6].

[68] El método como se establece en [67], en donde la enfermedad o el sintoma es una
enfermedad que puede tratarse o prevenirse al inhibir una funcion de TSP1.

[69] El método como se establece en [68], en el que la enfermedad o sintoma es isquemia
critica de una extremidad, enfermedad arterial periférica o isquemia crénica que amenaza una
extremidad.

[70] Un método para mejorar el flujo sanguineo, el método comprende administrar a un sujeto
una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva del conjugado o su sal farmacéuticamente
aceptable como se establece en cualquiera de [1] a [6].

[71] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera
de [1] a [6], para usarse en el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o sintoma.

[72] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [71], en
donde la enfermedad o el sintoma es una enfermedad que puede tratarse o prevenirse al inhibir una
funcion de TSP1.

[73] El péptido ciclico su sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se establece en
[72], en el que la enfermedad o sintoma es isquemia critica de una extremidad, enfermedad arterial
periférica o isquemia cronica que amenaza una extremidad.

[74] El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera
de [1] a [6], para usarse en mejorar el flujo sanguineo.

[75] Uso del péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en
cualquiera de [1] a [6], en la produccién de un producto farmacéutico para el tratamiento o la profilaxis
de una enfermedad o sintoma.

[76] El uso como se establece en [75], en donde la enfermedad o el sintoma es una

enfermedad que puede tratarse o prevenirse inhibiendo una funcion de TSP1.
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[77] El uso como se establece en [76], en el que la enfermedad o el sintoma es isquemia
critica de una extremidad, enfermedad arterial periférica o isquemia crénica que amenaza una
extremidad.

[78] Uso del péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se establece
en cualquiera de [1] a [6], en la produccion de un agente mejorador del flujo sanguineo.

[79] Un método para el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o sintoma,
comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva del
conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de [11] a [61].

[80] ElI método como se establece en [79], en donde la enfermedad o el sintoma es una
enfermedad que puede tratarse o prevenirse al inhibir una funcion de TSP1.

[81] El método como se establece en [80], en el que la enfermedad o sintoma es isquemia
critica de una extremidad, enfermedad arterial periférica o isquemia cronica que amenaza una
extremidad.

[82] Un método para mejorar el flujo sanguineo, el método comprende administrar a un sujeto
una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva del conjugado o su sal farmacéuticamente
aceptable como se establece en cualquiera de [11] a [61].

[83] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de
[11] a [61], para usarse en el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o sintoma.

[84] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en [83], en donde
la enfermedad o el sintoma es una enfermedad que puede tratarse o prevenirse al inhibir una funcién
de TSP1.

[85] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se establece en [84],
en el que la enfermedad o sintoma es isquemia critica de una extremidad, enfermedad arterial
periférica o isquemia cronica que amenaza una extremidad.

[86] El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera de
[11] a [61], para usarse en mejorar el flujo sanguineo.

[87] Uso del conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable como se establece en cualquiera
de [11] a [61], en la produccion de un producto farmacéutico para el tratamiento o la profilaxis de
una enfermedad o sintoma.

[88] El uso como se establece en [87], en donde la enfermedad o el sintoma es una
enfermedad que puede tratarse o prevenirse inhibiendo una funcion de TSP1.

[89] El uso como se establece en [88], en el que la enfermedad o el sintoma es isquemia
critica de una extremidad, enfermedad arterial periférica o isquemia cronica que amenaza una
extremidad.

[90] Uso del conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable cmo se establece en cualquiera
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de [11] a [61], en la produccion de un agente mejorador del flujo sanguineo.

Efectos ventajosos de la invencién

El péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable de la presente invencion es Util para
el tratamiento o la profilaxis de enfermedades que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una funcién
de TSP1, tal como una isquemia critica de extremidades. El conjugado o su sal farmacéuticamente
aceptable de esta invencion puede proporcionar un medio de tratamiento o profilaxis de enfermedades
o sintomas que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una funciéon de TSP1 en frecuencia inferior de

administracion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Como se hace referencia en el presente documento, aminoacidos naturales significan
aminoacidos no modificados que se encuentran comuUnmente en proteinas naturales, y mas
particularmente significan alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptéfano, tirosina y valina. En este documento, los aminodcidos naturales pueden indicarse
mediante cddigos de tres letras o codigos de una letra (es decir, alanina: Ala o A; arginina: Arg o R;
asparagina: Asn o N; acido aspartico: Asp o D; cisteina: Cys o C; acido glutamico: Glu o E; glutamina:
GIn o Q; glicina: Gly o G; histidina: His o H; isoleucina: Ile o yo; leucina: Leu o L; lisina: Lys o K;
metionina: Met o M; fenilalanina: Phe o F; prolina: Pro o P; serina: Ser o S; treonina: Thr o T;
triptéfano: Trp o W; tirosina: Tyr o Y; valina: Val o V).

Como se hace referencia en el presente documento, aminoacidos no naturales significan otros
aminoacidos ademas de los aminoacidos naturales, y también incluyen versiones modificadas de
aminoacidos naturales. Las abreviaturas de los aminoacidos no naturales a los que se hace referencia
en el presente documento se enumeran a continuacién. Como se menciona en el presente
documento, las letras minGsculas del alfabeto pueden sustituirse por letras mayusculas en las
abreviaturas siguientes. Por ejemplo, 2Nal, Nle, Phg, Tle y Hcy son sindnimos de 2NAL, NLE, PHG,
TLE y HCY, respectivamente.

[Férmula quimica 65-1]
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[Férmula quimica 65-2]
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[Férmula quimica 65-3]
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[Férmula quimica 65-4]
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NH,
KPEG
0
Y ONOV\OA‘/O‘V’\O’\)LOH
O\/\O/\JO‘V/\O/"\/O\/\O’“\/OJ
& [O\/"\o/‘\/ox/’\o/\vo\/\o
OH o'\xO\/\o/\/O\/\o/\/O\x"\o
[o\/\ol’\/o\/\o/‘\/o\/\o/\/o
0o (¢}
O O N0 T SN,
4PAL P36P

mS: N-Metil-L-serina

2Nal: 3-(2-Naftil)-L-alanina

4CF: 4-Cloro-L-fenilalanina

Nle: L-Norleucina

DCF: L-3,4-Diclorofenilalanina

HF: L-Homofenilalanina

3MH: 3-Metil-L-histidina

AMF: L-4-Aminometilfenilalanina
Phg: L-Fenilglicina

Tle: L-Tert-Leucina

Hcy: L-Homocisteina

Ahp: Acido (25)-2-aminoheptanoico
Aoc: Acido (2S)-2-amino-octanoico
MS: L-O-Metilserina

3Hyp: L-Hidroxiprolina

Alb: Acido L-2-Amino-3-ureidopropidnico
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Cit: L-Citrulina

HCt: L-Homocitrulina

C(0): Acido (2R)-2-amino-3-hidrosulfinil-propanoico

C(02): Acido (2R)-2-amino-3-hidrosulfonil-propanoico

Pen: L-Penicilamina

Alg: L-Alilglicina

Btg: Acido (25)-2-Aminohex-5-enoico

AGB: Acido (25)-2-Amino-4-guanidino-butanoico

CPTG: L-Ciclopentilglicina

CHXG: L-Alfa-ciclohexilglicina

NMeG: Sarcosina

bAla: Beta-alanina

P6P: Acido 3-[2-[2-[2-[2-[2-(2-Aminoetoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]propanoico

P12P: Acido 3-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2-
Aminoetoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]propanoico

P24P:  Acido  3-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2-
Aminoetoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxiletoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxiletoxi]etoxi]etoxi]eto
xi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]propanoico

KSG: Acido  (2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-[[(2R,3R,4S,5R,6S)-6-[(2R,3S,4R,5R,6S)-5-
acetamido-6-[(2S,3S,4S,5S,6R)-2-[[(2R,3R,4S,5S,6S)-6-[(2R,3S,4R,5R,6S)-5-acetamido-6-
[(2R,3S,4R,5R,6R)-5-acetamido-6-[2-[[(5S)-5-amino-5-carboxi-pentilJamino]-2-oxo-etoxi]-4-hidroxi-
2-(hidroximetil)tetrahidropiran-3-ilJoxi-4-hidroxi-2-(hidroximetil)tetrahidropiran-3-ilJoxi-4-
[(2R,3S5,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-[(2S,3R,4S,5R,6R)-6-[[(2R,4S,5R,6R)-5-
acetamido-2-carboxi-4-hidroxi-6-[(1R,2R)-1,2,3-trihidroxipropil]tetrahidropiran-2-ilJoximetil]-3,4,5-
trihidroxi-tetrahidropiran-2-il]oxi-4-hidroxi-6-(hidroximetil ) tetrahidropiran-2-il]oxi-4,5-dihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxi-3,5-dihidroxi-tetrahidropiran-2-ilJjmetoxi]-4, 5-dihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidropiran-3-ilJoxi-4-hidroxi-2-(hidroximetil)tetrahidropiran-3-il]oxi-3,4, 5-trihidroxi-
tetrahidropiran-2-iljmetoxi]-4-hidroxi-6-[(1R,2R)-1,2,3-trihidroxipropil Jtetrahidropiran-2-carboxilico

KPEG: Acido (2S)-6-amino-2-[[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2-
metoxietoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]hexanoico

4PAL: L-4-piridilalanina

P36P: Acido 3-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-
[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxiletox

i Jetoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]eto
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xi]etoxi]propanoico

Como se menciona en el presente documento, los aminoacidos no naturales también incluyen
compuestos analogos de PEN representados por las siguientes formulas estructurales.
[Férmula quimica 65-5]

SH SH
R : o
HoN"s OH HaN"g H
o O
R
OH
H,N-S OH HaN-"S on HoN"s
0 o 0
SH SH
R sY
H
HoN"R © HoN"R OH
0 O

Cuando el término "aminoacido(s)" se usa en el presente documento para describir uno o mas
aminoacidos constitucionales de un oligopéptido y un polipéptido, este término se refiere a uno o mas
restos de aminoacidos. A menos que se especifique lo contrario, los aminoacidos a los que se hace
referencia en el presente documento son L-aminoacidos. Cuando se muestra que un aminoacido

10  especifico esta en la forma D, se puede agregar "D -" a la abreviatura del aminoacido (por ejemplo,
D-Asp, D-Glu, D-Lys o D-Ser). Como se hace referencia en el presente documento, D-Asp a veces se
indica con "d".

Como se menciona en la presente, el aminoacido alifatico es un aminoacido representado por

la formula (1Ia):

15 [Férmula quimica 66]
R3

OH
H,oN

0o (ITa)

(donde R3 es alquilo de Ci-s, alquenilo de Cz-s o cicloalquilo de Cs-s).

Los ejemplos de aminoacidos alifaticos naturales incluyen Ala, Val, Leu e Ile. Los ejemplos
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de aminoacidos alifaticos no naturales incluyen, entre otros, INle, Tle, Ahp, Aoc, Alg, Btg, CPTG y CHXG.
Como se menciona en la presente, el aminoacido alifatico es un aminoacido representado por
la formula (IIb):
[Férmula quimica 67]
R4
o)
P

OH
HoN

o (I Ib)

(en el que R* es un grupo aromatico seleccionado entre fenilo, tienilo, piridilo, naftilo, indolilo,
benzofuranilo y benzotienilo, en el que el grupo aromatico puede estar sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo de Ci-3, atomos de
halégeno, hidroxi y alcoxi de Ci-3 y p es un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 0 3)).
10 Los ejemplos de aminoacidos aromaticos naturales incluyen Phe, Tyry Trp. Los ejemplos de

aminoacidos aromaticos no naturales incluyen, entre otros, 2Nal, 4CF, DCF, HF, Phg, y 4PAL.

Como se menciona en la presente, el aminoacido basico es un aminoacido representado por
la formula (IIc):

[Férmula quimica 68]

R5

OH
HoN

O
i (IT1c)

[donde R> es un grupo representado por la formula -(CHz2)qaNH2 (en la que ga es un nlimero entero
de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 06)),
[Férmula quimica 69]

RB
) |

C N
qb\ />
N

20  (donde R® es un atomo de hidrdgeno o alquilo de Ci-3, y gb es un nimero entero de 1 a 6 (por ejemplo,
1,2,3,4,5 06)),
la formula -((CH2)qcNHC(=NH)NH: (donde gc es un nimero entero de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
5,06)),0
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la formula
[Férmula quimica 70]
Ha Ha
C —-C +NH2
qd qe

(en donde qd y ge son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2,
5 03))]
Los ejemplos de aminoacidos basicos naturales incluyen Lys, His y Arg. Los ejemplos de
aminoacidos basicos no naturales incluyen, entre otros, 3MH, AMF y AGB.
Como se menciona en la presente, el aminoacido neutro es un aminoacido representado por
la formula (11d):

10 [Férmula quimica 71]
RT
OH
HoN
O (I 1d)

[en donde R’ es un grupo representado por la férmula -(CH2)r=NHCONH: (en donde ra es un nimero
entero de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 06)) o la formula -(CH2)»SH (en donde rb es un nimero
entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2, 0 3))], Gly, Met, Pro, 3HyP, Asn, GIn, Ser, ™S, MS, Thr, C(0O), C(02),
15  Pen, o un analogo Pen.
Los ejemplos del aminoacido neutro natural incluyen Gly, Ser, Thr, Cys, Met, Pro, Asn y GIn.
Los ejemplos del aminoacido neutro no natural incluyen, entre otros, 3HyP, ™S, MS, Alb, Cit, Hct, HCY,
C(0), C(02), Pen y un analogo de Pen.
Como se menciona en la presente, el aminoacido acido es un aminoacido representado por la
20  férmula (Ile):

[Férmula quimica 72]
RB
OH
HoN
O (IT1e)

[en donde R® es un grupo representado por la formula -(CH2)sCOOH (en donde s es un nimero entero
de 1 a 6 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6))].
25 Los ejemplos de aminoacidos aromaticos naturales incluyen Asp y Glu.

Como se menciona en el presente documento, alquilo de Ci-3 se refiere a un alquilo de cadena
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lineal o ramificada que tiene de 1 a 3 4tomos de carbono, tal como metilo, etilo, 1-propilo o 2-propilo.

Como se hace referencia en el presente documento, alquilo de Ci-s se refiere a un alquilo de
cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, tal como metilo, etilo, 1-propilo, 2-
propilo, 1-butilo, 2-butilo, 2-metil-1-propilo, 2-metil-2-propilo, 1-pentilo, 2-pentilo, 3-pentilo, 2-metil-
2-butilo, 3-metil-2-butilo, 1-hexilo, 2- hexilo, 3-hexilo, 2-metil-1-pentilo, 3-metil-1-pentilo, 2-etil-1-
butilo, 2,2-dimetil-1-butilo o 2,3-dimetil-1-butilo.

Como se hace referencia en el presente documento, alquenilo de Cz- se refiere a un alquenilo
de cadena lineal o ramificada que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y que contiene uno o mas dobles
enlaces, tales como vinilo, 1-propenilo, 2-propenil(alilo), 1 -butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 1-metil-2-
propenilo, 2-metil-2-propenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-pentenilo, 4-pentenilo, 1-metil-2-butenilo ,
2 metil-2-butenilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 4-hexenilo, 5-hexenilo o 3-metil-2-pentenilo,
con vinilo, 2-propenilo(alilo), 3-butenilo, 4-pentenilo o 5-hexenilo siendo preferidos.

Como se menciona en el presente documento, cicloalquilo de Cs- se refiere a un grupo alquilo
ciclico que tiene de 3 a 6 atomos de carbono, tal como un grupo ciclopropilo, un grupo ciclobutilo, un
grupo ciclopentilo o un grupo ciclohexilo.

Como se hace referencia en el presente documento, los dtomos de haldégeno son F, Cl, Bro I.

Como se menciona en el presente documento, alcoxi de Ci-3 se refiere a un grupo hidroxilo
sustituido con un grupo alquilo de C:-3 como se define anteriormente, tal como metoxi, etoxi, 1-propoxi
0 2-propoxi.

Como se hace referencia en el presente documento, el término "glicano" significa una unidad
estructural compuesta por dos 0 mas monosacaridos unidos mediante un enlace glicosidico. Los
monosacaridos y glicanos especificos a veces se abrevian, por ejemplo, como "GIcNAc-" y "SG-".
Cuando cualquiera de estas abreviaturas se utiliza en una férmula estructural, la abreviatura se
muestra con la intencion de que un atomo de oxigeno o un atomo de nitrdgeno involucrado en un
enlace glicosidico en el extremo reductor de otra unidad estructural no esté incluido en la abreviatura
que indica el glicano, a menos que especificamente definido.

Como se hace referencia en el presente documento, un monosacarido como unidad basica de
un glicano se indica por conveniencia de modo que en la estructura del anillo, la posicion de un atomo
de carbono unido a un atomo de oxigeno que constituye el anillo y directamente unido a un grupo
hidroxi (o atomo de oxigeno involucrado en un enlace glicosidico) se define como la posicion 1
(posicidn 2 solo para acidos sialicos), a menos que se especifique lo contrario.

El monosacarido contenido en el glicano no esta particularmente limitado siempre que tenga
la estructura basica de un azlcar, y se pueden usar varios monosacaridos tales como azlicares de 6 y
5 miembros. El monosacarido puede ser un azucar natural o un azlcar sintetizado artificialmente, y

se prefiere un azlcar natural. Ejemplos de monosacaridos incluyen glucosa (Glu), fructosa (Fru),
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manosa (Man), galactosa (Gal), glucosamina (Glc), N-acetilglucosamina (GIcNAc), acido glucurdnico
(GlucA), acido neuraminico (Neu), acido sidlico/acido N-acetilneuraminico (Sia/NeuNAc/Neu5Ac),
galactosamina, N-acetilgalactosamina (GalNAc), xilosa (Xyl), acido idurdnico (IdoA), fucosa (Fuc),
aldotriosa, gliceraldehido, aldotetrosa, eritrosa, treosa, aldopentosa, ribosa, lixosa, arabinosa,
aldohexosa, alosa, talosa, gulosa, altrosa, idosa, cetotriosa, dihidroxiacetona, cetotetrosa, eritrulosa,
cetopentosa, xilulosa, ribulosa, cetohexosa, psicosa, sorbosa y tagatosa.

Cuando el glicano al que se hace referencia en el presente documento se indica como un signo
(por ejemplo, GLY, SG, MSG, GIcNAc), se pretende que el signo, a menos que se defina lo contrario,
incluya atomos de carbono que van hasta el extremo reductor y excluye N u O involucrado en un
enlace N- u O-glucosidico.

Como se hace referencia en el presente documento, sialilglicano (en lo sucesivo denominado
"SG") se refiere a un glicano complejo unido a N que se sabe que no presenta antigenicidad en el
cuerpo humano, estando representado el glicano por la siguiente férmula estructural y secuencia:

[Férmula quimica 73]

OHHO
w
NHAc
HO
HO 0
H
OH
o
HO
LN S Fa i E el
RO
NHAc NHAc
OH
HO o
W Lriare
HO,,. HO HOO
. SG
AcHN 0&0 1561
NHAc

y
[Férmula quimica 74]

NeuAca2-6Galp1-4GIcNAcp 1-2Mana1— 6
Manp 1-4GIcNACcB 1-4GIcNAcB 1-(N)

NeuAca2-6Galp1-4GlcNAcB 1-2Mana1— 3
[SG]

(donde "-(N)" representa la unidn a una cadena lateral de Asn a través de un enlace N-glucosidico).
Como se hace referencia en el presente documento, la actividad inhibidora de TSP1 se refiere
a la actividad para inhibir al menos un efecto de TSP1, incluido el efecto angiostatico. La actividad

inhibidora de TSP1 se mide mediante un ensayo de inhibiciéon de la adhesién celular utilizando TSP1
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humana y células endoteliales vasculares como se describe mas adelante en la seccién de Ejemplos.
En este ensayo, cuando la concentracion inhibidora del 50% (ICso) de una sustancia de prueba es 500

nM o menos, se determina que la sustancia de prueba tiene actividad inhibidora de TSP1.

1. Péptido ciclico
La presente invencion proporciona nuevos péptidos ciclicos que tienen actividad inhibidora
de TSP1 o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
En un modo, el compuesto de la presente invencion es un péptido ciclico representado por la formula
M

[Férmula quimica 75]

Xaat "Xaaz'xaa3"xaa4'xa35'xaa6’xaé7'Xaa&"xaag" Xaa1 O"Xaa 1

(en lo sucesivo denominado "el péptido ciclico I de la presente (esta) invencién"). El péptido ciclico
I de esta invencion ha formado en él una estructura ciclica en la que los aminoacidos Xaa: a Xaat1, S€
unen mediante enlaces amida para formar una cadena de oligopéptidos y el aminoacido N-terminal
(Xaat) y el aminoacido C-terminal (Xaa11) de la cadena de oligopeptidos se unen a través de un grupo
formador de anillos A.

En la formula (I), A se selecciona de los siguientes grupos formadores de anillos A1 a As que
tienen una estructura de aminoacidos:

[Férmula quimica 76]
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Como se encuentra en cualquiera de los extremos de A,

[Férmula quimica 77]
5  representa un punto de union al grupo amino N-terminal de Xaa1, ¥

[Férmula quimica 78]
o
representa un punto de unién al grupo carbonilo C-terminal de Xaa11, LoOs centros asimétricos en las
estructuras de aminoacidos contenidas en los grupos formadores de anillos antes mencionados pueden
10  tener la configuracion R o S.

En un modo, A es

[Férmula quimica 79]
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o) R‘IO
R2

R1
r’!’\"/\s N/.H"L N
n H
0O

(en adelante denominado "Ai"). En el grupo formador de anillos A, n es un nimero entero de 0 a 3
(por ejemplo, 0, 1, 2 0 3), R! y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o alquilo
de Ci3, y R1% es amino o hidroxi. Alquilo de Ci-3 es preferiblemente metilo.

Un modo preferido de A: es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 80]

ﬁ/\s,j;n\ ”

en donde R1 y R? son cada uno un atomo de hidrégeno, R° es amino y n es 0 (denominado en lo
sucesivo "A1a"). Aia se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de Cys (siempre
que el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unido por enlace amida al extremo C de Xaa11
reaccione con -COCH2X (en el que X es un grupo saliente tal como Cl) que esta unido al grupo amino
N-terminal de Xaa1. En tal grupo formador de anillos, la Cys puede ser un L-aminoacido o un D-
aminoacido. En particular, esa versién del grupo formador de anillos Ais, donde la Cys (siempre que
el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C de Xaa11 €s un
L-aminoacido, se denomina como "A1a1".

Otro modo preferido de A: es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 81]

Os. NH,

rf"J N
\n/'\s N .
H
@)

en donde R! y R? son cada uno un atomo de hidrégeno, R es amino y n es 1 (denominado en lo
sucesivo "A1"). Aib se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de HCY (siempre
que el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unido por enlace amida al extremo C de Xaa11
reaccione con -COCH2X (en el que X es un grupo saliente tal como Cl) que esta unido al grupo amino

N-terminal de Xaa1. En tal grupo formador de anillos, la HYC puede ser un L-aminoacido o un D-

aminoacido. En particular, esa version del grupo formador de anillos A1s, donde la HCY (siempre que
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el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C de Xaa11 €s un
L-aminoacido, se denomina como "Aib1".
Otro modo preferido de A1 es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 82]

H:ﬁ\l_r\sﬁn\ﬁ,ﬁ *

en donde R! y R? son cada uno metilo, R'® es amino y n es 0 (denominado en lo sucesivo "Aic"). Aic
se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de Pen (siempre que el grupo carboxi
se convierta en amida) que esta unido por enlace amida al extremo C de Xaa11 reaccione con -COCH2X
(en el que X es un grupo saliente tal como Cl) que esta unido al grupo amino N-terminal de Xsa1. En
tal grupo formador de anillos, la Pen puede ser un L-aminoacido o un D-aminoacido. En particular,
esa version del grupo formador de anillos Aic, donde la Pen (siempre que el grupo carboxi se convierta
en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C de Xaa11 €s un L-aminoacido, se denomina
como "Aict".

En otro modo, el grupo formador de anillos A es

[Férmula quimica 83]

'e) R‘iO
R! R?

o S,
Ty

(en adelante denominado "A2"). En el grupo formador de anillos Az, n es un nimero entero de 0 a 3
(por ejemplo, 0, 1, 2 0 3), R! y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o alquilo
de Ci3, y R es amino o hidroxi. A se puede obtener, por ejemplo, oxidando el grupo sulfuro del
grupo formador de anillos A1 como se muestra arriba a sulfoxido.

Un modo preferido de A2 es esa version de dicho grupo formador de anillos, donde R! y R? son cada
uno un atomo de hidrégeno, R es amino y n es 0 (en lo sucesivo denominado "A2a") . Aza se puede
obtener, por ejemplo, oxidando el grupo sulfuro del grupo formador de anillos A1a como se muestra
arriba a sulfoxido.  En particular, el grupo formador de anillos obtenido oxidando el grupo sulfuro de
Aia1 a sulféxido se denomina "Aza1".

En otro modo, A es

[Férmula quimica 84]
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'e) R‘IO
R! R*
HH/\S N/""%.. .
/AN n
i 0/\O H

(en adelante denominado "A3"). En el grupo formador de anillos As, n es un nimero entero de 0 a 3
(por ejemplo, 0, 1, 2 0 3), R y R? son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o alquilo
de Ci3, y R es amino o hidroxi. As se puede obtener, por ejemplo, oxidando el grupo sulfuro del
grupo formador de anillos A1 como se muestra arriba a sulfona.

Un modo preferido de Az es esa version de dicho grupo formador de anillos, donde R! y R? son cada
uno un atomo de hidrégeno, R es amino y n es 0 (en lo sucesivo denominado "Aza") .  Asa se puede
obtener, por ejemplo, oxidando el grupo sulfuro del grupo formador de anillos A1a como se muestra
arriba a sulfona. En particular, el grupo formador de anillos obtenido oxidando el grupo sulfuro de
Aia1 a sulfona se denomina "Asa1".

En otro modo, A es

[Férmula quimica 85]

O
H
N

1"& k\ I \A‘ﬁr *
0 R10

(en adelante denominado "A4"). En el grupo formador de anillos A4, k y | son cada uno
independientemente un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo, 1, 2 0 3), y R es amino o hidroxi. El
grupo formador de anillos A4 se puede obtener, por ejemplo, mediante metatesis de olefina del
aminoacido (siempre que el grupo carboxi pueda convertirse en amida) que tiene el grupo
(CH2)ICH=CH: en su cadena lateral y esta unido por un enlace amida al extremo C de Xaa11, y €l grupo
-CO(CH2)xCH=CH: que esta unido al grupo amino N-terminal de Xaa1. En tal grupo formador de anillos,
el aminodacido que esta unido por enlace amida al extremo C de Xaa11 puede ser un L-aminoacido o un
D-aminodacido.

En otro modo, A es

[Férmula quimica 86]
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o) R‘IU

(en adelante denominado "As"). En el grupo formador de anillos As, m es un nimero entero de 1 a
7 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 7), y R'° es amino o hidroxi. As se puede obtener, por ejemplo,
reduciendo el doble enlace carbono-carbono de A4.

En un modo preferido, el grupo formador de anillos A es Aia, Aib, 0 Aic, mas preferiblemente Aia.

En la formula (I), Xaa1 €s un residuo de un aminoacido aromatico. En un modo preferido, Xaa1 €S un
residuo de 2Nal.

En la formula (I), Xaa2 €s un residuo de un aminoacido acido, un aminoacido basico o un aminodacido
alifatico. En un modo preferido, Xas2 €s un residuo de Arg, AGB, PHG o Tle.

En la férmula (I), Xaa3 Y Xaas tienen cada uno una estructura seleccionada independientemente de un
residuo de un aminodcido representado por la férmula (III)

[Férmula quimica 87]

Ra
OH
H,N
0

[en donde R? es un grupo representado por la formula -(CH2):SH (en donde t es un nimero
entero de 1 a 3) (por ejemplo, 1, 2, 0 3))] o formula (III')

[Férmula quimica 87-1]
Rb
OH
H,N
o

[en donde RP es un grupo representado por la formula -CHv(CH3)2-vCHw(CH3)2-wSH (en donde
v es un numero enterode 0 a 2; cuandoves0o0 1, wes 2y cuandoves 2, wes 006 1) o -CHy(CHz)e-
xSH (donde x es 0 01)], en el que los grupos tiol de Xaa3 y Xaas forman un enlace; representado por -
S-S-, -S-CH2-S-, 0 -5-X-S- (en el que X se selecciona de

[Férmula quimica 88]
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Fadll ]

(en donde

[Férmula quimica 89]

representa un punto de unién a S)), y al menos uno de Xaa3 Y Xaas €s un residuo del
aminoacido representado por la formula (III). La estructura es aquella en la que los grupos tiol de
las cadenas laterales de dos residuos de aminoacidos presentes en las posiciones Xaa3 y Xaas del péptido
ciclico I de la presente invencion estan reticulados como se describié anteriormente. En una
modalidad, Xaa3 Y Xaas tienen una estructura en la que el residuo Xaa3 es un residuo HCY; el residuo
Xaag €s un residuo HCY, un residuo Cys o un residuo Pen, preferiblemente un residuo HCY o un residuo
de Cys, mas preferiblemente un residuo HCY; y los grupos tiol de Xaa3 y Xaas €stan reticulados como
se describié anteriormente, preferiblemente a través de un enlace representado por -SS- 0 -S-CH»-S-,
mas preferiblemente a través de un enlace representado por -S-S- (es decir, enlace disulfuro ). En
otra modalidad, en la estructura de Xaa3 Y Xaas, €l residuo Xaa3 es un residuo de Cys; el residuo Xaas
es un residuo HCY, un residuo Cys o un residuo Pen; y los grupos tiol de Xas3 y Xaas estan reticulados
como se describié anteriormente, preferiblemente a través de un enlace representado por -S-S- o -S-
CH2-S-, mas preferiblemente a través de un enlace representado por -S-S- (es decir, enlace disulfuro.)
En otra modalidad, en la estructura de Xaa3 y Xaas, €l residuo de Xsa3 €s un residuo de Pen; el residuo
Xaas €S un residuo HCY; y los grupos tiol de Xaa3 y Xaas pueden reticularse como se describe
anteriormente. En un modo preferido, en la estructura de Xaa3 y Xaas, €l residuo de un aminoacido
representado por la férmula (III) o (III') es un residuo de HCY o un residuo de Cys; En un modo mas
preferido, en Xaa3 ¥ Xaas, l0s grupos tiol de las cadenas laterles de dos residuos HCY presentes en las
posiciones Xsa3 Y Xaag del péptido ciclico I de la presente invencion estan reticulados como se describid
anteriormente. Cabe sefialar que el residuo HCY es un residuo de un aminoacido representado por

la formula (III), donde t = 2.
En un modo preferido, en la estructura de Xaas y Xaes, l0s grupos tiol forman un enlace

representado por -S-S- o -S-CHz-S-, mas preferiblemente -S-S-. En un modo preferido, en la
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estructura de Xaa3 y Xaas, €l residuo de un aminoacido representado por la formula (III) o (III') es un
residuo de HCY y los grupos tiol forma un enlae representado por -S-S-.

En la formula (I), Xaa4 €s un residuo de un aminoacido neutro. En un modo preferido, Xaas €5
un residuo de Gly.

En la formula (I), Xaas es un residuo de un aminoacido basico. En un modo preferido, Xaas €s
un residuo de Arg o AGB.

En la formula (I), Xaas €s un residuo de un aminodacido neutro o un aminoacido acido. En un
modo preferido, Xaas €s un residuo de Asn o Asp.

En la férmula (I), Xaa7 €s un residuo de un aminoacido aromatico. En un modo preferido, Xaa7
es un residuo de Trp.

En la férmula (I), Xaas €s un residuo de un aminoacido aromatico, un aminoacido alifatico o un
aminoacido basico. En un modo preferido, Xaas es un residuo de Val, Arg, PHG, 4PAL, o AGB, mas
preferiblemente un residuo de Val, Arg, PHG o 4PAL.

En la formula (I), Xaato €s un residuo de un aminoacido aromdatico. En un modo preferido,
Xaato €S un residuo de Trp.

En la férmula (I), Xaa11 es un residuo de un aminoacido alifatico. En un modo preferido, Xaa11
es un residuo de Val, CPTG, o CHXG, mas preferentemente un residuo de Val o CPTG.

Un modo preferido del péptido ciclico I de la presente invencion es un péptido ciclico
representado por la formula (I), en la que

Xaa1 €s un residuo 2Nal;

Xaa2 €S un residuo de Arg, AGB, PHG o Tle;

en la estructura de Xaa3 y Xaas, €l residuo de un aminoacido representado por la formula (III)
o (III") es un residuo de HCY o Cys;

Xaa4 €S un residuo de Gly;

Xaas €s un residuo de Arg o AGB;

Xaas €S un residuo de Asn o Asp;

Xaa7 €5 un residuo de Trp;

Xaag €S un residuo de Val, Arg, PHG, 4PAL o AGB;

Xaa10 €S un residuo de Trp; y

Xaa11 €s un residuo de Val, CPTG o CHXG.

Un modo aln mas preferido del péptido ciclico I de la presente invencion es un péptido ciclico
seleccionado del grupo que consiste en los compuestos representados por las siguientes formulas:

[Férmula quimica 90]



[Férmula quimica 91]
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[Férmula quimica 92]
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[Férmula quimica 93]

[Férmula quimica 94]



[Férmula quimica 95]
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[Férmula quimica 97]
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[Férmula quimica 99]
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[Férmula quimica 101]
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[Férmula quimica 101-2]
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[Férmula quimica 101-4]
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[Férmula quimica 101-6]
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[Férmula quimica 101-7]

[Férmula quimica 101-8]
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Los péptidos ciclicos mostrados anteriormente son del Péptido-1 al Péptido-12 y del Péptido-
En todos estos péptidos ciclicos,

5 125 al Péptido-139 de los Ejemplos que se muestran a continuacion.
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el grupo A formador de anillos es Ataz.

Cuando el péptido ciclico I de la presente invencién contiene un grupo basico, el péptido ciclico
I se puede combinar con un acido para formar una sal del mismo, y dicha sal se incluye en esta
invencion. Ejemplos de dicha sal incluyen sal de acido inorganico, sal de acido organico, sal de
aminoacido y sulfonato. Ejemplos de sal de acido inorganico incluyen hidrocloruro, hidrobromato,
sulfato, nitrato y fosfato. Los ejemplos de sal de acido organico incluyen acetato, oxalato, malonato,
fumarato, maleato, ftalato y trifluoroacetato. Ejemplos de sal de aminoacido incluyen glutamato y
aspartato. Los ejemplos de sulfonato incluyen metanosulfonato, bencenosulfonato, p-
toluenosulfonato, 2,4-dimetilbencenosulfonato, 2,4,6-trimetilbencenosulfonato, 4-
etilbencenosulfonato y naftalenosulfonato. Un modo preferido de sal farmacéuticamente aceptable
del péptido ciclico I de esta invencidon es un acetato, un clorhidrato o un trifluoroacetato, mas
preferiblemente un acetato.

Cuando el péptido ciclico I de la presente invencion contiene un grupo acido, el péptido ciclico
I se puede combinar con una base para formar una sal del mismo, y dicha sal se incluye en esta
invencién. Ejemplos de dicha sal incluyen sal metdlica, sal de amina inorganica, sal de amina organica
y sal de aminoacido. Ejemplos de sales metalicas incluyen: sales de metales alcalinos tales como sal
de sodio, sal de potasio y sal de litio; sales de metales alcalinotérreos tales como sal de calcio y sal de
magnesio; asi como sal de aluminio, sal de hierro, sal de zinc, sal de cobre, sal de niquel y sal de
cobalto. Ejemplos de sal de amina inorganica incluyen sal de amonio. Los ejemplos de sal de amina
organica incluyen sal de morfolina, sal de glucosamina, sal de etilendiamina, sal de guanidina, sal de
dietilamina, sal de trietilamina, sal de diciclohexilamina, sal de dietanolamina, sal de piperazina y sal
de tetrametilamonio. Ejemplos de sal de aminoacido incluyen sal de lisina y sal de arginina.

El péptido ciclico I o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion se
puede utilizar en forma cristalina. Tal cristal puede formarse exclusivamente a partir del péptido
ciclico T o de su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion, o el péptido ciclico I o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo puede formarse como un cocristal o un solvato (por ejemplo,
hidrato). Un tipo del péptido ciclico I o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion se
puede usar solo, o se pueden usar dos 0 mas tipos del mismo en combinacién seglin sea apropiado.

El péptido ciclico I o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion
puede formar un compuesto isotopico en el que uno o mas atomos constitucionales se sustituyen con
un atomo isotdpico en una proporcion no natural. El dtomo isotdpico puede ser radiactivo o no
radiactivo, y ejemplos del mismo incluyen deuterio (H; D), tritio (*H; T), carbono-14 (*C) y yodo-125
(**1). Los compuestos marcados con un atomo isotdpico radiactivo se pueden usar como agentes
terapéuticos o profilacticos para diversas enfermedades, reactivos de investigacién (por ejemplo,

reactivo de ensayo), agentes de diagndstico (por ejemplo, agente de diagndstico por imagenes) o
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similares. Esta invencidon también incluye dicho compuesto isotdpico radiactivo o no radiactivo.

El péptido ciclico I o su sal farmacéuticamente aceptable de la presente invencion se puede
preparar mediante un método conocido en la técnica, tal como sintesis quimica o sistema de traduccion
libre de células. Por ejemplo, la sintesis quimica del péptido ciclico de esta invencion se puede realizar
de acuerdo con un método de sintesis en fase solida comin usando un grupo 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (grupo Fmoc) como grupo protector del grupo amino. La sintesis en fase
sélida se puede realizar usando un sintetizador automatico disponible comercialmente (por ejemplo,
Syro II (producido por Biotage Japan), Liberty Blue (producido por CEM)).

Por ejemplo, el péptido ciclico I de la presente invencidon que contiene el grupo formador de
anillos A: se puede obtener siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion.

Con el uso de un sintetizador automatico de péptidos, los aminoacidos protegidos con un grupo
protector del grupo amino (por ejemplo, grupo Fmoc) se acoplan a un soporte sélido (por ejemplo,
Rink Amide Resin AM (producida por Novaviochem), resina de cloruro de 2-clorotritilo (producida por
Novaviochem)) de manera gradual comenzando con el aminoacido C-terminal (el aminoacido C-
terminal es un aminoaciso que contiene tiol). La desproteccion de grupos amino se puede realizar
mediante un método conocido por los expertos (por ejemplo, usando piperidina/1-metil-2-pirrolidinona
al 20% para eliminar grupos Fmoc). Después de acoplar el aminoacido N-terminal y desproteger el
grupo amino de este aminodcido, se introduce un grupo para formar un grupo formador de anillos
(por ejemplo, grupo clorometilcarbonilo) (por ejemplo, para permitir que el acido cloroacético
reaccione con el grupo amino N-terminal) para formar un péptido ciclico. Luego, el péptido resultante
se escinde de la resina peptidica mediante un procedimiento convencional (por ejemplo, usando acido
trifluoroacético/etanditiol/triisopropilsilano/agua para escindir de Rink Amide Resin AM). Después de
recuperar un péptido crudo mediante precipitacion con éter, el péptido de interés puede purificarse
mediante un procedimiento convencional (por ejemplo, cromatografia liquida de alta resolucion en
fase inversa).

Los péptidos ciclicos obtenidos pueden someterse a un método convencional (por ejemplo,
método de oxidacion de yodo) para formar un enlace disulfuro entre Xaa3 y Xaag, obteniendo asi un
péptido biciclico.

El péptido de interés resultante se puede convertir en una sal deseada mediante un
procedimiento convencional.

El péptido ciclico I o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencién
que contiene el grupo formador de anillos A2 o Az se puede obtener, por ejemplo, oxidando el péptido
ciclico I o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de esta invencién que contiene el grupo
formador de anillos A; con un agente oxidante (por ejemplo, acido m-cloroperoxibenzoico, perdxido

de hidrégeno o dimetildioxirano).
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Por ejemplo, el péptido ciclico I de la presente invencion que contiene el grupo formador de
anillos A4 0 As se puede obtener siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion.

[Férmula quimica 102]
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Un oligopéptido que contiene los grupos terminales Di1 y D2 puede prepararse usando un
sintetizador de péptidos automatico tomando las etapas de acoplar aminoacidos protegidos con un
grupo protector de grupo amino (por ejemplo, grupo Fmoc) a un soporte sélido en un manera gradual
comenzando con el aminoacido C-terminal (el aminoacido C-terminal es un aminoacido que contiene
olefina), desprotegiendo el grupo amino del aminoacido N-terminal e introduciendo un grupo para
formar un grupo formador de anillos (por ejemplo, grupo 2-propenilo).

Después de que se prepara el oligopéptido que contiene los grupos terminales D1 y D2, dicho
oligopéptido se somete a una reaccién de metatesis de olefinas en presencia de un catalizador
apropiado (por ejemplo, catalizador de Grubbs de segunda generacion), por lo que el péptido ciclico
que contiene el grupo formador de anillos A4 se puede preparar. Cuando el péptido ciclico que
contiene el grupo formador de anillos A4 se somete a una reacciéon de reduccién en condiciones
apropiadas (por ejemplo, en presencia de hidrégeno y un catalizador de Wilkinson), se puede obtener
el péptido ciclico que contiene el grupo formador de anillos As.

El péptido ciclico I o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencidn tiene
actividad inhibidora de TSP1 y tiene una ICso de 500 nM o menos, preferiblemente 200 nM 0 menos,
medida mediante un ensayo de inhibicién de la adhesion celular usando TSP1 humana y células
endoteliales vasculares como se describe a continuacién en la seccién de Ejemplos. Por lo tanto, el
péptido ciclico I o su sal farmacéuticamente aceptable de la presente invencion tiene la capacidad de
bloquear la adhesion de células endoteliales vasculares a TSP1 y, por tanto, son Utiles como agentes
mejoradores del flujo sanguineo.

Ademas, el péptido ciclico I de la presente invencion tiene una estabilidad metabdlica mejorada
en comparacion con el péptido monociclico debido a su naturaleza biciclica. Por lo tanto, el péptido

ciclico T o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion es Util proporcionando un medio de
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tratamiento o profilaxis de enfermedades o sintomas que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una

funcion de TSP1 en frecuencia inferior de administracion.

II. Composicion farmacéutica que comprende, como componente activo, el péptido ciclico I o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion.

La presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende,
como componente activo, el péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la
presente invencion (en lo sucesivo denominada "la composicion farmacéutica I de la presente (esta)
invencion"). La composicion farmacéutica I de esta invencion tiene excelente actividad inhibidora de
TSP1 y es Util para el tratamiento o profilaxis de enfermedades o sintomas que pueden tratarse o
prevenirse inhibiendo una funcion de TSP1 (por ejemplo, diversas enfermedades, incluidas
enfermedades que pueden ser causadas por inhibicion de la angiogénesis, enfermedades que puede
ser causada por un aumento de la trombogénesis, enfermedades inflamatorias, enfermedades que
pueden ser causadas por el deterioro de la funcidon celular renal, enfermedades que pueden ser
causadas por la supresion de la vasorelajacion, enfermedades isquémicas y enfermedades cancerosas
y diversos sintomas, incluida la crisis vasooclusiva asociada con; anemia de células falciformes,
inhibicion de la angiogénesis, necrosis tisular, resistencia a la insulina y heridas comunes). Ejemplos
de enfermedades que pueden ser causadas por la inhibicion de la angiogénesis incluyen isquemia
critica de extremidades y trastorno vascular periférico. Ejemplos de enfermedades que pueden ser
causadas por trombogénesis aumentada incluyen infarto al miocardio y trastorno vascular periférico
(PAD). Ejemplos de enfermedades inflamatorias pueden incluir inflamacién inducida por la obesidad
e inflamacién durante el desarrollo del aneurisma adrtico. Ejemplos de enfermedades que pueden
ser causadas por el deterioro de la funcion celular renal incluyen nefropatia diabética, nefropatia por
IgA, insuficiencia renal cronica e insuficiencia renal aguda. Ejemplos de enfermedades que pueden
ser causadas por la supresion de la vasorelajacion incluyen lesion renal y lesidon por reperfusion de
isqguemia. Ejemplos de enfermedades isquémicas incluyen el infarto de miocardio y la angina de
pecho. Ejemplos de enfermedades cancerosas incluyen cancer escamoso, cancer de mama y cancer
de pancreas. Se informa que TSP1 promueve el avance del cancer escamoso, el cancer de mama y
el cancer de pancreas (consulte, por ejemplo, NPL 21, col. izquierda p.39, linea 14 de la linea 3 col.
inferior a derecha y Cuadro 4).

La composicion farmacéutica II de la presente invencion tiene una excelente actividad
inhibidora de TSP1 y puede tener un efecto de mejora del flujo sanguineo y, por lo tanto, es Util para
el tratamiento o profilaxis de enfermedades que pueden tratarse o prevenirse mejorando el flujo
sanguineo.  Ejemplos de tales enfermedades incluyen isquemia cronica que amenaza las

extremidades, isquemia critica de las extremidades, trastorno vascular periférico, infarto de miocardio,
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angina, lesion renal y lesion por reperfusion de isquemia. Ejemplos de isquemia cronica que amenaza
una extremidad incluyen el pie diabético, y ejemplos de pie diabético incluyen la Ulcera del pie diabético.

En un modo preferido, la composicién farmacéutica I de esta invencion es Util para el
tratamiento o profilaxis de isquemia critica de extremidades, enfermedad arterial periférica o isquemia
cronica que amenaza las extremidades, y es, por ejemplo, Gtil para acelerar la cicatrizacién de heridas
en pacientes con isquemia critica de extremidades y para mejorar el prondstico después del
tratamiento endovascular para la isquemia critica de extremidades.

Se sabe que la expresion de TSP1 aumenta en los musculos esqueléticos de las extremidades
inferiores de pacientes con isquemia critica de las extremidades. Aunque no se desea quedar ligado
a ninguna teoria, se cree que la composicion farmacéutica I de la presente invencion bloquea la
adhesién de células endoteliales vasculares a TSP1 y, por lo tanto, puede promover la angiogénesis o
vasodilatacion inhibida por TSP1. En virtud de esta funcidn, la composicion farmacéutica I de esta
invencion puede acelerar la curacién de heridas en pacientes con isquemia critica de extremidades y
mejorar el prondstico (por ejemplo, prevenir la restenosis) cuando se combina con un tratamiento
endovascular con un catéter o similar.

Como se hace referencia en el presente documento, el tratamiento o profilaxis de
enfermedades o sintomas incluye la prevencion de la aparicion de enfermedades o la supresion o
inhibicion de la exacerbacion o el progreso de dichas enfermedades, el alivio de uno o mas sintomas
encontrados en individuos que padecen enfermedades o la supresion de la exacerbacion o progresion
de dichos sintomas, y del tratamiento o profilaxis de enfermedades secundarias.

La composicion farmacéutica I de la presente invencion se puede formular en una preparacion
farmacéutica mezclando el péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencién con
cualquier aditivo farmacéuticamente aceptable apropiado. Por ejemplo, la composicién farmacéutica
I de esta invencion se puede administrar como preparaciones orales tales como tabletas, capsulas y
granulos, o como preparaciones parenterales tales como inyectables y agentes de absorcidn
percutanea.

Tales preparaciones farmacéuticas se preparan mediante un método bien conocido usando
diferentes aditivos, incluyendo excipiente, aglutinante, desintegrante, lubricante, emulsionante,
estabilizador, diluyente, disolvente inyectable, solubilizante, agente de suspension, agente isotonizante,
regulador, analgésico, antiséptico, y antioxidante.

Los ejemplos del excipiente incluyen excipientes organicos o excipientes inorganicos.
Ejemplos de excipientes organicos incluyen derivados de azlcar tales como lactosa y sacarosa;
derivados del almidon tales como almidén de maiz y almidén de papa; derivados de celulosa tales
como celulosa cristalina; y goma arabiga. Ejemplos de excipientes inorganicos incluyen sulfatos tales

como sulfato de calcio.
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Los ejemplos del aglutinante incluyen excipientes como los mencionados anteriormente;
gelatina; polivinilpirrolidona; y polietilenglicol.

Los ejemplos del desintegrante incluyen excipientes como los mencionados anteriormente;
derivados de celulosa o almidén modificados quimicamente tales como croscarmelosa sddica y
carboximetilalmiddn sddico; y polivinilpirrolidona reticulada.

Los ejemplos del lubricante incluyen talco; acido estearico; silice coloidal; ceras tales como
cera de abejas y cera de espermaceti; sulfatos tales como sulfato de sodio; laurilsulfatos tales como
laurilsulfato de sodio; y tales derivados de almidon como se mencionan anteriormente como
excipientes.

Los ejemplos del emulsionante incluyen arcillas coloidales tales como bentonita y veegum;
detergentes anidnicos tales como laurilsulfato de sodio; detergentes catiénicos tales como cloruro de
benzalconio; y detergentes no idnicos tales como polioxietileno alquil éter.

Los ejemplos del estabilizador incluyen ésteres p-hidroxibenzoicos tales como metilparabeno
y propilparabeno; alcoholes tales como clorobutanol; y compuestos fendlicos tales como fenol y cresol.

Los ejemplos del diluyente incluyen agua, etanol y propilenglicol.

Los ejemplos del disolvente inyectable incluyen agua, etanol y glicerina.

Los ejemplos del solubilizante incluyen polietilenglicol, propilenglicol, D manitol, benzoato de
bencilo, etanol, trisaminometano, colesterol, trietanolamina, carbonato de sodio y citrato de sodio.

Los ejemplos del agente de suspension incluyen diversos detergentes tales como
esteariltrietanolamina, laurilsulfato de sodio, acido laurilaminopropionico, lecitina, cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio y monoestearato de glicerilo; y polimeros hidrdfilos tales como
alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa sddica, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa e hidroxipropilcelulosa.

Los ejemplos del agente isotonizante incluyen cloruro de sodio, glicerina y D manitol.

Los ejemplos del regulador incluyen fosfato, acetato, carbonato, citrato y otras soluciones
reguladoras.

Los ejemplos del analgésico incluyen alcohol bencilico.

Los ejemplos del antiséptico incluyen ésteres p-hidroxibenzoicos, clorobutanol, alcohol
bencilico, alcohol fenetilico, acido deshidroacético y acido sérbico.

Los ejemplos del antioxidante incluyen sulfitos y acido ascérbico.

El sujeto al que se le administrara la composicién farmacéutica I de la presente invencidn es,
por ejemplo, un animal mamifero, preferiblemente un ser humano.

La via de administracion de la composicion farmacéutica I de la presente invencion puede ser
administracion oral o parenteral, y se puede seleccionar una via de administracion adecuada

dependiendo de la enfermedad a tratar. Ademas, la via de administracion de dicha composicion
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farmacéutica inventiva puede ser administracion sistémica o topica. Ejemplos de administraciones
parenterales incluyen administracion intravenosa, administracion intraarterial, administracion
intramuscular, administracion intracutanea, administracion subcutanea, administracion intraperitoneal,
administracion percutanea, administracién intradsea y administracién intraarticular. Un modo
preferido de la via de administracion de dicha composicion farmacéutica I de la invencion es la
administracion intravenosa, la administracién subcutanea o la administraciéon percutanea.

El péptido ciclico I o su sal farmacéuticamente aceptable de la presente invencion se puede
administrar a un sujeto en una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva. Como se usa
en la presente, el término "cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva" significa una
cantidad necesaria para que un agente activo muestre un efecto terapéutico o profilactico teniendo en
cuenta una enfermedad, forma de dosificacion y via de administracién concretas, y se determina,
segln corresponda, dependiendo de la especie de un sujeto, tipo de enfermedad, sintoma, sexo, edad,
condicién preexistente y otros elementos.

La dosis del péptido ciclico I o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente
invencion se determina, segun corresponda, dependiendo de la especie de un sujeto, tipo de
enfermedad, sintoma, sexo, edad, condicion preexistente y otros elementos. Los adultos humanos
pueden tomar medicacion con dicho péptido ciclico I de la invencién o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en una dosis generalmente de 0.1 a 1000 mg/kg, preferiblemente de 0.1 a 10
mg/kg, una vez cada 1 a 7 dias, o dos o tres o0 mas veces al dia.

La composicion farmacéutica I de la presente invencion se puede combinar con al menos un
agente terapéutico o terapia conocida. Por ejemplo, durante el tratamiento de isquemia critica de
extremidades, la composicion farmacéutica I de esta invencion se puede administrar antes, después o
simultdneamente con el tratamiento endovascular con un catéter o similar.

El péptido ciclico I o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencién se puede
administrar mediante un stent liberador de farmaco (DES). El stent liberador de farmaco se refiere a
un stent que tiene un farmaco activo en su superficie para que pueda eludir gradualmente el farmaco
activo después de colocarlo en un vaso sanguineo.

Ademas, la presente invencion se dirige a un método para el tratamiento o la profilaxis de una
enfermedad o sintoma, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente efectiva del péptido ciclico I o sal farmacolégicamente aceptable del mismo de esta
invencion a un sujeto que lo necesita.

Como se hace referencia en la presente invencion, el "sujeto" es, por ejemplo, un animal
mamifero, preferiblemente un ser humano.

Como se hace referencia en la presente invencion, el término "administracion" incluye

administraciones orales y parenterales, y puede ser administraciones sistémicas o topicas. Ejemplos
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de administraciones parenterales incluyen administracion intravenosa, administracion intraarterial,
administracion intramuscular, administracion intracutanea, administracion subcutanea, administracion
intraperitoneal, administracion percutanea, administracion intradsea y administracion intraarticular.
Un modo preferido de la “administracion” como se menciona en esta invencion es la administracion
intravenosa, la administracion subcutanea o la administracion percutanea.

Los ejemplos de "enfermedad(es) o sintoma(s)" a los que se hace referencia en la presente
invencion incluyen enfermedades o sintomas que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una funcion
de TSP1. Segun esta invencién, se puede lograr, por ejemplo, el tratamiento o la profilaxis de la
isquemia critica de las extremidades, la enfermedad arterial periférica o la isquemia crénica que

amenaza las extremidades.

III. Conjugado

La presente invencidon proporciona ademas un conjugado o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en el que el péptido ciclico esta unido a la molécula portadora.

1. Molécula portadora

En el conjugado de la presente invencidn, la molécula portadora funciona como un portador
que mejora la farmacocinética uniéndose al péptido ciclico. La molécula portadora de la presente
invencion no se limita a una molécula particular siempre que funcione como portador para el péptido
ciclico y el conjugado de esta invencion pueda ejercer un efecto inhibidor de TSP-1 (es decir, tenga
actividad inhibidora de TSP-1). La molécula portadora puede ser, por ejemplo, una variedad de
polimeros naturales o sintéticos, y se pueden adoptar adecuadamente proteinas naturales o no
naturales. Desde el punto de vista de la farmacocinética, la molécula portadora de esta invencién
tiene afinidad de unién con un receptor Fc neonatal (FcRn). La afinidad de unién con FcRn permite
la utilizacion del mecanismo de reciclaje mediado por FcRn y la extension de la vida media en sangre
del conjugado de la presente invencion. Por lo tanto, la molécula portadora de la presente invencion
es una molécula capaz de unirse a péptidos ciclicos y tiene afinidad de union con FcRn. Cuando se
adopta una proteina como molécula portadora que tiene tal afinidad de unién con FcRn, la molécula
portadora puede ser, por ejemplo, albimina sérica humana o un fragmento o variante de la misma,
una proteina de unioén a albuimina y una molécula que contiene Fc como se muestra a continuacion.
La molécula portadora puede producirse mediante una técnica conocida tal como sintesis quimica,
sistema de traduccion libre de células y sistema de sintesis de proteinas utilizando células animales.
La afinidad de union de una molécula portadora a FcRn se puede medir mediante un método
convencional usando tecnologia de resonancia de plasmdn superficial (SPR) o similar. La medicion
se puede realizar usando un instrumento disponible comercialmente, por ejemplo, Biacore (producido

por GE Healthcare). La molécula portadora en la presente invencion preferiblemente tiene una
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afinidad de unidn con FcRn que es comparable a la de moléculas que se sabe que se unen a FcRn,
tales como la albdmina sérica humana y la IgG humana.

La albumina sérica humana es la proteina mas abundante en el plasma y estad compuesta por
tres dominios (dominios I, II y III) que tienen una alta homologia, cada uno de los cuales esta
segmentado en dos subdominios (A y B). En particular, se sabe que el dominio III de la albimina
sérica humana es importante para la unién de la albimina sérica humana con FcRn (JP 2019-513724
y Structure, 2013, 21, 1966-1978). Dado que la albumina sérica humana tiene afinidad de unién con
FcRn y tiene una larga vida media en sangre de aproximadamente 20 dias, se prefiere la albumina
como molécula portadora para mejorar la farmacocinética y se han desarrollado tecnologias basadas
en albimina. Un método para unir albimina sérica humana o un fragmento o variante de la misma
a un péptido ciclico no esta particularmente limitado siempre que funcione como una molécula
portadora para el péptido ciclico y el conjugado de la presente invencion pueda ejercer un efecto
inhibidor de TSP-1 y se puede utilizar un método conocido. Ejemplos de dicho método incluyen un
método de unidn a través de un residuo de cisteina contenido en albimina sérica humana (Org. Biomol.
Chem., 2019. 17, 7870-7873), un método de union mediante un residuo de glutamina contenido en
albumina sérica humana mediante transglutaminasa, y unién mediante un residuo de lisina contenido
en albumina sérica humana. Cuando se usa el fragmento o variante de albimina sérica humana
como molécula portadora de la presente invencion, se puede usar cualquier fragmento o variante
siempre que conserve la afinidad de union con FcRn y el sitio de unidon al péptido ciclico, pero
preferiblemente contenga el dominio III de albimina sérica humana y el sitio de unién al péptido
ciclico. La molécula portadora de la presente invencion es mas preferiblemente albimina sérica
humana de longitud completa.

La molécula que contiene Fc de la presente invencidén se acopla a un péptido ciclico para
formar un conjugado, que funciona como portador para mantener el péptido ciclico en la sangre
durante un largo tiempo. La molécula que contiene Fc de la presente invencién se refiere a una
molécula que contiene al menos toda o parte de una regién Fc derivada de IgG. Los ejemplos de la
molécula que contiene Fc de la presente invencion incluyen IgG de longitud completa, una cadena
pesada de IgG de longitud completa, un fragmento de IgG que contiene toda o parte de la region Fc
y una variante de la misma en la que la secuencia de aminoacidos se ha eliminado o modificado
parcialmente. Ademas, la molécula que contiene Fc de la presente invencion puede ser una cadena
pesada sola o puede tener una cadena ligera correspondiente a la estructura de la cadena pesada.
La IgG es una proteina heterodimérica compuesta por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras
unidas mediante enlaces disulfuro y enlaces no covalentes. Cada una de las cadenas pesada y ligera
tiene una region variable y una regién constante y reconoce el antigeno en la regién variable.

También, la region constante de la cadena pesada contiene ademas un dominio CH1, un dominio CH2
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y un dominio CH3, en los que los dominios CH1 y CH2 estan conectados a través de un sitio bisagra.
La IgG tiene una estructura de dominio y esta compuesta por una region Fab (fragmento de union a
antigeno) que contiene una region variable y que tiene capacidad de unién a antigeno, y una region
Fc (fragmento cristalizable) que se une a un receptor Fc. La regidn Fc se refiere a una regién desde
el N-terminal al C-terminal del sitio bisagra, que es parte de la cadena pesada de IgG y es escindida
por papaina, y se refiere a una regidon que consiste en una parte del sitio bisagra derivado de la region
constante de la cadena pesada de IgG, un dominio CH2 y un dominio CH3. Los ejemplos de la
secuencia de aminoacidos correspondiente a la region Fc en la IgG1 humana incluyen las secuencias
en las posiciones de aminoacidos 1 a 232, 2 a 232,3a232,4a232,5a232,6a232,7a232,8a
232,9a 232, 10 a 232, 0 11 a 232 de SEQ ID NO: 148 (correspondiente a las posiciones 216 a 447,
217 a 447, 218 a 447, 219 a 447, 220 a 447, 221 a 447, 222 a 447, 223 a 447, 224 a 447, 225 a 447,
y 226 a 447, respectivamente, en el indice Eu (INDICE Eu) especificado en Edelman et al., (Proc. Natl.
Acad. USA, (1969) Vol. 63, pp. 78-85). La region Fc también tiene afinidad de unién con FcRn y
participa en el mecanismo de reciclaje de IgG mediante la unidon a FcRn. Esta unién a FcRn implica
residuos de aminoacidos en los dominios CH2 y CH3. Por lo tanto, la molécula que contiene Fc de la
presente invencion tiene preferiblemente dominios CH2 y CH3 para conservar la afinidad de unién con
FcRn. El término “cadena pesada” para la molécula que contiene FC de la presente invencion puede
incluir una cadena pesada de longitud completa, una cadena pesada de un fragmento IgG que contiene
toda o parte de la region Fc y su variante en la que la secuencia de aminoacidos se ha modificado o
eliminado parcialmente. También, el término “cadena ligera” para la molécula que contiene Fc de la
presente invencion puede incluir una cadena ligera de longitud completa y unja variante en la que la
secuencia de aminoacidos se ha modificado o eliminado parcialmente.

Un método para unir la molécula que contiene Fc a un péptido ciclico no estd limitado
particularmente mientras que sus funciones como un portador parea el péptido ciclico y el conjugado
de la presente invencion pueda ejercer un efecto inhibidor de TS-1 y se puede usar un método conocido.
Ejemplos de dicho método incluyen un método de unién a través de un glicano contenido en una
molécula que contiene Fc, un método de unidn a través de un residuo de cisteina contenido en una
molécula que contiene Fc, un método de mutacion de un residuo de aminodacido en una posicién
especifica para un residuo de cisteina y union a través del residuo de cisteina, un método de unién a
través de un residuo de glutamina contenido en una molécula que contiene Fc mediante
transglutaminasa, y un método para mutar un residuo de aminoacido en una posicion especifica a un
residuo de glutamina y unién a través de la glutamina residuo por transglutaminasa. En un modo
preferido, la molécula que contiene Fc de la presente invencion esta unida a un péptido ciclico a través
de un glicano unido a la cadena lateral de un residuo de asparagina (denominado "Asn297" (Asn en

la posicién 297 en el indice Eu)) que sufre modificacidén por un glicano unido a N bien conservado en
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la region Fc de la cadena pesada de IgG (denominado "glicano unido a N297") o mediante grupos tiol
bien conservados de Cys226 (Cys en la posicién 226 en el indice Eu) y/o Cys229 (Cys en la posicion
229 en el indice Eu) en el sitio bisagra de la region Fc de la cadena pesada de IgG. Por lo tanto, la
molécula que contiene Fc de la presente invencién tiene preferiblemente al menos un residuo de
aminoacido en la regién Fc de la IgG humana correspondiente a Asn297 o un residuo de aminoacido
en el sitio bisagra de la IgG humana correspondiente a Cys226 o Cys229.

Cuando la molécula que contiene Fc de la presente invencion se usa como molécula portadora
de la presente invencion, la secuencia no esta particularmente limitada siempre que conserve la
afinidad de unidn con FcRn y el sitio de unién al péptido ciclico. La molécula que contiene Fc
preferiblemente contiene secuencias de aminoacidos correspondientes a los dominios CH2 y CH3 y los
residuos de aminoacidos en la region Fc de la IgG humana correspondiente a Asn297 o residuos de
aminoacidos en el sitio bisagra de la IgG humana correspondiente a Cys226 o Cys229. Los ejemplos
de tal molécula que contiene Fc incluyen IgG humana de longitud completa, una cadena pesada de
IgG humana de longitud completa, un fragmento de IgG humana que contiene toda o parte de la
region Fc y una variante de la misma en la que la secuencia de aminoacidos se ha eliminado o
modificado parcialmente. Ademas, la molécula que contiene Fc de la presente invencion puede ser
una cadena pesada sola o puede tener una cadena ligera correspondiente a la estructura de la cadena
pesada.

La molécula que contiene Fc de la presente invencion también incluye una molécula que
contiene Fc modificada que ha sido modificada biolégicamente. Las modificaciones bioldgicas
incluyen modificacion postraduccional (por ejemplo, glicosilacion unida a N o unida a O, procesamiento
de N- o C-terminal, desamidacidon, isomerizacién de aspartato y oxidacién de metionina) y la adicién
de un residuo de metionina en el extremo N mediante expresion usando una célula huésped procariota.

En el caso de anticuerpos producidos en células animales, se sabe que un residuo de lisina en
el extremo carboxilo de la cadena pesada esta eliminado (Journal of Chromatography A, 705:129-134
(1995)) y que dos residuos de aminodcidos, glicina y lisina, en el extremo carboxilo de la cadena
pesada también se eliminan y un residuo de prolina recién posicionado en el extremo carboxilo se
amida (Analytical Biochemistry, 360: 75-83 (2007)). Sin embargo, la eliminacioén y modificacion de
estas secuencias de cadenas pesadas no afecta la capacidad de unién al antigeno ni la funcion efectora
(activacion del complemento, efecto de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, etc.) del
anticuerpo. Por lo tanto, la molécula que contiene Fc de la presente invencion también incluye una
molécula que contiene Fc con tal modificacion y un fragmento funcional de la molécula que contiene
Fc, un mutante de delecion en el que uno o dos residuos de aminoacidos estan eliminados en el
extremo carboxilo de una cadena pesada y un mutante de delecion en el que un residuo de aminoacido

en el extremo carboxilo esta amidado (por ejemplo, una cadena pesada en la que un residuo de prolina
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en el extremo carboxilo esta amidado). Siempre que funcione como portador para el péptido ciclico
y el conjugado de la presente invencidon puede ejercer un efecto inhibidor de TSP-1, sin embargo, el
mutante de delecidn en el extremo carboxilo de la cadena pesada de la molécula que contiene Fc
segun la presente invencion no se limita a los tipos anteriores. Cuando la molécula que contiene Fc
segun la presente invencion incluye dos cadenas pesadas, pueden ser cualquiera de las cadenas
pesadas seleccionadas del grupo que consiste en cadenas pesadas sin una delecién en el extremo
carboxilo y el mutante eliminado anteriormente mencionado, o un combinacién de cualquiera de los
dos. La proporcion cuantitativa de cada mutante de delecion puede verse afectada por el tipo y las
condiciones de cultivo de las células animales que producen la molécula que contiene Fc de la presente
invencion, pero la molécula que contiene Fc de esta invencion es preferiblemente aquella en la que un
residuo de aminoacido en el extremo carboxilo esta eliminado en cada una de las dos cadenas pesadas.

En un modo, la molécula que contiene Fc de la presente invencion puede incluir una o dos o
mas modificaciones seleccionadas del grupo que consiste en glicosilacion unida a N, glicosilacion unida
a O, procesamiento de N-terminal, procesamiento de C-terminal, desamidacion, isomerizacion del
acido aspartico, oxidacion de metionina, adicion de un residuo de metionina al extremo N, amidacion
de un residuo de prolina y eliminaciéon de uno o dos residuos de aminoacidos en el extremo carboxilo
de un cadena pesada.

La subclase de IgG que sirve como origen de la molécula que contiene Fc de la presente
invencion no esta particularmente limitada y se puede seleccionar cualquier subclase. La subclase es
preferentemente IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, mas preferentemente IgG1, incluso mas preferentemente
IgGl humana. Las secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de IgG estan bien
conservadas y cada aminoacido se identifica mediante el indice EU proporcionado por Edelman et al.
(Proc. Natl. Acad. USA, (1969) Vol. 63, pp. 78-85). Por ejemplo, Asn297 al que esta unido un glicano
unido a Nen la regidn Fc corresponde a la posicion 297 en el indice Eu, y Cys226 y Cys229 a los que
estd unido una estructura de enlace en el sitio bisagra corresponden a las posiciones 226 y 229 en el
indice Eu, respectivamente. Ademas, la region Fc, el sitio bisagra y la region constante de cadena
pesada derivadas de IgG humana que pueden adoptarse en la molécula que contiene Fc de la presente
invencion corresponden a regiones de las secuencias de aminoacidos en las posiciones 216 a 447, 216
a 230 y de 118 a 447 en el indice de la Eu, respectivamente. Ejemplos de secuencias de aminoacidos
especificas correspondientes a la region Fc, region bisagra, region constante de cadena ligera y region
constante de cadena pesada derivadas de IgG1l humana que pueden adoptarse en la molécula que
contiene Fc de la presente invencion incluyen la secuencia de aminoacidos en posiciones de
aminoacidos 118 a 349 de SEQ ID NO: 129 (secuencia de aminoacidos de la region constante de
cadena pesada de IgG1 humana; la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos

se muestra en SEQ ID NO: 128) (siempre que el extremo N pueda acortarse a la posicién de aminoacido
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128), la secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 118 a 132 de SEQ ID NO: 129, la
secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 21 a 25 de SEQ ID NO: 131 (secuencia
de aminoacidos de la region constante de la cadena ligera de IgGl humana; la secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos se muestra en SEQ ID NO: 130) (péptidos senal
en las posiciones de aminoacidos 1 a 20), y la secuencia de aminoacidos en las posiciones de
aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO: 129 (péptidos sefal en las posiciones de aminoacidos 1 a 19),
respectivamente. El aminodcido se identifica inequivocamente mediante visualizacion segun el indice
UE, incluso si la posicién real del aminoacido varia debido a fragmentacién molecular o deficiencia
regional. Con respecto a las regiones constantes de IgG1l humana, IgG2 humana, IgG3 humana o
IgG4 humana que pueden adoptarse en la molécula que contiene Fc de la presente invencion, se ha
informado de una pluralidad de secuencias alotipicas en Sequences of Proteins of Immunological
Interest, publicacion NIH. No. 91-3242, todos los cuales pueden adoptarse en la molécula que contiene
Fc de la presente invencidn. Por ejemplo, en la secuencia de IgGl humana, las secuencias de
aminoacidos en las posiciones 356 y 358 indicadas por el indice Eu incluyen Dy E, y L y M,
respectivamente, las cuales pueden adoptarse en la molécula que contiene Fc de la presente invencion.

En el caso de adoptar IgG de longitud completa como la molécula que contiene Fc de esta
invencion, es suficiente si la IgG de longitud completa funciona como portador para el péptido ciclico
y el conjugado de la presente invencién puede ejercer un efecto inhibidor de TSP-1. En un modo, se
pueden adoptar IgG que no reconocen sustancias normalmente presentes en el cuerpo humano como
antigenos en la regién variable. Dado que la IgG dirigida a una proteina animal no humana como
antigeno podria presentar reactividad cruzada con moléculas humanas en presencia de una molécula
humana correspondiente o relacionada, se prefiere seleccionar un anticuerpo monoclonal contra un
antigeno libre de moléculas humanas correspondientes o relacionadas. Incluso se puede adoptar IgG
que podria reconocer un componente del cuerpo humano como antigeno si el reconocimiento del
antigeno no afecta negativamente al efecto inhibidor de TSP-1 ejercido por el conjugado de la presente
invencion. Por otro lado, incluso si el reconocimiento del antigeno afecta negativamente al efecto
inhibidor de TSP-1 ejercido por el conjugado de la presente invencidon, esas moléculas pueden
adoptarse como moléculas que contienen Fc de esta invencion cuando la capacidad de reconocimiento
del antigeno esta atenuada o eliminada introduciendo una mutacion en la regién variable mediante
una técnica de ingenieria genética. La IgG de longitud completa para usarse como molécula que
contiene Fc de la presente invencion es preferentemente dirigida por IgG a una molécula derivada de
un organismo no mamifero como antigeno, mas preferentemente dirigida por IgG a una molécula
derivada de un microbio como antigeno. Ejemplos de IgG dirigida a la molécula derivada de microbio
como antigeno incluyen lipopolisacarido (LPS) como antigeno. Un anticuerpo monoclonal de este tipo

se describe, por ejemplo, en el documento WO 2015/046505. Los ejemplos especificos de los mismos
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incluyen mAb-A que consiste en una combinacién de una cadena pesada que consiste en una secuencia
de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 474 de SEQ ID NO: 125 (péptidos sefial en las
posiciones de aminoacidos 1 a 19; la secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada se
muestra en SEQ ID NO: 124) y una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos en
las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de SEQ ID NO: 127 (péptidos sefal en las posiciones de
aminoacidos 1 a 20; la secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera se muestra en SEQ ID
NO: 126).

En el caso de adoptar un fragmento de anticuerpo que incluye toda o una parte de la region
Fc como la molécula que contiene Fc de esta invencidn, es suficiente si el fragmento de anticuerpo
funciona como un portador para el péptido ciclico y el conjugado de la presente invencion puede
ejercer un efecto inhibidor de TSP-1. Por ejemplo, se puede adoptar un CH que consiste en una
region constante obtenida eliminando una region variable de la cadena pesada de IgG, una molécula
gue consiste en la region Fc de IgG o una molécula que consiste en una parte de la region Fc de IgG.

Los ejemplos especificos de la secuencia de aminoacidos de CH que consiste en la region
constante obtenida eliminando la region variable de una cadena pesada de IgG1 humana incluyen la
secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO: 129 (péptidos
sefial en las posiciones de aminoacidos 1 a 19; la secuencia de nucledtidos que codifica la cadena
pesada se muestra en SEQ ID NO: 128). Cuando se selecciona CH como molécula que contiene Fc
de esta invencion, se puede adoptar CH solo o como CLCH en combinacion con CL que consiste en la
region constante de la cadena ligera. Los ejemplos especificos de la secuencia de aminoacidos del
CL de la cadena ligera de IgG1 incluyen posiciones de aminoacidos 21 a 125 de SEQ ID NO: 131
(aminoéacidos en posiciones de aminoacidos 1 a 20 constituyen un péptido sefal; secuencia de
nucledtidos que codifica el CL se muestra en SEQ ID NO: 130), y los ejemplos de CLCH incluyen CLCH
formado en combinacién del CH representado por SEQ ID NO: 129 y el CL representado por SEQ ID
NO: 131.

Los ejemplos especificos de la secuencia de aminoacidos de una molécula que consiste en
una parte de la regién Fc de la IgG1 humana incluyen la secuencia de aminoacidos en las posiciones
de aminoacidos 21 a 243 de SEQ ID NO: 135 (péptidos sefial en las posiciones de aminoacidos 1 a 20;
la secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos que corresponde a la regién Fc
se muestra en SEQ ID NO: 134).

En el caso de adoptar IgG de longitud completa, una cadena pesada de IgG de longitud
completa, o un fragmento de IgG que contiene toda o parte de la regién Fc, y una variante de la
misma, en el que la secuencia de aminoacidos se ha eliminado parcialmente o modificado, como
molécula que contiene Fc de esta invencidn, se puede usar cualquier molécula siempre que conserve

la afinidad de union con FcRn y el sitio de union a un péptido ciclico. Cuando la molécula que contiene
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Fc de esta invencion deriva de una molécula de anticuerpo que tiene toda o parte de la region variable
mientras conserva una capacidad de reconocimiento de antigeno para un componente en el cuerpo
humano, y cuando el reconocimiento del antigeno afecta negativamente el efecto inhibidor de TSP-1
ejercido por el conjugado de la presente invencién, la capacidad de reconocimiento de antigeno se
atenla o elimina preferiblemente introduciendo una mutacién en la regién variable mediante una
técnica de ingenieria genética. En otras palabras, la molécula que contiene Fc de la presente
invencion en un modo puede ser una variante en la que la region variable de IgG se ha eliminado o
modificado de manera que la capacidad de reconocimiento de antigeno se atenlia o se elimina. Los
ejemplos de dicha variante incluyen CH que consiste Unicamente en la regién constante obtenida al
eliminar la region variable de la cadena pesada de IgG1 humana, CLCH obtenido combinando CL y CH
gue consiste solo en la regiéon constante de la cadena ligera, y un fragmento de IgG que contiene
todos o parte de la region Fc. Los ejemplos de la variante que tiene una secuencia de aminoacidos
parcialmente modificada adoptada como la molécula que contiene Fc de la presente invencién incluyen
moléculas que tienen una secuencia de aminoacidos con alta homologia (por ejemplo, 80 % o mas,
90 % o mas, 95 % o mas, 0 99% o mas) a la secuencia de aminoacidos antes de la modificacion, o
una secuencia de aminoacidos en la que uno a varios (por ejemplo, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) residuos
de aminoacidos son sustituidos, eliminados, insertados o afiadidos mientras se conserva la afinidad de
union con FcRn y el sitio de unién a un péptido ciclico.

En el caso de adoptar el fragmento de IgG que contiene toda o parte de la region Fc o su
variante en la que la secuencia de aminoacidos se ha eliminado parcialmente o modificado como
molécula que contiene Fc de esta invencion, se puede usar cualquier molécula siempre que conserve
la afinidad de unién con FcRn y el sitio de unidn a un péptido ciclico. Para conservar la afinidad de
union con FcRn, el fragmento de IgG o su variante tiene preferiblemente dominios CH2 y CH3, y
ademas contiene todo o parte del sitio bisagra desde el punto de vista de aumentar la libertad
estructural de la molécula que contiene Fc. Asi, un fragmento que consiste en el dominio CH2, el
dominio CH3 y parte del sitio bisagra de IgG puede adoptarse como tal molécula que contiene Fc, por
ejemplo. Cuando el sitio bisagra no se adopta como sitio de unién entre la molécula que contiene Fc
y el péptido ciclico, la longitud de la secuencia correspondiente al sitio bisagra se puede ajustar
apropiadamente e incluirse en la molécula que contiene Fc, pero CPPC (secuencia de aminoacido
correspondiente a las posiciones 226 a 229 en el indice Eu; por ejemplo, las posiciones de aminoacidos
128 a 131 de SEQ ID NO: 129) se incluye preferiblemente. Los ejemplos del sitio bisagra contenido
en la molécula que contiene Fc de esta invencién incluyen las secuencias de aminoacidos de los sitios
bisagra correspondientes a las posiciones 221 a 230, 222 a 230, 223 a 230, 224 a 230, 225a 230y
226 a 230 en el indice de Eu. En la IgGl humana, estas secuencias son cada una de ellas
DKTHTCPPCP, KTHTCPPCP, THTCPPCP, HTCPPCP, TCPPCP, y CPPCP (secuencias en las posiciones de
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aminoacidos 123 a 132, 122 a 132, 123 a 132, 124 a 132, 1252 132, 126 a 132, 127 a 132,y 128 a
132 de SEQ ID NO: 129, respectivamente.) Ejemplos de fragmentos de anticuerpo que contienen
dicho sitio bisagra que se derivan de IgG1 humana incluyen una molécula que contiene Fc que consiste
en una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 10 aminoacidos consecutivos del extremo N pueden
eliminarse en la secuencia de aminoacidos de Glu en la posicion 118 a Lys en la posicion 349 de SEQ
ID NO: 129 o una variante en la que se ha modificado la secuencia de aminoacidos, y preferiblemente
una molécula que contiene Fc que consiste en Asp en la posicion 123 a Lys en la posicion 349, Lys en
la posicion 124 a Lys en la posicion 349, Thr en la posicion 125 a Lys en posicion 349, His en la posicion
126 a Lys en la posicion 349, Thr en la posicidon 127 a Lys en la posicion 349, o Cys en la posicion 128
a Lys en la posicion 349 de SEQ ID NO: 129. Los ejemplos de los fragmentos de anticuerpo derivado
de IgG1 humana incluyen una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 22 a 243
de SEQ ID NO: 135; una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 247 de SEQ
ID NO: 137 (los residuos de Leu (Leu234) correspondientes a la posicion 234 y (Leu235)
correspondientes a la posicion 235 en el indice Eu se sustituyen por Ala); una secuencia de aminoacidos
en las posiciones de aminoacidos 26 a 247 de SEQ ID NO: 139 (los residuos Leu (Leu234)
correspondientes a la posicién 234 y (Leu235) correspondientes a la posicion 235 en el indice Eu se
sustituyen con Ala, y un residuo Pro (Pro329) correspondiente a la posicion 329 se sustituye con Ala);
0 moléculas que contienen Fc que comprenden secuencias de aminoacidos con T, HT, THT, KTHT o
DKTHT afadidos al extremo N de las mismas, o variantes en las que se han modificado las secuencias
de aminoacidos. Preferiblemente, la molécula que contiene Fc de la presente invencidon puede ser un
polipéptido (también denominado en el presente documento "Fc-B") que consiste en una secuencia
de aminoacidos en las posiciones de aminodacidos 21 a 243 de SEQ ID NO: 135; un polipéptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 25 a 247 de SEQ ID NO:
137; un polipéptido (también mencionado como “Fc-A") que consiste en una secuencia de aminoacidos
en las posiciones de aminodacidos 21 a 247 de SEQ ID NO: 137; un polipéptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 25 a 247 de SEQ ID NO: 139; un
polipéptido (también mencionado como “Fc-C") que consiste en una secuencia de aminoacidos en las
posiciones de aminoacidos 21 a 247 de SEQ ID NO: 139 o una variante del mismo. Asn297 en estos
fragmentos Fc es Asn en la posicién 93 en SEQ ID NO: 135, Asn en la posicién 97 en SEQ ID NO: 137
y Asn en la posicion 97 en SEQ ID NO: 139. Cys226 en estos fragmentos Fc es Cys en la posicién 22
en SEQ ID NO: 135, Cys en la posicion 26 en SEQ ID NO: 137 y Cys en la posicion 26 en SEQ ID NO:
139. Cys229 en estos fragmentos Fc es Cys en la posicion 25 en SEQ ID NO: 135, Cys en la posicion
29 en SEQ ID NO: 137 y Cys en la posicion 29 en SEQ ID NO: 139.

En el caso de disefiar un fragmento o variante de anticuerpo como la molécula que contiene

Fc de la presente invencidn, una variante que tiene la sustitucion, delecidn, insercion y/o adicion de 1
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a varios (preferiblemente 20 o menos, mas preferiblemente 15 o menos, incluso mas preferiblemente
10 o menos, mas preferiblemente 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1, por sitio de ingenieria) aminoacidos en 1 a varios
sitios (preferiblemente 5 o menos sitios, mas preferiblemente 3, 2, o 1 sitio(s)) sin perjudicar las
funciones como proteina portadora, siempre que se mantengan Cys226, Cys229 o Asn297 que
contribuye a la union a péptidos ciclicos y sus aminoacidos vecinos. En cuanto al sitio de ingenieria
en una secuencia de aminodacidos, por ejemplo, la sustitucion, delecidn, insercién y/o adicién de
aminoacidos se puede realizar en el extremo Ny en el extremo C. En particular, los aminoacidos N-
terminal pueden influir en la produccion de la molécula que contiene Fc mediante un enfoque de
bioingenieria y pueden modificarse en una secuencia de aminoacidos adecuada para el sistema de
produccion deseado. Ejemplos de tales variantes de secuencia de aminoacidos incluyen variantes en
las que uno o dos residuos de aminoacidos han sido eliminados en el extremo carboxilo de una cadena
pesada de IgG humana (por ejemplo, una cadena pesada en la que el residuo de lisina correspondiente
a la posicion 447 segun el indice Eu en el extremo carboxilo ha sido eliminado, o una cadena pesada
en la que se han eliminado el residuo de lisina y el residuo de glicina correspondiente a la posicion 446
segun el indice Eu). Los aminoacidos Leu234 y Leu235 o Pro329 en el indice EU se conocen como
sitios que influyen en la exhibicion de actividad efectora mediante la activacién de células T a través
de la unidn del anticuerpo a un receptor Fc. En algunos casos, esta actividad efectora se puede
eliminar para reducir el riesgo de reaccién adversa sustituyendo Leu234 y Leu235 por Ala (el mutante
resultante se denomina "forma LALA") o sustituyendo ademas Pro329 por Ala (el mutante resultante
se denomina "forma LALA-PA") (US 5885573A para la forma LALA). Esta ingenieria podra llevarse a
cabo, si fuera necesario. CLCH-B (fragmento de anticuerpo que consta de una region constante de
cadena pesada que consta de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 133, y una region constante
de cadena ligera correspondiente que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131)
es la forma LALA de CLCH-A (fragmento de anticuerpo que consta de una region constante de cadena
pesada que consta de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 129, y una regién constante de
cadena ligera correspondiente que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 131), y Fc-
A es la forma LALA de Fc-B. Se ha confirmado que la forma LALA funciona correctamente como
molécula portadora en un conjugado con péptidos (WO 2018/003983). Por lo tanto, en un modo, la
molécula que contiene Fc de la presente invencion puede incluir sustituciones de un residuo de leucina
correspondiente a la posicion 234 y un residuo de leucina correspondiente a la posicion 235 segun el
indice Eu en una cadena pesada de IgG humana con residuos de alanina, o sustituciones de un residuo
de leucina correspondiente a la posicion 234, un residuo de leucina correspondiente a la posicion 235
y un residuo de prolina correspondiente a la posicién 329 segun el indice Eu en una cadena pesada de
IgG humana con residuos de alanina.

A la molécula que contiene Fc de esta invencion también se le pueden afadir modificaciones
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guimicas tales como la unidon de restos quimicos al esqueleto de aminoacidos, cadenas de
carbohidratos unidas por N u O. Alternativamente, se puede afadir a la misma una secuencia sefal,
una secuencia de reconocimiento de peptidasa o una secuencia Tag tal como GST con el fin de mejorar
la expresidn o la eficacia de purificacion de la molécula de interés.

En un modo, la molécula que contiene Fc de la presente invencion puede ser un anticuerpo
compuesto por una combinacion de una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

(A) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 474 de SEQ ID NO:
125;

(b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% o mas (por ejemplo, 96% 0 mas,
97% 0 mas, 98% o mas, 0 99% o mas) de homologia con la secuencia de (a);

(c) una secuencia de aminoacidos que tiene una eliminacion, sustitucion o adicion de 1 a 10
(por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos en la secuencia de (a); y

(d) una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 3 (por efemplo, 1, 2 o 3) residuos de
aminoacidos C-terminal estan eliminados en la secuencia de (a), y

una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:

(e) una secuencia de aminodcidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 234 de SEQ ID NO:
127;

(f) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% o mas (por ejemplo, 96% 0 mas,
97% o mas, 98% o mas, 0 99% o mas) de homologia con la secuencia de (e);

(g) una secuencia de aminoacidos que tiene una eliminacién, sustitucion o adicion de 1 a 10
(por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos en la secuencia de (e); y

(h) una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 3 (por efemplo, 1, 2 o 3) residuos de
aminoacidos C-terminal estan eliminados en la secuencia de (e).

En un modo, la molécula que contiene Fc de la presente invencidon puede ser un anticuerpo
compuesto por una combinacion de una cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

(A) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO:
129;

(b) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO:
133;

(c) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% o mas (por ejemplo, 96% 0 mas,
97% o mas, 98% o mas, 0 99% o mas) de homologia con la secuencia de (a) o (b);

(d) una secuencia de aminoacidos que tiene una eliminacion, sustitucion o adicion de 1 a 10
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(por efemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos en la secuencia de (a) o (b); y

(e) una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 3 (por ejfemplo, 1, 2 o 3) residuos de
aminoacidos C-terminal estan eliminados en la secuencia de (a) o (b), y

una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:

(f) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 21 a 234 de SEQ ID NO:
131;

(9) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% o mas (por ejemplo, 96% 0 mas,
97% 0 mas, 98% o mas, 0 99% o mas) de homologia con la secuencia de (f);

(h) una secuencia de aminoacidos que tiene una eliminacién, sustitucion o adicién de 1 a 10
(por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos en la secuencia de (f); y

(i) una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 o 3) residuos de
aminoacidos C-terminal estan eliminados en la secuencia de (f).

En un modo, la molécula que contiene Fc de la presente invencion puede ser CH que consiste
en una secuencia de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO:
129;

(b) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 20 a 349 de SEQ ID NO:
133;

(c) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% o mas (por ejemplo, 96% o mas,
97% o mas, 98% o mas, 0 99% o mas) de homologia con la secuencia de (a) o (b);

(d) una secuencia de aminoacidos que tiene una eliminacién, sustitucion o adicién de 1 a 10
(por efemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos en la secuencia de (a) o (b); y

(e) una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 o 3) residuos de
aminoacidos C-terminal estan eliminados en la secuencia de (a) o (b).

En un modo, la molécula que contiene Fc de la presente invencion puede ser un fragmento de
Fc que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 21 a 243 de SEQ ID NO:

135;

(b) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 21 a 247 de SEQ ID NO:
137;

(c) una secuencia de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 21 a 247 de SEQ ID NO:
139;

(d) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% o mas (por ejemplo, 96% 0 mas,

97% 0 mas, 98% o mas, 0 99% o mas) de homologia con las secuencias de (a) a (c);
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(e) una secuencia de aminoacidos que tiene una eliminacion, sustitucion o adicion de 1 a 10
(por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos en las secuencias de (a) a (c); vy

(f) una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 o 3) residuos de
aminoacidos C-terminal estan eliminados en las secuencias de (a) a (c).

(1) Molécula que contiene Fc que se une al péptido ciclico mediante glicano unido a N297

En un modo, el conjugado de la presente invencién puede ser un compuesto unido a un

péptido ciclico mediante un glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc. Cuando la molécula
gue contiene Fc utilizada en la presente invencion se produce utilizando células animales, se pueden
unir glicanos heterogéneos a Asn297 de la molécula que contiene Fc mediante modificacion
postraduccional en el curso de la produccién. En un modo preferido, la molécula que contiene Fc
puede tener un glicano unido a N297 que se remodela en un glicano de tipo SG que tiene cualquiera
de las estructuras que se indican a continuacion (glicano unido a N297 de tipo SG).

[Férmula quimica 103]

Fucal
|
(C) NeuAc a2-6Gal f 1-4GlcNAc B 1-2Man o 1-6 6
Man 8 1-4GleNAc B 1-4G1eNAce B 1- (Asn297)
(C) NeuAc a:2-6Gal B 1-4GlcNAc B8 1-2Man & 1-3
[N297-(Fuc) SG]

Fuc e 1

Gal B8 1-4GleNAc B 1-2Man a 1-6 6
Man 8 1-4G1eNAc 8 1-4G1eNAc B 1-(Asn297)
(C) -NeuAc o 2-6Gal 8 1-4G1cNAc 8 1-2Man o 1-3
[N297— (Fuc) MSG1]

Fucal

‘ |
(C)NeuAc e 2-6Gal B 1-4GLlcNAc B 1-2Man «: 1-6 6
Man B 1-4G1leNAc B 1-4G1eNAc B 1-(Asn297)
Gal 8 1-4GlcNAc 8 1-2Man o 1-3
[N297- (Fuc)MSG2]

(en donde (C) representa la union del grupo de enlace C a un grupo carbonilo unido a la posicion 2 de
un acido sialico, y (Asn297) representa la unién a la cadena lateral de Asn297 de la molécula que
contiene Fc a través de un enlace N-glucosidico.)

En un modo preferido, el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc puede ser al
menos uno seleccionado entre N297-(Fuc)SG, N297-(Fuc)MSG1 y N297-(Fuc)MSG2. Mas
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preferiblemente, el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc incluye N297-(Fuc)SG.
Incluso mas preferiblemente, el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc puede ser N297-
(Fuc)SG.

Normalmente, los glicanos estan unidos a Asn297 en ambos mondmeros que constituyen un
dimero durante la produccion a partir de células animales para producir una forma normal que tiene
dos glicanos unidos a N297 por molécula dimérica que contiene Fc. Sin embargo, dependiendo de
las condiciones de produccién o de la estructura de la molécula que contiene Fc, se puede utilizar un
mutante de delecion de glicano en el que un glicano unido a N297 estd unido a sélo uno de los
monomeros (molécula que tiene un glicano unido a N297 por molécula dimérica que contiene Fc)
puede producirse a un ritmo determinado. Incluso una molécula que contiene Fc y que contiene un
mutante de delecién de glicano puede usarse en la presente invencion.

Cuando el glicano unido a N297 en el conjugado de la presente invencion es N297-(Fuc)MSG1
0 N297-(Fuc)MSG2, el conjugado es una molécula que tiene dos estructuras enlazadoras y dos
péptidos ciclicos unidos a la misma (conjugado divalente) porque la molécula que contiene Fc es un
dimero que generalmente tiene el glicano unido a N297 en ambos mondmeros (cuando la molécula
gue contiene Fc es un mutante de delecion de glicano, N297-(Fuc)MSG1 o N297-(Fuc)MSG2 esta unido
solo a uno de los mondmeros para formar un conjugado monovalente). Por otro lado, cuando el
glicano unido a N297 es N297-(Fuc)SG, el conjugado es una molécula que tiene cuatro estructuras
enlazadoras y cuatro péptidos ciclicos unidos a la misma (conjugado tetravalente) porque la molécula
gue contiene Fc es un dimero (cuando la molécula que contiene Fc es un mutante por delecién de
glucano, N297-(Fuc)SG esta unido solo a uno de los mondmeros para formar un conjugado divalente).
El conjugado de la presente invencién puede ser una mezcla de formas normales y mutantes de
delecién de glicano (en la presente invencion, dicha mezcla se indica como un conjugado en forma
normal por conveniencia).

El conjugado de esta invencién puede ser una mezcla de moléculas que tienen varios tipos
de glicanos unidos a N297 o una molécula que tiene glicanos unidos a N297 que tiene una estructura
cualquiera. En un modo preferido, el conjugado de esta invencién es una molécula que tiene un
glicano unido a N297 de tipo SG que tiene una estructura cualquiera, mas preferiblemente un
conjugado tetravalente que tiene N297-(Fuc)SG como glicano unido a N297 con cuatro péptidos
ciclicos unidos al mismo (o un conjugado divalente para un mutante por delecion de glucano).

Ademas, cuando una molécula del conjugado de la presente invencion contiene una
pluralidad de péptidos ciclicos, pueden ser un Unico (un tipo de) péptido ciclico o una combinacion de
una pluralidad de péptidos ciclicos. El conjugado de esta invencién contiene preferentemente un
Unico péptido ciclico, mas preferentemente un Unico péptido biciclico.

Ademads, los acidos sidlicos del glicano unido a N297 de tipo SG pueden permanecer sin
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reaccionar en la reaccion de sintesis del conjugado. En el conjugado de esta invencion, siempre que
al menos un péptido ciclico esté unido a una molécula que contiene Fc, el glicano puede contener
acido sialico sin reaccionar. Por ejemplo, el acido sidlico de N297-(Fuc)MSG1 o N297-(Fuc)MSG2 en
una molécula que contiene Fc que constituye el dimero puede permanecer sin reaccionar, dando como
resultado un conjugado con un péptido ciclico unido al mismo (conjugado monovalente). El
conjugado de esta invencion puede ser un conjugado monovalente o una mezcla de un conjugado
monovalente y un conjugado divalente. Por ejemplo, uno o ambos acidos sidlicos de N297-(Fuc)SG
(forma disialo) en una de las moléculas que contienen Fc que constituye el dimero puede permanecer
sin reaccionar, dando como resultado un conjugado con uno a tres péptidos ciclicos unidos al mismo
(conjugado monovalente a trivalente). El conjugado de esta invencion puede ser cualquiera de
conjugados monovalentes a tetravalentes o una mezcla de los mismos.

En la estructura de glicano unido a N297 de tipo SG, GlcNAc(Fucal,6)GIcNAc fucosilada en el
extremo reductor se deriva de la molécula que contiene Fc producida en una célula animal y, por lo
tanto, remodela un glicano en el lado terminal no reductor en una estructura de glicano similar a la de
SG.

Dicha molécula que contiene Fc que tiene el glicano unido a N297 de tipo SG se puede producir
seglin un método descrito, por ejemplo, en los documentos WO 2013/120066 y WO 2018/003983.
Cuando la molécula que contiene Fc se produce como una proteina recombinante genética usando
células animales seglin un método conocido, el glicano unido a N297 tiene una estructura de glicano
unido a N fucosilado como estructura basica. En este caso, la molécula que contiene Fc se obtiene
como una mezcla de anticuerpos o fragmentos de los mismos que tienen glicanos de diversas
estructuras con diversas modificaciones en la estructura en el extremo no reductor o azlcares
constituyentes. Una molécula que contiene Fc de este tipo producida en una célula animal se trata
con hidrolasa como EndoS para que el enlace glicosidico entre GIcNAcB1 y 4GIcNAc de una estructura
de quitobiosa en el extremo reductor se pueden hidrolizar para obtener una molécula que contiene Fc
gue tiene una estructura de glicano Unica con solo (Fucal,6)GIcNAc como el glicano unido a N297
(denominado "molécula que contiene (Fuca1,6)GIcNAc-Fc").

Por ejemplo, EndoS o una enzima mutante de la misma que mantiene la actividad hidrolitica
se puede usar como tal enzima para usar en la reaccion de hidrolisis del glicano unido a N297. La
molécula que contiene (Fucal,6)GIcNAc-Fc obtenida mediante la reaccion de hidrdlisis se puede hacer
reaccionar como una molécula aceptora de giucano con una molécula donadora de glicano de tipo SG
usando una glicosiltransferasa tal como un mutante EndoS D233Q para obtener una molécula que
contiene Fc que tiene un glicano unido a N297 de tipo SG que tiene la estructura descrita anteriormente.

Cuando el compuesto de interés es un conjugado que tiene un péptido ciclico tetravalente, se

usa una molécula donadora de glicano que tiene SG(10) (glicano que carece de una GIcNAc en el
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extremo reductor del resto glicano de SG) como glicano en una reaccién de transglicosilacion del
mismo. Dicho glicano SG(10) usado puede obtenerse mediante hidrdlisis o similar a partir, por
ejemplo, de sialil glicopéptido (en lo sucesivo, denominado "SGP") contenido en la yema de huevo de
gallina o puede ser un glicano SG(10) solo tal como un disialoocsacarido disponible comercialmente
(Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.).

Cuando el compuesto de interés es un conjugado que tiene un péptido ciclico divalente, una
molécula donadora de glicano que tiene MSG1(9) (estructura de glicano que carece de acido sialico
en el extremo no reductor en la cadena ramificada 1-6 del glicano de SG(10) p-Man y que tiene acido
sidlico solo en la cadena ramificada 1-3 del glicano) o MSG2(9) (estructura de glicano que carece de
acido sidlico en el extremo no reductor en la cadena ramificada 1-3 del glicano de SG(10) B-Man y que
tiene acido sialico solo en la cadena ramificada 1-6 del glicano) se puede utilizar como glicano. Dicho
glicano puede adoptarse mediante separacion segin un método descrito en el documento WO
2018/003983 usando monosialo-Asn libre disponible comercialmente (152G/1G2S-10NC-Asn, GlyTech,
Inc.) como material de partida o puede adoptarse como una mezcla sin separacion.

La GIcNAc en el extremo reductor del glicano de tipo SG contenido en la molécula donante se
usa preferiblemente después de ser activada, por ejemplo, en forma de oxazolina mediante
tratamiento con 2-cloro-1,3-dimetil-1H-bencimidazol-3-io-cloruro, pero no tiene que activarse en el
caso de utilizar dos tipos de enzimas, como se muestra a continuacion, al mismo tiempo.

La molécula donadora de glicano puede tener un grupo funcional (p. €j., grupo azida) en el
extremo no reductor para formar un enlace entre una estructura conectora y la molécula que contiene
Fc. Por ejemplo, el glicano tipo SG contenido en la molécula donadora de glicano puede tener un
grupo funcional (p. €j., grupo azida) en un acido carboxilico contenido en el acido sialico en el extremo
no reductor para formar un enlace entre una estructura de enlace y la molécula que contiene Fc.

Se pueden adoptar varias enzimas como tales un enzima para usarse en la reaccion de
transglicosilacion siempre que la enzima tenga actividad para transferir un glicano complejo al glicano
unido a N297. Se prefiere EndoS D233Q, que es una variante de EndoS que suprime la reaccion de
hidrélisis mediante la sustitucion de Asp en la posicion 233 por GIn. La reaccién de transglicosilacion
utilizando EndoS D233Q se describe en el documento WO 2013/120066. Alternativamente, se puede
usar una enzima disefiada tal como un mutante adicional de EndoS D233Q, es decir, se puede usar
EndoS D233Q/Q303L, EndoS D233Q/E350A, EndoS D233Q/E350Q, EndoS D233Q/E350D, EndoS
D233Q/E350N, o EndoS D233Q/D405A. Una reaccidn de transglicosilacién utilizando tal una variante
de EndoS D233Q se describe en el documento WO 2017/010559.

La operacién de purificacién de la molécula que contiene Fc o intermedio de la misma después
de la remodelacion de glicano (hidrolisis de azlcar y reaccion de transglicosilacion) de la molécula que

contiene Fc tiene como objetivo separar la molécula que contiene Fc de los compuestos de bajo peso
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molecular y las enzimas utilizadas en la reaccion. Dicha purificacion normalmente emplea
cromatografia de filtracién en gel, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad o
similares. Se puede realizar ademas la purificacion usando una columna de hidroxiapatita y, desde
el punto de vista de mejorar la eficiencia de la reaccidn de transglicosilacién, se usa particularmente
preferiblemente una columna de hidroxiapatita en la operacion de purificacion del intermedio después
de la hidrdlisis del azicar (ver WO 2018/003983).

Las reacciones de transglicosilacién habituales requieren activar el extremo reductor del
donante de glucano, y dicho donante activo requiere mucho tiempo y es costoso. Usando dos
enzimas al mismo tiempo, SGP, (SG-)Asn (estructura en la que SG esta unida a la cadena lateral de
Asn) o similares que tienen un extremo reductor inactivado pueden transglicosilarse directamente
como donador de glicano al glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc (ver WO
2018/003983), por lo que un glicopéptido que se puede obtener de forma natural o disponible
comercialmente o similar se puede usar directamente en la reaccién de transglicosilacion, permitiendo
asi una remodelacion eficiente de glicano.

Para los dos tipos de enzimas Endo utilizadas, es importante combinar adecuadamente la
enzima A (enzima similar a EndoM) para una amplia gama de glicanos complejos como sustratos y la
enzima B (enzima similar a EndoS) para el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc como
sustrato.

Los ejemplos de la enzima A incluyen EndoM, EndoOm, EndoCC y mutantes de EndoM,
EndoOm y EndoCC con actividad hidrolitica reducida. La enzima A es preferiblemente EndoM N175Q,
EndoCC N180H o EndoOm N194Q.

Los ejemplos de la enzima B incluyen EndoS, EndoS2 (EndoS49), y mutantes de EndoS and
EndoS2 (EndoS49) con actividad hidrolitica reducida. Los ejemplos preferidos de la enzima B incluyen
EndoS D233Q, EndoS D233Q/Q303L, EndoS D233Q/E350A, EndoS D233Q/E350Q, EndoS
D233Q/E350D, EndoS D233Q/E350N y EndoS D233Q/D405A.

La estructura del donante de glicano no esta particularmente limitada siempre que el donante
de glicano tenga una estructura de glicano que sea reconocida por la enzima A que se adopta. Se
pueden utilizar diversas moléculas, tales como moléculas obtenidas de forma natural y moléculas
sintetizables en combinacién con una reaccién quimica o una reaccién enzimatica. Puede usarse
cualquier sustituyente distinto a R=H como sustituyente R en el sitio del andbmero. En el caso de una
estructura de glicano unido a N (véanse las formulas dadas a continuacion; el sustituyente R del sitio
andémero es R en el extremo reductor de la siguiente formula estructural), sus ejemplos incluyen

estructuras de amida y azida.
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[Férmula quimica 104]

HO OHHO o

H”%(\); 0
ACHN ® o
HO HO Iy

_OM
HO HO R
HO OH HO o HO ALHN ACHN
OM HO o
HO o 0 o ’ HO HO e
AzHN
HO HO O*@\\\«o

OM NHAC

En el caso de una estructura de glicano unido a O (ver las formulas dadas a continuacion; el

sustituyente R del sitio andmero es R en el extremo reductor de la siguiente férmula estructural),

5 ejemplos de la misma incluyen estructuras de etilenglicol, estructuras de acido glicélico y un grupo

bencilo, un grupo alilo y un grupo p-nitrofenilo utilizados como grupos protectores para el grupo hidroxi
anémero.

[Férmula quimica 105]

HU oHpo o

on
HO . o 0
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HO o
HO
han ~§\;N BT, 0
(1% MO ‘l(
OM NHAC
10 La estructura en el extremo no reductor del donante de glicano no esta particularmente

limitada siempre que la estructura sea reconocida por la enzima A. Se pueden usar diversas estructuras
tales como estructuras de glicano naturales, mutantes de delecién de glicano terminal no reductor de
estructuras de glicano natural, estructuras en las que un grupo hidroxi arbitrario se modifica con acido

fosforico y estructuras unidas quimicamente a una estructura enlazadora. Los ejemplos preferidos
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del donante de glicano incluyen SGP, (SG-)Asn y ([N3-PEG(3)]2-SG)-Asn-PEG(3)-Ns.

La molécula aceptora no esta particularmente limitada siempre que la molécula aceptora sea
una molécula que contiene Fc y que tiene el glicano unido a N297. Pueden seleccionarse y usarse
apropiadamente varios tipos tales como fragmentos mAb, CLCH y Fc. La temperatura de reaccion en
la reaccidn de transglicosilacion se puede seleccionar apropiadamente de acuerdo con las temperaturas
optimas de las enzimas que se van a utilizar y normalmente es de 15 a 50°C, preferiblemente de 25 a
40°C. En un método que utiliza dos enzimas, es posible que la reaccion de transferencia no se
desarrolle adecuadamente si una de las enzimas se desactiva a la temperatura dptima de la otra
enzima. Por lo tanto, se prefiere seleccionar una combinacién de enzimas similares en condiciones
tales como la temperatura 6ptima de reaccion.

(2) Molécula que contiene Fc que se une al péptido ciclico mediante el grupo tiol

En un modo, el conjugado de la presente invencion puede ser un compuesto unido a un
péptido ciclico mediante un grupo tiol de la molécula que contiene Fc. La molécula que contiene Fc
que tiene un grupo tiol se puede obtener mediante un método conocido por los expertos (Hermanson,
GT, Bioconjugate Techniques, paginas 56-136, paginas 456-493 Academic Press (1996)). Los
ejemplos incluyen, entre otros; el reactivo de Traut reacciona con el grupo amino; los S-
acetiltioalcanoatos de N-succinimidilo se hacen reaccionar con el grupo amino de la molécula que
contiene Fc seguido de la reaccion con hidroxilamina; después de reaccionar con 3-
(piridilditio)propionato de N-succinimidilo, la molécula que contiene Fc se hace reaccionar con un
agente reductor; la molécula que contiene Fc se hace reaccionar con un agente reductor como
ditiotreitol, 2-mercaptoetanol y clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) para reducir el enlace
disulfuro en una parte bisagra de la molécula que contiene Fc para formar un grupo tiol. En un modo
preferido, el grupo tiol de la molécula que contiene Fc puede ser un grupo tiol producido por reduccion
del enlace disulfuro en una parte bisagra de la molécula que contiene Fc.

En un ejemplo, usando de 0.3 a 3 equivalentes molares de TCEP como agente reductor por
disulfuro en la parte bisagra de la molécula que contiene Fc y reaccionando con la molécula que
contiene Fc en una solucion reguladora que contiene un agente quelante, sen puede obtener la
molécula que contiene Fc con disulfuro reducido parcialmente o completamente en la parte bisagra de
la molécula que contiene Fc. Ejemplos de agente quelante incluyen acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y acido dietilentriaminopentaacético (DTPA). Se puede utilizar en concentraciones de 1 mM
a 20 mM. Ejemplos de solucidn reguladora que se pueden usar incluyen una solucion de fosfato de
sodio, borato de sodio o acetato de sodio. Como ejemplo especifico, la molécula que contiene Fc
puede hacerse reaccionar con TCEP a 4°C a 37°C durante 1 a 4 horas para obtener una molécula que
contiene Fc que tiene un grupo tiol reduido parcialmente o completamente. Las moléculas que

contienen Fc resultantes se pueden purificar apropiadamente mediante diversas cromatografias,
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ultrafiltracion y similares. En particular, desde el punto de vista de prevenir la reduccion del enlace
disulfuro en el péptido ciclico, es preferible purificar la molécula que contiene Fc mediante
ultrafiltracién o similar para eliminar el agente reductor.

Se puede realizar una reaccion que afiade un grupo tiol al resto enlazador a péptido ciclico
(por efemplo, reaccion de adicion de Michael con un grupo maleimida) para unir el resto enlazador a
péptido ciclico mediante un enlace tioéter.

2. Péptido ciclico

El péptido ciclico en el conjugado de la presente invencion es el péptido ciclico I de esta
invencion como se establece en I anterior o un péptido ciclico representado por la siguiente formula
(X):

[Férmula quimica 106]

Zaa1-Zaa2-Zaa3-Zaa4“Zaas-ZaaB-ZaaT-ZaaS-ZaaQ-Zaa1 O-Zaaﬂ *Zaa‘lz

e

(en lo sucesivo denominado "el péptido ciclico II de la presente (esta) invencion"). El péptido
ciclico II de esta invencidon ha formado en él una estructura ciclica en la que los aminoacidos Zza1 a
Zaa12, O Si Zaa1 €sta ausente, los aminoacidos Zaa2 a Zaa12 €stan unidos entre si mediante enlaces amida
para formar una cadena de oligopéptidos, y el aminoacido N-terminal (Zaa1 0 Zaa2) y €l aminoacido C-
terminal (Zza12) de la cadena de oligopeptidos se unen a través de un grupo formador de anillo B.

En la formula (X), B se selecciona de los siguientes grupos formadores de anillos B1 a Bs que
tienen una estructura de aminoacidos:

[Férmula quimica 107]
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Como se encuentra en cualquiera de los extremos de B,

[Férmula quimica 108]

5

representa un punto de union al grupo amino N-terminal de Zsa1, 0 en ausencia de Zsa1, representa un
punto de unién al grupo amino N-terminal de Zaa,

[Férmula quimica 109]

e

representa un punto de unién al grupo carbonilo C-terminal de Zaa12, y

[Férmula quimica 110]

_,J‘J#.;**

representa un punto de unidn a a carbono de Zaa1, 0 en la ausencia de Zaa1, representa un punto de

union a a carbono de Zaa2, Los centros asimétricos en las estructuras de aminoacidos contenidas en
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los grupos formadores de anillos antes mencionados pueden tener la configuracion R o S.
En un modo, B es

[Férmula quimica 111]

o) R110
R101 R102

# H#x
H"J\[(\S N/W"'-..
bn H
O

(en adelante denominado "Bi"). En el grupo formador de anillos Bi, bn es un nimero entero de 0 a
3 (por ejemplo, 0, 1, 2 o 3), R1%! y R!02 son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o
alquilo de C13, y R'19 es amino o hidroxi. Alquilo de Ci-3 es preferiblemente metilo.

Un modo preferido de B1 es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 112]

# H

MYS/IN\T‘H;*
9]
O NH2

en donde R!% y R192 son cada uno un atomo de hidrdégeno, R!'? es amino y bn es 0 (denominado en
lo sucesivo "Bia"). Bia Se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de Cys (siempre
gue el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unido por enlace amida al extremo C de Zaa12
reaccione con -COCH2X (en el que X es un grupo saliente tal como Cl) que esta unido al grupo amino
N-terminal de Zaa1 0 Zaa2. En tal grupo formador de anillos, la Cys puede ser un L-aminoacido o un
D-aminoacido. En particular, esa version del grupo formador de anillos Bia, donde la Cys (siempre
gue el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C de Zaa12 €s
un L-aminoacido, se denomina como "Biat".

Otro modo preferido de B: es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 113]

Ose _NH,

FY\S H/“"‘Lf*

O

en donde Rt y R192 son cada uno un atomo de hidrégeno, R!° es amino y bn es 1 (denominado en
lo sucesivo "Biv"). Bib Se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de HCY (siempre

que el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unido por enlace amida al extremo C de Zaa12
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reaccione con -COCH2X (en el que X es un grupo saliente tal como Cl) que esta unido al grupo amino
N-terminal de Zaza1 0 Zaa2. En tal grupo formador de anillos, la HYC puede ser un L-aminoacido o un
D-aminoacido. En particular, esa version del grupo formador de anillos Bis, donde la HCY (siempre
que el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C de Zaa12 €s
un L-aminoacido, se denomina como "Bib1".

Otro modo preferido de B1 es un grupo formador de anillos

[Férmula quimica 114]

# H
r'rr‘ Y\S>j:N\ﬁ,§*
O
o NH,

en donde R!%! y R192 son cada uno metilo, R'19 es amino y bn es 0 (denominado en lo sucesivo "Bic").
Bic se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de Pen (siempre que el grupo carboxi
se convierta en amida) que esta unido por enlace amida al extremo C de Zaa12 reaccione con -COCH2X
(en el que X es un grupo saliente tal como Cl) que esta unido al grupo amino N-terminal de Zaa1 0 Zaa2.
En tal grupo formador de anillos, la Pen puede ser un L-aminoacido o un D-aminoacido. En particular,
esa version del grupo formador de anillos Bic, donde la Pen (siempre que el grupo carboxi se convierta
en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C de Zaa12 €s un L-aminoacido, se denomina
como "Bic1".

En otro modo, el grupo formador de anillo B es

[Férmula quimica 115]

o) R110
R101 R102

e
1l bn H
0] 0]

(en adelante denominado "Bz"). En el grupo formador de anillos B2, bn es un nimero entero

#

de 0 a 3 (por ejemplo, 0, 1, 2 o 3), R y R!02 son cada uno independientemente un atomo de
hidrégeno o alquilo de Ci-3, y R!% es amino o hidroxi.

Un modo preferido de B es esa version de dicho grupo formador de anillos, donde R0t y R102
son cada uno un atomo de hidrégeno, R!% es amino y bn es 0 (en lo sucesivo denominado "Bza") .
B2a se puede obtener, por ejemplo, oxidando el grupo sulfuro del grupo formador de anillos Bia como
se muestra arriba a sulfoxido. En particular, el grupo formador de anillos obtenido oxidando el grupo
sulfuro de Bia1 a sulféxido se denomina "B2a1".

En otro modo, B es
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[Férmula quimica 116]

o) R110
R101 R102

# H#Hx
A
4’8\\ bn H
o 00

(en adelante denominado "Bs"). En el grupo formador de anillos B3, bn es un nimero entero de 0 a
3 (por ejemplo, 0, 1, 2 o 3), R1%! y R'02 son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o
alquilo de Ci3, y R!% es amino o hidroxi.
Un modo preferido de Bz es esa version de dicho grupo formador de anillos, donde R y R102 son
cada uno un atomo de hidrégeno, R!% es amino y bn es 0 (en lo sucesivo denominado "Bza") . Bza
se puede obtener, por ejemplo, oxidando el grupo sulfuro del grupo formador de anillos Bia como se
muestra arriba a sulfona. En particular, el grupo formador de anillos obtenido oxidando el grupo
sulfuro de Bia: a sulfona se denomina "Bsa1".
En otro modo, B es
[Férmula quimica 117]

sl 1S N
bi e bj \r'r’?‘;*

0 R110

(en adelante denominado "B4"). En el grupo formador de anillos B4, bi y bj son cada uno
independientemente un nimero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 0 3), y R!® es amino o hidroxi.
Cuando B es B4, Zaa1 0 Zaa2 €s un residuo de un aminoacido representado por

[Férmula quimica 118]
RQ
OH
HoN
O

[en donde R? es un grupo representado por la formula -(CH2):SH (en donde t es un nimero entero de
1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 0 3))].

En un modo preferido de Bs, bi y bj son cada uno 1, y R es amino (en lo sucesivo, denominado
"B4a"). Ba4a Se puede obtener, por ejemplo, permitiendo que el grupo -SH de Cys (siempre que el
grupo carboxi se convierta en amida) que esta unida por amida al extremo C de Zaa12 para reaccionar
con el grupo -SH de Zaa1 0 Zaa2.  En tal grupo formador de anillos, la Cys puede ser un L-aminoacido

0 un D-aminoacido. En particular, esa version del grupo formador de anillos B4s, donde la Cys
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(siempre que el grupo carboxi se convierta en amida) que esta unida por enlace amida al extremo C
de Zaa12 es un L-aminoacido, se denomina como "B4a1".
En otro modo, B es

[Férmula quimica 119]

O
H
N

;"1‘1 bk\ bl \r"’;*
0O R110

(en adelante denominado "Bs"). En el grupo formador de anillos Bs, bi y bj son cada uno
independientemente un nimero entero de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 0 3), y R!1% es amino o hidroxi. El
grupo formador de anillos Bs se puede obtener, por ejemplo, mediante metatesis de olefina del
aminoacido (siempre que el grupo carboxi pueda convertirse en amida) que tiene el grupo -
(CH2)biCH=CH> en su cadena lateral y esta unido por un enlace amida al extremo C de Zaa12, y el grupo
-CO(CH2)sxCH=CH2 que esta unido al grupo amino N-terminal de Zaa1 0 Zaa2. En tal grupo formador
de anillos, el aminoacido que estd unido por enlace amida al extremo C de Za12 puede ser un L-
aminoacido o un D-aminoacido.

En otro modo, B es

[Férmula quimica 120]

O

H
N
;LLH bm \IJJJ;*
0O R’I 10

(en adelante denominado "Bs"). En el grupo formador de anillos bs, bm es un nimero entero de 1 a
7 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 7), y R'1% es amino o hidroxi. Bs se puede obtener, por ejemplo,
reduciendo el doble enlace carbono-carbono de Bs.

En la férmula (X), Zaat es un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido aromatico, un
aminoacido basico, un aminoacido neutro o un aminoacido acido, o esta ausente. En un modo
preferido, Zaa: €s un residuo de Arg, Lys, His, Gly, Ala, Asn, Thr, Ser, Met, Leu, Ile, Val, GIn, Phe, Tyr,
Trp o Cys, o esta ausente y mas preferiblemente esta ausente.

En la formula (X), Zas2 es un residuo de un aminoacido aromatico o un aminoacido neutro. En un
modo preferido, Z aa2 s un residuo de un aminoacido acido, mas preferentemente un residuo de Phe,
Tyr, Trp, 2Nal, 4CF o DCF, incluso mas preferentemente un residuo 2Nal.

En la férmula (X), Zaa3 es un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido aromatico o un

aminoacido basico. En un modo preferido, Zaa3 es un residuo de Ile, Leu, Nle, Tle, Trp, 2Nal, 4CF o
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Arg, mas preferentemente un residuo de Arg o Tle.

En la férmula (X), Zaa4 €s un residuo de Ser, Thr, Ala o ™S. En un modo preferido, Zaa4 €5 un
residuo de Ser.

En la formula (X), Zaas €s un residuo de Gly o Ser. En un modo preferido, Zaas €s un residuo
de Gly.

En la férmula (X), Zaas €s un residuo de un aminoacido basico o un aminoacido acido neutro.
En un modo preferido, Zaas €s un residuo de IArg, Lys, His, Ser, Cit, o AGB, mas preferentemente un
residuo de Arg o AGB.

En la formula (X), Zas7 es un residuo de un aminoacido neutro o un aminoacido acido. En un
modo preferido, Zza7 €s un residuo de Asn o Asp

En la formula (X), Zass €s un residuo de un aminoacido aromatico. En un modo preferido,
Zaas €S un residuo de Trp o 2Nal, mas preferiblemente un residuo de Trp.

En la formula (X), Zaas es un residuo de un aminoacido alifatico, un aminoacido neutro o un
aminoacido aromatico. En un modo preferido, Zaas es un residuo de Val, Nle, Ahp, o Met, mas
preferentemente un residuo de Val o Nle.

En la formula (X), Zaato €s un residuo de un aminoacido basico, un aminoacido alifatico, un
aminoacido aromatico o un aminoacido neutro. En un modo preferido, Zza10 €s un residuo de Arg,
AGB, Lys, His, AMF, Phg, o Val, mas preferiblemente un residuo de Arg, AGB, o Val.

En la férmula (X), Zaa11 es un residuo de un aminodcido aromatico. En un modo preferido,
Zaa11 €s un residuo de Trp o 2Nal, mas preferiblemente un residuo de Trp.

En la formula (X), Zaa12 es un residuo de un aminodcido alifatico, un aminoacido aromatico o
un aminoacido basico. En un modo preferido, Zaa12 s un residuo de Val, Tle, CPTG, CHXG, o Phe,
mas preferiblemente un residuo de Val, CPTG, o CHXG.

Un modo preferido del péptido ciclico II de la presente invencion es un péptido ciclico
representado por la férmula (X), en la que

B es el grupo formador de anillos Bia, Bib 0 Bic;

Zaa1 €s un residuo de Arg, Lys, His, Gly, Ala, Asn, Thr, Ser, Met, Leu, Ile, Val, GIn, Phe, Tyr,
Trp o Cys, o esta ausente;

Zaa2 €s un residuo de Phe, Tyr, Trp, 2Nal, 4CF, o DCF;

Zaa3 es un residuo de Ile, Leu, Nle, Tle, Trp, 2Nal, 4CF, o Arg;

Zaa4 €S un residuo de Ser;

Zaas €s un residuo de Gly;

Zaas €S un residuo de Arg, Lys, His, Ser, Cit, o AGB;

Zaa7 €S Un residuo de Asn o Asp;

Zaas €S un residuo de Trp o 2Nal;
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Zaao €s un residuo de Val, Nle, Ahp, o Met;

Zaa1o €s un residuo de Arg, AGB, Lys, His, AMF, Phg, o Val;

Zaa11 €S un residuo de Trp o 2Nal; y

Zaa12 es un residuo de Val, Tle, CPTG, CHXG, o Phe.
Un modo preferido del péptido ciclico II de la presente invencion es un péptido ciclico representado
por la formula (X), en la que

B es el grupo formador de anillos Bia;

Zaa1 €Sta ausente;

Zaa2 €s un residuo de 2Nal;

Zaa3 €s un residuo de Arg o Tle;

Zaaa €S un residuo de Ser;

Zaas €S un residuo de Gly;

Zaas €S un residuo de Arg o AGB;

Zaa7 €s un residuo de Asn o Asp;

Zaag €S un residuo de Trp;

Zaao €s un residuo de Val o Nlg;

Zaa10 €S un residuo de Arg, AGB o Val;

Zaa11 €S un residuo de Trp y

Zaa12 €s un residuo de Val, CPTG o CHXG.

Un modo auin mas preferido del péptido ciclico II de la presente invencion es un péptido ciclico

seleccionado del grupo que consiste en los compuestos representados por las formulas:

[Férmula quimica 121]
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[Férmula quimica 122]
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[Férmula quimica 123]
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[Férmula quimica 124]
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[Férmula quimica 126]
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[Férmula quimica 130]
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[Férmula quimica 131]
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Los oligopéptidos mostrados arriba son péptidos ciclicos en el Conjugado-13 al Conjugado-63,
el Conjugado-67 al Conjugado-71, el Conjugado-73, el Conjugado-75 al Conjugado-79, el Conjugado-
83 al Conjugado-86, el Conjugado-88 al Conjugado-95, y el Conjugado-97 de los Ejemplos como se
muestra a continuacion. En todos estos oligopéptidos, el grupo B formador de anillos es Biai.

El péptido ciclico II de esta invencidn se puede preparar mediante un método conocido en la
técnica, tal como sintesis quimica y sistema de traduccion libre de células de la misma manera que el
péptido ciclico I de esta invencion (consulte el documento WO 2018/052002).

En un modo preferido, el péptido ciclico en el conjugado de la presente invencién puede ser
el péptido ciclico I de esta invencion.

3. Estructura de enlace

En el conjugado de la presente invencidn, el péptido ciclico se acopla a una molécula
portadora a través de una cadena lateral de un residuo de aminoacido que constituye el péptido ciclico
0 un grupo carbonilo al que R° del grupo formador de anillos A o R'*? del grupo B formador de anillos
estd unido. En un modo, el péptido ciclico esta acoplado a una molécula portadora a través de un
grupo carbonilo al que R del grupo formador de anillos A o R!'° del grupo formador de anillos B esta
unido. En un modo, el conjugado de esta invencion puede ser un compuesto en el que el péptido

ciclico y la molécula portadora estan acoplados mediante una estructura de enlace. La unién del
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péptido ciclico a la estructura de enlace o molécula portadora se puede llevar a cabo segin un
procedimiento convencional.

La estructura de enlace puede ser cualquier estructura siempre que el conjugado de la
presente invencidn pueda ejercer un efecto inhibidor de TSP-1. En un modo preferido, la estructura
de enlace puede incluir al menos una estructura seleccionada del grupo que consiste en una cadena
de polioxialquileno, un residuo de aminoacidos y una cadena oligopeptidica que consiste en dos 0 mas
residuos de aminoacidos.

Como se hace referencia en el presente documento, una molécula de la que se deriva una
estructura de enlace puede denominarse "molécula de enlace".

El término "estructura principal" en la estructura de enlace se refiere a una porcion lineal
gue es esencial para unir el péptido ciclico y la molécula portadora, mientras que el término "cadena
lateral" en la estructura de enlace se refiere a una porcién ramificada desde la estructura principal.
Incluso para los residuos de aminodcidos individuales que constituyen la estructura de enlace, la
porcion de enlace que es esencial para unir el péptido ciclico y la molécula portadora se denomina
"estructura principal", mientras que la porcion ramificada desde la estructura principal se denomina
cadena lateral. Por ejemplo, una cadena lateral en un residuo de aminoacido generalmente se refiere
a un grupo unido a un carbono a distinto a un grupo amino, un grupo carboxilo y un hidrogeno unido
directamente al carbono o (aunque el hidrégeno es la cadena lateral en un residuo de glicina), pero
la porcion de dicha cadena lateral puede ser "estructura principal" en la estructura de enlace de la
presente invencion (por ejemplo, si se incluye KPEG en la estructura de enlace, el grupoe amino de
KPEG es la "estructura principal" y el grupo o amino y la cadena de PEG unida al mismo son las
"cadenas laterales".)

La cadena de polioxialquileno contenida en la estructura de enlace no esta particularmente
limitada siempre que sea farmacéuticamente aceptable, y los ejemplos de la misma incluyen una
cadena de polimetilenglicol, una cadena de polietilenglicol, una cadena de polipropilenglicol, una
cadena de polibutilenglicol, una cadena de polipentilenglicol, una cadena de polihexilenglicol y una
cadena de polioxialquileno en la que un grupo etilenglicol y un grupo propilenglicol estan acoplados
en forma de bloque o aleatoria. En un modo preferido, la cadena de polioxialquileno puede ser una
cadena de polietilenglicol (PEG), en la que

la cadena de polioxialquileno contenida en la cadena principal (es decir, la porcidn lineal que
es esencial para unir el péptido ciclico y la molécula portadora) en la estructura de enlace se puede
usar para regular la distancia entre el péptido ciclico y la molécula portadora. La cadena de
polioxialquileno contenida en la estructura principal de dicha estructura de enlace puede estar
contenida en la estructura de enlace como parte de aminoacidos no naturales que contienen una

cadena de polioxialquileno tal como P6P, P12P, P24P y P36P.
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El grado de polimerizacién de cada cadena de polioxialquileno contenida en la estructura
principal de la estructura de enlace puede ser, pero no se limita particularmente a, 2a 50, 6 a 50, 6 a
30 0 6 a 12, por ejemplo, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 24 o 36, preferiblemente 6, 12, 24 o 36,
mas preferiblemente 6, 12 o 24. Ademas, el grado total de polimerizacién de las cadenas de
polioxialquileno contenidas en la estructura principal de la estructura de enlace (es decir, el grado de
polimerizacién de sdlo una cadena de polioxialquileno contenida en la estructura principal de una
estructura de enlace, o el grado total de polimerizacion de todas las cadenas de polioxialquileno
contenidas en la estructura principal) puede ser de 6 a 100, mas preferiblemente de 6 a 50, por
ejemplo, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48 0 50. En un modo preferido, la cadena de polioxialquileno
contenida en la estructura principal de la estructura de enlace es una cadena de PEG, y el grado total
de polimerizacion puede ser de 6 a 100, mas preferiblemente de 6 a 50, por ejemplo, 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42, 48 0 50.

El residuo de aminoacido contenido en la estructura de enlace puede ser un residuo de un
aminoacido natural o un residuo de aminoacido no natural y puede ser la forma D o la forma L. En
un modo preferido, el residuo de aminoacido contenido en la estructura de enlace puede ser un residuo
de Gly, N-metilglicina (NMeG), Asp, D-Asp (d), Glu, D-Glu, Lys, D-Lys, B-alanina (bAla), Ser, D-Ser, un
aminoacido no natural que contiene una cadena de polioxialquileno en una cadena lateral (es decir,
un aminoacido no natural que contiene una cadena de polioxialquileno en una porcién que sirve como
cadena lateral en la estructura de enlace, por ejemplo, KPEG), o un aminoacido no natural que contiene
un glicano tal como una cadena SG en una cadena lateral (es decir, un aminoacido no natural que
contiene un glicano en una porcidén que sirve como cadena lateral en la estructura de enlace; por
ejemplo, KSG).

El residuo de aminoacido que constituye la cadena de oligopéptidos contenida en la estructura
de enlace puede ser un residuo de un aminoacido natural o un residuo de aminoacido no natural y
puede ser de forma D o forma L. La cadena de oligopéptidos puede constar de 2 a 20 residuos de
aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17. 18, 19 0 20 residuos
de aminoacidos, sin limitacion particular. En un modo preferido, la cadena de oligopéptidos contenida
en la estructura de enlace puede contener uno o mas residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
que consiste en Gly, N-metilglicina (NMeG), Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Lys, D-Lys, B-alanina (bAla), Ser,
D-Ser, un aminoacido no natural que contiene una cadena de polioxialquileno en una cadena lateral
(es decir, un aminoacido no natural que contiene una cadena de polioxialquileno en una porcidon que
sirve como cadena lateral en la estructura de enlace, por ejemplo, KPEG), o un aminoacido no natural
que contiene un glicano tal como una cadena SG en una cadena lateral (es decir, un aminoacido no
natural que contiene un glicano en una porcién que sirve como cadena lateral en la estructura de

enlace; por ejemplo, KSG).
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La estructura de enlace puede acoplarse al péptido ciclico en el grupo carbonilo al que se une
R0 del grupo formador de anillos A o R'*? del grupo formador de anillos B. Se pueden aplicar diversos
métodos conocidos en el campo de la quimica sintética organica a la unién entre la estructura de
enlace y el péptido ciclico, sin limitaciones particulares. Cuando la estructura de enlace incluye un
residuo aminoacido o una cadena de oligopéptidos, el grupo amino N-terminal del residuo de
aminoacido o la cadena de oligopéptidos preferiblemente forma un enlace amida con el grupo carbonilo
al que se une R'° del grupo A formador de anillos o R!'° del grupo B formador de anillos, donde R° o
R10 esta sustituido con NH del grupo amino N-terminal.

Se pueden aplicar diversos métodos conocidos en el campo de la quimica sintética organica a
la union entre la estructura de enlace y la molécula portadora, sin limitaciones particulares. En
general, esta unién se puede llevar a cabo con referencia a un método de conjugacién aplicable a la
sintesis de conjugados anticuerpo-farmaco (Bioconjugate Chem. 2015, 26, 2198-2215). Ejemplos de
métodos de formacion de anillos mediante la reaccién de Huisgen de un grupo azida con un grupo
acetileno incluyen una reaccion de cicloadicion para formar un anillo de 1,2,3-triazol [cicloadicion azida-
alquino catalizada por Cu(I) (CuAAC)] y una reaccion de cicloadicion para formar un anillo de 1,2,3-
triazol mediante una reaccion de un grupo azida con dibencilcicloocteno (DBCO) [cicloadiciéon azida-
alquino promovida por cepa (SPAAC)]. En este contexto, otros compuestos tales como un compuesto
que tiene una estructura de ciclooctina retorcida, el biciclo[6.1.0]non-4-eno (BCN) (Angew. Chem. En
t. Ed. 2010, 49, 9422-9425), y un cicloalquino que contiene un heterodtomo en una estructura de
anillo media (Angew. Chem. En t. Ed. 2015, 54, 1190-1194) también se puede utilizar de la misma
manera. Otros ejemplos de reaccion de formacion de anillos incluyen una reaccion de cicloadicion de
Diels-Alder de un anillo de 1,2,4,5-tetrazina con un alqueno retorcido (Curr. Opin. Chem. Biol., 2014,
21, 89-95). Ejemplos de ciclocondensacion basada en una reaccién de Pictet-Spengler con un grupo
aldehido incluyen la ligadura de Hydrazino-Pictet-Spengler (Bioconjugate Chem. 2013, 24,846-851.) y
ligadora de Pictet-Spengler basada en Oxiamina (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU 110, 46-51). Ejemplos
adicionales de los mismos incluyen un enlace amida entre un grupo amino y un grupo carboxilo, la
adicion de Michael de un grupo tiol a un grupo maleimida, la reacciéon de un grupo tiol con un grupo
metilsulfonilfeniloxadiazol (Angew. Chem., Int. Ed. 2013, 52, 12592-6), un enlace entre un grupo tiol
y un grupo yodoacetilo, formacion cruzada de disulfuro de un grupo tiol con disulfuro activado,
condensacion de hidrazona de un grupo aldehido con hidrazida y condensacion de oxima de un grupo
aldehido con un grupo aminooxi. La molécula de enlace adoptada en la presente invencion puede
seleccionarse apropiadamente como una molécula que tenga un grupo funcional que se ajuste a
cualquiera de estos patrones de union y usarse para la formacion de la estructura de enlace.

En dicha reaccidon de unién, se pueden formar estereoisdbmeros, isdmeros Opticos, isomeros

geométricos o similares dependiendo del patron de unidn. Estos isdmeros pueden usarse por
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separado mediante un método conocido o como una mezcla. Dado que el conjugado final es una
macromolécula, es probable que las diferencias estructurales isoméricas en estas subestructuras casi
no tengan influencia en el conjugado.

En un modo preferido, la estructura de enlace incluye un grupo de enlace C que se une a la
molécula portadora. Mas preferiblemente, el grupo de enlace C puede incluir un resto derivado del
grupo maleimida en un enlace tioéter formado por reaccidon de un grupo maleimida con un grupo tiol
o anillo de 1,2,3-triazol.

Cuando el grupo de enlace C contiene un resto derivado del grupo maleimida, el grupo
maleimida se une preferiblemente a un grupo tiol de un residuo de cisteina de la molécula portadora
mediante condensacion de maleimida para formar un enlace tioéter. En este caso, el grupo tiol es
preferiblemente un grupo tiol producido por reduccién del enlace disulfuro en una parte bisagra en la
molécula que contiene Fc.

Cuando el grupo de enlace C incluye un anillo de 1,2,3-triazol, el anillo de 1,2,3-triazol se une
preferiblemente a un glicano que esta unido a un residuo de asparagina correspondiente a la posicion
297 segun el indice Eu de la molécula que contiene Fc (glicano unido a N297). Tal estructura de
enlace puede ser, por ejemplo, una estructura con un anillo de 1,2,3-triazol formado por una reaccién
Click entre un grupo azida introducido en el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc y un
grupo DBCO unido a la molécula de enlace. En esta estructura se puede formar un isémero
geométrico en el que la molécula que contiene Fc esta unida a la posicion 1 o 3 del anillo de triazol.
Cuando la reaccion se produce con dos a cuatro grupos azida por molécula que contiene Fc, se pueden
mezclar estructuras isoméricas geométricas en una molécula del conjugado.

En un modo preferido, el grupo de enlace C tiene una estructura representada por cualquiera
de las siguientes férmulas:

[Férmula quimica 136]
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(en donde
N297GLY representa la union al extremo no reductor del glicano unido a N297 de la molécula
que contiene Fc;
Cys representa la union al grupo tiol de un residuo de cisteina de la molécula portadora; y
5 Y representa un punto de unién a un residuo de aminoacido adyacente.)
En un modo, la estructura de enlace se puede representar mediante la férmula (XX):
-L1-L2-L3-C-
[en donde
L1 es un oligopéptido que contiene de 3 a 6 residuos de aminoacidos neutros unidos de
10 manera lineal;
L2 es L2a o L2b, en donde
L2a es un residuo de aminoacido no natural que comprende una cadena de polioxialquileno
en la estructura principal, o un oligopéptido que comprende un residuo de aminoacido no natural que
comprende una cadena de polioxialquileno en la estructura principal, en donde el grado total de
15  polimerizacion de la cadena de polioxialquileno contenida en la cadena principal de L2a es 6 a 100;
L2b es un oligopéptido que contiene de 10 a 20 (por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, o0 20) residuos de aminoacidos o. naturales o no naturales unidos de una manera lineal;
L3 es un residuo de aminoacido representado por la formula

[Férmula quimica 137]
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[Férmula quimica 138]

Lo ate al

L2
representa un punto de unién a un residuo de aminoacido adyacente en L2 y

25  [Férmula quimica 139]

5

representa un punto de union al grupo de union C);
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C es el grupo de enlace C;

el grupo amino N-terminal de L1 forma una unién amida con un grupo carbonilo al que se
une R del grupo A formador de anillos o R!° del grupo B formador de anilos, donde R!? o R0 est3
sustituido con NH del grupo amino N-terminal;

L1 y L2 estan unidos entre si mediante un enlace amida; y

L2 y L3 estan unidos entre si mediante un enlace amida.

Se puede determinar que los residuos de aminoacidos presentes entre L1 y L2 estan
presentes en L1 o L2 adyacente, pero si la estructura de enlace en su conjunto coincide con la
estructura de enlace de férmula (XX) anterior, entonces la estructura de enlace se incluye en la férmula
(XX) anterior.

Con respecto a la estructura de enlace, los residuos de aminoacidos "unidos de manera lineal"
significa que los residuos de aminoacidos estan unidos entre si para constituir una porcién esencial
gue es esencial para unir el péptido ciclico y la molécula portadora. Los residuos de aminoacidos
neutros no necesitan ser contiguos.

En un modo preferido, el residuo de aminodacido neutro contenido en L1 es un residuo de uno
0 mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Gly, Ser, D-Ser, N-metilglicina (NMeG) y
B-alanina (bAla). L1 puede ser un oligopéptido que consta de 3 a 6 (por ejemplo, 3, 4, 5 6 6) residuos
de aminoacidos, preferiblemente un oligopéptido que consta de 4 o 5 residuos de aminoacidos, y mas
preferiblemente un oligopéptido que consta de 4 residuos de aminoacidos.

En un modo preferido, la cadena de polioxialquileno contenida en la estructura principal de
L2a puede ser una cadena de PEG. En este caso, el residuo de aminoacido no natural que contiene
una cadena de PEG en la estructdura principal puede ser un residuo de un aminoacido representado
por la siguiente formula:

[Férmula quimica 140]

0

HaN ’\/{O\/‘},?’\/lL'OH

[en donde n representa un nimero entero de 5 a 40 (por ejemplo, 5, 11, 23 o 35)]. El grado total
de polimerizacion de la cadena de PEG contenida en la estructura principal de L2a puede ser, por
ejemplo, de 5 a 100, preferiblemente de 6 a 50, mas preferiblemente de 10 a 50, incluso mas
preferiblemente de 10 a 40 o de 20 a 40. Alternativamente, el grado total de polimerizacion de la
cadena de PEG contenida en la estructura principal de L2a puede ser, por ejemplo, 5 0 mas,
preferiblemente 6 0 mas, mas preferiblemente 10 o mas o 20 o mas, y también, por ejemplo, 100 o
menos, preferiblemente 50 o menos, mas preferiblemente 40 o menos (por ejemplo , 6, 12, 18, 24,

30 o 36). El residuo de aminoacido no natural contenido en L2a, que contiene una cadena de
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polioxialquileno en la estructura principal, puede ser un residuo de P6P, P12P, P24P o P36P, 0 una
combinacion de dichos residuos de aminoacidos no naturales. En un modo preferido, el residuo de
aminoacido no natural contenido en L2a, que contiene una cadena de polioxialguileno en la estructura
principal, puede ser un residuo de P6P, P12P, P24P o P24P, o una combinacion de dichos residuos de
aminoacidos no naturales.

En un modo preferido, el a-aminoacido de L2b puede ser glicina o N-metilglicina, mas
preferiblemente N-metilglicina.  El oligopéptido de L2b puede ser oligo-N-metilglicina (también
denominada en el presente documento "NMeG13") con 10 a 50, preferiblemente 10 a 20, mas
preferiblemente 10 a 15 e incluso mas preferiblemente 13 N-metilglicinas consecutivas.

L2 puede contener ademas un residuo de un aminodacido no natural que contiene una cadena
de polioxialquileno o glicano en una cadena lateral. Los ejemplos del aminoacido no natural que
contiene una cadena de polioxialquileno en una cadena lateral incluyen, entre otros, aminoacidos no
naturales que contienen PEG en una porcion que sirve como cadena lateral en la estructura de enlace,
tal como KPEG, y ejemplos de los aminoacidos no naturales que contienen un glicano en una cadena
lateral incluyen, entre otros, aminoacidos no naturales que contienen un sialil glicano en una porcion
que sirve como cadena lateral en la estructura de enlace, tal como KSG. L2 puede contener dos o
mas residuos de aminodcidos no naturales que contienen una cadena de polioxialquileno o glicano en
una cadena lateral, y preferiblemente contiene un residuo de un aminoacido no natural que contiene
una cadena de polioxialquileno o glicano en una cadena lateral. En un modo preferido, L2 puede
contener un residuo de KPEG o un residuo de KSG.

En un modo preferido, las estructuras principales de los oligopéptidos de L1 y L2 pueden
contener ademas de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 0 3), mas preferiblemente 2 residuos de aminoacidos
acidos en total en una o mas posiciones no adyacentes al grupo formador de anillos A o el grupo
formador de anillos B. El término "estructura principal" en el presente documento significa una porcién
lineal que es esencial para unir el péptido ciclico y la molécula portadora. Los residuos de aminoacidos
acidos no necesitan ser contiguos. La posicion del residuo de aminoacido acido no esta
particularmente limitada siempre que no sea una posicion adyacente al grupo formador de anillos A o
al grupo formador de anillos B, pero el residuo de aminoacido acido existe preferiblemente entre L1y
L2. Si un residuo de aminoacido acido esta presente entre L1 y L2, se puede determinar que el
residuo de aminoacido acido esta presente en L1 o L2. El residuo de aminoacido acido puede ser un
residuo de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Asp, D-Asp, Glu y D-Glu,
preferiblemente un residuo de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en Asp,
D-Asp y Glu, mas preferiblemente un residuo de Asp. Lo mas preferiblemente, dos residuos Asp estan
presentes en posiciones adyacentes a L1y L2.

El nimero de residuos de aminoacidos acidos contenidos en L1 y L2 se puede determinar
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teniendo en cuenta el equilibrio de cargas de los residuos de aminoacidos contenidos en el péptido
ciclico y la estructura de enlace. En este caso, una carga de un residuo de aminoacido acido se define
como + 1 si el residuo de aminoacido es monovalente y + 2 si el residuo de aminoacido es divalente.
La carga de un residuo de aminoacido basico se define como -1 si el residuo de aminoacido es
monovalente y -2 si el residuo de aminoacido es divalente. El nimero de residuos de aminoacidos
acidos contenidos en L1 y L2 se puede determinar de modo que las cargas de residuos de aminoacidos
contenidas en el péptido ciclico y la estructura de enlace son mas preferiblemente -4 a +1, mas
preferiblemente -2 a 0. Cuando las cargas de los residuos de aminoacidos contenidos en el péptido
ciclico y la estructura de enlace estan en el rango numérico anterior, el conjugado tiende a tener un
excelente efecto inhibidor de TSP-1.

En un modo preferido, L1 puede ser un oligopéptido que contiene o consiste en la secuencia
Gly-Gly-Gly-Gly, Gly-Ser-Gly-Ser, NMeG-NMeG-NMeG-NMeG, bAla-bAla-bAla-bAla, o Gly-Gly-Glu-Gly-
Gly. L1 es mas preferiblemente un oligopéptido que contiene o consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-
Gly o Gly-Ser-Gly-Ser, incluso mas preferiblemente un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-
Gly-Gly-Gly.

Si L1 contiene un residuo de aminoacido acido, L1 puede ser un oligopéptido que consiste en
una secuencia de dos residuos de aminoacidos acidos, preferiblemente un residuo de Asp, unido al
extremo C de Gly-Gly-Gly-Gly, Gly-Ser-Gly-Ser, NMeG-NMeG-NMeG-NMeG, o bAla-bAla-bAla-bAla.

En un modo preferido, L2 puede ser un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-
KPEG-P12P-P12P, KSG-P12P-P12P, Asp-Asp-P12P, Asp-Asp-P12P-P12P, o Asp-Asp-P12P-KPEG-P12P.
L2 es mas preferentemente un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-KPEG-P12P-P12P.

En un modo mas preferido, L3 puede ser un residuo Lys. El grupo carboxilo del residuo Lys
en L3 puede ser un grupo aminocarbonilo.

En un modo preferido, la estructura de enlace puede ser una estructura en la que L1 es un
oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly o Gly-Ser-Gly-Ser, L2a es un oligopéptido
que consiste en la secuencia Asp-Asp-KPEG-P12P-P12P, y L3 es un residuo de Lys;

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly,
L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia KSG-P12P-P12P, y L3 es un residuo de Lys;

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly,
L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-P12P, y L3 es un K de residuo de Lys;

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia o Gly-Ser-Gly-
Ser, L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-P12P-P12P, y L3 es un residuo de
Lys; o

una estructura en la que L1 es un oligopéptido que consiste en la secuencia Gly-Gly-Gly-Gly,

L2a es un oligopéptido que consiste en la secuencia Asp-Asp-P12P-KPEG-P12P, y L3 es un residuo de
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Lys.
En la estructura anterior, el grupo carboxilo del residuo de Lys en L3 puede ser un grupo
aminocarbonilo.
Un modo aln mas preferido de la estructura del péptido ciclico y de la estructura de enlace
esta representado por cualquiera de las siguientes férmulas:

[Férmula quimica 141]
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en donde

N297GLY representa la union al extremo no reductor del glicano unido a N297 de la molécula
que contiene Fc; y

Fc representa la unién al grupo tiol de un residuo de cisteina de la molécula que contiene
Fc.) Las estructuras que se muestran arriba son estructuras de péptidos y de enlace en el Conjugado-
67, el Conjugado-64, el Conjugado-56 y el Conjugado-4, cada uno de los cuales se describe en los
Ejemplos siguientes.

El conjugado de la presente invencion puede ser de cualquier combinacion del péptido ciclico,
de la molécula portadora y de la estructura de enlace descritos anteriormente. En un modo preferido,
el péptido ciclico y la estructura de enlace se pueden seleccionar de cualquier combinacion del péptido
ciclico y de las estructuras de enlace descritas anteriormente, y la molécula portadora se puede
seleccionar de un fragmento Fc.

En un modo mas preferido, el péptido ciclico es el Péptido-11, el Péptido-115 o el Péptido-
121 en los ejemplos, y la estructura de enlace puede ser
Gly-Gly-Gly-Gly-Asp-Asp-KPEG-P12P-P12P,
Gly-Gly-Gly-Gly-KSG-P12P-P12P,
Gly-Gly-Gly-Gly-Asp-Asp-P12P,
Gly-Ser-Gly-Ser-Asp-Asp-KPEG-P12P-P12P,
Gly-Ser-Gly-Ser-Asp-Asp-P12P-P12P, o
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Gly-Gly-Gly-Gly-Asp-Asp-P12P-KPEG-P12P.

En un modo mas preferido, la estructura del péptido ciclico y de enlace es cualquiera
seleccionada del Péptido-13 al Péptido-109 en los Ejemplos, y la molécula portadora puede ser Fc-A o
Fc-C.

En un modo mas preferido, el péptido ciclico y la estructura de enlace es cualquiera
seleccionada del Péptido-39, Péptido-75, Péptido-76 y Péptido-79 en los Ejemplos, y la molécula
portadora puede ser Fc-A.

En un modo mas preferido, el péptido ciclico y la estructura de enlace es cualquiera
seleccionada del Péptido-16, Péptido-22, Péptido-46, Péptido-55 y Péptido-68 en los Ejemplos, y la
molécula portadora puede ser Fc-C.

Cuando el conjugado de la presente invencidon contiene un grupo basico, el conjugado se
puede combinar con un acido para formar una sal del mismo, y dicha sal se incluye en esta invencion.
Ejemplos de dicha sal incluyen sal de acido inorganico, sal de acido organico, sal de aminoacido y
sulfonato. Ejemplos de sal de acido inorganico incluyen hidrocloruro, hidrobromato, sulfato, nitrato
y fosfato. Los ejemplos de sal de acido organico incluyen acetato, oxalato, malonato, fumarato,
maleato, ftalato y trifluoroacetato. Ejemplos de sal de aminoacido incluyen glutamato y aspartato.
Los ejemplos de sulfonato incluyen metanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato, 2,4-
dimetilbencenosulfonato, 2,4,6-trimetilbencenosulfonato, 4-etilbencenosulfonato y naftalenosulfonato.
Una forma preferida de sal farmacéuticamente aceptable del conjugado de esta invencidon es un
acetato, un clorhidrato o un trifluoroacetato, mas preferiblemente un acetato.

Cuando el conjugado de la presente invencidn contiene un grupo acido, el conjugado se puede
combinar con una base para formar una sal del mismo, y dicha sal se incluye en esta invencion.
Ejemplos de dicha sal incluyen sal metalica, sal de amina inorganica, sal de amina organica y sal de
aminoacido. Ejemplos de sales metalicas incluyen: sales de metales alcalinos tales como sal de sodio,
sal de potasio y sal de litio; sales de metales alcalinotérreos tales como sal de calcio y sal de magnesio;
asi como sal de aluminio, sal de hierro, sal de zinc, sal de cobre, sal de niquel y sal de cobalto.
Ejemplos de sal de amina inorganica incluyen sal de amonio. Los ejemplos de sal de amina organica
incluyen sal de morfolina, sal de glucosamina, sal de etilendiamina, sal de guanidina, sal de dietilamina,
sal de trietilamina, sal de diciclohexilamina, sal de dietanolamina, sal de piperazina y sal de
tetrametilamonio. Ejemplos de sal de aminoacido incluyen sal de lisina y sal de arginina.

El conjugado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion se puede
utilizar en forma cristalina. Tal cristal puede formarse exclusivamente a partir del conjugado o de su
sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion, o el conjugado o sal farmacéuticamente aceptable
del mismo puede formarse como un cocristal o un solvato (por ejemplo, hidrato). Un tipo de

conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion se puede usar solo, o se pueden
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usar dos o mas tipos del mismo en combinacion segun sea apropiado.

El conjugado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencion puede
formar un compuesto isotdpico en el que uno o mas atomos constitucionales se sustituyen con un
atomo isotdpico en una proporcion no natural. El atomo isotdpico puede ser radiactivo o no radiactivo,
y ejemplos del mismo incluyen deuterio (?H; D), tritio (°*H; T), carbono-14 (**C) y yodo-125 (2°I). Los
compuestos marcados con un atomo isotopico radiactivo se pueden usar como agentes terapéuticos
o profilacticos para diversas enfermedades, reactivos de investigacién (por ejemplo, reactivo de
ensayo), agentes de diagnostico (por ejemplo, agente de diagndstico por imagenes) o similares. Esta
invencion también incluye dicho compuesto isotdpico radiactivo o no radiactivo.

4. Método para producir conjugado

El conjugado de la presente invencion se puede producir uniendo apropiadamente los
intermedios tales como el péptido ciclico, la molécula de enlace y la molécula portadora descritos
anteriormente mediante el uso de reacciones conocidas en el campo de la quimica sintética organica.
El orden de produccion de los mismos no esta particularmente limitado y se pueden adoptar varios
métodos mediante un procedimiento convencional segln las estructuras de los intermedios y el
compuesto de interés. Un grupo funcional transportado por cada intermedio puede activarse,
inactivarse, protegerse con un grupo protector y desprotegerse adecuadamente, por ejemplo,
mediante un procedimiento convencional segln las etapas de produccion.

Los intermedios o el producto final en cada etapa de reaccién se separan y purifican
adecuadamente y se someten a la siguiente reaccidn o se utilizan como un producto farmacéutico a
granel o un reactivo.

El conjugado de esta invencion se puede preparar mediante, por ejemplo, un método que
incluye las etapas (1) a (6) de la siguiente manera:

(1) sintetizar un oligopéptido X-A-L o Z-B-L representado por la siguiente formula desde el
lado C-terminal mediante un método de sintesis en fase sélida:
Xaa1'XaaZ'Xaa3'Xaa4'Xaa5'XaaG'Xaa7'Xaa8'Xaa9'XaaIO'XaalI'AO'L].'LZ‘L3 [0}
Zaa1-Zaa2-Zaa3~ZLaa4-Laas-ZLaa6~Laaz-ZLaas~ZLaa9-Zaa10-Zaa11-Zaa12-Bo-L1-L2-L3
en donde

Xaa1 @ Xaat1 SON como se definen en la formula 1 (siempre que en la estructura de Xaas Y Xaas,
los grupos tiol permanezcan como estan sin formar un enlace);

L1 a L3 son como se definen en la formula (XX) (siempre que cuando L2 comprenda un
residuo de un aminoacido no natural que comprende un glicano en una cadena lateral, el residuo se
reemplace con un residuo de Lys);

Zaa1 @ Zaa12 SON como se definen en la férmula (X);

Ao es un residuo representado por la formula



10

15

20

25

146

[Férmula quimica 145]
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(en el que (Xaa11) representa un punto de unidn a Xaai1, (L1) representa un punto de union
al residuo de aminoacido N-terminal en L1, y | y n son como se definen con respecto a la formula (I);
Bo es un residuo representado por la formula

[Férmula quimica 146]
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(en el que (Zaa12) representa un punto de uniodn a Zaa12, (L1) representa un punto de union
al residuo de aminoacido N-terminal en L1, y bl y bn son como se definen con respecto a la formula
X),

(2) ciclar el oligopéptido sintetizado en la etapa (1) para producir un péptido ciclico mediante

(a) unir el grupo amino N-terminal de Xaa1 @ Aoca para formar cualquiera de los grupos
formadores de anillo A; a As (que estan acoplados a L1 en la posicion de R1°) en el oligopéptido X-A-
L;

(b) unir el grupo amino N-terminal de Xaa1 @ Ao para formar el grupo formador de anillos A+ a
As (que estan acoplados a L1 en la posicion de R19) en el oligopéptido X-A-L;

(c) unir el grupo amino N-terminal de Zaa: a Boa para formar cualquiera de los grupos
formadores de anillos B: a B4 (que estan acoplados a L1 en la posicion de R!%) en el oligopéptido Z-
B-L;

(d) unir el grupo amino N-terminal de Zza1 @ Bob para formar el grupo formador de anillos Bs a
Bs (que estan acoplados a L1 en la posicion de R!) en el oligopéptido Z-B-L;

(3) cuando el oligopéptido X-A-L se sintetiza en el paso (1), permitiendo que los grupos tiol
de Xaa3 Y Xaas del oligopéptido X-A-L ciclado en el paso (2) formen un enlace representado por -S-S-, -
S-CH>-S- 0 -S-X-5- (donde X es como se define en la formula (I) para proporcionar un péptido biciclico;

(4) cuando L2 comprende un residuo de un aminodacido no natural que comprende un glicano
en una cadena lateral, que se reemplaza con un residuo de Lys en el oligopéptido X-A-L o Z-B-L,

introducir un glicano en el residuo de Lys para formar de ese modo un residuo de un aminoacido no
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natural que comprende un glicano en una cadena lateral;

(5) unir un grupo maleimida o un grupo reactivo que contiene un anillo 1,2,3-triazol a L3; y

(6) unir el péptido ciclico a la molécula portadora a través del grupo reactivo del paso (5).

En la etapa (1), un oligopéptido que sirve como origen del péptido ciclico y un oligopéptido
gue sirve como origen de la estructura de enlace se sintetizan desde el lado C-terminal como un
oligopéptido. La sintesis del oligopéptido se puede llevar a cabo segiin un método de sintesis en fase
sélida comun usando, por ejemplo, un grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (grupo Fmoc) como grupo
protector del grupo amino. La sintesis en fase soélida se puede realizar usando un sintetizador
automatico disponible comercialmente (por ejemplo, Syro II (producido por Biotage Japan), Liberty
Blue (producido por CEM)). Con el uso de un sintetizador automatico de péptidos, por ejemplo, los
aminoacidos protegidos con un grupo protector del grupo amino (por ejemplo, grupo Fmoc) se acoplan
a un soporte solido (por ejemplo, Rink Amide Resin AM (producida por Novaviochem), resina de cloruro
de 2-clorotritilo (producida por Novaviochem)) de manera gradual comenzando con el aminoacido C-
terminal (el aminoacido C-terminal es Yaa10). La desproteccion de grupos amino se puede realizar
mediante un método conocido por los expertos (por ejemplo, usando 20% de piperidina/1-metil-2-
pirrolidinona para eliminar grupos Fmoc). Los aminoacidos hasta el extremo N se acoplan para
producir el oligopéptido X-A-L o Z-B-L.

En el oligopéptido X-A-L o Z-B-L, donde L2 contiene un residuo de un aminoacido no natural
que contiene una cadena de polioxialquileno en una cadena lateral, el residuo se puede acoplar
mediante un procedimiento convencional. Por ejemplo, primero se acopla un residuo de Lys a una
porcion sintetizada, y un compuesto que contiene una cadena de polioxialquileno (por ejemplo, PEG
0O11A como se describe en el Procedimiento de Sintesis 3 en los Ejemplos) se une a un grupo amino
de una porcion del residuo de Lys que es una cadena lateral en la estructura de enlace (por ejemplo,
grupo o amino del residuo de Lys en el Procedimiento de Sintesis 3 en los Ejemplos), mediante el cual
se puede acoplar un residuo de un aminoacido no natural que contiene una cadena de polioxialquileno
en una cadena lateral.

En el paso (2), el oligopéptido sintetizado en el paso (1) se cicla formando grupos formadores
de anillos A: a As 0 B: a Bs para producir un péptido ciclico. Para formar un grupo formador de anillos,
primero se desprotege el grupo amino del residuo de aminoacido N-terminal del oligopéptido v, si es
necesario, se puede introducir un grupo para formar un grupo formador de anillos en el grupo amino
para formar un péptido ciclico.

En el paso (2) (a) o (c), cuando se forma cualquiera de los grupos formadores de anillos A: a
As y B1 a Bs, por ejemplo, -COCH2X (donde X es un grupo saliente tal como Cl) se introduce en el
grupo amino N-terminal. Especificamente, se puede hacer reaccionar acido cloroacético con el grupo

amino N-terminal para introducir un grupo clorometilcarbonilo o similar en el grupo amino. -COCH:2X
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se hace reaccionar con el grupo tiol de Aca 0 Boa para producir un péptido ciclico que tiene el grupo
formador de anillos A1 0 Bi. Ademas, la oxidacién de un grupo sulfuro del grupo formador de anillos
A o B: produce un péptido ciclico que tiene el grupo formador de anillos Az, As, B2 o Bs.

En el paso (2) (b), cuando se forma el grupo formador de anillos A4 0 As, por ejemplo, se
introduce -CO(CH2)kCH=CH, en el grupo amino N-terminal. La metatesis de olefinas de -
CO(CH2)kCH=CH: y la cadena lateral -(CH2)ICH=CHz de Ao produce un péptido ciclico que tiene el
grupo formador de anillos As. Ademas, la reduccion del doble enlace carbono-carbono en el grupo
formador de anillos A4 produce un péptido ciclico que tiene el grupo formador de anillos As.

En el paso (2) (c), cuando se forma el grupo formador de anillos B4, se hace reaccionar un
grupo tiol de Zza1 0 Zaa2 con un grupo tiol de Boa, obteniendo asi un péptido ciclico que tiene el grupo
formador de anillos Bs. Se puede formar un enlace disulfuro mediante un método convencional (por
ejemplo, método de oxidacion de yodo).

En el paso (2) (b), cuando se forma el grupo formador de anillos Bs o Bs, por ejemplo, se
introduce -CO(CH2)ekCH=CH2 en el grupo amino N-terminal. La metdtesis de olefinas de -
CO(CH2)skCH=CH: y la cadena lateral -(CH2)siCH=CH> de Bo» produce un péptido ciclico que tiene el
grupo formador de anillos Bs. Ademas, la reduccion del doble enlace carbono-carbono en el grupo
formador de anillos Bs produce un péptido ciclico que tiene el grupo formador de anillos Be.

Luego, el péptido resultante se escinde de la resina peptidica mediante un procedimiento
convencional (por ejemplo, condiciones que usan acido
trifluoroacético/etanoditiol/triisopropilsilano/agua para escindir de Rink Amide Resin AM). Después
de recuperar un péptido crudo mediante precipitacion con éter, el péptido de interés puede purificarse
mediante un procedimiento convencional (por ejemplo, cromatografia liquida de alta resolucion en
fase inversa).

El paso (3) consiste en formar un péptido biciclico cuando el oligopéptido X-A-L se sintetiza en
el paso (1). Los péptidos ciclicos obtenidos en el paso (2) pueden someterse a un método
convencional (por ejemplo, método de oxidacién de yodo) para formar un enlace tal como un enlace
disulfuro entre Xaa3 y Xaas, obteniendo asi un péptido biciclico. Después de recuperar un péptido crudo
mediante precipitacion con éter, el péptido de interés puede purificarse mediante un procedimiento
convencional (por ejemplo, cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa).

El paso (4) es formar un residuo de un aminodacido no natural que contiene un glicano en una
cadena lateral del oligopéptido X-A-L o Z-B-L cuando el residuo del aminoacido no natural que contiene
el glicano en una cadena lateral de L2 se reemplaza con un residuo de Lys. La conversién del residuo
de Lys se puede llevar a cabo uniendo un compuesto que contiene un glicano (por ejemplo, SGA como
se describe en el Procedimiento de sintesis 5 en los Ejemplos) a un grupo & amino del residuo de Lys

mediante un procedimiento convencional. Después de la reaccion, el péptido de interés puede
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purificarse mediante un procedimiento convencional (por ejemplo, cromatografia liquida de alta
resolucion en fase inversa).

En el paso (5), un grupo reactivo capaz de formar un grupo maleimida o un anillo de 1,2,3-
triazol para unir el oligopéptido X-A-L o Z-B-L a la molécula portadora se une a L3. La union del grupo
maleimida al oligopéptido se puede llevar a cabo mediante un procedimiento convencional usando un
reactivo tal como 3-maleimidopropionato de N-succinimidilo. Para formar el anillo de 1,2,3-triazol, se
puede utilizar una reaccién de cicloadicion como CuAAC y SPAAC. Dependiendo de la reaccién a
utilizar, se selecciona un grupo reactivo que incluye un grupo acetileno o DBCO como grupo reactivo
capaz de formar un anillo de 1,2,3-triazol. En un modo preferido, se utiliza SPAAC para formar un
anillo de 1,2,3-triazol y, en este caso, el grupo reactivo que incluye DBCO puede seleccionarse como
un grupo reactivo capaz de formar un anillo de 1,2,3-triazol. La union del grupo de reaccién que
incluye DBCO al oligopéptido se puede llevar a cabo mediante un procedimiento convencional, por
ejemplo, usando un reactivo tal como éster de dibenzociclooctin-N-hidroxisuccinimidilo.

Las moléculas portadoras en el paso (6) se preparan de acuerdo con el método descrito en III
anterior en "1. Molécula portadora". Dependiendo de un grupo reactivo unido al oligopéptido en el
paso (5), la molécula portadora se puede preparar para que tenga un grupo reactivo apropiado. Por
ejemplo, en el caso del acoplamiento con un oligopéptido que tiene un grupo maleimida, se puede
preparar una molécula portadora que tiene un grupo tiol. En el caso del acoplamiento con un
oligopéptido que tiene un grupo reactivo capaz de formar un anillo de 1,2,3-triazol, por ejemplo, se
puede introducir un grupo reactivo que contiene un grupo azida en la posicién 2 del acido sialico en el
extremo no reductor de la molécula que contiene Fc remodelada con glicano. Las moléculas que
tienen un grupo reactivo tal como un grupo azida en el extremo no reductor de los glicanos unidos a
N297 pueden sintetizarse en el paso de remodelacion de glicanos de las moléculas que contienen Fc.
Por ejemplo, la remodelacion de glicano se puede realizar usando una molécula donadora de glicano
en la que un grupo azida estd unido a la posicién 2 del acido sidlico en el extremo no reductor.

Un método conocido tal como el método descrito en III anterior bajo "3. Estructura de
enlace" se puede aplicar a un enlace del péptido ciclico a la molécula portadora, lo que se puede llevar
a cabo, por ejemplo, segun los Procedimientos de Sintesis 8 a 10 en los Ejemplos.

El conjugado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencién tiene
actividad inhibidora de TSP1 y tiene una ICso de 500 nM o menos, preferiblemente 200 nM o menos,
medida mediante un ensayo de inhibicién de la adhesion celular usando TSP1 humana y células
endoteliales vasculares como se describe a continuacién en la seccién de Ejemplos. Por lo tanto, el
conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable de la presente invencion tiene la capacidad de
bloquear la adhesion de células endoteliales vasculares a TSP1 y, por tanto, son Utiles como agentes

mejoradores del flujo sanguineo. Cuando la molécula portadora es una molécula que contiene Fc, y
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dos moléculas que contienen Fc estan reticuladas para formar una molécula conjugada (es decir,
dimero), la concentracion molar en el calculo de ICso se determina usando el peso molecular del dimero.
Cuando la molécula portadora es una molécula que contiene Fc, la molécula que contiene Fc no esta
reticulada y el conjugado permanece monomeérico (por ejemplo, unido a un péptido ciclico a través de
un grupo tiol generado por reduccion de un enlace disulfuro en la parte bisagra de la molécula que
contiene Fc), la concentracion molar en el calculo de ICso se determina utilizando el doble del peso
molecular del mondmero. Ademas, cuando la molécula portadora es una molécula que contiene Fc
que esta unida a un péptido ciclico mediante un grupo tiol generado al reducir el enlace disulfuro en
la parte bisagra, varios glicanos pueden unirse a la molécula que contiene Fc. En este caso, la
concentracion molar en el calculo de ICso se calcula utilizando el peso molecular del producto
desglicosilado.

5. Composicién farmacéutica

La presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende,
como componente activo, el conjugado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente
invencion (en lo sucesivo denominada "la composicion farmacéutica II de la presente (esta) invencion™).
La composicion farmacéutica II de esta invencion tiene excelente actividad inhibidora de TSP1 y una
ICso de 500 nM o menos, preferiblemente 200 nM o menos, medida mediante un ensayo de inhibicion
de la adhesion celular usando TSP1 humana y células endoteliales vasculares como se describe a
continuacion en la seccion de Ejemplos.  Por lo tanto, la composicion farmacéutica II de esta invencion
es Util para el tratamiento o profilaxis de enfermedades o sintomas que pueden tratarse o prevenirse
inhibiendo una funcion de TSP1 (por ejemplo, diversas enfermedades, incluidas enfermedades que
pueden ser causadas por inhibicion de la angiogénesis, enfermedades que puede ser causada por un
aumento de la trombogénesis, enfermedades inflamatorias, enfermedades que pueden ser causadas
por el deterioro de la funcion celular renal, enfermedades que pueden ser causadas por la supresion
de la vasorelajacidon, enfermedades isquémicas y enfermedades cancerosas y diversos sintomas,
incluida la crisis vasooclusiva asociada con; anemia de células falciformes, inhibicion de la angiogénesis,
necrosis tisular, resistencia a la insulina y heridas comunes). Ejemplos especificos de enfermedades
o sintomas son los descritos para la composicion farmacéutica I de la presente invencion.

La composicién farmacéutica II de la presente invencion tiene una excelente actividad
inhibidora de TSP1 y puede tener un efecto de mejora del flujo sanguineo y, por lo tanto, es Util para
el tratamiento o profilaxis de enfermedades que pueden tratarse o prevenirse mejorando el flujo
sanguineo.  Ejemplos de tales enfermedades incluyen isquemia cronica que amenaza las
extremidades, isquemia critica de las extremidades, trastorno vascular periférico, infarto de miocardio,
angina, lesién renal y lesion por reperfusion de isquemia. Ejemplos de isquemia cronica que amenaza

una extremidad incluyen el pie diabético, y ejemplos de pie diabético incluyen la Ulcera del pie diabético.
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En un modo preferido, la composicion farmacéutica II de esta invencion es Util para el
tratamiento o profilaxis de isquemia critica de extremidades, enfermedad arterial periférica o isquemia
cronica que amenaza las extremidades, y es, por ejemplo, til para acelerar la cicatrizacién de heridas
en pacientes con isquemia critica de extremidades y para mejorar el prondstico después del
tratamiento endovascular para la isquemia critica de extremidades.

Se sabe que la expresion de TSP1 aumenta en los musculos esqueléticos de las extremidades
inferiores de pacientes con isquemia critica de las extremidades. Aunque no se desea quedar ligado
a ninguna teoria, se cree que la composicion farmacéutica II de la presente invencién bloquea la
adhesién de células endoteliales vasculares a TSP1 y, por lo tanto, puede promover la angiogénesis o
vasodilatacion inhibida por TSP1. En virtud de esta funcién, la composicién farmacéutica II de esta
invencion puede acelerar la curacidén de heridas en pacientes con isquemia critica de extremidades y
mejorar el prondstico (por ejemplo, prevenir la reestenosis) cuando se combina con un tratamiento
endovascular con un catéter o similar.

La composicion farmacéutica II de la presente invencion se puede formular en una preparacion
farmacéutica mezclando el péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion con
cualquier aditivo farmacéuticamente aceptable apropiado. Por ejemplo, la composicién farmacéutica
II de esta invencion se puede administrar como preparaciones orales tales como tabletas, capsulas y
granulos, o como preparaciones parenterales tales como inyectables y agentes de absorcion
percutanea.

Tales preparaciones farmacéuticas se preparan mediante un método bien conocido usando
diferentes aditivos, incluyendo excipiente, aglutinante, desintegrante, lubricante, emulsionante,
estabilizador, diluyente, disolvente inyectable, solubilizante, agente de suspension, agente isotonizante,
regulador, analgésico, antiséptico, y antioxidante. Ejemplos especificos de aditivos son como se
describen para la composicion farmacéutica I de la presente invencion.

El sujeto al que se le administrara la composicién farmacéutica II de la presente invencion es,
por ejemplo, un animal mamifero, preferiblemente un ser humano.

La via de administracion de la composicion farmacéutica II de la presente invencidon puede ser
administracion oral o parenteral, y se puede seleccionar una via de administracion adecuada
dependiendo de la enfermedad a tratar. Ademas, la via de administracién de dicha composicion
farmacéutica inventiva puede ser administracion sistémica o topica. Ejemplos de administraciones
parenterales incluyen administracion intravenosa, administracion intraarterial, administracion
intramuscular, administracion intracutanea, administracion subcutanea, administracion intraperitoneal,
administracion percutanea, administracion intradsea y administracion intraarticular. Un modo
preferido de la via de administracién de dicha composicién farmacéutica II de la invencién es la

administracion intravenosa, la administracion subcutanea o la administracion percutanea.
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El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable de la presente invencion se puede
administrar a un sujeto en una cantiad terapéuticamente o profilacticamente efectiva. La expresion
"cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva" significa una cantidad necesaria para que un
agente activo muestre un efecto terapéutico o profilactico teniendo en cuenta una enfermedad, forma
de dosificacion y via de administracién concretas, y se determina, segun corresponda, dependiendo
de la especie de un sujeto, tipo de enfermedad, sintoma, sexo, edad, condicién preexistente y otros
elementos.

La dosis del péptido ciclico I o II o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente
invencion se determina, seglin corresponda, dependiendo de la especie de un sujeto, tipo de
enfermedad, sintoma, sexo, edad, condicion preexistente y otros elementos. Los adultos humanos
pueden tomar medicacion con dicho péptido ciclico I o II de la invencion o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en una dosis generalmente de 0.1 a 1000 mg/kg, preferiblemente de 0.1 a 10
mg/kg, una vez cada 1 a 7 dias, o dos o tres o0 mas veces al dia.

La composicion farmacéutica II de la presente invencion se puede combinar con al menos un
agente terapéutico o terapia conocida. Por ejemplo, durante el tratamiento de isquemia critica de
extremidades, la composicion farmacéutica II de esta invencién se puede administrar antes, después
o simultaneamente con el tratamiento endovascular con un catéter o similar.

El conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencién se puede administrar
mediante un stent liberador de farmaco (DES). El stent liberador de farmaco se refiere a un stent
gue tiene un farmaco activo en su superficie para que pueda eludir gradualmente el farmaco activo
después de colocarlo en un vaso sanguineo.

Ademas, la presente invencion se dirige a un método para el tratamiento o profilaxis de una
enfermedad o sintoma, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente eficaz del conjugado o sal farmacoldgicamente aceptable del mismo de esta
invencion a un sujeto que lo necesita.

Como se menciona en la presente invencién, el término "cantidad terapéuticamente o
profilacticamente efectiva" significa una cantidad necesaria para que un agente activo muestre un
efecto terapéutico o profilactico teniendo en cuenta una enfermedad, forma de dosificacion y via de
administracion concretas, y se determina, segun corresponda, dependiendo de la especie de un sujeto,
tipo de enfermedad, sintoma, sexo, edad, condicidn preexistente y otros elementos.

Como se hace referencia en la presente invencion, el "sujeto" es, por ejemplo, un animal
mamifero, preferiblemente un ser humano.

Como se hace referencia en la presente invencion, el término "administracion" incluye
administraciones orales y parenterales, y puede ser administraciones sistémicas o tdpicas. Ejemplos

de administraciones parenterales incluyen administracion intravenosa, administracion intraarterial,
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administracion intramuscular, administracion intracutanea, administracion subcutanea, administracion
intraperitoneal, administracion percutanea, administracion intradsea y administracion intraarticular.
Un modo preferido de la “administracion” como se menciona en esta invencion es la administracion
intravenosa, la administracidon subcutanea o la administracion percutanea.

Los ejemplos de "enfermedad(es) o sintoma(s)" a los que se hace referencia en la presente
invencion incluyen enfermedades o sintomas que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una funcion
de TSP1. Ejemplos especificos de enfermedades o sintomas son los descritos para la composicion
farmacéutica I de la presente invencion. En un modo preferido, el método para el tratamiento o la
profilaxis de esta invencidn es Util para el tratamiento o la profilaxis de isquemia critica de extremidades,
enfermedad arterial periférica o isquemia cronica que amenaza las extremidades, y es, por ejemplo,
util para acelerar la cicatrizacion de heridas en pacientes con isquemia critica de extremidades y para
mejorar el prondstico después del tratamiento endovascular para la isquemia critica de extremidades.

El conjugado de la presente invencion puede tener un perfil PK-PD mejorado en comparacion
con el péptido ciclico I o II de la presente invencion. Por lo tanto, segin el método para el tratamiento
o la profilaxis con la composicion farmacéutica II de esta invencion y el conjugado o sal
farmacéuticamente aceptable de la misma de esta invencion permite el tratamiento o profilaxis de
enfermedades o sintomas que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una funcion de TSP1 a una
menor frecuencia de administracion.

A continuacion, la presente invencion se describird con mas detalle con referencia a ejemplos

de trabajo y de prueba, pero el alcance de esta invencidn no se limita a estos ejemplos.

EJEMPLOS

[Ejemplo de sintesis]
1. Sintesis del Péptido-1 al Péptido-12 y sintesis del Péptido-115, Péptido-119 y Péptido-125 al Péptido-
139

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-1 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 1 (rendimiento: 19%) y Procedimiento de Sintesis 4 (rendimiento: 16%)
como se muestra a continuacion.  El rendimiento indica el resultado para un compuesto
representativo de cada procedimiento de sintesis.

También se sintetizaron del Péptido-2 al Péptido-12 utilizando el mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-115 y el Péptido-119 se sintetizaron
segun el Procedimiento de sintesis 1 como se muestra a continuacion.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-125 se sintetiz6 segln cualquiera del

Procedimiento de sintesis 1, el procedimiento de sintesis 11 y el procedimiento de sintesis 14 como se
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muestran a continuacion.
Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-126, Péptido-128, Péptido-129, Péptido-
134, Péptido-135 y Péptido-138 se sintetizaron segln cualquiera del Procedimiento de sintesis 1, el
procedimiento de sintesis 11 y el procedimiento de sintesis 12 como se muestran a continuacion.
Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-127, Péptido-130 a Péptido-133, Péptido-
136, Péptido-137 y Péptido-139 se sintetizaron segun cualquiera del Procedimiento de sintesis 1, el

procedimiento de sintesis 11 y el procedimiento de sintesis 13 como se muestran a continuacion.
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CUADRO 1
Péptido PM Proc. Proc. :| Proc. : [cCondicien. | Valor alencia | Rt
1 2 3 Lc-Ms |medidoMS | Ms
! (min)
1 1713.02| ot | Frocedimiento Condicion 1| g56.88 2{ 1.51
2 1699.00| F2%e TN | Procedimiento Condicion 11 849,87 2, 1.52
3 1689.98| F2%e TN | Procedimiento Condicion 11 845,35 2| 2.09
4 1689.98| F2%ecimieno | Procedimiento Condicién 1 845.35 2| 172
5 1705.00| Frocedmiento Procedimiento Condicion 1 852.86 2| 1.50
6 1643.96 Tgiei:ti;nsiizn;o Iidrgzei:ti;nsiie;n‘tto Condicién 1 822.36 2| 1.55
7 1669.99 Pdrg?selgtlzsingo Tg?s?gtl;nsinztlo Condicién 1 835.37 2| 1.66
8 1684.02| Procedimiento | procedimiento Condicion 1 842.38 2| 1.57
de sintesis 1 | de sintesis 4
9 1714.01| Procedimiento |procedimiento Condicion 1 857.37 2| 1.53
de sintesis 1 | de sintesis 4
10 1727.05| Procedimiento |procedimiento Condicion 1 863.87 2| 1.52
de sintesis 1 | de sintesis 4
11 1728.03( TSI | T titesin 4. Condicién 1 864.38 2| 1.53
12 1701.01| TETE | e ntosie 4 Condicion 1 850.88 2| 2.07
125 | 178a.10| ocedmento | Focement | antesis 14| Condicien 1 892.39 2| 1.78
126 | 1714.00] Pcimens [Procetmiens [ Poeinetl | 1| 85737 2] 177
127 | 1742.06] "peesmerio |Procedmento [Pocedmens [ "1 57130 2| 1.78
125 | 1699.98| Fpimens | P [Cocsrient [ o0y | 85038 2| 1.70
120 | 171401 Focedmentc | et | B0t |oongon | 857:37] 2| 180
130 | 1714.01 Procedimiento | Procedmiento | F0cBPmena | oonicion 1 857.37 2| 1.74
131 | 1728.03] Fpcetnient: [ pcamonts | Boreaent |oongon | 86438 2| 175
132 1728.03 'jg‘;?g;g‘;;”:o Procgdim.ieqt;) Procgdim.ier;tg Condicion 1 864.38 2 1.72
133 | 1756.00| oG | Procedmiento | Procedimients o isn 4 | 878.39 2| 1.81
134 | 1742.06| joommeno Procedimiento. | Procedimierto | condicion 1 871.39 2| 1.85
135 | 1742.06| Gounone 1 | Focedmiento | Feceamients [condicon 1 | 871.39 2| 182
136 | 1756.00| Sicae 1 | Frocedmiento [ (OIS |9 | 878.39 2| 183
137 | 1742.06 qoamane 1 | Locedmeno | ety [Conden T | 871.39 2[ 1.80
138 | 1728.03] esane | fesdments [ Focediont [Condioon 1 | seass| 2| 177
139 | 1742.06| foomes | Fcsdments | Fiocedmerts [Condoin 1| g71.39) 2 181
115 | 1666.91| joccdmeno Condicion 1 | 1666.91 1 1.47
119 | 1667.89| ocdmiento Condicion 1 834.40 2| 1.48
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Los residuos que constituyen los péptidos biciclicos Péptido-1 a Péptido-12 se muestran en el siguiente
cuadro. Cabe sefalar que el residuo de cisteina en la posicion 12 se ha convertido en un grupo
formador de anillos en el péptido ciclico. Los residuos de HCY en las posiciones 3 y 8 tienen enlaces
disulfuro formados en ellos.

Los residuos que constituyen el péptido-115 y péptido-119 se muestran en el siguiente
cuadro. Cabe sefalar que el residuo de cisteina en la posicidon 12 se ha convertido en un grupo
formador de anillos en el péptido ciclico.

Los residuos que constituyen el péptido biciclico péptido-125 se muestran en el siguiente
cuadro. Cabe sefalar que el residuo de cisteina en la posicion 12 se ha convertido en un grupo
formador de anillos en el péptido ciclico. Los residuos HCY en las posiciones 3 y 8 también tienen
grupos tiol que forman un enlace representado por -S-CHz-CO-CH>-S- (también denominado "puente
de acetona").

Los residuos que constituyen los péptidos biciclicos Péptido-126, Péptido-128, Péptido-129,
Péptido-134, Péptido-135 y Péptido-138 se muestran en el siguiente cuadro. Cabe sefialar que el
residuo de cisteina en la posicion 12 se ha convertido en un grupo formador de anillos en el péptido
ciclico. Los residuos de cisteina, los residuos de HCY o los residuos de Pen en las posiciones 3 y 8
también tienen enlaces disulfuro formados en los mismos.

Los residuos que constituyen los péptidos biciclicos Péptido-127, Péptido-130 a Péptido-133,
Péptido-136, Péptido-137 y Péptido-139 se muestran en el siguiente cuadro. Cabe sefialar que el
residuo de cisteina en la posicién 12 se ha convertido en un grupo formador de anillos en el péptido
ciclico. Los residuos de cisteina, los residuos de HCY o los residuos de Pen en las posiciones 3 y 8
también tienen grupos tiol que forman un enlace representado por -S-CH>-S- (también denominado

"puente de metileno").
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2. Sintesis de Péptido-13 a Péptido-24

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-13 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 1 (rendimiento: 6%), Procedimiento de Sintesis 4 (rendimiento: 44%) y
Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 50%) como se muestra a continuacion.

También se sintetizd el Péptido-14 utilizando el mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-15 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 2 (rendimiento: 3%), Procedimiento de Sintesis 4 (rendimiento: 84%) y
Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 60%) como se muestra a continuacion.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-16 se sintetizd segin cualquiera del

Procedimiento de sintesis 3 (rendimiento: 13%), Procedimiento de Sintesis 4 (rendimiento: 28%) y

Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 53%) como se muestra a continuacion.

También se sintetizaron del Péptido-17 al Péptido-24 utilizando el mismo procedimiento.

CUADRO 3
Péptido Proc. Proc. Proc. Cond. Valor valenci| Rt
PM 1 2 3 LC-MS |medido MS | *2EC _
a {min)
13 3165.49 Procgdimignto Procgdimignto Proce’dimignto Condicién 1 1055.46 3 1.45
de sintesis 1 de sintesis 4 de sintesis 6 -
14 3051.39 | Procgdimignto Procgdimignto Proce’dimignto Condicion 1 1017.45 3 1.51
de sintesis 1 de sintesis 4 de sintesis 6 .
15 2937.29 Procgdimignto Procgdimignto Proce’dimignto Condicion 1 1468.65 3 1.49
de sintesis 2 de sintesis 4 de sintesis 6
16 4305.88 Procgdimignto Procgdimignto Proce’dimilento Condicion 1 1435.37 3 2.10
de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6
17 4365.94 Procgdimignto Procgdimignto Proce’dimilento Condicion 1 1455.38 3 1.57
de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6
18 4305.88 Procgdimignto Procgdimignto Proce’dimilento Condicion 1 1435.37 3 1.59
de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento | Gondicion 1
19 4305.88 | '\ Citesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6 ondicion 1435.37 3| 210
20 4361.99 | Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento | GCondicion1 | 1454.06 3 1.92
de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6
21 4361.99 | Procedimiento [ Procedimiento | Procedimiento | Condicion 1 | 1454.06 3 1.65
de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6
22 4365.94 Pdroce’dimi_ento Procedimiento | Procedimiento | Congdicion 1 | 1455.37 3 1.58
e sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento | Gondicién 1
23 4365.94 de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6 1455.37 3| .57
24 4361.99 Proce:dimi_ento Procgdimignto Procgdimignto Condicion 1 1454.05 3 1.63
de sintesis 3 de sintesis 4 de sintesis 6

Los residuos que constituyen los péptidos biciclicos Péptido-13 a Péptido-24, que tienen una
estructura de enlace se muestran en el siguiente cuadro. Cabe sefalar que el residuo de cisteina en
la posicién 12 se ha convertido en un grupo formador de anillos en el péptido ciclico. El grupo
formador de anillos forma un enlace amida con la estructura de enlace en un grupo aminocarbonilo, y
el NHz en el grupo aminocarbonilo se ha sustituido con NH del grupo amino N-terminal del residuo de
aminoacido N-terminal en la estructura de enlace. Los residuos de HCY en las posiciones 3 y 8 tienen
enlaces disulfuro formados en ellos. El residuo de lisina C-terminal ha sido maleimidado mediante el

Procedimiento de Sintesis 6.
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3. Sintesis del Péptido-25 a Péptido-72

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-25 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 1 (rendimiento: 13%) y Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 71%)
como se muestra a continuacion.

También se sintetizaron el Péptido-26 al Péptido-35, el Péptido-37 al Péptido-50 y el Péptido-
57 al Péptido-59 utilizando el mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-36 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 2 (rendimiento: 6%) y Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 71%) como
se muestra a continuacion.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-51 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 3 (rendimiento: 9%) y Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 32%) como
se muestra a continuacion. Se usdé Fmoc-Lys(Boc)-OH como Lys C-terminal, y se us6 Fmoc-
Lys(ivDde)-OH como el otro Lys (convertido a KPEG).

También se sintetizaron el Péptido-52 al Péptido-56, el Péptido-70 al Péptido-72 utilizando el
mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-60 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 1 (rendimiento: 15%), Procedimiento de Sintesis 5 (rendimiento: 23%) y
Procedimiento de Sintesis 6 (rendimiento: 50%) como se muestra a continuacion. Se usdé Fmoc-
Lys(ivDde)-OH como Lys C-terminal, y se usé Fmoc-Lys(Boc)-OH como el otro Lys (convertido a KSG).

También se sintetizaron del Péptido-61 al Péptido-69 utilizando el mismo procedimiento.
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CUADRO 5-1

Péptido Proc. 1 Proc. 2 Proc. 3 Cond. Valor  \/glencil Rt
PM LC-MS | medidoMS | 5 vs | .

(min)

25 2705.05 Pd’gcs‘fgt'g“s'gnﬁc’ Fg‘e’cjgt'g‘s'g“g’ Condicion 1| 1353,18 2| 1.48
26 2762.11 Pd’gcs‘fgt'g“s'gnﬁc’ Fg‘e’cjgt'g‘s'g“g’ Condicién 1 | 1381.69 2| 1.42
27| sonazs | Tuamens | Preinas Gonaoen | _t001s1| 3| 149
28| 27 |Fpeaet s Cordoin | o213 3| 147
29 3004,29 | Focedmiento | Procedimiento Condicién 1 | 1001.81 3| 1.47
30 3060.39 | ,o0eqmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1020.49 3| 1.46
31 3004.29 | ho0edmiento | Procedimiento Condicion 1 |~ 1001.81 3| 146
32 3060.39 | Fo0edmiento | Procedimiento Condicién 1 | 1020.48 3| 1.45
33 © 2759.14 | Procedimiento | Procedimiento Condicion 1 | 1379.68 2| 1.69
34 2989.31 | "jocedmienio | Procedimiento Condicien1 | 1494.72| 2| 1.65
35 2890.19 | "jocedmiento | Procedimiento Condicion 1 963.80 3| 1.48
36 2776.08 | Frocedmiento [ Procedimiento Condicion1| 92579 | 3| 1.49
37 | 2745.11182 | F%eqmiento | Procedmiento Condiciéon 1 | 915.4669 3!1.703
38 | 2975.28662 | ,ocqmeno | Procedmiento Condicion 1 | 992.1473 3 1.661
39 |3032.34131 | jocedmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1011.1617 | 3 | 1.565
40 | 2004.21216 | jocoqmeno | Frocedimiento Condicion 1 | 968.4718 | 3 | 1.533
a1 3018.3147 | jocomen | Procedmiento Condicion 1 | 1006.474 3 |2.081
42 |2904.21216 | jooqmeno | Procecmiento | Condicion 1 | 968.4725 3|1.532
43 3560.972 | frocedimiento | Procedimiento |~ " icien1 | 1187.2642 | 3 | 2.097
44 | 3632.0499 | roccdimiento | Procedmiento Condicion 1 | 1210.9423 3| 21
45 3688.1563 | joccdmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1229.6301 3|1.823
46 3692.1019 | ocedmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1230.9509 3| 1.596
47 3660.1031 | jocoqmiene | Procedimiento Condicion 1 | 1220.2886 3|1.598
a8 | 3632.0499 Procedmiento [ Procedimiento Condicion 1 | 1210.942 3|1.501
49 3632.0499 | ocedmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1210.9407 3| 1.599
50 3632.0499 | jocoamiento | Frocedmiento Condicién 1 | 1210.9404 3| 1.59
51 4272.8105 | jocedmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1424.4027 3| 1.684
52 4272.8105 | hiocedmiento | Procedimiento Condicion 1 | 1424.4024 3| 1.68
53 4272.8105 | "joceamento | Procedimiento Condicion 1 | 1424.396 3 |1.685
54 4244,7573 | "jocedmiento | Procedimieno Condicién 1 | 1415.0577 3| 1.568
55 4244.7573 | "jocedmiento | Procedimiento Condicién 1 1415.056 3|1.533
56 4244.7573 | Frocedimiento | Procedimiento Condicion 1 | 1415.0559 | 3 |1.534
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CUADRO 5-2
57 3075.3661 Procgdimi_ento Proce’dimignto ‘ Condicién 1 | 1025.4912 3| 1.444
de sintesis 1 de sintesis 6
58 3075.3661 | Procedimiento | Procedimiento Condicién 1 | 1025.4925 3| 1.445
d de sintesis 1 de sintesis 6
59 3075.3661 | "rocedimiento | Procedimiento Condicion 1 | 1025.4922 31| 1.443
de sintesis 1 de sintesis 6
60 6024.2405 Procgdimi_ento Proce’dimignto Procgdimi_ento Condicion 1 | 1506.1701 4| 1.476
de sintesis 1 de sintesis 5 de sintesis 6
61 6024.2405 Procgdlmlgnto Proc§d|m|§nto Proc(?dimi_ento Condicién 1 | 1506.1697 4| 1.468
de sintesis 1 de sintesis 5 de sintesis 6
62 5794.0657 | Procedimiento (Procedimiento | Procedimiento | ongicion 1 | 1931,2051 3|1.486
de sintesis 1 de sintesis 5 de sintesis 6
63 5794.0657 | Frocedmiento, Procedimiento | Procedimiento | congigien 1 | 1448.6553 4 |1.489
e sintesis 1 de sintesis 5 de sintesis 6
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento PR
64 5794.0657 de sintesis 1 | de sintesis 5 de sintesis 6 Condicion 1 | 1931.2045 3 |1.495
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento P
65 5996.1874 de sintesis 1 | de sintesis 5 de sintesis 6 Condicion 1 | 1499.1625 4| 2.071
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento s
66 5996.1874 de sintesis 1 | de sintesis 5 de sintesis 6 Condiciéon 1 | 1499.1659 4 2.07
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento L
67 5996.1874 de sintesis 1 | de sintesis 5 de sintesis 6 Condicion 1 | 1998.5501 3| 1.408
Procedimiento |Procedimiento | Procedimiento L.
68 5766.0126 de sintesis 1 | de sintesis 5 de sintesis 6 Condicién 1 | 1441.6496 4| 1.421
Procedimiento |Procedimiento | Procedimiento L
69 5766.0126 de sintesis 1 | de sintesis 5 de sintesis 6 Condicién 1 1441.'6473 4 1412
Procedimiento |Procedimiento L
70 3283168 de sintesis 3 | de sintesis 6 Condicién 1 | 1443.0842 3 | 1.666
Procedimiento {Procedimiento L
71 4332.8624 de sintesis 3 de sintesis 6 Condicion 1 _1444.4025 3|1.647
Procedimiento |Procedimiento L
72 4332.8624 de sintesis 3 de sintesis 6 Condicion 1 1444.4083 3]1.984

Los residuos que constituyen los péptidos ciclicos Péptido-25 a Péptido-72, que tienen una

estructura de enlace se muestran en el siguiente cuadro.

Cabe sefialar que en el siguiente cuadro,

los residuos de aminodacidos del ler al 11o de los péptidos ciclicos Péptido-25 a Péptido-72

corresponden a Zaa2 a Zaa12 €n el péptido ciclico II de la presente invencion, y Zaa1 esta ausente.

120 residuo de cisteina se ha convertido en un grupo formador de anillos en el péptido ciclico.

El

grupo formador de anillos forma un enlace amida con la estructura de enlace en un grupo

aminocarbonilo, y el NHz en el grupo aminocarbonilo se ha sustituido con NH del grupo amino N-

terminal del residuo de aminoacido N-terminal en la estructura de enlace.

terminal ha sido maleimidado mediante el Procedimiento de Sintesis 6.

El residuo de lisina C-
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4, Sintesis de Péptido-73 a Péptido-109

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-73 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 1 (rendimiento: 13%) y Procedimiento de Sintesis 7 (rendimiento: 76%)
como se muestra a continuacion.

Péptido-74, Péptido-75, Péptido-79 a Péptido-83, Péptido-85, Péptido-87 a Péptido-91,
Péptido-95, Péptido-96, Péptido-98, Péptido-100 a Péptido-106 y Péptido-109 también se sintetizaron
utilizando el mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-76 se sintetizd segun cualquiera del
Procedimiento de sintesis 1 (rendimiento: 20%), Procedimiento de Sintesis 4 (rendimiento: 14%) y
Procedimiento de Sintesis 7 (rendimiento: 73%) como se muestra a continuacion.

También se sintetizaron el Péptido-77, Péptido-78, Péptido-84, Péptido-86 y el Péptido-92 al
Péptido-94 utilizando el mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-97 se sintetizd segin cualquiera del
Procedimiento de sintesis 2 (rendimiento: 6%) y Procedimiento de Sintesis 7 (rendimiento: 60%) como
se muestra a continuacion.

También se sintetiz6 el Péptido-107 utilizando el mismo procedimiento.

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Péptido-99 se sintetizd segun cualquiera del

Procedimiento de sintesis 2 (rendimiento: 20%), Procedimiento de Sintesis 4 (rendimiento: 14%) y

Procedimiento de Sintesis 7 (rendimiento: 73%) como se muestra a continuacion.

También se sintetizd el Péptido-108 utilizando el mismo procedimiento.

CUADRO 7
Péptido Proc. . Proc. Proc. Condicién | Valor iygencit Rt
PM 1 2 3 LC-MS |medidoMS| g™l

(min)
Procedimiento Procedimiento inids

73 2841'72;4__ de sintesis 1 de sintesis 7 Condicicn 1 | 1421.21 2 1.90

74 | 2910.31 | Procedimiento | Procedimiento Condicion 1 | 1455.23 2| 1.78

| de sintesis 1 de sintesis 7

Procedimiento Procedimiento i i

75| 3140.48 de sintesis 1 de sintesis 7 Condicion 1 | 1047.17 3 1.74
Procedimiento | Procedimiento | Procedimiento inid

76 | 320 1'_6:!'7 _ de sintesis 1 de sintesis 4 de sintesis 7 Condicién 1 | 1067.48 3 1.77
Procedimiento Procedimiento | Procedimiento PR

77 | 3301.68 de sintesis 1 de sintesis 4 de sintesis 7 Condicion 1 1100.83 3 1.75
Procedimiento Procedimiento | Procedimiento PR

78 3187'58 de sintesis 1 de sintesis 4 de sintesis 7 Condicion 1 1062.81 3 1.76
Procedimiento Procedimiento L.

79 | 3168.53 de sintesis 1 de sintesis 7 Condicion 1 1056.51 3 1.79
Procedimiento Procedimiento L.

80| 3186.50 de sintesis 1 de sintesis 7 Condicién 1 1593.25 2 1.72
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CUADRO 8

Péptido Proc. Proc. Proc. LC-MS Valor - lyalenci Rt

PM 1 2 3 . medido MS | ;s .

condition {min})
01| 252033 [pen | P Coion 1| s7s.as| 3| 174
42| 3165.54 | Fistments | Prcedmenty Condoon 1| 158277 | 2| 1t
03| asia2s [Tt PO | Gowioen 1| 1ass72| 2| 174
4| 2ssr.3s [ Tt o P | Condion 1| 1asses | 2| 176
85| 2em1.90 it | Proedni: Condion 1| seos2| 3| s
o | 295642 Fomnert | P cdieo ool oty | Gonaoen 1| owse0 | 3| 178
87| 2881.30 Pd’gcs?:t'g“;g”? Pd’gcs?:t'g“sfl‘;”;" Condicion 1| 960.82 3 1.78
88 | 3370.66 | F,o0dmieno | Procedimiento Condicién 1| 1123.86 3 1.72
89 | 3255.5681 | "rocedmiento | Procedimiento Condicion 1| 1085.5172 3 1.727
| 90| 3025.3933 | Focecimieno | Plocetmen? Condicién 1| 1008.8277 3 1.746
91 | 31545073 ngifgt':s'f;”? Frocedimiento Condicion 1| 1051.8421 3 1.749
02 |3156.5954 |Pdments | Focsininto Fresdiot| Condoen 1| 1052481 3| 1.759
03 | 3071.508 [Focetments [Fiosament| Fcdont | Coricén | 10293387 | 3| 1765
94 [ 186,595 | "pdriete | Pooriet Pl | Goraotn | s06248| 3| 1747
95 | 3154.5073 Procedimiento f Procedimientol | Condicién 1| 1051.8465 3 1.726
96 | 3040.4046 Pdfg?l:t'ggnf ngzel:t'g“;g”? Condicién 1| 1013.8938 3 175
97 3040.4046 |Fosinits | Prossdnent Condoén | 10130308 | 3| 175
o | 3182.5604 | Paners [ Frssamentol | Gondiion 1| 0611677 | 3| 192
99 [ 3201.6067 | Focstnirts | ocsdmert| Pasanend | Gonaion 1 10674832 3| 1767
100 | 3140.4807 P(;gifgt'ggngc’ ngifgt'g;”;" Condicién 1| 1047.173 3 1.731
Condion | oss.8011 3| 173
Condion | 107,472 3| 178
103 [ 3196 587 [Fcedmont | Pcinins Condion | 1065.8563 | 3| 1729
104 | 2895.331 | Procedimiento | Procedimiento Condicién 1| 965,491 3 1,885
105 | 3125.5058 | Procedmiento | Procedimiento Condicién 1| 1042.1788 | 3 1.852
| 107 | 2912.2754 'i;:‘;‘?:{em;sng’ ?:Z?:;em;?sn;o ~ Condicién 1 971.142 3 1.764
108 [ 30734775 [Fyscdmert | Posdmen{ BT Gomion 1 10007058 | 3| 1.778
109 | 3154.5073 ngcsfgt'ems'gngo ngifgt'emsffsngo e Condicion 1| 1051.8419 3 1.772

Los residuos que constituyen los péptidos ciclicos Péptido-73 a Péptido-109, que tienen una
estructura de enlace se muestran en el siguiente cuadro. Cabe sefalar que en el siguiente cuadro,
del 1er al 110 residuos de aminoacidos de los péptidos ciclicos Péptido-73 a Péptido-75, Péptido-79 a
Péptido-83, Péptido-85, Péptido-87 a Péptido-91, Péptido-95 a Péptido-98, Péptido-100 a Péptido-107
y Péptidp-109 corresponden a Zaa2 @ Zaa12 €n €l péptido ciclico II de la presente invencidn y Zaai1 esta

ausente. El residuo de cisteina en la posicién 12 se ha convertido en un grupo formador de anillos
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en el péptido ciclico. El grupo formador de anillos forma un enlace amida con la estructura de enlace
en un grupo aminocarbonilo, y el NH2 en el grupo aminocarbonilo se ha sustituido con NH del grupo
amino N-terminal del residuo de aminoacido N-terminal en la estructura de enlace. Los residuos HCY
en las posiciones 3 y 8 en Péptido-76 a Péptido-78, Péptido-84, Péptido-86, Péptido-92 a Péptido-94,
Péptido-99 y Péptido-108 también tienen enlaces disulfuro formados en ellos. El residuo de lisina C-

terminal se ha sometido a modificacion de DBCO mediante el Procedimiento de Sintesis 7.
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5. Preparacion de molécula que contiene Fc
(1) Preparacion de Fc-A (forma LALA)

Fc-A se prepard segun la descripcion en el Ejemplo 2-5 del documento WO 2018/003983.
Fc-A es una forma LALA de Fc-B (SEQ ID NO: 135), que es una molécula de anticuerpo parcial que
consiste en el fragmento Fc de IgG1, con una extension N-terminal (SEQ ID NO: 137).
(2) Preparacion de Fc-C (forma LALA-PA)
(i) Construccidn del vector de expresion de la cadena Fc-CH

Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 138) que contiene la secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de Fc-C, que era un anticuerpo parcial que consiste en el
fragmento Fc de IgG1 humana, se sintetizd como molécula portadora (Thermo Fisher Scientific).
Usando el fragmento de ADN sintetizado, el vector pCMA-LK descrito en el documento WO
2015/046505 se digirié con Xbal y Pmel y luego se unié usando un kit de clonacion por PCR In-Fusion
HD (producido por Takara Bio USA, Inc.) para construir un vector de expresion Fc-C. El vector de
expresion resultante se denomind "pCMA/Fc-C". La secuencia de nucledtidos que codifica la
secuencia de aminoacidos de Fc-C esta en las posiciones de nucledtidos 61 a 741 de SEQ ID NO: 165
(las posiciones de nucledtidos 1 a 60 codifican la secuencia senal). La secuencia de aminoacidos de
Fc-C es la secuencia en las posiciones de aminoacidos 21 a 247 de SEQ ID NO: 139 (las posiciones de
aminoacidos 1 a 20 son secuencias sefal).
(i) Produccion de Fc-C

Se pasaron células FreeStyle 293F (producidas por Thermo Fisher Scientific) y se cultivaron
en un matraz giratorio a 37°C y 8% de CO: usando un dispositivo de cultivo de células animales tipo
BCP (producido por Biott Corporation). El cultivo posterior se realizé utilizando WAVE BIOREACTOR
(producido por GE Healthcare) segun las instrucciones. Se diluyeron células FreeStyle 293F en una
fase de crecimiento logaritmico con un medio de expresion FreeStyle 293 (producido por Thermo
Fisher Scientific), ajustado de 2.0 a 2.4 x 108 células/mL, y se transfiri6 a un volumen de 6 L a una
bolsa WAVE de cultivo de 50 L (producida por Cytiva). Posteriormente, también se transfirieron 6
litros de medio de expresion FreeStyle 293 y se cultivaron durante la noche con agitaciéon a 37°Cy COz
al 8%. Se afiadieron 37.5 mg de polietilenimina (producida por Polysciences, Inc.) a 400 ml de medio
Opti-Pro SFM (producido por Thermo Fisher Scientific). Luego, se agregaron 12.5 mg del vector de
expresion pCMA/Fc-C a 400 ml del medio Opti-Pro SFM. La mezcla de vector de expresion/Opti-Pro
SFM se afadié a la mezcla de polietilenimina/Opti-Pro SFM, se agitd suavemente y se dejé reposar
durante otros 5 minutos antes de agregarla por completo a la bolsa de cultivo WAVE de 50 litros en la
que se cultivaron células FreeStyle 293F. Después de 4 horas de cultivo con agitacion a 37°C y CO2
al 8%, se afiadieron 12 | de medio EX-CELL VPRO (producido por SAFC Biosciences) y 500 ml de BD
Recharge CD de 43.4 g/| (producido por BD Biosciences) y se cultivaron con agitaciéon a 37°C y CO: al
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8% durante 6 dias. El sobrenadante del cultivo resultante se pas6 a través de un filtro profundo
(tamafio de poro: 5 um, producido por GE Healthcare), seguido de filtracion a través de un filtro de
cartucho de capsulas (tamafio de poro: 0.45 um, producido por ADVANTEC TOYO KAISHA, LTD.).
(iii) Produccién de Fc-C

La purificacion de Fc-C se llevo a cabo de la misma manera que el método de purificacion de
Fc-B descrito en el Ejemplo 2-4 (2-4C) del documento WO 2018/003983 mediante un proceso de dos
pasos de cromatografia de afinidad de Proteina A e hidroxiapatita ceramica.

6. Sintesis del conjugado-1 al conjugado-12

Como se muestra en el siguiente cuadro, el Conjugado-1 al Conjugado-12 se sintetizaron
segun el Péptido-13 a Péptido-24 de acuerdo con el Procedimiento de sintesis 8 como se muestra a
continuacién. En el Conjugado-1 al Conjugado-12, el Péptido-13 al Péptido-24 se unieron cada uno
a Cys226 y Cys229 (Cys en las posiciones 226 y 229 del indice Eu, respectivamente) de la molécula
gue contiene Fc. En los Cuadros 11 a 14, dos moléculas que contienen Fc conjugadas con péptidos
ciclicos se entrecruzaron mediante un enlace disulfuro para formar una molécula en los conjugados de
glicano Conjugado-61 a Conjugado-97, mientras que las moléculas que contienen Fc (mondmeros) no
se entrecruzaron en los conjugados de maleimida Conjugado-1 a Conjugado-60. Aunque cada
conjugado de maleimida existe como una mezcla en la que varios glicanos estan unidos de forma
heterogénea a moléculas que contienen Fc, los glicanos de las moléculas que contienen Fc se excluyen
del célculo del peso molecular del conjugado de maleimida y de la medicion por LC-MS en los Cuadros
11 al 14. En otras palabras, el peso molecular del glicano no se considera en el calculo del peso
molecular del conjugado de maleimida, y en la medicién de MS, la desglicosilacion se realiza antes de
la medicion de LC-MS.
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7. Sintesis del conjugado-13 al conjugado-97
Como se muestra en el siguiente cuadro, el Conjugado-13 al Conjugado-97 se sintetizaron

usando el Péptido-25 a Péptido-109 (compuestos formados por un péptido ciclico y una estructura de
enlace) de acuerdo con el Procedimiento de sintesis 9 o el Procedimiento de sintesis 10 como se
muestra a continuacién. En el Conjugado-13 al Conjugado-60, el Péptido-25 al Péptido-72 se unieron
cada uno a Cys226 y Cys229 (Cys en las posiciones 226 y 229 del indice Eu, respectivamente) de la
molécula que contiene Fc. Ademas, los glicanos unidos a N297 de las moléculas que contienen Fc en
el Conjugado-61 al Conjugado-97 se someten cada uno a remodelacion de glicanos en N297-(Fuc)SG.
Cabe sefalar que el péptido ciclico correspondiente a los restos peptidicos ciclicos de los conjugados
65, 74 y 80 a 82 es el Péptido-1. El péptido ciclico correspondiente a un resto de péptido ciclico del
Conjugado-64 es el Péptido-11.  El péptido ciclico correspondiente a restos de péptidos ciclicos de los
Conjugados 66 es el Péptido-9. El péptido ciclico correspondiente a un resto de péptido ciclico del
Conjugado-72 es el Péptido-6. El péptido ciclico correspondiente a un resto de péptido ciclico del
Conjugado-87 es el Péptido-10. Los péptidos ciclicos correspondientes a restos de péptidos ciclicos
de otros conjugados se denominan Péptidos 110 a 124, como se muestra a continuacion.

Conjugado-13, 61, 68, 70: Péptido-110

Conjugado-14: Péptido-111

Conjugado-69, 83, 85, 86: Péptido-112

Conjugado-29, 97: Péptido-113

Conjugado-73: Péptido-114

Conjugado-15 a 20, 42 a 47, 53 a 57, 62, 63, 76 a 78, 88 a 91: Péptido-115

Conjugado-21, 22, 92, 93: Péptido-116

Conjugado-75: Péptido-117

Conjugado-71: Péptido-118

Conjugado-23, 24, 94, 95: Péptido-119

Conjugado-25, 26: Péptido-120

Conjugado-27, 31 a 41, 48 a 52, 58 a 60, 67: Péptido-121

Conjugado-79: Péptido-122

Conjugado-28, 30: Péptido-123

Conjugado-84: Péptido-124
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Procedimiento de sintesis 1

Este procedimiento se llevd a cabo utilizando el sintetizador automatico Syro II (producido
por Biotage Japdn) segin un método de sintesis en fase solida comin utilizando un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (grupo Fmoc) como un grupo protector del grupo a-amino.

El equivalente a 88 pmol de Rink Amide Resin AM (producida por Novaviochem) se afiadio a
un recipiente de reaccion, y 3 equivalentes de cada uno de hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-
1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HATU), N,N-diisopropilamina y un aminoacido protegido con grupo
Fmoc y se hicieron reaccionar juntos en 1-metil-2-pirrolidinona.

La eliminacion de los grupos Fmoc se llevd a cabo usando piperidina/1-metil-2-pirrolidinona
al 20%.

Después de acoplar el aminoacido N-terminal y eliminar el grupo Fmoc de este aminoacido,
se afiadieron 3 equivalentes de cada uno de N,N-diisopropilcarbodiimida, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol
(HOAL) y acido cloroacético y se hicieron reaccionar juntos en 1-metil-2-pirrolidinona.

Una resina peptidica producida se lavd tres veces con 1-metil-2-pirrolidinona y tres veces
con diclorometano, seguido de secado. Se afadieron 2 ml de &cido
trifluoroacético/etanoditiol/triisopropilsilano/agua (92,5:2.5:2.5:2.5 en volumen) y la mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 3 horas.

Se recuperd un péptido bruto escindido mediante precipitacion con éter, se lavo dos veces
con éter terc-butilmetilico, se secé y luego se disolvié en dimetilsulféxido (8 ml). Después de la
adicién de n-propilamina (80 pL), la mezcla se dejé reposar durante la noche. Ademas, después de
la adicion de acido acético (80 uL), la solucion de reaccion se concentrd usando V10 (producida por
Biotage Japan) y se purificd mediante cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa usando
Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por Phenomenex) para producir el produ cto de interés.
Como fase mavil se us6 agua/acetonitrilo que contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizé una
fraccion del producto de interés para producir el producto de interés como una sal de acido
trifluoroacético.

Procedimiento de sintesis 2

Resina de cloruro de 2-clorotritilo (malla 100 - 200) y el equivalente a 88 umol de DVB al 1%
(producido por MERCK) se agregd a un recipiente de reaccion y la mezcla se suspendio en 2 ml de
diclorometano para permitir el hinchamiento de la resina. Después de la filtracion con succidn, se
afiadieron 1.5 ml de 1.5 equivalentes de aminoacidos protegidos con un grupo Fmoc soportado sobre
la resina en diclorometano, seguido de la adicidon de 5 equivalentes de N,N-diisopropilamina y la mezcla
se agito. Después de la filtracion, la resina se lavd con una solucion mixta de
diclorometano/metanol/N,N-diisopropilamina = 17/2/1. El alargamiento de aminoacidos subsecuente

se realizd usando el sintetizador automatico Syro II (producido por Biotage Japan) segin un método
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de sintesis en fase sélida comun utilizando un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (grupo Fmoc) como
un grupo protector del grupo a-amino. En 1-metil-2-pirrolidinona, 3 equivalentes de cada uno de
hexafluorofosfato  de  O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio ~ (HATU), N,N-
diisopropilamina y un aminoacido protegido por el grupo Fmoc se afadieron y se hicieron reaccionar
juntos.

La eliminacion de los grupos Fmoc se llevd a cabo usando piperidina/1-metil-2-pirrolidinona
al 20%.

Después de acoplar el aminoacido N-terminal y eliminar el grupo Fmoc de este aminoacido,
se anadieron 3 equivalentes de cada uno de N,N-diisopropilcarbodiimida, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol
(HOAL) y acido cloroacético y se hicieron reaccionar juntos en 1-metil-2-pirrolidinona.

Una resina peptidica producida se lavo tres veces con 1-metil-2-pirrolidinona y tres veces
con diclorometano, seguido de secado. Se anadieron 2 ml de acido
trifluoroacético/etanoditiol/triisopropilsilano/agua (92,5:2.5:2.5:2.5 en volumen) y la mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 3 horas.

Se recuperd un péptido bruto escindido mediante precipitacién con éter, se lavo dos veces
con éter terc-butilmetilico, se secé y luego se disolvié en dimetilsulféxido (8 ml). Después de la
adicion de n-propilamina (80 L), la mezcla se dejo reposar durante la noche. Ademas, después de
la adicion de acido acético (80 uL), la solucion de reaccion se concentré usando V10 (producida por
Biotage Japan) y se purificdé mediante cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa usando
Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por Phenomenex) para producir el produ cto de interés.
Como fase mdvil se us6 agua/acetonitrilo que contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una
fraccion del producto de interés para producir el producto de interés como una sal de acido
trifluoroacético.

Procedimiento de sintesis 3

Este procedimiento se llevé a cabo utilizando el sintetizador automatico Syro II (producido
por Biotage Japan) segin un método de sintesis en fase sélida comun utilizando un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (grupo Fmoc) como un grupo protector del grupo a-amino.

El equivalente a 88 pmol de Rink Amide Resin AM (producida por Novaviochem) se afadio a
un recipiente de reaccion, y 3 equivalentes de cada uno de hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-
1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HATU), N,N-diisopropilamina y un aminoacido protegido con grupo
Fmoc o PEG O11A se agregaron e hicieron reaccionar en 1-metil-2-pirrolidinona.

La eliminacion de los grupos Fmoc se llevd a cabo usando piperidina/1-metil-2-pirrolidinona
al 20%.

Después de que O11A se introdujo en el grupo a-amino de Lys que tiene un grupo s-amino

protegido con un grupo (4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)-3-metilbutilo (grupo ivDde), el grupo
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ivDde se desprotegid segun el siguiente método.

La escision del grupo ivDde en la fase sélida se llevd a cabo usando 3% de
hidrazina/dimetilformamida. Se afiadié 1 ml de hidrazina al 3 %/dimetilformamida a 100 mg de resina
peptidica y la mezcla se agitd. Este procedimiento se repitio tres veces para eliminar el grupo ivDde.
Posteriormente, la cadena peptidica se extendié de la misma manera que anteriormente.

Después de acoplar el aminoacido N-terminal y eliminar el grupo Fmoc de este aminoacido,
se anadieron 3 equivalentes de cada uno de N,N-diisopropilcarbodiimida, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol
(HOAL) y acido cloroacético y se hicieron reaccionar juntos en 1-metil-2-pirrolidinona.

Una resina peptidica producida se lavo tres veces con 1-metil-2-pirrolidinona y tres veces
con diclorometano, seguido de secado. Se anadieron 2 ml de acido
trifluoroacético/etanoditiol/triisopropilsilano/agua (92,5:2.5:2.5:2.5 en volumen) y la mezcla se agito
a temperatura ambiente durante 3 horas.

Se recuperd un péptido bruto escindido mediante precipitacién con éter, se lavo dos veces
con éter terc-butilmetilico, se secé y luego se disolvié en dimetilsulféxido (8 ml). Después de la
adicion de n-propilamina (80 L), la mezcla se dejo reposar durante la noche. Ademas, después de
la adicion de acido acético (80 uL), la solucion de reaccion se concentrd usando V10 (producida por
Biotage Japan) y se purificd6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa usando
Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por Phenomenex) para producir el produ cto de interés.
Como fase mdvil se us6 agua/acetonitrilo que contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una
fraccion del producto de interés para producir el producto de interés como una sal de acido
trifluoroacético.

[Férmula quimica 147]
O%(\OAJOV/\O/\,/OV/\O/\\/D\/\O/“VO\,/\O/\/O\/\\O/
OH

PEG O11A

Procedimiento de sintesis 4

Primero, 5 umoles del péptido se disolvieron en 1.4 ml de acido acético. 300 ul de 25 mg/ml
de soluciéon de yodo/acido acético se agregaron a la misma y se agitd la mezcla. Después de que la
desaparicion de las materias primas fuera confirmada por HPLC, se agregaron 300 ul de una solucion
acuosa de acido ascorbico de 200 mg/ml para detener la reaccion. La solucién de reaccion se
concentré usando V10 (producida por Biotage Japan) y se purificdé mediante cromatografia liquida de
alta resolucion de fase inversa usando Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por Phenomenex)
para producir el producto de interés. Como fase mdvil se usé agua/acetonitrilo que contiene acido
trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccion del producto de interés para producir el producto de

interés como una sal de acido trifluoroacético.
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Procedimiento de sintesis 5

Primero, se disolvieron 1.15 equivalentes de SGA en 300 ul de dimetilformamida y se
agregaron a la misma 1.15 equivalentes de tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio y 4.6 equivalentes de N,N-diisopropiletilamina, seguido de agitacion durante 1 hora.
5 umol del péptido se disolvié en 200 ul de dimetilformamida y se anadieron 4.6 equivalentes de N,N-
diisopropiletilamina. Se afadid a esto la solucién de reaccién de SGA, seguido de agitacion. Después
de que se confirmd la desaparicién de las materias primas mediante HPLC, se agregaron 18.5 ul de
monohidrato de hidrazina y la mezcla se agité. Después de confirmar la desaparicién de la materia
prima mediante HPLC, se purificd la solucidon de reaccion mediante cromatografia liquida de alta
resolucion de fase inversa usando Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por Phenomenex)
para producir el producto de interés. Como fase mdvil se us6é agua/acetonitrilo que contiene acido
trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccion del producto de interés para producir el producto de
interés como una sal de acido trifluoroacético.

[Férmula quimica 148]

SGA

Procedimiento de sintesis 6

Primero, 5 umoles del péptido se disolvieron en 250 ulL de dimetiformamida. A
continuacion, se disolvieron 1.5 equivalentes de 3-maleimidopropionato de N-succinimidilo en 400 pL
de dimetilformamida y la mezcla se anadi6 a la solucion de péptidos. Finalmente, se anadieron 2 pl
de N,N-diisopropiletilamina y se hicieron reaccionar juntos. Después de confirmar la desaparicion de
la materia prima mediante HPLC, se purifico la solucidn de reaccién mediante cromatografia liquida de

alta resolucion de fase inversa usando Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por Phenomenex)
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para producir el producto de interés. Como fase mdvil se usé agua/acetonitrilo que contiene acido
trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccion del producto de interés para producir el producto de
interés como una sal de acido trifluoroacético.
Procedimiento de sintesis 7

Primero, 5 umoles del péptido se disolvieron en 250 uL de dimetilformamida. A
continuacién, se disolvieron 1.5 equivalentes de éster de dibenzociclooctin-N-hidroxisuccinimidilo en
800 L de dimetilformamida y la mezcla se afiadio a la solucion de péptidos.  Finalmente, se afiadieron
2 ul de N,N-diisopropiletilamina y se hicieron reaccionar juntos. Después de confirmar la desaparicién
de la materia prima mediante HPLC, se purificd la solucion de reaccion mediante cromatografia liquida
de alta resolucion de fase inversa usando Kinetex 5u XB-C18 (150 x 21.2 mm, producido por
Phenomenex) para producir el producto de interés. Como fase mdvil se usd agua/acetonitrilo que
contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccién del producto de interés para producir
el producto de interés como una sal de acido trifluoroacético.
Procedimiento de sintesis 8

Primero, una solucidon de clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) de 10 mg/ml
(sorbitol al 5 %/solucion reguladora de acetato 10 mM (pH 5.5)) (28 uL) se anadid a una solucion de
Fc de 10.2 mg/ml (sorbitol al 5 %/solucidn reguladora de acetato 10 mM (pH 5.5) (1.2 ml) para reducir
el enlace disulfuro en la region bisagra. Una vez completada la reaccién, la TCEP que no habia
reaccionado se elimind con NAP25 (producido por GE Healthcare) y solucion reguladora de sorbitol al
5 %/acetato 10 mM (pH 5.5). Luego, se afiadié una solucion de dimetilsulfoxido del péptido
maleimidado (8 equivalentes) y se incubd a 30°C durante 1 hora. La solucién de reaccién se sometio
a purificacion cruda con NAP25 (producido por GE Healthcare) y solucion reguladora de sorbitol al
5 %/acetato 10 mM (pH 5.5). Después de que se confirmd el progreso de la reaccion mediante
cromatografia de interaccion hidroéfoba en las siguientes condiciones, se realizd el intercambio
regulador con Amicon Ultra-15 (30K) (producido por MERCK) para eliminar el péptido sin reaccionar.
Procedimiento de sintesis 9

Primero, una solucién de clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina de 10 mg/ml (sorbitol al
5 %/solucién reguladora de acetato 10 mM (pH 5.5)) (28 ulL) se afadié a una solucion de Fc de 10.2
mg/ml (sorbitol al 5 %/solucion reguladora de acetato 10 mM (pH 5.5) (1.2 ml) para reducir el enlace
disulfuro en la region bisagra. Luego de terminar la reaccion, se anadid una solucion de
dimetilsulfoxido del péptido maleimidado (8 equivalentes) y se incub6 a 30°C durante 1 hora. La
solucion de reaccion se sometid a purificacion cruda con NAP25 (producido por GE Healthcare) y
solucion reguladora de sorbitol al 5 %/acetato 10 mM (pH 5.5). Después de que se confirmd el
avance de la reaccion mediante cromatografia de interaccion hidréfoba en las siguientes condiciones,

se realizd el intercambio regulador con Amicon Ultra-15 (30K) para eliminar el péptido sin reaccionar.
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Procedimiento de sintesis 10

Se anadié una solucion de dimetilsulféxido (1.93 ml) de un péptido modificado con DBCO (7
equivalentes) a una solucién (5.00 mg/ml) (solucién reguladora de sorbitol al 5 %/acetato 10 mM (pH
5.5)) (7.74 ml) que contiene Fc con un glicano unido a N297 de tipo SG afadido (donde se introdujo
un grupo azida al acido sialico en el extremo no reductor), que se habia sometido a remodelacién de
glicano segun el documento WO 2018/003983, y se habia incubado a 30°C durante 16 horas. La
solucidon de reaccion se sometid a purificacion cruda con NAP25 (producido por GE Healthcare) y
solucién reguladora de sorbitol al 5 %/acetato 10 mM (pH 5.5). Después de que se confirmoé el
avance de la reaccién mediante cromatografia de interaccion hidrofoba en las siguientes condiciones,
se realizd el intercambio regulador con Amicon Ultra-15 (30K) para eliminar el péptido sin reaccionar.
Cabe sefialar que el glicano unido a N297 de la molécula que contiene Fc en el conjugado obtenido
mediante el Procedimiento de Sintesis 10 es N297-(Fuc)SG.
Procedimiento de sintesis 11

Primero, 44 umoles del péptido se disolvieron en 29.17 L de agua. Se afadieron 292 mg
de acetato de plata a la misma, y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas.
Después de que se confirmo la desaparicion de las materias primas mediante LC/MS, se agregaron
40.44 ml de una solucién mezclada de agua/acetonitrilo (1:1) que contiene 10 mg/ml (+)-ditiotreitol y
acido trifluoroacético al 0.1% para detener la reaccion. La suspension resultante se transfirié a un
tubo Falcon y se centrifugd (2500 rpm, 5 min). Después de recuperar el sobrenadante, el precipitado
se resuspendié en 10 ml de una solucidon mezclada de agua/acetonitrilo (1:1) que contiene acido
trifluoroacético al 0.1 % y se centrifugd (2500 rpm, 5 min) para recuperar el sobrenadante. Esta
operacion de lavado y recuperacion se realizd una vez mas. Los sobrenadantes recuperados se
liofilizaron colectivamente y el producto bruto resultante se sometié a cromatografia ultrarrapida de
fase inversa de presion media para purificar el producto de interés. La columna utilizada fue la
Columna Universal ODS-SM (50 pum, 3.0 x 16.5 cm, 37 g, Yamazen Corporation), y la fase movil
utilizada fue agua/acetonitrilo que contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizéd una fraccién
del producto de interés para producir el producto de interés como una sal de acido trifluoroacético.
Procedimiento de sintesis 12

Primero, 5 pmoles del péptido se disolvieron en 5.24 de una solucién mezclada de
agua/acetonitrilo (1:1). Se afadieron 14.5 uL de trietilamina a la misma y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 2 dias.  Después de que se confirmd la desaparicion de las materias
primas mediante LC/MS y HPLC, la solucién de reaccion se purifico directamente mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa de presion media. La columna utilizada fue la Columna
Universal ODS-SM (50 um, 3.0 x 16.5 cm, 37 g, Yamazen Corporation), y la fase movil utilizada fue

agua/acetonitrilo que contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccion del producto
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de interés para producir el producto de interés como una sal de acido trifluoroacético.
Procedimiento de sintesis 13
Primero, 6 umoles del péptido se disolvieron en una solucion mezclada de 5.95 L de agua
y 1.19 ml de tetrahidrofurano. Se afiadieron 16.5 uL de trietilamina y 3.8 uL de diiodometano a la
misma y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 7 dias. Después de que se confirmé la
desaparicion de las materias primas mediante LC/MS y HPLC, la solucién de reaccion se liofilizd. El
producto crudo resultante se sometié a cromatografia ultrarrapida de fase inversa de presion media
para purificar el producto de interés. La columna utilizada fue la Columna Universal ODS-SM (50 um,
3.0 x 16.5 cm, 37 g, Yamazen Corporation), y la fase movil utilizada fue agua/acetonitrilo que contiene
acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccién del producto de interés para producir el
producto de interés como una sal de acido trifluoroacético.
Procedimiento de sintesis 14
Primero, 9 umoles del péptido se disolvieron en 8.96 de una solucién acuosa de bicarbonato
de amonio de 50 mM.  Se disolvieron 3.4 mg de 1,3-dicloroacetona en 1 ml de DMF y se afiadieron
a la solucion de péptido y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de
gue se confirmé la desaparicién de las materias primas mediante LC/MS, la solucién de reaccién se
liofilizd. El producto crudo resultante se sometié a cromatografia ultrarrapida de fase inversa de
presion media para purificar el producto de interés. La columna utilizada fue la Columna Universal
ODS-SM (50 pum, 3.0 x 16.5 cm, 37 g, Yamazen Corporation), y la fase movil utilizada fue
agua/acetonitrilo que contiene acido trifluoroacético al 0.1%. Se liofilizd una fraccion del producto
de interés para producir el producto de interés como una sal de acido trifluoroacético.
Condicién de LC-MS 1
El andlisis LC-MS se realizd utilizando Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS (producido
por Agilent Technology).
Columna: Kinetex 1.7u XB-C18 (50 x 2.1 mm)
Fase movil: A: 0.1% TFA/agua, B: TFA/acetonitrilo al 0.1%
Temperatura: 40°C
Caudal: 0.6 mL/min.
Gradiente: 0.01 min. (B 10%), 0.33 min. (B 10%), 0.34 min. (B 20%), 0.66 min. (B 20%),
0.67 min. (B 30%), 0.99 min. (B 30%), 1.00 min. (B 40%), 1.33 min. (B 40%), 1.34 min. (B 50%),
1.66 min. (B 50%), 1.67 min. (B 80%), 2.50 min. (B 80%)
Condicién de LC-MS 2
El analisis LC-MS se realizd mediante LC: Ultimate 3000 (producido por Thermo Fisher) y MS:
Q-Exactive (producido por Thermo Fisher). Antes del andlisis, se afiadi®6 8M-Guanidina-HCl en la

misma cantidad que la solucién de muestra, se hizo reaccionar a 37°C durante 30 minutos y luego se
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midio.

Columna: PLRP-S 1000A 8 um 2.1 x 50 mm (Agilent)

Fase movil: A: H20 (0.02% TFA, 0.1% HCO2H), B: Acetonitrilo

Temperatura: 60°C

Caudal: 0.6 mL/min.

Gradiente: 0 min. (B 20%), 4 min. (B 50%), 4.2 min. (B 50%)
Condicién de LC-MS 3

El analisis LC-MS se realizd mediante LC: Ultimate 3000 (producido por Thermo Fisher) y MS:

Q-Exactive (producido por Thermo Fisher). Antes del andlisis, 8M-Guanidina-HCl y TCEP
(concentracion final: 10 mM) se agregaron en la misma cantidad que la solucion de muestra, reaccion6
a 37°C durante 30 minutos, y después se midid.

Columna: PLRP-S 1000A 8 um 2.1 x 50 mm (Agilent)

Fase movil: A: H20 (0.02% TFA, 0.1% HCO2H), B: Acetonitrilo

Temperatura: 60°C

Caudal: 0.6 mL/min.

Gradiente: 0 min. (B 20%), 4 min. (B 50%), 4.2 min. (B 50%)
Condicién de LC-MS 4

El analisis LC-MS se realizd mediante LC: Ultimate 3000 (producido por Thermo Fisher) y MS:

Q-Exactive (producido por Thermo Fisher). Antes del andlisis, se agregaron 4 ul de regulador Rapid
PNGaseF (formato no reductor) a 16 ul de la solucion de muestra y la mezcla se hizo reaccionar a 90°C
durante 3 minutos. Posteriormente se anadié 1 uL de Rapid PNGaseF, se hizo reaccionar a 50°C
durante 10 minutos y luego se midio.

Columna: PLRP-S 1000A 8 um 2.1 x 50 mm (Agilent)

Fase movil: A: H20 (0.02% TFA, 0.1% HCO2H), B: Acetonitrilo

Temperatura: 60°C

Caudal: 0.6 mL/min.

Gradiente: 0 min. (B 20%), 4 min. (B 50%), 4.2 min. (B 50%)

EJEMPLO DE PRUEBA 1

Ensayo de inhibicion de la adhesion celular

1. Materiales y reactivos

- Microplaca no tratada de poliestireno de fondo plano negro con brida baja de 384 pocillos
(Corning, 3573)

- Proteosave(marca registrada) SS 15 mL (Sumitomo Bakelite, MS-52150)
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- Placa humana de trombospondina (Calbiochem, 605225)
- HUVEC (KURABO, KE-4109P10)

- EGM-2 MV (Lonza, CC-3202): para paso de HUVEC
- Capsula recubierta de colageno (IWAKI, 4020-010): para paso HUVEC
- Lipidure (marca registrada)-BL802 (NOF Corporation), solucién al 5%
- Glucosa baja en DMEM (GIBCO, 11054-020)
- Solucién de albumina sérica bovina (BSA) al 30% (Sigma A9205)
- CellTiter-Glo 2.0 (Promega G9242)

2. Ensayo
<Cubierta de placa>

Trombospondina 1 vial (25 ng) se disolvid en solucidn salina regulada con Tris (TBS) (CaCl:
+2 mM; lo mismo se aplicara a continuacion) para preparar una solucion de 200 pug/mL, que se diluyo
con TBS a una concentracion de 10 ug/ml en tubo de 15 ml de Proteosave(marca registrada). La
solucion de 10 pug/ml se dispensé en una placa de 384 pocillos a un volumen de 12 pl/pocillo y se
dejé reposar la placa a 4°C durante la noche.
<Bloqueo de placa>

Se diluyé Lipidure (marca registrada) 10 veces con TBS para preparar una solucién al 0.5%.
Después de desechar un regulador de la placa que habia sido recubierta en la etapa de<Cubierta de
placa> como se describié anteriormente, la solucién al 0.5% se dispensd en todos los pocillos para su
uso en un volumen de 25 uL/pocillo, y la placa se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1
hora.
<Dilucién de muestra>

Una solucién de 0.2 uM de cada muestra se prepard utilizando un regulador de dilucién
(DMEM + BSA al 0.5%). Se diluyeron 2 uL de la solucion de 0.2 uM con 500 pL del regulador de
dilucién para preparar una muestra diluida. Como control de vehiculo, se diluyé DMSO de la misma
forma que las muestras.
<Suministro de la muestra>

Se descartd una solucion bloqueadora de la placa que habia sido tratada en la etapa
de<Bloqueo de placa> como se describié anteriormente, y la placa se lavé tres veces con 50 plL/pocillo
de TBS. Se elimind la solucion de lavado utilizada para el tercer lavado y la muestra diluida se
dispensé en la placa en un volumen de 10 ulL/pocillo. Luego, la placa se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 15 a 30 minutos.
<Propagacién HUVEC>

Para mantener las células endoteliales de la vena umbilical humana, se utilizaron HUVEC,

EGM2-MV y una placa recubierta de colageno (las células dejaron de usarse después del décimo o
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undécimo pase ya que la tasa de proliferacion celular disminuyo en esta etapa). Las células se
dispersaron con tripsina al 0.05 %/EDTA, se recogieron en DMEM/BSA al 0.5 % y se centrifugaron a
1000 rpm durante 3 minutos. Después de retirar el sobrenadante, las células se resuspendieron en
un regulador DMEM, se contd el nimero de células y se diluyeron hasta 6000 células/10 pL. La
suspension celular se dispensé en un volumen de 10 uL/pocillo en la placa en la que se habia
dispensado la muestra, se mezclé suavemente y se incubd a 37°C durante 2.5 horas.

<Lavado y deteccion>

Se elimind el medio de cultivo y la placa se lavé dos veces con 30 uL/pocillo de HBSS/Hepes
0.5% BSA. 20 plL/pocillo de CellTiter-Glo 2.0 (marca registrada) diluido 2 veces con HBSS/Hepes
0.5% de BSA en un volumen de 20u L/pocillo se dispensaron y la solucion se agitd y se dejé reposar
a temperatura ambiente durante 15 minutos. La emision de fluorescencia se detectd utilizando
EnVision Xcite Multilabel Reader (producido por Perkin Elmer).

3. Resultados

Con base en los valores de fluorescencia medidos, se calcularon los valores de IC50 (nM) de
los diferentes péptidos ciclicos y conjugados para la inhibicion de la adhesion celular. Debe
observarse que dos moléculas que contienen Fc conjugados con péptidos ciclicos se entrecruzaron
mediante un enlace disulfuro para formar una molécula en los conjugados de glicano Conjugado-61 a
Conjugado-97, mientras que las moléculas que contienen Fc (mondmeros) no se entrecruzaron en los
conjugados de maleimida Conjugado-1 a Conjugado-60. Por lo tanto, las concentraciones molares
de los conjugados de maleimida en el célculo de los valores de IC50 (nM) se determinaron duplicando
los pesos moleculares de los mondmeros para compararlos con los conjugados de glicano. Dado que
cada conjugado de maleimida existe como una mezcla en la que varios glicanos estan unidos de forma
heterogénea a moléculas que contienen Fc, los calculos se realizaron utilizando los pesos moleculares
de los productos desglicosilados.

Se muestran resultados obtenidos en los Cuadros 2y 11 a 14. Los resultados de las pruebas
anteriores demostraron que del Péptido-1 al Péptido-12, del Péptido-115, del Péptido-119, del Péptido-
125 al Péptido-139 y del Conjugado-1 al Conjugado-97 tienen la capacidad de bloquear la adhesion
de TSP1 a las células endoteliales vasculares y son Utiles para el tratamiento o profilaxis de isquemia
critica de extremidades, enfermedad arterial periférica o isquemia cronica que amenaza las

extremidades.

EJEMPLO DE PRUEBA 2

Pruebas de medicion de mejora del flujo sanguineo.

Se adquirieron ratones C57BL/6 de seis a siete semanas de edad de Charles River
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Laboratories Japan Inc. y se aclimataron durante seis dias alimentandolos con una dieta solida FR-2
(producida por Funabashi Farm Co., Ltd.). Las instalaciones de cria cambiaron entre los modos claro
y oscuro en un ciclo de 12 horas con la luz encendiéndose a las 7 am y apagandose a las 7 pm. Bajo
anestesia por inhalacién de isoflurano, se diseccionaron los muslos izquierdos de los ratones vy las
arterias y venas femorales superficiales (desde justo debajo de las arterias femorales profundas hasta
la arteria y vena popliteas) se ligaron y extirparon. Después de crear modelos animales, se disolvieron
las sustancias de prueba (Conjugado-4, Conjugado-10, Conjugado-27, Conjugado-34, Conjugado-43,
Conjugado-56, Conjugado-63, Conjugado-64 y Conjugado-67) en una solucion de regulador de acetato
10 mM, sorbitol al 5% (pH 5.5), y administrado por via intravenosa en una dosis Unica de 5 ml/kg.
Se utilizaron cinco ratones para cada grupo de tratamiento.

(Prueba 1)

Grupo tratado con vehiculos

Grupo tratado con conjugado-63 (0.3, 1, 3 mg/kQg)

Duracion de la prueba: 20 dias
(Prueba 2)

Grupo tratado con vehiculos

Grupo tratado con conjugado-64 (0.3, 1, 3 mg/kg)

Duracién de la prueba: 16 dias
(Prueba 3)

Grupo tratado con vehiculos

Grupo tratado con conjugado-67 (0.3, 1 mg/kg)

Duracion de la prueba: 13 dias
(Prueba 4)

Grupo tratado con vehiculos

Grupo tratado con conjugado-27 (1, 3 mg/kQg)

Duracion de la prueba: 13 dias
(Prueba 5)

Grupo tratado con vehiculos

Grupo tratado con conjugado-34 (0.3, 1 mg/kg)

Grupo tratado con conjugado-43 (0.3, 1 mg/kg)

Duracion de la prueba: 15 dias
(Prueba 6)

Grupo tratado con vehiculos

Grupo tratado con conjugado-56 (0.3, 1 mg/kg)

Grupo tratado con conjugado-4 (0.3, 1 mg/kg)



10

15

194

Grupo tratado con conjugado-10 (0.3, 1 mg/kg)

Duracioén de la prueba: 14 dias
Se midieron los flujos sanguineos en extremidades isquémicas (izquierda) y no isquémicas (derecha)
usando un generador de imagenes de perfusion laser Doppler (PeriScan PIM III, Moor LD12-HR). La
mejora del flujo sanguineo se evalud mediante la relacion entre el flujo de la extremidad isquémica y
el flujo de la extremidad no isquémica. Los valores se expresan como error estandar + promedio de
5 medidas. Ademas, se calculd el AUC del flujo sanguineo para determinar la relacion (%) del valor
medio del grupo tratado con la sustancia de prueba con respecto al valor medio del grupo tratado con
vehiculo.

Los valores del flujo sanguineo de los ratones fueron los mas bajos inmediatamente después
de la cirugia y luego se recuperaron con el tiempo. En comparacién con el tratamiento con vehiculos,
el tratamiento con las sustancias de prueba investigadas en los modelos animales de este estudio
mejoro la recuperacion del flujo sanguineo después de la cirugia. Los resultados del flujo sanguineo
(%) el ultimo dia de la medicion y el AUC del flujo sanguineo desde el principio hasta el final de la

medicion (frente al grupo tratado con vehiculo) se muestran en el Cuadro 15.



195

CUADRO 15

%, isquemia / no isquemia

% de cambio AUC

(vs. vehiculo)
Prueba 1| Grupo tratade con vehiculo 19.8 * 3.2
Grupo tratade con Conjugade-63 (0.3 mg/kg) 38.3 + 9.9 201.4
Grupo tratado con Conjugade-63 (1 malkg) 54.6 + 15.9 304.4
Grupo tratado con Conjugado-63 (3 mg/kg) 89.8 + 13.9 371.4
Prueba 2| Grupo tratado con vehiculo 22.2 * 5.7
| Grupo tratado con Conjugade-64 (0.3 mgikg) 43.2 + 4.6 217.2
' Grupo't:ataQO con Conjugadc>64"('1 mgl-kgj E il ‘7E§__ J: 37 o 319;2. |
Grupo tratado con Conjugade-64 (3 mg/kg) 67.6 % 10.9 338.6
Prueba 3| Grupo tratado con vehiculo 19.1 x 4.6
Grupo tratado con Conjugade-67 (0.3 mg/kg) 86.4 + 21.3 244.4
| Grupo tratado con Conjugado-67 (1 mglkg) 75.5 + 5.2 304.3
Prueba 4 Grupo tratade con vehiculo 20.6 - 2.5
Grupo tratade con Conjugadeo-27 (1 mg/kg) 23.4 + 4.4 110.2
Grupo tratado con Conjugade-27 {3 mglkg) 41.8 % 4.7 174.8 |
Prueba 5/ Grupo tratado con vehiculo 20.0 s 2.5
Grupo tratado con Conjugade-34 (0.3 mg/kg) 46.3 + 4.9 199.0
Grupo tratade con Conjugade-34 (1 mg/kg) 71.9 + 6.2 349.0
Grupo tratado con Conjugado-43 (0.3 mofkg) [ 50.5 + 4.2 227.0 i
Grupo tratade con Conjugade-43 (1 mglkg) 70.7 + 10.1 347.7 i
Prueba 6 | Giiapo tratado corl vehicuio 15.2 £ 3.0
Grupo tratade con Conjugade-56 (0.3 mg/kg) 40.2 o 5.6 187.6
Grupo tratado con Conjugade-56 (1 malkg) 74.8 * 11.0 318.4
Grupo tratado con Conjugado-4 (0.3 mg/kg) 54.5 + 10.2 263.9
Grupo tratado con Conjugado-4 {1 mg/kg) I 76.1 + 11.2 346.8
Grupo tratade con Conjugade-10 (0.3 mg/kg) 42.3 3 7.2 241.8
| Grupo tratado con Conjugado-10 (1 mglkg) 51.6 + 2.5 324.1
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EJEMPLO DE PRUEBA 3

Pruebas de estabilidad del suero

I. Materiales y reactivos
- Suero de raton (BALB/c CrSlc, macho, Japan SLC, Inc.)
- Suero de mono (mono cynomolgus, macho, Japan SLC, Inc.)
- Suero humano (caucasico, grupo de 5 machos y 5 hembras, KAC Co., Ltd.)
- Fenacetina (Nacalai Tesque, Inc.)
- Acido niflimico (Nacalai Tesque, Inc.)
- Furosemida (Nacalai Tesque, Inc.)
- Acetonitrilo (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)
- Metanol (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)
- Acido férmico (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)
- Sulféxido de dimetilo (DMSO) (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)

II. Evaluacion
<Solucién estandar interna (IS)>

Se prepararon soluciones de fenacetina, acido niflimico y furosemida en DMSO a 10 pg/ml,
150 pg/ml y 200ug/ml, respectivamente.  Se disolvieron 10 ug/ml de fenacetina en DMSO, 150 ug/mi
de acido niflimico en DMSO, y 200 ug/ml de furosemida en DMSO en una mezcla de acetonilo/metanol
(75/25, v/v) (concentraciones finales: fenacetina; 1 ng/ml, acido niflimico: 15 ng/ml y furosemida 20
ng/ml) y se anadid acido formico a la solucion de prueba preparada (concentracion final: 1% (v/v))
para preparar una solucion IS que contiene acido férmico.
<Solucién de sustancia de prueba>

Las sustancias de prueba se prepararon en DMSO a una concentracion de 10 mM cada una.
Ademas, la solucion se diluyé con DMSO hasta una concentracion de 2 mM para preparar una solucion
de sustancia de prueba.
<Prueba>

Cada suero fue preincubado a 37°C durante 5 minutos y luego se afiadio la solucién de
sustancia de prueba a una concentracion final de 20 pM para iniciar la reaccion. El suero agregado
a la sustancia de prueba se incubd a 37°C. A las 0 y 4 horas después del inicio de la reaccion, se
extrajo una porcion del suero y se afiadio a la solucion IS que contiene acido formico para detener la
reaccion, que se utilizd como muestra de medicion.
<Medicién>

La sustancia de prueba y el IS (fenacetina, acido niflimico y furosemida) en la muestra de

medicion se midieron mediante LC-MS/MS, y se calculd la relacion del area pico (relacion IS) de la
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sustancia de prueba a IS (cualquiera de fenacetina, acido niflimico, y furosemida). Cabe sefialar que
para cada prueba se selecciond el IS con el valor medido mas estable.

III. Resultados

El porcentaje de la relacién IS a las 4 horas después del inicio de la reaccién con respecto al
de las 0 horas después del inicio de la reaccién se usé como relacion residual para evaluar la estabilidad
del suero. Se muestran resultados obtenidos en el Cuadro 16. Los péptidos biciclicos Péptido-1,
Péptido-9, Péptido-11, Péptido-126 a Péptido-128, Péptido-130 y Péptido-131 exhibieron una alta
estabilidad sérica.

El Péptido-115 y el Péptido-119 son péptidos monociclicos que tienen secuencias de
aminoacidos que difieren del Péptido-1 y del Péptido-9, respectivamente, sdlo en los residuos de las
posiciones 3y 8. El Péptido-1 y el Péptido-9 exhibieron una mayor estabilidad sérica que el Péptido-
115 y el Péptido-119, respectivamente. Estos resultados indican que la estabilidad metabdlica de los
péptidos biciclicos aumenta en comparacion con la de los péptidos monociclicos y también sugieren
que los péptidos biciclicos tienen una mayor retencion de sangre en comparacion con los péptidos

monociclicos y, por lo tanto, son adecuados para la produccion de medicamentos mas sostenidos.

CUADRO 16
Estabilidad en Estabilidad en Estabilidad en
Peptide- suero de raton suero de rmono suero humano
(A 4 horas) (A 4 horas) (A 4 horas)

1 100.8 $0.6 93.9
9 95.8 93 117.5
11 88 89.9 105.1
126 98.3 100.4 99.6
127 90 95.1 97.5
128 98.1 98.6 99
130 08 93.5 88
131 89.2 89.2 100.9
115 64.5 14.9 78.2
119 70.9 21.1 88.5
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Aplicabilidad industrial

El péptido ciclico I de la presente invencidn puede unirse a TSP1 para bloquear la adhesion de
células tales como células endoteliales vasculares a TSP1. Por lo tanto, el péptido ciclico I o su sal
farmacéuticamente aceptable de esta invencidn es Util para el tratamiento o profilaxis de enfermedades
o sintomas que pueden tratarse o prevenirse inhibiendo una funcién de TSP1. Ademas, el péptido
ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion es util como agente mejorador del flujo
sanguineo. Por lo tanto, el conjugado o su sal farmacéuticamente aceptable de esta invencion es Util
proporcionando un medio de tratamiento o profilaxis de enfermedades o sintomas que pueden tratarse
o prevenirse inhibiendo una funcién de TSP1 en frecuencia inferior de administracién. El conjugado
0 sus sales farmacéuticamente aceptables de esta invencién también son Utiles como un agente

mejorador del flujo sanguineo.

Texto libre del listado de secuencias
SEQ ID Nos: 1 a 123: Péptido-1 a Péptido-123

SEQ ID No: 124: Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada del mAb-A anti-

LPS
SEQ ID No: 126: Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera del mAb-A anti-LPS
SEQ ID No: 128: Secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada del CLCH-A
SEQ ID No: 130: Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera del CLCH-A
SEQ ID No: 132: Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada del CLCH-B (forma
LALA)

SEQ ID No: 134: Secuencia de nucleétidos que codifica el fragmento Fc (tipo natural)

SEQ ID No: 136: Secuencia de nucleétidos que codifica Fc-A (forma LALA)

SEQ ID No: 138: Fragmento de ADN que contiene la secuencia de nucledtidos que codifica
Fc-C (forma LALA-PA)

SEQ ID NOs: 140 a 144: Enlazador L1

SEQ ID NOs: 145 a 147: Enlazador L2a

SEQ ID No: 148: Polipéptido que consta de bisagra, dominio CH2 y dominio CH3 de la cadena
pesada de IgG humana.

SEQ ID No: 149: Péptido-124

SEQ ID Nos: 150 a 164: Péptido-125 a Péptido-139

SEQ ID No: 165: Secuencia de nucleétidos que codifica Fc-C (forma LALA-PA)

SEQ ID No: 166: Secuencia de aminodcidos Fc-C (forma LALA-PA)



