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PEPTIDOS DIRIGIDOS A DLL3 Y SUS CONSTRUCCIONES

SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de los EE. UU. Nro.
63/508.208, presentada el 14 de junio de 2023, y de la Solicitud Provisional de los EE. UU.
Nro. 63/554.470, presentada el 16 de febrero de 2024. El contenido de cada solicitud se

incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES

La radioterapia o terapia de radiacion es un tratamiento contra el cancer que utiliza
altas dosis de radiacion para destruir células cancerosas y reducir el tamafio de los tumores.
En los ultimos afios, se han desarrollado terapias dirigidas con radionuclidos para el cancer,
que utilizan péptidos radiomarcados como alternativa a las terapias de radiacién externa.
Estos péptidos suelen unirse a receptores sobreexpresados por las células cancerosas. A
pesar de estos avances, persiste la necesidad de desarrollar nuevas terapias dirigidas con
radionuclidos.

El ligando tipo delta 3 (DLL3), miembro del sistema de sefializacién Notch, es una
diana potencial para las terapias con radionuclidos. Este sistema, conservado
evolutivamente, regula el destino celular mediante interacciones entre células. Durante el
desarrollo embrionario, DLL3 presenta una alta expresion y transporte a la membrana
celular. Una vez completado el desarrollo, la expresion de DLL3 se regula en forma
descendente y se limita al interior de la célula, tipicamente al aparato de Golgi. Sin
embargo, se ha descubierto que la expresion de DLL3 es alta y se localiza en la membrana
celular en muchas formas de cancer (Xiu et al., Onco. Targets Ther. (2020), 13: 3881—
3901).

Ademas de ser un biomarcador, DLL3 desempeiia un rol en la regulacion del
comportamiento del cancer. Un estudio sobre cancer de pulmén de células pequefias
(SCLC, por sus siglas en inglés) mostré que la regulacion ascendente de la expresion de
DLL3 redujo la sensibilidad del tumor a la quimioterapia. Ademas, al bloquear DLL3, se
inhibid la proliferacién y migracién de las células de SCLC, y se revirti6 la transicion epitelial
a mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) (Huang et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. (2019) 514 (3): 853—-860). El comportamiento oncogénico de DLL3 también se ha
documentado en cancer de pancreas, melanoma y cancer gastrico (Mullendore et al., Clin.
Cancer. Res. (2009) 15 (7): 2291-301; Ding et al., Life Sci. (2019) 226: 149-155; Hu et al.,
Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao. (2018) 38 (1): 14—-19).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que DLL3 desempena un rol fundamental en

la regulacion de las vias oncogénicas, y esta especificamente regulado en forma
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ascendente en las células cancerosas; por lo tanto, el desarrollo de tratamientos dirigidos a

DLL3 es util en el tratamiento clinico del cancer.

BREVE DESCRIPCION

La presente divulgacion se refiere a restos de direccionamiento, tales como
péptidos, proteinas y anticuerpos, que pueden unirse al ligando Notch candnico tipo delta 3
(DLL3). La divulgacion también proporciona construcciones de direccionamiento, que
pueden incluir un resto de direccionamiento unido, mediante un enlazador opcional, a un
agente quelante para la asociacién de una carga. El quelante puede estar asociado a una
carga util tal como, por ejemplo, un radionuclido o un agente citotoxico.

En un aspecto particular, la construccién de direccionamiento comprende un resto
de direccionamiento que es un péptido ciclico que se dirige a DLL3, que esta unido,
mediante un enlazador opcional, a un agente quelante para la asociacion de un radioisotopo
o radionuclido.

Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan péptidos ciclicos que
se dirigen a DLL3. De este modo, estos péptidos son utiles en el tratamiento de diversas
indicaciones, incluido el cancer.

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico que
comprende la secuencia de aminoacidos de Formula A:

X, _X

X X X
o Xa X Ko _Xg
X7~ XS YT XS Xy

\Yz/xg X10
(A),

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde el péptido ciclico es
ciclado a través de un enlazador entre Y1 e Y>, donde las variables restantes se definen en
el presente documento, y donde el péptido ciclico se une a DLL3.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico que
comprende la secuencia de aminoacidos de Férmula B:
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(B),

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde el péptido ciclico es
ciclado a través de un enlazador entre Y1 e Y», donde las variables restantes se definen en
el presente documento, donde por lo menos uno de X4, Xs, Xs, X7, 0 Xg esta sustituido con
un quelante, donde el quelante esta opcionalmente unido al péptido ciclico a través de un
grupo de unién; y donde el péptido ciclico se une a DLL3. El quelante puede etiquetarse con

un radionduclido.



En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico de
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5 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde las variables se definen en

el presente documento.

En una forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula | esta unido, a través de
un enlazador opcional, a un agente quelante para el etiquetado de un radionuclido.

En otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula | se selecciona de un

10 péptido ciclico en la Tabla A. Aun en otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Formula
| se selecciona de un péptido ciclico en la Tabla B.

En otra forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula | se selecciona de un
péptido ciclico en la Tabla A, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y/o uno de
sus solvatos.

15 En aun otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico de
Férmula C:
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde las variables se definen en
el presente documento.

En una forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C esta unido, a través de
un enlazador opcional, a un agente quelante, donde el agente quelante esta opcionalmente
etiquetado con un radionuclido.

En otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Féormula C se selecciona de un
péptido ciclico en la Tabla A. Aun en otra forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula
C se selecciona de un péptido ciclico en la Tabla B.

En otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Féormula C se selecciona de un
péptido ciclico en la Tabla A, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y/o uno de
sus solvatos. Aun en otra forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C se
selecciona de un péptido ciclico en la Tabla B, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables y/o uno de sus solvatos.

Aun en otra forma de realizacion, el agente quelante se selecciona de un agente
quelante en la Tabla D. En algunas formas de realizacion, el agente quelante esta
etiquetado con un radionuclido. En algunas formas de realizacion, el radiontclido se
selecciona del grupo que consiste en ''In, %MTc¢, %mTc, %6Ga, 7Ga, 8Ga, 5?Fe, '8%Er, 72As,
97RU, 203Pb’ 61CU, 62CU, 64CU, 67CU, 898[’, 186Re, 188Re, 86Y’ 90Y, 892r, 51Cr’ 52Mn, 51Mn’ 177LU, ,
169Yb, 175Yb1 105Rh, 166Dy1 166Dy’ 166H01 153Sm1 149Pm, 151Pm’ 172Tm1 121Sn1 117mSn1 21ZBi’ 21BBi1
142Pr’ 143Pr’ 198AU, 199AU, 123|1 124|1 125|’ 131|’ 758[', 76Br1 77Br1 SOBF, SZBF, 18F’ 149Tb1 152Tb1 155Tb’
161Tb1 43SC, 44801 47SC, 212Pb’ 211At1 223Ra’ 227Th, 226Th1 82Rb, 32P’ 76AS, SQZr, 111Ag, 165Er’ 225AC,
y #7Ac. En algunas formas de realizacion, el radioniclido es '"'In, %¥mTc, 5’Ga, %8Ga, 2%3Pb,
64CU, 86Y’ SQZr7 123|7 124|7 125|’ 18F’ 768[’, 77Br’ 152Tb, 155Tb’ 4480, 43SC, 67CU, 188Re’ 90Y, 177LU,
21SBi’ 131|’ 4780’ 225AC, 212Pb, 211At’ fo) 227Th_

En una forma de realizacion, el radiois6topo se selecciona de un radioisétopo en la
Tabla 3.

En otra forma de realizaciéns, el péptido ciclico esta radioetiquetado con F-18, Ga—
68, In—-111, Lu—-177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

Aun en otra forma de realizacion, el péptido ciclico se selecciona de los compuestos
94, 153, 249, y 447.

Aun en otra forma de realizacién, el compuesto 94 esta radioetiquetado con F-18,
Ga-68, In-111, Lu-177, 0 Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

En una forma de realizacién, el compuesto 153 esta radioetiquetado con F-18, Ga—
68, In-111, Lu—177, o Ac-225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacion, el compuesto 249 esta radioetiquetado con F-18, Ga—

68, In—111, Lu—177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.
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Aun en otra forma de realizacién, compuesto 447 esta radioetiquetado con F-18,
Ga-68, In-111, Lu-177, 0 Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

Aun en otra forma de realizacién, el péptido ciclico se selecciona de los compuestos
94a, 153a, 249a, y 447a.

Aun en otra forma de realizacién, el compuesto 94a esta radioetiquetado con F-18,
Ga-68, In-111, Lu-177, 0 Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

En una forma de realizacién, el compuesto 153a esta radioetiquetado con F-18, Ga—
68, In—-111, Lu-177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacién, el compuesto 249a esta radioetiquetado con F-18, Ga—
68, In—-111, Lu-177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

Aun en otra forma de realizacién, compuesto 447a esta radioetiquetado con F-18,
Ga-68, In-111, Lu-177, 0 Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento una composicion
farmacéutica que comprende un péptido ciclico descripto en el presente documento, o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables, y un portador farmacéuticamente aceptable.

En aun otro aspecto, se proporciona en el presente documento un método de
direccionamiento a DLL3 en un sujeto que lo necesita que comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto descripto en el presente documento.

En aun otro aspecto, se proporciona en el presente documento un método de
tratamiento de cancer en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto descripto en el presente documento.
El cancer puede incluir por lo menos una célula que comprende DLL3. El cancer puede ser
cancer urotelial, melanoma, o carcinoma de células escamosas. Adicionalmente, el cancer
puede ser una neoplasia neuroendocrina, melanoma, o cancer cerebral primario. En
algunas formas de realizacién, la neoplasia neuroendocrina se selecciona de cancer de
pulmén de células pequenas (SCLC, por sus siglas en inglés), carcinoma tiroideo medular
(MTC), cancer neuroendocrino de células grandes (LCNEC, por sus siglas en inglés),
carcinoma neuroendocrino gastroenteropancreatico (GEP NEC, por sus siglas en inglés),
cancer de prostata neuroendocrino (NEPC, por sus siglas en inglés), cancer de préstata de
células pequenas (SCPC, por sus siglas en inglés), carcinoma de células de Merkel (MCC,
por sus siglas en inglés), carcinoma cervical neuroendocrino, tumores neuroendocrinos de
Grado 3 (NET, por sus siglas en inglés), y carcinoma neuroendocrino extrapulmonar (NEC,
por sus siglas en inglés) del cuello uterino. En algunas formas de realizacion, el cancer es
un tumor sélido que tiene positividad DLL3 medido por inmunohistoquimica (IHC) (p. €j., 21
% células positivas DLL3).

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido que tiene

especificidad de union para DLL3, donde el péptido se une a uno o mas aminoacidos de
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A81, L83, G106, A85, y R61 de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1.
En una forma de realizacion, el péptido se une a los aminoacidos A81, L83, G106, A85, y
R61 de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1. En otra forma de
realizacion, el péptido se une a los atomos de cadena principal de los aminoacidos A81,
L83, G106, y A85 de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1. Aun en otra
forma de realizacidn, el péptido se une a los atomos de cadena lateral del aminoacido R61
de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1. Aun en otra forma de
realizacion, el péptido se une a los atomos de cadena principal de los aminoacidos A81,
L83, G106, y A85 de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1, y se une a
los atomos de cadena lateral del aminoacido R61 de una secuencia de aminoacidos de
DLL3 de SEQ ID NO: 1. En una forma de realizacion, el péptido comprende una secuencia
de aminoacidos de WTACANAKDCWP, o un derivado de esta que comprende uno o mas
aminoacidos no naturales. En otra forma de realizacion, los aminoacidos W1, A3, A7, y W11
se unen a DLL3. Aun en otra forma de realizacion, el péptido es ciclico. Aun en otra forma
de realizacion, el péptido es no ciclico.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacion proporciona un péptido
que se une a DLL3, donde el péptido comprende SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22 0 SEQ ID NO: 23. El péptido puede ser ciclado. El péptido puede ser SEQ ID NO:
45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ
ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO:
56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ
ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65 0 SEQ ID NO: 66. El extremo N—terminal y/o el
extremo C—terminal del péptido puede ser bloqueado. El extremo N-terminal puede ser
bloqueado con grupo acetilo o benzoilo. El extremo C—terminal puede ser bloqueado como
NH2, NH-CH3; NH-CH2-CH3, NH-CH-(CH3)2, NH-CH2-CH2-CH3, NH-CH2-CH-
(CH3)2, N(CH3)2, N(CH2—-CH3)2, o OH. En algunas formas de realizacion, el péptido es
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID
NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78,
SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID
NO: 84, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88 o SEQ ID NO: 89.
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En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona una
construccion que incluye un resto de direccionamiento unido, a través de un enlazador
opcional, a por lo menos un agente quelante para la asociacion de una carga, o una de sus
sales farmacéuticamente aceptables, donde el resto de direccionamiento se une a un
antigeno celular, donde el antigeno celular comprende DLL3. En algunas formas de
realizacion, la presente divulgacion proporciona una construccion que comprende un resto
de direccionamiento unido, a través de un enlazador opcional, a por lo menos un agente
quelante para la asociacién de una carga, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, donde el resto de direccionamiento se une a un antigeno celular, donde el
antigeno celular comprende DLL3. La carga puede ser una carga util, tal como, p. €j., un
radionuclido o agente citotoxico. El resto de direccionamiento puede comprender un
péptido. El péptido puede incluir SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 0 SEQ ID
NO: 23. El péptido puede ser ciclado. El péptido puede ser SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID
NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57,
SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID
NO: 63, SEQ ID NO: 65 o SEQ ID NO: 66. El extremo N—terminal y/o el extremo C—terminal
del péptido en la construccién puede ser bloqueado. El extremo N—terminal del péptido
puede ser bloqueado con grupo acetilo o benzoilo. El extremo C—terminal del péptido puede
ser bloqueado como NH;, NH-CH3; NH-CH>—CH3;, NH-CH—(CH3)2, NH-CH,—CH>—CHj3,
NH-CH>—CH—(CHz3)2, N(CH3)2, N(CH>—CHs)2, 0 OH. El péptido puede ser SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID
NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68,
SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID
NO: 74, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 79,
SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 84, SEQ ID
NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88 o SEQ ID NO: 89. El agente
quelante puede incluir un agente de poliaminocarboxilato. El agente quelante puede incluir
acido etilendiaminatetraacético (EDTA), acido dietilenotriaminapentaacético (DTPA), acido
1,4,7,10-tetra—azacilcododecano—N,N’,N",N"—tetraacético (DOTA), DOTAGA, o un derivado
de este. El agente quelante puede comprender EDTA, DTPA, DOTA, DOTAGA, o un

derivado de estos. El agente quelante puede incluir un agente macrociclico. El agente
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quelante puede incluir acido 1,4,7—Triazaciclononano—N,N’,N"—triacético (NOTA), acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano—N,N',N",N"-tetraacético (TETA), acido 1,4,7,10,13—
pentaazaciclopentadecano—N,N',N",N" ,N""—pentaacético (PEPA), 4cido 1,4,7,10,13,16—
hexaazaciclohexadecano— N,N',N",N" ,N"",N""—hexaacético (HEHA), o un derivado de
estos. El agente quelante puede ademas incluir deferoxamina (DFO), 5,11,16,22—
tetraazahexacosanodiamida (DFO*) o N,N'-1,4—Butanodiilbis[N—[3—{[[(1,6—dihidro—1—
hidroxi—6—oxo—2—piridinil)carbonillJamino]propil]-1,6—dihidro—1-hidroxi—-6—oxo—2—
piridinacarboxamida] (HOPOQO), o un derivado de estos.

La carga puede incluir un agente radiactivo. El agente radiactivo puede incluir un
radiois6topo. En consecuencia, en algunas formas de realizacion, las construcciones o los
compuestos divulgados en el presente documento opcionalmente comprenden un
radioisétopo. En algunas formas de realizacion, las construcciones o los compuestos
divulgados en el presente documento comprenden un radiois6topo. El radioisétopo puede
ser un radionuclido. El radioisétopo puede ser cualquiera de los citados en la Tabla 3. En
algunas formas de realizacion, el radioniclido se selecciona del grupo que consiste en "''In,
99mTc, 94mTc, 6668, 67Ga, 6sGa, 52Fe, 169Er, 72AS, 97RU, 203Pb, 61CU, 62CU, 64CU, 67CU, 898,-’
186Re’ 188Re’ SGY, 90Y’ SQZr’ 51Cf', 52Mn, 51Mn, 177LU, , 169Yb, 175Yb, 105Rh’ 166Dy’ 166Dy, 166H0,
1538m, 149pm’ 151Pm, 172Tm, 121Sn, 117mSn, 21ZBi,21SBi, 142Pr, 143PI’, 198AU, 199AU, 123|, 124|, 125|,
131|’ 7SBr’ 76Br, 77Br1 SOBF, BZBF, 18F’ 149Tb1 152Tb’ 155Tb1 161Tb1 43801 44SC, 47SC, 212Pb1 211At’
223Ra, %?’Th, 2?6Th, 82Rb, 32P, "6As, 8Zr, ""1Ag, '%5Er, 225Ac, y ?*’Ac. En algunas formas de
realizacion, el radionuclido es "'In, %¥MTc, ©’Ga, %8Ga, 293Pb, %Cu, #Y, 89Zr, 123], 124, 125] 18F,
768[’, 7YBr’ 152Tb, 155Tb’ 4480, 4380, 67CU, 188Re’ 90Y, 177LU, 21SBi, 131|, 47SC, 225AC, 212Pb, 211At’ o)
22TTh. El enlazador opcional puede incluir un enlazador escindible. El enlazador opcional
puede incluir un enlazador no escindible. El enlazador opcional puede comprender por lo
menos un aminoacido.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacion proporciona una
composicion farmacéutica que incluye una construccion y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona un método
para suministrar una carga a una célula, que incluye poner en contacto la célula o un sujeto
que comprende la célula con una construccién o con la composicion farmacéutica de esta.
En una forma de realizacion, la carga puede ser un agente radiactivo, tal como un
radionuclido y/o radioisotopo. En otras formas de realizacion, la carga es un agente
citotoxico.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona un método de
tratamiento de una enfermedad o de un trastorno en un sujeto, que comprende administrar

una construccion o la composicion farmacéutica de esta. En algunas formas de realizacion,
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la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento de un sujeto que incluye
administrar una construccion o la composicidon farmacéutica de esta. En algunas formas de
realizacion, la enfermedad o el trastorno es cancer (es decir, el sujeto tiene cancer). El
cancer puede incluir por lo menos una célula que comprende DLL3. En una forma de
realizacion, el cancer expresa DLL3. El cancer puede ser cancer urotelial, melanoma o
carcinoma de células escamosas. Adicionalmente, el cancer puede ser una neoplasia
neuroendocrina, melanoma, o cancer cerebral primario. En algunas formas de realizacion, la
neoplasia neuroendocrina se selecciona de cancer de pulmon de células pequenas (SCLC),
carcinoma tiroideo medular (MTC), cancer neuroendocrino de células grandes (LCNEC),
carcinoma neuroendocrino gastroenteropancreatico (GEP NEC), cancer de prostata
neuroendocrino (NEPC), cancer de prostata de células pequefas (SCPC), carcinoma de
células de Merkel (MCC), carcinoma cervical neuroendocrino, tumores neuroendocrinos de
Grado 3 (NET), y carcinoma neuroendocrino extrapulmonar (NEC) del cuello uterino. En
algunas formas de realizacion, el cancer es un tumor sélido que tiene positividad DLL3

medido por inmunohistoquimica (IHC) (p. €j., 21 % células positivas DLL3).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Fig. 1 representa la afinidad de union a DLL3, de compuestos de

direccionamiento a DLL3, en un ensayo ELISA.

DESCRIPCION DETALLADA

DLL3 se une a miembros de la familia de receptores Notch altamente
conservada, para regular el desarrollo embrionario. A diferencia de los ligandos Notch
canodnicos, DLL3 suprime la sefalizacion de Notch mediante interacciones con el
aparato de Golgi. Como reflejo de esta funcion, DLL3 normalmente se encuentra
confinado al citoplasma (Geffers, I., et al. J. Cell Biol. (2007) 178 (3), 465—76; Zhou,
B., et al. Signal Transduct. Target Ther. (2022) 7(1), 95). DLL3 se detecta en el
citoplasma de tejidos fetales sanos, y su ausencia provoca defectos vertebrales
graves, en forma de disostosis espondilocostal autosémica recesiva (Serth, K., et al.
PLoS One, (2015) 10(4), e0123776; Dunwoodie, S. L., et al. Development, (2002) 129
(7), 1795-806). Se detectan niveles bajos de DLL3 como transcripcion de ARN en el
cerebro adulto, la hipdfisis y los testiculos (Sharma, S. K., et al., Cancer Res. (2017)
77 (14), 3931-41). El ARNm de DLL3 también es detectable en el citoplasma de
cerebro adulto, hipdfisis, basofilos y pancreas (Giffin, M. J., et al. Clin. Cancer Res,
(2021) 27 (5), 1526-37). Sin embargo, la sobreexpresion significativa de DLL3
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provoca su localizacion aberrante en la superficie celular (Zhou, B., et al. Signal
Transduct. Target Ther. (2022) 7 (1), 95; Geffers, I., et al. (2007)). También se observa
DLL3 regulado en forma ascendente, localizado de manera aberrante en la superficie
celular en el cancer (Giffin, M. J., et al. (2021); Saunders, L. R., et al. Sci. Transl. Med.
(2015) 7(302), 302ra136; Sharma, S. K., et al. (2017)).

Se observa una expresiéon anormal de DLL3, incluida la expresion en la
superficie celular, en diversos tumores humanos (Saunders, L. R, et al. (2015)). Las
neoplasias neuroendocrinas (NEN, por sus siglas en inglés), que incluyen tumores
neuroendocrinos (NET, por sus siglas en inglés) bien diferenciados y carcinomas
neuroendocrinos (NEC, por sus siglas en inglés) poco diferenciados, expresan
frecuentemente DLL3 sobre la superficie celular, y comparten marcadores
histolégicos y transcriptémicos comunes de linaje neuroendocrino y transformacion
(Puca, L., et al. Sci. Transl. Med. (2019) 11 (484); Yao, J., et al. Oncologist (2022) 27
(11), 940-51). El rol fisiopatoldgico de la localizacion aberrante de DLL3 sobre la
funcién de las células tumorales se comprende poco, aunque los experimentos de
ganancia y pérdida de funcion sugieren que DLL3 puede afectar la proliferacion
celular, la migracion y el crecimiento tumoral in vitro e in vivo (Furuta, M., et al. Cancer
Sci. (2019) 110 (5), 1599-608; Huang, J., et al. (2019)). DLL3 es detectable sobre la
superficie de las células tumorales mediante inmunohistoquimica (IHC) y citometria
de flujo, y es accesible in vivo para anticuerpos exdgenos dirigidos contra DLL3 (Dylla,
S. J. Mol. Cell Oncaol. (2016) 3(2), e1101515; Saunders, L. R, et al. (2015)).

Se ha cuantificado DLL3 en el rango de pocos miles de copias por célula en
lineas celulares de cancer de pulmén de células pequefias (SCLC) y cancer de
préstata neuroendocrino (NEPC) (Giffin, M. J., et al. (2021); Zhang, Y., et al. Clin.
Cancer Res. (2023) 29 (5), 971-85). A pesar de sus bajos niveles de numero de
copias por célula, la viabilidad de dirigir DLL3 se ha demostrado, sin embargo,
preclinicamente en SCLC, asi como en modelos de xenoinjerto de cancer
neuroendocrino, utilizando radioconjugados de 89Zr/177Lu dirigidos a DLL3,
biespecificos dirigidos a DLL3, y conjugados de anticuerpo—farmaco dirigidos a DLL3
(Chou, J., et al. Cancer Res. (2023) 83(2), 301-15; Giffin, M. J., et al. (2021); Korsen,
J. A., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2022) 119(27), e2203820119; Saunders, L.
R., et al. (2015)). Ademas, a pesar de la baja abundancia del antigeno asociado al

tumor, la visualizacion de tumores que expresan DLL3 mediante inmunoPET con 89Zr
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se demostré en varios modelos de ratén de cancer de pulmén de células pequenas
(SCLC) (Sharrna, S. K., et al. (2017)).

Su validacién clinica como objetivo se ha confirmado con terapias dirigidas a
DLL3 que incluyen un conjugado de anticuerpo—farmaco dirigido a DLL3, RovaT
(Morgensztern, D., et al. Clin. Cancer Res., (2019) 25 (23), 6958-66; Rudin, C. M., et
al. Nat. Rev. Dis. Primers (2021) 7(1), 3), cuyo potencial era limitado debido a la
toxicidad relacionada con la carga util. Mas recientemente, un tarlatarnab biespecifico
dirigido a DLL3 (AMG757) ha producido respuestas duraderas de hasta 12 meses en
una cuarta parte de los pacientes tratados (Paz—Ares, L., et al. J. Clin. Oncol. (2023)
41 (16), 2893-903). Dada su naturaleza bien estudiada y su expresion selectiva en la
superficie de las células cancerosas tanto en tumores solidos primarios como
metastasicos, DLL3 es un objetivo prometedor para nuevas terapias en NEN y otros
tumores solidos que expresan DLL3.

En el presente documento se proporcionan compuestos que se dirigen a DLL3.
En particular, en el presente documento se proporcionan construcciones de
direccionamiento (también denominadas aqui como "construcciones") que
comprenden un resto de direccionamiento que es un péptido ciclico que se dirige a
DLL3, que esta unido, mediante un enlazador opcional, a un agente quelante para la
asociacion de un radioisotopo. De este modo, estos compuestos, asi como las
composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos, son utiles en el

tratamiento de diversas indicaciones, que incluyen el cancer.

|. Compuestos y composiciones

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacion se refiere a restos
de direccionamiento, tales como péptidos, proteinas y anticuerpos, que pueden unirse
a dianas. En algunas formas de realizacién, la presentacion divulgacion proporciona
construcciones capaces de localizar dianas y/o asociarse con dianas. Dichas
construcciones, que incluyen cualquier combinacion de un resto de direccionamiento
y una carga, se denominan en el presente documento "construcciones de
direccionamiento". Tal como se utiliza en el presente documento, el término "resto de
direccionamiento" se refiere a un componente de wuna construccion de
direccionamiento o a una combinacion de componentes involucrados en la
construccion de direccionamiento para la localizacion de una diana o la asociacién

con una diana. Los componentes de carga de las construcciones de direccionamiento
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pueden incluir cualquiera de una diversidad de compuestos, que incluyen, sin
limitacion, compuestos quimicos, biomoléculas, metales, moléculas poliméricas,
agentes terapéuticos, agentes citotoxicos y agentes radiactivos. El quelante puede
estar asociado con una carga util tal como, por ejemplo, un radionuclido o un agente
citotoxico.

En una forma de realizacion particular, la construccién de direccionamiento
comprende un resto de direccionamiento que es un péptido ciclico que se dirige a
DLL3, el cual esta unido, a través de un enlazador opcional, a un agente quelante
para la asociacién de un radioisétopo.

Dianas.

Las construcciones de direccionamiento pueden dirigirse a una diversidad de
dianas/objetivos. En una forma de realizacién particular, la construccion de
direccionamiento comprende un péptido dirigido a DLL3 y también comprende un
radioisotopo. En algunas formas de realizacion, las construcciones de
direccionamiento pueden dirigirse a células. Dichas construcciones de
direccionamiento pueden incluir restos de direccionamiento que pueden dirigirse a
antigenos celulares, que incluyen aquellos asociados con las superficies de las
células diana. En este caso, el antigeno celular es la diana de los restos de
direccionamiento y las construcciones de direccionamiento. Un "antigeno", como se
menciona aqui, es cualquier entidad que induce una respuesta inmunitaria en un
organismo, o puede referirse simplemente a un companero de unién de anticuerpo.
Las respuestas inmunitarias son reacciones de células, tejidos y/u 6érganos de un
organismo a una entidad extrafia. Las respuestas inmunitarias tipicamente conducen
a la produccion de uno o mas anticuerpos contra una entidad extrafia por parte de un
organismo. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "antigeno diana"
se refiere a una entidad, proteina o epitopo al que se une un anticuerpo, o para el
cual se desea que un anticuerpo tenga afinidad, o para el que se disefia o desarrolla
un anticuerpo. Dichos antigenos diana pueden incluir antigenos de células
cancerosas, por ejemplo, aquellos expresados sobre la superficie de las células
cancerosas. En algunas formas de realizacién, los antigenos diana de la presente
divulgacién incluyen DLL3 o porciones del mismo. Los antigenos DLL3 pueden incluir
dominios extracelulares de DLL3. Los antigenos DLL3 pueden incluir proteinas de
fusion de DLL3 u otras entidades que comprenden porciones de DLL3.

DDL3.
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El ligando Notch candnico tipo Detal 3 (también conocido como proteina tipo
Delta 3, Drosophila o DLL3) es un miembro de la familia de ligandos de proteinas
delta. Esta codificado por el gen DLL3. DLL3 inhibe la neurogénesis primaria y
participa en la desviacién de las neuronas a lo largo de una via de diferenciacion
especifica. También desempefia un rol en la formacion de los limites de los somitos
durante la segmentacién del mesodermo paraxial. Las mutaciones en el gen DLL3
causan el sindrome de Jarcho—Levin del trastorno genético autosémico recesivo. La
expresion del gen DLL3 se produce en tumores neuroendocrinos. DLL3 puede ser
una diana potencial para el direccionamiento de tumores tales como el cancer de
pulmon.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento
incluyen restos de direccionamiento especificos para uno o mas dominios de DLL3.
En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento incluyen
restos de direccionamiento especificos para una o mas secuencias de aminoacidos
diana de DLL3 que se enumeran en la Tabla 1, o un fragmento o variante de las

mismas.

Tabla 1. Secuencias diana proteina DLL3

Descripcion |Secuencia SEQ
de secuencia ID NO
DLL3 MVSPRMSGLLSQTVILALIFLPQTRPAGVFELQIHSFGPGPGPGAPR |1

SPCSARLPCRLFFRVCLKPGLSEEAAESPCALGAALSARGPVYTEQ
PGAPAPDLPLPDGLLQVPFRDAWPGTFSFIIETWREELGDQIGGPA
WSLLARVAGRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRFSYRARCEPPAV
GTACTRLCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLEDECEAPLVCRAGCSPEH
GFCEQPGECRCLEGWTGPLCTVPVSTSSCLSPRGPSSATTGCLVP
GPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECTCPRGFYGLRCEVSGVTCA
DGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPPGFQGSNCEKRVDRCSLQP
CRNGGLCLDLGHALRCRCRAGFAGPRCEHDLDDCAGRACANGGT
CVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRERADPCAARPCAHGGRCYAHF
SGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGASALPAAPPGLRPGDPQRILL
PPALGLLVAAGVAGAALLLVHVRRRGHSQDAGSRLLAGTPEPSVH
ALPDALNNLRTQEGSGDGPSSSVDWNRPEDVDPQGIYVISAPSIYA
REVATPLFPPLHTGRAGQRQHLLFPYPSSILSVK

DLL3 AGVFELQIHSFGPGPGPGAPRSPCSARLPCRLFFRVCLKPGLSEEA |2
(aminoéacidos |AESPCALGAALSARGPVYTEQPGAPAPDLPLPDGLLQVPFRDAWP
27-492) GTF
SFIIETWREELGDQIGGPAWSLLARVAGRRRLAAGGPWARDIQRAG
AWELRFSYRARCEPPAVGTACTRLCRPRSAPSRCGPGLRPCAPLE
DECEAPLVCRAGCSPEHGFCEQPGECRCLEGWTGPLCTVPVSTS
SCLSPRGPSSATTGCLVPGPGPCDGNPCANGGSCSETPRSFECT
CPRGFYGLRCEVSGVTCADGPCFNGGLCVGGADPDSAYICHCPP
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GFQGSNCEKRVDRCSLQPCRNGGLCLDLGHALRCRCRAGFAGPR
CEHDLDDCAGRACANGGTCVEGGGAHRCSCALGFGGRDCRERA
DPCAARPCAHGGRCYAHFSGLVCACAPGYMGARCEFPVHPDGAS
ALPAAPPGLRPGDPQRIL

Restos de direccionamiento.

En algunas formas de realizacion, los restos de direccionamiento localizan las
construcciones de direccionamiento hacia las dianas mediante la uniéon a dichas dianas o
componentes asociados. Los restos de direccionamiento pueden unirse a células o
biomoléculas u otras estructuras asociadas a las células. Por ejemplo, en algunas formas de
realizacion, los restos de direccionamiento se unen a antigenos celulares. Dichos antigenos
celulares pueden ser expresados especificamente por, expresados en, o asociados de alguna
otra manera con tipos celulares especificos. Los tipos celulares especificos pueden
caracterizarse por uno o mas de los siguientes factores: tamafo celular, edad, forma,
ubicacién, tejido de origen, érgano de origen, funcién, actividad, genotipo, fenotipo o
asociacion con disfuncion o enfermedad. Los restos de direccionamiento pueden unirse a
antigenos de células cancerosas. En algunas formas de realizacion, los restos de
direccionamiento se unen a DLL3. En algunas formas de realizacion, los restos de
direccionamiento se unen a DLL3 humano.

Los restos de direccionamiento pueden incluir o consistir en proteinas, polipéptidos o
péptidos, anticuerpos, acidos nucleicos, analogos de acidos nucleicos, aptameros, lipidos,
carbohidratos, glicoproteinas o moléculas pequefias. En algunas formas de realizacion, los
restos de direccionamiento incluyen o consisten en polipéptidos o péptidos, anticuerpos o
fragmentos o variantes de los mismos. En una forma de realizacién particular, el resto de
direccionamiento es un péptido ciclico.

En algunas formas de realizacién, los restos de direccionamiento de la presente
divulgacion, tales como polipéptidos, péptidos y anticuerpos, tienen afinidad por la DLL3
humana. En algunas formas de realizacion, los restos de direccionamiento de la presente
divulgacion tienen afinidad por la DLL3 humana dentro de rangos identificados, medido en
ensayos convencionales. La "afinidad" o "afinidad de unién" se refiere a la fuerza de la suma
total de las interacciones no covalentes entre un unico sitio de union de una molécula (p. €j.,
un anticuerpo o compuesto de unidon de péptido) y su compafiero de unién (p. €j., un
antigeno). A menos que se indique lo contrario, como se usa en el presente documento,
"afinidad de unién" se refiere a la afinidad de unién intrinseca, que refleja toda la interaccion
entre los miembros de un par de union (p. €j., anticuerpo o compuesto de unién de péptido y

antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiero Y generalmente se puede
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representar mediante la constante de disociaciéon (Kp). La constante de disociacion en
equilibrio (Kp) se calcula como la relacion Ko/Kon.

Los restos de direccionamiento de baja afinidad generalmente se unen al antigeno
lentamente, y tienden a disociarse facilmente, mientras que los restos de direccionamiento
de alta afinidad generalmente se unen al antigeno mas rapidamente, y tienden a permanecer
unidos durante mas tiempo. En la técnica se conocen diversos métodos para medir la afinidad
de unién, cualquiera de los cuales puede utilizarse para los fines de la presente divulgacion.

En algunas formas de realizacion, los restos de direccionamiento divulgados en el
presente documento pueden unirse a una proteina diana con una constante de disociacién
en equilibrio (Kp) de alrededor de 0,001 nM a alrededor de 0,01 nM, de alrededor de 0,005
nM a alrededor de 0,05 nM, de alrededor de 0,01 nM a alrededor de 0,1 nM, de alrededor de
0,05 nM a alrededor de 0,5 nM, de alrededor de 0,1 nM a alrededor de 1,0 nM, de alrededor
de 0,5 nM a alrededor de 5,0 nM, de alrededor de 2 nM a alrededor de 10 nM, de alrededor
de 8 nM a alrededor de 20 nM, de alrededor de 15 nM a alrededor de 45 nM, de alrededor de
30 nM a alrededor de 60 nM, de alrededor de 40 nM a alrededor de 80 nM, de alrededor de
50 nM a alrededor de 100 nM, de alrededor de 75 nM a alrededor de 150 nM, de alrededor
de 100 nM a alrededor de 500 nM, de alrededor de 200 nM a alrededor de 800 nM, de
alrededor de 400 nM a alrededor de 1000 nM o por lo menos 1000 nM. En algunas formas de
realizacion, la proteina diana es DLL3.

En algunas formas de realizacion, los restos de direccionamiento divulgados en el
presente documento pueden unirse a una proteina diana con una constante de disociacion
en equilibrio (Kp) de alrededor de 1 nM o0 menos, de alrededor de 1 nM a alrededor de 10 nM,
de alrededor de 10 nM a alrededor de 100 nM, o de alrededor de 100 nM a alrededor de 300
nM. En algunas formas de realizacién, la proteina diana es DLL3.

En algunas formas de realizacion, la Kp se determina mediante resonancia de
plasmones de superficie (SPR, por sus siglas en inglés). En el Ejemplo 3 se proporciona un
protocolo de SPR ejemplar.

Polipéptidos y péptidos

En algunas formas de realizacién, los restos de direccionamiento de la presente
divulgacion son polipéptidos. De acuerdo con la presente divulgacion, cualquier molécula a
base de aminoacidos (naturales o no naturales) puede denominarse "polipéptido", término
que abarca "péptidos", "peptidomiméticos" y "proteinas". Tradicionalmente, se considera que
los "péptidos" tienen un tamafo que varia de alrededor de 4 a alrededor de 50 aminoacidos.
Los polipéptidos de mas de alrededor de 50 aminoacidos se denominan generalmente
"proteinas".

Los péptidos de la presente divulgacion pueden ser lineales o ciclicos. En particular,

se proporcionan en el presente documento péptidos ciclicos que se dirigen a DLL3. Los
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péptidos ciclicos incluyen cualquier péptido que tenga como parte de su estructura una o mas
caracteristicas ciclicas, tales como un bucle y/o una unién interna. En algunas formas de
realizacion, los péptidos ciclicos se forman cuando una molécula actia como un resto de
unién para unir dos 0 mas regiones del péptido.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "resto puente" se refiere a
uno o mas componentes de un puente formado entre dos aminoacidos adyacentes o no
adyacentes, aminoacidos no naturales o no aminoacidos en un péptido. Los restos puente
pueden ser de cualquier tamafo o composicion. En algunas formas de realizacién, los restos
puente pueden comprender uno 0 mas enlaces quimicos entre dos aminoacidos adyacentes
0 no adyacentes, aminoacidos no naturales, residuos no aminoacidos o combinaciones de
estos. En algunas formas de realizacién, dichos enlaces quimicos pueden ser entre uno o
mas grupos funcionales en aminoacidos adyacentes o no adyacentes, aminoacidos no
naturales, residuos no aminoacidos o combinaciones de estos. Los restos puente pueden
incluir uno o mas de un enlace de amida (lactama), un enlace de disulfuro, un enlace de
tioéter, un anillo aromatico, un anillo de triazol, y una cadena de hidrocarburo. En algunas
formas de realizacién, los restos puente incluyen un enlace de amida entre una funcionalidad
amina y una funcionalidad carboxilato, cada una, presente en la cadena lateral de un
aminoacido, un aminoacido no natural o un residuo no aminoacido. En algunas formas de
realizacion, las funcionalidades amina o carboxilato forman parte de un residuo no aminoacido
o un residuo de aminoacido no natural.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona péptidos que
se unen a la proteina humana DLL3. Los anticuerpos de la presente divulgacion pueden
unirse a los dominios extracelulares de la proteina humana DLL3. Los anticuerpos de la
presente divulgacion pueden unirse a la proteina DLL3 asociada a células (p. €j., superficies
celulares). Dichas células pueden incluir células cancerosas, tales como, entre otras, células
de cancer de pulmon, células de cancer de mama, células de cancer de vejiga, células de
cancer de colon, células de cancer urotelial, células de melanoma o células de carcinoma de
células escamosas.

Epitopo de DLL3

Los péptidos de la divulgacion que se unen a DLL3 humano se unen a aminoacidos

especificos en DLL3, es decir, a un epitopo de DLL3. En el presente documento, el término
"epitopo" se refiere a la(s) porcion(es) especifica(s) de una diana (por ejemplo, DLL3) que
interactua(n) (por ejemplo, se unen) con una entidad de unién (por ejemplo, los péptidos de
la divulgacion).

En algunas formas de realizacion, los péptidos tienen especificidad de unién para
DLL3, donde los péptidos se unen a uno o mas aminoacidos de A81, L83, G106, A85 y R61

de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1.
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En algunas formas de realizacion, los péptidos se unen a los aminoacidos A81, L83,
G106, A85 y R61 de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1.

En algunas formas de realizacion, los péptidos se unen a los atomos de la cadena
principal de los aminoacidos A81, L83, G106 y A85 de una secuencia de aminoacidos de
DLL3 de SEQ ID NO: 1. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "atomos de
la cadena principal" se refiere a los atomos en el espinazo del péptido, que se compone de
un atomo de carbono central (el carbono alfa) enlazado a un atomo de hidrégeno, un grupo
amino (NH2) y un grupo carboxilo. (COOH).

En algunas formas de realizacién, los péptidos se unen a los atomos de la cadena
lateral del aminoacido R61 de una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1. Tal
como se utiliza en el presente documento, el término "atomos de la cadena lateral" se refiere
a los atomos de la cadena lateral del péptido, también referidos comiunmente como grupo R.

En algunas formas de realizacion, los péptidos se unen a los atomos de la cadena
principal de los aminoacidos A81, L83, G106 y A85 de una secuencia de aminoacidos de
DLL3 de SEQ ID NO: 1, y se unen a los atomos de la cadena lateral del aminoacido R61 de
una secuencia de aminoacidos de DLL3 de SEQ ID NO: 1.

En otra forma de realizacion, los péptidos son capaces de unirse a DLL3 con un valor
ECso de alrededor de 1 x 108 M a alrededor de 1 x 10-'2 M. En otra forma de realizacion, los
péptidos pueden unirse a DLL3 con un valor ECso de alrededor de 1 x 108 M a alrededor de
1x 10710 M.

En algunas formas de realizacion, el valor ECsg se determina mediante un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). En algunas formas de
realizacién, se usa una concentracion de proteina DLL3 de alrededor de 1 uyg/mL a alrededor
de 5 ug/mL en el ELISA.

En algunas formas de realizacion, los péptidos comprenden una secuencia de
aminoacidos de WTACANAKDCWP, o un derivado de la misma que comprende uno o mas
aminoacidos no naturales. En otra forma de realizacion, los aminoacidos W1, A3, A7 y W11
se unen a DLL3. En otra forma de realizacidon mas, el péptido es ciclico. En aun otra forma
de realizacion, el péptido es no ciclico. En una forma de realizacién, el péptido es cualquiera
de las formulas o especies descriptas en el presente documento.

Péptidos ciclicos.

En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente descripcion pueden
comprender péptidos ciclicos que poseen uno o mas restos puente (por ejemplo, estructura
ciclica, grapa, puente, etc.). La unidn/engrapado de péptidos es una técnica de
macrociclizacién en la que los péptidos se modifican covalentemente mediante la formacioén
de una unién quimica (p. ej., grapa, resto puente, etc.) entre las cadenas laterales de dos

aminoacidos. Mas especificamente, los péptidos se vuelven macrociclicos mediante la

17



10

15

20

25

30

formacion de enlaces covalentes entre atomos presentes en el péptido lineal y atomos de
un resto puente. El engrapado/puente se puede utilizar para restringir los péptidos a
conformaciones bioactivas preferidas (de modo de reducir la flexibilidad conformacional y
los grados de libertad rotacional), para mejorar asi la afinidad por dianas de receptores
especificos y la farmacocinética general. Los residuos que se unen generalmente se
encuentran en la misma cara de la hélice peptidica y estan separados por una, dos o tres
vueltas de hélice (p. €j., un primer aminoacido en la posicién (z) se une a un segundo
aminoacido en la posicién z+4, z+7 o z+11). En algunas formas de realizacion, los restos
puente pueden comprender uno 0 mas enlaces quimicos entre dos aminoacidos adyacentes
0 no adyacentes, aminoacidos no naturales, residuos no aminoacidos o combinaciones de
estos. En algunas formas de realizacién, dichos enlaces quimicos pueden ser entre uno o
mas grupos funcionales en aminoacidos adyacentes o no adyacentes, aminoacidos no
naturales, residuos no aminoacidos o combinaciones de estos.

Por lo tanto, en un aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido
ciclico que comprende la secuencia de aminoacidos de Formula A:
X9

N

Xio, X, Xal KXo Xa
X Y, UXs XS Y

X10
(A),

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,

donde:

Xo es cualquier aminoacido natural o no natural o X, esta ausente;

X1 se selecciona de Trp, 7Aza—Trp, 1Me-Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 7OMe-Trp,
7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, alfa—Me—Trp, y NMe—Trp;

X2 y X3 son cada uno de manera independiente cualquier aminoacido natural o no
natural;

Y1 es Cys;

X4, Xs, X6, X7, Yy Xg son cada uno de manera independiente cualquier aminoacido
natural o no natural;

Y, es Cys;

Xg se selecciona de Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 70OMe-Trp,
7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, alfa—Me—Trp, y NMe—Trp;

X1o se selecciona de Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro,
trans4 OH-Pro, cis4OH-Pro, 5,5-diMe—Pro, trans4NH2—Pro, y cis4dNH2—Pro;

donde el péptido ciclico es ciclado a través de un enlazador entre Y1 e Yz, vy

donde el péptido ciclico se une a DLL3.
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En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos proporcionados en el
presente documento son péptidos ciclicos de Férmula A, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y/o uno de sus solvatos.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico que
comprende la secuencia de aminoacidos de Férmula B:

XX

X X X X
3. 4 6 8. 9.
Xg X3 78 - - -

Xs X7 Y2 X10
(B),

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables,

donde:

Xo es cualquier aminoacido natural o no natural o X, esta ausente;

X1 se selecciona de Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, 50Me-Trp, 70Me-Trp,
7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, alfa—Me—Trp, y NMe—Trp;

X2y X3 son cada uno de manera independiente cualquier aminoacido natural o no
natural,

Y1 es Cys;

X4, Xs, X6, X7, Yy Xg son cada uno de manera independiente cualquier aminoacido
natural o no natural;

Y, es Cys;

Xo se selecciona de Trp, 7Aza—Trp, 1Me-Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 7OMe-Trp,
7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, alfa—Me—-Trp, y NMe—Trp;

Xi0 se selecciona de Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro,
trans4 OH-Pro, cis4OH-Pro, 5,5-diMe—Pro, trans4NH2-Pro, y cis4dNH2—Pro;

donde el péptido ciclico es ciclado a través de un enlazador entre Y1 e Yo,

donde por lo menos uno de X4, Xs, Xs, X7, 0 Xg esta sustituido con un quelante,
donde el quelante esta opcionalmente unido al péptido ciclico a través de un grupo de
union; y

donde el péptido ciclico se une a DLL3.

En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos proporcionados en el
presente documento son péptidos ciclicos de Formula B, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y/o uno de sus solvatos.

En una forma de realizacién de los aspectos anteriores, por lo menos uno de X4, Xs,
0 X7 esta sustituido con un quelante y un grupo de unién opcional.

En otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, X, es Thr, y Xs es Asp.

Aun en otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, el extremo N—terminal

y/o el extremo C—terminal del péptido ciclico en la construccion esta bloqueado. Aun en otra
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forma de realizacion, el extremo N-terminal del péptido ciclico esta bloqueado con P,

donde P se selecciona de H, —L'—Quelante,

O
D’
s”il_1 L) OM o/\%N )J\/@\ ék( >\ Quelante

o R"
N Quelante
S u .

D' se selecciona de H, CHs, C(O)OH, y —-NR"-Quelante;

L' esta ausente o se selecciona de
Sy ”I*”I o g AE
(0]
N O

cada n, q, y u son de manera independiente un numero entero de 0 a 16;

p es un numero entero de 0 a 24;

cada s es de manera independiente un numero entero de 0 a 16;

tes1,2,3,4,5,06;

cada R’ es de manera independiente seleccionado de H, C(O)OH, (CH2)OH, y

NHAc; y

cada R” es de manera independiente seleccionado de H y CHs.

En una forma de realizacion de los aspectos anteriores, el extremo C—terminal del
péptido ciclico esta bloqueado con P?Z, donde P? se selecciona de NH,, OH, CH,OH, —L>-

Quelante,

P3
HN”




D2 es OH o NH_;

L2 esta ausente o se selecciona de:

donde el grupo amino de L? se conecta al grupo carbonilo de P? o Quelante para
formar un enlace de amida;

P3 se selecciona de H, Ac, —L3—Quelante,

0 0
H 3
N D
WOV}N How
pH 0 p

Quelante
R’ t D3

’ ) ’

/\4/@\ N/ ?
/\W N D3
\/\”Mo/\%}/
L3 estad ausente o de manera mdependlente se selecciona de
HO._O
(0] H o H o 0o H 0 o
N N N
S L ST N
O H HN
Ho Yo HO™ ~0 . , Ly
0
N O

donde el grupo carbonilo de L2 se conecta a un grupo amina de P? para formar un

10

15 enlace de amida;

D3 es de manera independiente seleccionado de CHs, C(O)OH, —-NR"-Quelante, y
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X es halégeno;

cada n es de manera independiente un niumero entero de 0 a 16;

cada p es de manera independiente un niumero entero de 0 a 24;

cada s es de manera independiente un numero entero de 0 a 16;

cada t es de manera independiente 1, 2, 3, 4, 5, 0 6;

cada R’ es de manera independiente seleccionado de H, C(O)OH, (CH2)OH, y

NHAc; y

cada R” es de manera independiente seleccionado de H y CHs.

En otra forma de realizacion de los aspectos anteriores, Xo esta ausente o0 Xo se
selecciona de Gly, Met, D—Ala, Ala, Nle, y Nva. Aun en otra forma de realizacion, X, esta
sustituido con un grupo N—terminal que se selecciona de P'. Aun en otra forma de
realizacion, X, esta ausente.

En una forma de realizacién de los aspectos anteriores, X1 se selecciona de Trp o
7Me—Trp. En otra forma de realizacion, X1 es Trp. Si X, esta ausente, entonces X puede
estar sustituido con un grupo N-terminal que se selecciona de P".

En una forma de realizacion de los aspectos anteriores, Xz se selecciona de Thr, D—
Ala, Ala, alfa—Me—Thr, Lys, y NMe—Thr. En otra forma de realizacién, X se selecciona del
grupo que consiste en Thr, alfa—Me—Thr, y NMe—Thr. Aun en otra forma de realizacién, X,
es Thr.

Aun en otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, X3 se selecciona de lle,
Env, CHA, CBA, Nle, Tbg, THPG, Chg, 2Nal, 1Nal, 2CFs:—Phe, 2PhEt—Ala, D-Ala, Ala, Leu,
t—Bu—Ala, NMe—Nle, o—ter—amilGly, Alo—lle, Lys(C12), Lys(C14), Lys(C16), alfa—Me—lle, y
NMe—-tBuAla. En una forma de realizacion, X3 se selecciona del grupo que consiste en lle,
Alo-lle, alfa—Me-lle, y NMe—tBuAla. En otra forma de realizacion, X3 se selecciona del
grupo que consiste en D-Ala, Ala, t-Bu-Ala, y NMe—tBuAla. Aun en otra forma de
realizacién, Xs ¢ lle o NMe—tBuAla. Aun en otra forma de realizacién, Xses lle. En una forma
de realizacién, X3 es NMe—tBuAla.

En otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, el enlazador entre Y e Y2

se selecciona de un enlace, C+_s alquileno, y

Aun en otra forma de realizacidn de los aspectos anteriores, X4 se selecciona de
Asn, D-Ala, Ala, DAB—4-NHCOCsH11, DAB—4-NHCOC-7H1s, Asp, Ser, Lys, 3—(4—
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piperidinil)-Ala, 3—(1—morfolinil)-Ala, 3Pya, 4Pya, Glu, y NMe-Asn. X4 puede estar
sustituido con un quelante, donde el quelante esta opcionalmente unido al péptido ciclico a

través de un grupo de union. En una forma de realizacion, X4 se selecciona de:

%/U\(W Quelante %_W /MJ\ = Quelante

Y
%J\(\t/)/\ /\/{ M B Quelante

, y donde
L4 esta ausente o se selecciona de:

N kS 3
IO QT

En otra forma de realizacion, X4 es Lys(DOTA) o Pip(GAE-DOTA)AIla. Aun en otra
forma de realizacion, X4 es Lys(DOTA).

Aun en otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, X4 se selecciona de
Asn, 3—(4—piperidinil)-Ala, y Pip(CH2CO.H)Ala. En una forma de realizacion, X4 es 3—(4—
piperidinil)-Ala o Pip(CH2.CO2H)Ala. En otra forma de realizacion, X4 es Pip(CH>CO2X)Ala,
donde X es un catién farmacéuticamente aceptable (p. ej., para formar una sal
farmacéuticamente aceptable).

En otra forma de realizacion de los aspectos anteriores, Xs se selecciona de Asn,
Ala, D-Ala, Trp, Asp, Lys, 3Pya, 4Pya, 3—(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—morfolinil)-Ala, Glu,
NMe-Asn, y Ser. Xs puede estar sustituido con un quelante, donde el quelante esta
opcionalmente unido al péptido ciclico a través de un grupo de uniéon. En una forma de
realizacién, Xs es Lys(DOTA).

En otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, Xs es Asn 0 NMe—Asn. Aun
en otra forma de realizacién, Xs es Asn. Aun en otra forma de realizacion, X5 es NMe—Asn.

En una forma de realizacion de los aspectos anteriores, Xs se selecciona de Trp,
4CF3;—Phe, 1Me-Trp, 7Aza—Trp, BIP, 2Nal, 1Nal, aMe—Trp, D-Ala, Ala, 4F—Phe, 5F-Trp,
50Me-Trp, Asn, 50H-Trp, 7Me-Trp, 7MeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe-Trp. En otra forma de

realizacion, Xe se selecciona del grupo que consiste en Trp, 1Me-Trp, 7Aza—Trp, 2Nal,
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1Nal, alfa—Me—Trp, 5F-Trp, 5MeO-Trp, 5OH-Trp, 7Me—Trp, 7TMeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe—
Trp. Aun en otra forma de realizacion de los aspectos anteriores, Xs se selecciona de Trp,
2Nal, y 1Nal. Aun en otra forma de realizacion, Xe es Trp. En una forma de realizacion, Xe
es 2Nal.

5 En otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, X7 se selecciona de 3Pya,
4Pya, Lys(Me)3, His, Ala, D-Ala, GIn, Lys, Glu, Arg, Orn, NMe—His, y Ser. Aun en otra
forma de realizacion, X7 es His o Lys. Aun en otra forma de realizacién, X7 es His. En una
forma de realizacion, X7 es Lys. En otra forma de realizacion, X7 esta sustituido con un
guelante, donde el quelante esta opcionalmente unido al péptido ciclico a través de un

10  grupo de union. En una forma de realizacién, X7 se selecciona de:

Y
'???.W /\/{ M Quelante
HN;

L* esta ausente o se selecciona de:

N ?{ K
2O JUTEn T
WHWO%&

, y donde

15
En otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Formula B es un péptido ciclico de
Férmula Bi que comprende la secuencia de aminoacidos:
L4/ Quelante
|
NH
n
Xioy~Xae, ~Xao, Koo W NPREN
Xg~ X5 Y7 Tx§ ON Y5 Xi0
0]
20 (Bi),
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, dondenes 0, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6.
En una forma de realizacién del péptido ciclico de Férmula Bi, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, n es 2. En otra forma de realizacion del péptido ciclico de
Formula Bi, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, L* esta ausente.
5 En una forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula B es un péptido ciclico de

Férmula Bii que comprende la secuencia de aminoacidos:

L4 Quelante
|

R' NH
n
NH
n
Xi_ _Xa_ _Xe_ _Xo_ Xg_ _Xo_
X7~ X5 Y] UXE N Y5 X0
O

(Bii),
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde nes 0, 1, 2, 3, 4, 5, 0 6.

10 En una forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula B es un péptido ciclico de
Formula Biii:
Xio  Xa_ Xy Xe Xg_  _Xg R
Xg~ X5 YT X X7 Y UNTS
7R
P2
(0]

(Biii),
donde R es de manera independiente seleccionado de H, CHs, OH, halégeno,
15 C(O)OH, y N(R")2.
En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos proporcionados en el
presente documento son péptidos ciclicos de Formula Biii, 0 una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y/o uno de sus solvatos.

En otra forma de realizacion, X7 es

N
0] (@) w h Quelante
W _ Quelante W
N N
% n H ,EL n H
HN\; HN?{
o] Y

donde n es un numero entero de 0 a 6.

20

En otra forma de realizacién, X7 es Lys, donde Lys esta sustituido con un quelante.
Aun en otra forma de realizacién, X7 es Lys, donde Lys esta sustituido con un quelante, y

donde el quelante es DOTA (es decir, para formar Lys(DOTA)).
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Aun en otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, Xs se selecciona de
Asp, Asn, NMe-Asp, y alfa—Me—Asp. En una forma de realizacién, Xs es Asp.
En otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, Xq es Trp.
Auln en otra forma de realizacién de los aspectos anteriores, X1 es Pro.
5 Aun en otra forma de realizacién, el Quelante se selecciona de un quelante en la
Tabla D. En una forma de realizacion, el Quelante es DOTA.
En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico de

Férmula I:

H
O o H / O H N
HN\/Z< j/N C1 RO P'I
r7 HN—/ m

10 0,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, donde:

P! se selecciona de: H, —L'—Quelante,

O
AL >
L ! n O/\/y O/\%N )J\/@\ ék( >\ Quelante

O Bll
N Quelante
S u .

D' se selecciona de H, CHs, C(O)OH, y —-NR” —Quelante;

L' esta ausente o se selecciona de

HO._O
(0] 0} 0 0 0
H H H W
gy Dot e o A
Ho Yo HO™ ~0 ¥ , Ly
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10

donde el grupo amino de L' se conecta al grupo carbonilo de P' o el Quelante para
formar un enlace de amida;
P2 se selecciona de C(O)NH,, C(O)OH, CH,OH, —-L?>-Quelante,

P3
HN”
O R 0O 0
D2 D2 D?
N %J\LZ—N L%J\B—N
H ofo H § y H o 8

D2 es OH o NHy;

L2 esta ausente o se selecciona de:

§—N|\'|_©_{i KNH% ﬁgwomz/jﬁi{

£yt~ G»gf = W@A 5 NH

donde el grupo amino de L? se conecta al grupo carbonilo de P? o Quelante para
formar un enlace de amida;

P3 se selecciona de H, Ac, —L3—Quelante,
O Rll

O O
H
WO%N N\[(\(O /\ﬁ/m
0 g ° "
D3 I
}QLSJWO/\% ‘771 N Quelante
R/ r

’ ’ ’
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L3 esta ausente o de manera mdependlente se selecciona de
Sy et 2 o A
(0]
N (0]

5 donde el grupo carbonilo de L3 se conecta a un grupo amina de P? para formar un
enlace de amida;

D® es de manera independiente seleccionado de: CHz, C(O)OH, -NR"—Quelante, y

ngﬁ\/i:EEFX

R" 3
X es halégeno;
10 RC es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural,
R' es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;
R? es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
15 lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;
R3 es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;
B' es C1- alquileno;
C' es C1_6 alquileno;

20 A' se selecciona de:
_ S N s N 3 i
E,YSVS?,YSWS)“,%@A i” ¥ Ay
vy O
Hiﬁ\“}a,%fA&ﬁé,H{N\>ﬁf,y N,

donde w se seleccionade 1, 2, 0 3;
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R* es una cadena lateral de aminoéacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural, donde ambas estan opcionalmente
sustituidas con Quelante, CH,C(O)OH, o C(O)(CH2CH20),(CH2).N(CH3)s*, donde el
Quelante esta opcionalmente sustituido en la cadena lateral de aminoacido a través de un
Enlazador;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural, donde ambas estan opcionalmente
sustituidas con Quelante, donde el Quelante esta opcionalmente sustituido en la cadena
lateral de aminoacido a través de un Enlazador;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R’ se selecciona de:

(i) una cadena lateral de aminoacidos de un aminoéacido natural,

(i) una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural, o

(iii) se selecciona del grupo que consiste en:

Quelante
\ N 4/
%W Quelante %\<\(>/\ )J\éa/ W \/\/I

fwmf%ﬁohﬂﬁo)w TH M oo

donde L* esta ausente o de manera independiente se selecciona de:

O
H y o HHNJ\Q\/H\
2O 3TN
e | i
@)
Ot e

Y

donde el grupo carbonilo de L* se conecta a un grupo amina de R” para formar un

enlace de amida;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena

lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;
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R'0 es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;
mes0o1;
cada n, q, y u son de manera independiente un niumero entero de 0 a 16;
5 cada p es de manera independiente un nimero entero de 0 a 24;
cada s es de manera independiente un numero entero de 0 a 16;
cada t es de manera independiente 1, 2, 3, 4, 5, 0 6;
cada R’ es de manera independiente seleccionado de H, C(O)OH, (CH2)OH, y
NHAc; y
10 cada R” es de manera independiente seleccionado de H y CH3;
donde o bien el péptido ciclico no comprende un Quelante, o por lo menos uno de
R*, R%, o R” esta sustituido con un Quelante o grupo que contiene Quelante; y
cada atomo de nitrégeno y atomo de alfa—carbono en el espinazo del péptido esta
opcionalmente sustituido con metilo;

15 donde cuando un grupo variable R? R', R?, R3, R4, R5 R®, R7, R8, R?, o R se define
como la cadena lateral de aminoacido de un aminoacido ciclico, el correspondiente
nitrdgeno de aminoacido del espinazo del péptido de Férmula | forma parte del grupo ciclico
y

donde el péptido ciclico opcionalmente comprende un radionuclido.
20 En aun otro aspecto, se proporciona en el presente documento péptido ciclico que

comprende la secuencia de aminoacidos de Formula I’

R
RG O \ 1 O R" NM Ra O

o) A R2 R

R@ . o N N
RN P O R 1 1
Q/N C RORa /P

R7 Ra R"N 8 1 " "

R¥ R°g” _"NR" R" 2

),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
25 donde:

cada R? es, de manera independiente para cada aparicion, seleccionado de H y CHs;
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las variables restantes se definen en la Formula I.
En aun otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico de

Férmula C:

(©),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
donde:

P! se selecciona de: H, —L'-Quelante,

0]
A >
L f n O/\/y O/\a/N )j\/@\ ék( >\ Quelante

E\/I;L%% ;|\ Quelante

’

D' se selecciona de H, CHs, C(O)OH, y —-NR"-Quelante;

L' esta ausente o se selecciona de
HO.__O
@) H o H o 0o H o) “hae
N N NWOH o) N}é N
> vy w
Ho Yo | HO™ 0 ¥ , Ly
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donde el grupo amino de L' se conecta al grupo carbonilo de P! o Quelante para
formar un enlace de amida;
P2 se selecciona de C(O)NH,, C(O)OH, CH,OH, —L?>-Quelante,

P3
HN”
o R 0 @
2 2 D2
N P I'H)J\LZ—N P "%J\Lz—N
noho oy "o ;

5 D2 es OH o NHy;

L2 esta ausente o se selecciona de:

O” iy o N
g O gt
AR E Ay R e A D L

10 donde el grupo amino de L? se conecta al grupo carbonilo de P? o Quelante para
formar un enlace de amida;

P3 se selecciona de H, Ac, —L3—Quelante,
o (0] R"

(0] (0] H .
pH o p
D3 |
}QL?IJWO/\%; ‘777_ N ' Quelante
R/ R /t D?

’ ) ’

Q N/ Q 3
H%O%D3 %K/"\J\/\HMO/\%)/D
Y ;

15 L3 esta ausente o de manera independiente se selecciona de
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HO.___0O
o) Ny 0 ’ 0 o H 0
%Hkv/tlf}f %)kVA];MW/\;iHJ\/Aﬁ)kOH mgix/[::rN?é EAkxii:
Ho Yo Ho ™o © "y , , Ly
&

0
0 (0]
Pann
0
donde el grupo carbonilo de L3 se conecta a un grupo amina de P? para formar un

enlace de amida;

D3 es de manera independiente seleccionado de: CHs;, C(O)OH, -NR"—Quelante, y

R" 3

X es halégeno;

RC es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R' es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R? es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R3 es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural,

B' es C1- alquileno;

C' es C1-6 alquileno;

A' se selecciona de:

_ Sy s N 3 i
LSS ] @A %of s 5H%,
n=N AV

OOV %'I“j\ﬂﬁ}wy;

donde w se seleccionade 1, 2, o0 3;

R#* es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural, donde ambas estan opcionalmente
sustituidas con Quelante, CH>C(O)OH, o C(O)(CH2CH20),(CH2)2N(CH3)s*, donde el
Quelante esta opcionalmente sustituido en la cadena lateral de aminoacido a través de un

Enlazador;
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R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural, donde ambas estan opcionalmente
sustituidas con Quelante, donde el Quelante esta opcionalmente sustituido en la cadena
lateral de aminoacido a través de un Enlazador;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R’ se selecciona de:

(i) una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural,

(i) una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural, o

(iii) se selecciona del grupo que consiste en:
L4 % <. 4~ Quelante
%\C(j\” Quelante %\C()\”)k@s/ & \/\/I L4
R/ R/ HO™ Y0

0] HO 0 o] H R 4
H - I— ~
;J\\H/\N )%/\(ﬁ/\/ N N)J\M/ pls N n ” Quelante
s H P H s R’ @)
O y n t .

donde L* esta ausente o de manera independiente se selecciona de:

WWOW u%;

donde el grupo carbonilo de L* se conecta a un grupo amina de R” para formar un

Y

enlace de amida;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminodacido natural o una cadena

lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

R'% es una cadena lateral de aminoacidos de un aminoacido natural o una cadena
lateral de aminoacidos de un aminoacido no natural;

mes0o01;

cada n, q, y u son de manera independiente un niumero entero de 0 a 16;

cada p es de manera independiente un nimero entero de 0 a 24;
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cada s es de manera independiente un numero entero de 0 a 16;

cada t es de manera independiente 1, 2, 3, 4, 5, 0 6;

cada R’ es de manera independiente seleccionado de H, C(O)OH, (CH2)OH, y

NHAc; y

5 cada R” es de manera independiente seleccionado de H y CHs;

donde o bien el péptido ciclico no comprende un Quelante, o por lo menos uno de
R?, R®, o R esta sustituido con un Quelante o grupo que contiene Quelante; y

cada atomo de alfa—carbono en el espinazo del péptido esta opcionalmente
sustituido con metilo;

10 donde cuando un grupo variable R?, R, R?, R3, R4, R®, R®, R7, R®, R?, o R'? se define
como la cadena lateral de aminoacido de un aminoacido ciclico, el correspondiente
nitrdgeno de aminoacido del espinazo del péptido de Férmula C forma parte del grupo
ciclicoy

donde el péptido ciclico opcionalmente comprende un radionuclido.

15 En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos proporcionados en el
presente documento son péptidos ciclicos de Férmula C, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y/o uno de sus solvatos.

En una forma de realizacién, el péptido ciclico de Féormula C es un péptido ciclico de

Formula C’:
o K o
R NRS52 R4a NR1P R 'e)
R6 o Al R2 >7/<N ROa
R7aN O o R é1 o) R1a@0/N o1

20
(),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables;
donde cada R%, R'a, R22, R3a R4 R5a R6a R7a R8a R% R10a R o R gg, de
manera independiente para cada aparicion, seleccionado de H y CHs. En una forma de
25 realizacion, 0, 1, 2, 3, 0 4 de R%, R'2, R?2 R3a R#a R% R6a R7a R8 R% R10a Rt o R
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son CHs. En otra forma de realizacion de Férmula C’, R% es CHs. AlUn en otra forma de

realizacion de Férmula C’, R% es CHs.
En una forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido ciclico de

Formula Ci:
4
o f o
RS R" R3
(NR" AR NI
1 "
R"N B R R1
o \ O R )N o
Ru o R" N 1
Q” : A
R"N ; m
' R" Rll 2
n jo\« \(10
NH 'e) R
/
L4
\
5 Quelante
(Ci),

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En una forma de realizacion del
péptido ciclico de Férmula Ci, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, n es 2. En
otra forma de realizacion del péptido ciclico de Férmula Ci, o una de sus sales

10  farmacéuticamente aceptables, L* esta ausente.
En otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido ciclico de

Formula Cii:
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Quelante
(Cii),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Aun en otra forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido

5 ciclico de Férmula Ciii:

0
R"
N
ro /P’
m

Quelante
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(Ciii),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
En una forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido ciclico de

Foérmula Civ:

R"NM \Z\/N c ] do /P
r7 RN R m

(Civ),
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables;
donde cada R es, de manera independiente para cada aparicién, seleccionado de H,
CHs, OH, halégeno, C(O)OH, y N(R").
10 En una forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido ciclico de

Férmula Cv:

- J%R .
R'N ( >7/< #R" R' /5

/¥ R"
" " Rll N
. JR "
1 m
' RII /\/R
n 9)\( \(
/
L4
Quelante
(v),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables;
15 donde cada R es, de manera independiente para cada aparicion, seleccionado de H,

CHs, OH, halégeno, C(O)OH, y N(R”)2. En una forma de realizacién del péptido ciclico de
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Férmula Cv, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, n es 2. En otra forma de
realizacion del péptido ciclico de Féormula Cv, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, L* esta ausente.

En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos proporcionados en el

5 presente documento son péptidos ciclicos de Férmula Cv, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y/o uno de sus solvatos.

En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos proporcionados en el
presente documento son péptidos ciclicos de Férmula Civ, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables y/o uno de sus solvatos.

10 En una forma de realizacion, P? se selecciona de C(O)NH, C(O)OH, —L?>—Quelante,

P3
HN"
O R" O (@]
2 2 D2
"do "oy o :

En una forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido ciclico de

Férmula la:

15 (la),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
En otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Formula C es un péptido ciclico de

Formula Ib:
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(Ib),
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
AuUn en otra forma de realizacion,

P! se selecciona de Ac,

o o H o
N M

donde:
D' es CH3 0 C(O)OH;

L' esta ausente o

HO O
ﬁ’\n/\iN}‘y
O H ;

ny s son de manera independiente un numero entero de 2 a 15; y
pes$§, 9, 10, 11,0 12.

Aun en otra forma de realizacion, P' es Ac 0 CH3(OCH2CHa)s-16C(O).
En una forma de realizacion,

P! se selecciona de H, Ac,

’ o) o)
i %N vao%
?«%LQ/\ 1 0 :
n D Ly HO O -

donde:

ny s son de manera independiente 9, 10, 11, 12,0 13; y
D' es CH; o C(O)OH.

En otra forma de realizacion, P2 es C(O)NH; o C(O)OH.

Aun en otra forma de realizacion, P2 se selecciona de C(O)NH;, C(O)OH,
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NP
o /r 0 /{2
%H/TNHZ’ , LE)LH I D |

P3es Aco
X
eSS
(6]
N~ W oy
X es halo.
5 En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido ciclico de

Férmula C, donde D3 es

0 7
NN : X
;\N
Rll W
donde w se selecciona de 1, 2, o 3; y las otras variables son como se definen en
este documento.

10 En una forma de realizacion, P3 es Ac o

Aun en otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido

ciclico de Férmula Il:

4
o R

P
=
o)
>
Py
N
b
o
ZT

AN j/N ro /P
> HN—/ m

15 (1,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
donde P? es C(O)NH; o C(O)OH.
En una forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C es un péptido ciclico de

Formula lll:
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0 H N = /o
6
el W R2 o>]4N H
O o H H
HN\/4 j/N R0 /Ac
R\7 HN ., m

(i,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En otra forma de realizacion, R’ se selecciona del grupo que consiste en

0
HO_ _O
S’vl N N “DOTA
H H 5
i

5 H

H

;{/\/\NJOKN\OIN\DOTA

H

Q@ Q H H
;\/\/\HJ\/N\“/\HJ\/\H/N\/\/O\/\O/\/O\/\/N\DOTA
(0]

O Y
. oH ’ oH ’ OH
. . .. _DOTA
WNJK/N AN o N
H o H o H o H .
En otra forma de realizacion, R* es

H

DOTA i ON “DOTA
(0] .

10

AuUn en otra forma de realizacion,
m es 0;

P! se selecciona de H, Ac,

H (6] (6]
i v w0
}IJ\@/\W 0 H
15 n HO (0] .

Y
n es un numero entero de 0 a 6;
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ses 9, 10,11,12,013;
P2 se selecciona de C(O)NH,, C(O)OH,

S

= (0]
NH, Lg& D2
N
%fLH/\W’ N
(6] Y
X es halo;

XW I

N

w H 8 ;
D' es CH3; 0 C(O)OH;

R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, 1Nal, 4CFs—Phe, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, BIP, 50Me—Trp, 4F-Phe, 3Pya,
4Pya, PAF, MAF, OAF, 5Qui, 70Me—Trp, 7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, D-Ala, Ala, alfa—Me—
Trp, y NMe—Trp;

R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Thr, D-Ala, Ala, alfa—Me—Thr, Lys, y NMe—Thr;

R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
lle, Env, CHA, CBA, Nle, Tbg, THPG, Chg, 2Nal, 1Nal, 2CFs:—Phe, 2PhEt-Ala, D-Ala, Ala,
Leu, t—-Bu—Ala, NMe—Nle, a—ter—amilGly, Alo—lle, Lys(C12), Lys(C14), Lys(C16), alfa—Me—
lle, y NMe—tBuAla;

A' se selecciona del grupo que consiste en:

%S_QAS}‘“, f\g“; f\uj?’m’

P3es Aco

%S—i\y | 1{3\/8?

vy O

%N\/NJ y E/\\/Ny;

R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, D-Ala, Ala, DAB—4-NHCOCsH11, DAB—4-NHCOC7H1s, Asp, Ser, Lys(DOTA), Lys, 3—
(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—-morfolinil)-Ala, 3Pya, 4Pya, Glu, NMe-Asn, Pip(CH.CO2H)Ala,
Pip(PegNMes)Ala, y Pip(GAE-DOTA)Ala;

RS5 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Ala, D-Ala, Trp, Asp, Lys, Lys(DOTA), 3Pya, 4Pya, 3—(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—
morfolinil)-Ala, Glu, NMe-Asn, y Ser;
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R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 4CF3—Phe, 1Me—Trp, 7Aza-Trp, BIP, 2Nal, 1Nal, aMe—Trp, D-Ala, Ala, 4F-Phe, 5F—
Trp, 50Me-Trp, Asn, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe—Trp;
R’ es:
5 (i) seleccionado del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos
de 3Pya, 4Pya, Lys(Me)3, His, Ala, D-Ala, GIn, Lys, Glu, Arg, Orn, NMe—His, y Ser; o
(i) seleccionado del grupo que consiste en:

H

H
e e
N
‘1{\/\/ \([)THS\ 71{\/ I s WH/DOTA f&/\/\mk

)
o HO o] o JCL/HT(‘/OZCL/HT(‘/C)?OK/HT((OH
H f';\/\/\ N, N N.__J.,  DOTA
N ’ 7 NS
WHW&;‘V rIN)L% H o A 0 N 0 i
) )

(0} H (0] H H
Y;\/\/\HJ\/N\[]/\HJ\/\H/N\/\/O\/\O/\/O\/\/N\DOTA
(0]

10 0 Y
0
” HJ:R h “DOTA
T ,
cada s es de manera independiente 3, 5, 10, 12, 0 14;
R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asp, D-Ala, Ala, Asn, Thr, NMe-Asp, y alfa—Me—Asp;
15 R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, D-Ala, Ala, 4F—Phe, 1Nal, 2Nal, 5F—Trp, 50Me-Trp, alfa—Me—
Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, y NMe—Trp; y

R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Pro, D-Ala, Ala, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-

20 Pro, Pip, 5,5—diMe—Pro, NMe-Ser, trans4NH2—Pro, cis4dNH2—Pro, Sar, Aze, NMe-Ala,

NMe-Leu, R—-3Me—Aze, alfa—Me—Aze, ACI, y 3Me2—-Aze.

En otra forma de realizacion,

mes 1;

P! se selecciona de Ac,

H ) 0
T T e
}%%9/\ ] s I\)L”f\/ 12
25 n P © ;

(0]
Y HO

donde:
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n es un numero entero de 0 a 6;
ses 9, 10, 11,12, 013;
P2 se selecciona de C(O)NH,, C(O)OH,

J

o o)
: NH2 %k D2
N
(6] Y
X es halo;

N
w H 8 ;
D" es CH3; 0 C(O)OH;

RC se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Gly, Met, D—Ala, Ala, Nle, y Nva;

R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, 1Nal, 4CFs—Phe, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, BIP, 50Me—Trp, 4F—Phe, 3Pya,
4Pya, PAF, MAF, OAF, 5Qui, 70Me—Trp, 7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, D-Ala, Ala, alfa—Me—
Trp, y NMe-Trp;

R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Thr, D-Ala, Ala, alfa—Me—Thr, Lys, y NMe—Thr;

R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
lle, Env, CHA, CBA, Nle, Tbg, THPG, Chg, 2Nal, 1Nal, 2CFs;—Phe, 2PhEt-Ala, D-Ala, Ala,
Leu, t—-Bu—Ala, NMe—Nle, a—ter—amilGly, Alo—lle, Lys(C12), Lys(C14), Lys(C16), alfa—Me—
lle, y NMe—tBuAla;

HN

P3es Aco

A' se selecciona del grupo que consiste en

H 0]
S X N
BT A A e
%

3 O H H ki t

N=Y N

N— \~N
] \rrrr y %/ >
R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

Asn, D-Ala, Ala, DAB—4-NHCOCsH11, DAB—4-NHCOC-H+s, Asp, Ser, Lys(DOTA), Lys, 3—
(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—-morfolinil)-Ala, 3Pya, 4Pya, Glu, y NMe—Asn;

%S_i\ﬁ | 77iI/S\/S?S
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R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Ala, D-Ala, Trp, Asp, Lys, Lys(DOTA), 3Pya, 4Pya, 3—(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—
morfolinil)-Ala, Glu, NMe-Asn, y Ser;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 4CF3—Phe, 1Me—Trp, 7Aza-Trp, BIP, 2Nal, 1Nal, aMe—Trp, D-Ala, Ala, 4F-Phe, 5F—
Trp, 50Me-Trp, Asn, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe—Trp;

R’ se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
3Pya, 4Pya, Lys(Me)3, His, Ala, D—-Ala, GIn, Lys, Glu, Arg, Orn, NMe—His, y Ser; o

R’ se selecciona del grupo que consiste en
H H\m@\ o HO__O
H
i{\/\/ \Q«HS\ i'{\/ I S WuWOZVNE(\I”M

? H 9 H H
WN/DOTA WN)K/NWK\N)WN\/\/O\/\O/\/O\/\/N\DOTA
H H o H o
) )
H OH OH OH
o N~pota T 1 1
N » N " N ., DOTA
WNKO/ f{/\/\N)k/ ’N)K/ ’N)K/ ‘N
H o H o H 5 H y
) )

H
0
HO.__O
O Y eon
Y

cada s es de manera independiente 3, 5, 10, 12, 0 14;

R8 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asp, D-Ala, Ala, Asn, Thr, NMe-Asp, y alfa—Me—Asp;

R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, D-Ala, Ala, 4F—Phe, 1Nal, 2Nal, 5F—Trp, 50Me-Trp, alfa—Me—
Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, y NMe—Trp; y

R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Pro, D-Ala, Ala, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-
Pro, Pip, 5,5—-diMe—Pro, NMe-Ser, trans4NH2—Pro, cis4dNH2—Pro, Sar, Aze, NMe-Ala,
NMe-Leu, R—-3Me—Aze, alfa—Me—Aze, ACI, y 3Me2—-Aze.

En una forma de realizacion, mes 0 o 1;

P! es:

1

n es un numero entero de 0 a 6;
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P2 es C(O)NH; o C(O)OH;
D' se selecciona de H, CHs, y C(O)OH;
R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, 1Nal, 4CFs—Phe, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, BIP, 50Me—Trp, 4F—Phe, 3Pya,
5 4Pya, PAF, MAF, OAF, 5Qui, 70OMe-Trp, 7Me—-Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, D-Ala, Ala, alfa—Me—
Trp, y NMe—Trp;
R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Thr, D-Ala, Ala, alfa—Me—Thr, Lys, y NMe—Thr;
R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
10 lle, Env, CHA, CBA, Nle, Tbg, THPG, Chg, 2Nal, 1Nal, 2CFs:—Phe, 2PhEt-Ala, D-Ala, Ala,
Leu, t—-Bu—Ala, NMe—Nle, a—ter—amilGly, Alo—lle, Lys(C12), Lys(C14), Lys(C16), alfa—Me—
lle, y NMe—tBuAla;

A’ se selecciona del grupo que consiste en:

y?{\/s % OAS}%%(?‘;&&N%N\/\J

N\N
i,L/\/N

R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, D-Ala, Ala, DAB—4-NHCOCsH11, DAB—4-NHCOC-H+s, Asp, Ser, Lys(DOTA), Lys, 3—
(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—morfolinil)-Ala, 3Pya, 4Pya, Glu, NMe—Asn, Pip(CH2CO2H)Ala,
Pip(PegNMes)Ala, y Pip(GAE-DOTA)Ala;
20 R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Ala, D-Ala, Trp, Asp, Lys, Lys(DOTA), 3Pya, 4Pya, 3—(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—
morfolinil)-Ala, Glu, NMe—Asn, y Ser;

15

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 4CFs—Phe, 1Me—Trp, 7Aza-Trp, BIP, 2Nal, 1Nal, aMe-Trp, D-Ala, Ala, 4F-Phe, 5F—
25  Trp, 50Me—Trp, Asn, 50H-Trp, 7Me-Trp, 7MeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe-Trp;

R” se selecciona del grupo que consiste en:

Quelante 0] U > Quelante
H

OH OH OH
(0]

O O
J;{/\/\N)K/H “y H ',/N H\’H,/,/N/ Quelante
H

Iz



jv“ i N o o N
M/\ N \ﬂ/\ N )W \/\/ \/\O/\/ \/\/ \‘ Quelante
H o H

O Y

O
HO.__O
i /\/\i i H HNJ\()\/H
O
i

Quelante

donde n es un numero entero de 0 a 16;
R8 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
5 Asp, D-Ala, Ala, Asn, Thr, NMe—Asp, y alfa—Me—Asp;

R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7TAza—Trp, 1Me—Trp, D-Ala, Ala, 4F—Phe, 1Nal, 2Nal, 5F-Trp, 50Me—Trp, alfa—Me—
Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, y NMe—Trp; y

R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

10  Pro, D-Ala, Ala, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-

Pro, Pip, 5,5—-diMe—Pro, NMe—Ser, trans4NH2-Pro, cis4dNH2-Pro, Sar, Aze, NMe—-Ala,
NMe-Leu, R-3Me—-Aze, alfa—Me—Aze, ACI, y 3Me2—-Aze.

En otra forma de realizacién, A" se selecciona del grupo que consiste en:

%S_im,’}/svs}),y%_s\_@AS%.

15 AUn en otra forma de realizacién, A' es:
S.__S
3?’/ ~N— };

Aun en otra forma de realizacion, R’ se selecciona del grupo que consiste en:

H
_DOTA o O’N\DOTA
N
H f;\/\/\Nk
n H

OH OH OH
o o o
N " N " N ., DOTA
fj{/\/\uk /H)K/ /H)K/ /H
0} o} 0}

’

o o H H
;iv/\\//\m/l\/N\W/\H/M\//\N/N\“/\\/O\//\O/\\/O\“/\\/N\DOTA
(0]

(0] Y

(6]
HO O
i /\/\I i H HNJ\@\/H
(0]
i

20
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En una forma de realizacion, R” es:

.DOTA
N
H
n .

’

y n es un numero entero de 0 a 6. Aun en otra forma de realizacion, n es 2.
En otra forma de realizacion, R* es
5 WH/DOTA |
Aun en otra forma de realizacién, m es 0.
En una forma de realizaciéon, mes 0 o 1;

P! es:

|

10 n es un numero entero de 0 a 16;
P2 es C(O)NH; o C(O)OH;
D' se selecciona de H, CHs, y C(O)OH;
R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, 1Nal, 7Aza-Trp, 1Me-Trp, 50H-Trp, BIP, 50Me-Trp, 3Pya, 4Pya, 5Qui, 70Me-
15  Trp, 7TMe-Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp, alfa—Me—Trp, y NMe—Trp;
R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Thr, D-Ala, Ala, alfa—Me—Thr, Lys, y NMe—Thr;
R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
lle, Env, Nle, D-Ala, Ala, Leu, t—-Bu—Ala, NMe—Nle, a—ter—amilGly, Alo—lle, Lys(C12),
20 Lys(C14), Lys(C16), alfa—Me—lle, y NMe—tBuAla;

A' se selecciona del grupo que consiste en:

H 0] =N
L2 S ,%PGAS}%,%N},;\ Y O %EJ
25
Y yi

R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
25  Asn, D-Ala, Ala, DAB—4-NHCOCsH11, DAB—4-NHCOC7H1s5, Asp, Ser, Lys(DOTA), Lys, 3—
(4—piperidinil)-Ala, PipA(acético), 3—(1—morfolinil)-Ala, 3Pya, Glu, y NMe—-Asn;
R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Ala, D-Ala, Asp, Lys, Glu, NMe—Asn, y Ser;
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R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 4CF3—Phe, 1Me—Trp, 7Aza-Trp, BIP, 2Nal, 1Nal, aMe—Trp, 4F—Phe, 1Nal, 2Nal, 5F—
Trp, 50Me-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe-Trp;
R’ se selecciona del grupo que consiste en:
H
Quelante (e} N<
N ue R O/ Quelante
H f\/\/\NJ\
5 n H
o} OH

H OH
O H O H O H
J;{/\/\NJ\/N ',,NJ\/N ',,NJ\/N N~ Quelante
H o o H H

H o

)

TR N 0 0 N
WN \H/\N)W \/\/ \/\O/\/ \/\/ ~ Que|ante
H 5 H

(0] Y

o)

HO.__O
o) o |, HN H
Quelante
H H o
S

| ;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
10  Asp, D-Ala, Ala, Asn, Thr, NMe—Asp, y alfa_Me—Asp;

R se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 1Nal, 2Nal, 5F-Trp, 50Me-Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 5OH-Trp,
7Me—Trp, 7TMeO-Trp, y NMe—Trp; y
R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
15 Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-Pro, 5,5—-
diMe—Pro, trans4NH2—Pro, cis4dNH2—Pro, Aze, ACI, y 3Me2—-Aze.

En otra forma de realizacién, A" se selecciona del grupo que consiste en:

L Sty Py

Aun en otra forma de realizacion, A' es:
1{8\/8?
20 .

Aun en otra forma de realizacion, R’ se selecciona del grupo que consiste en:
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H
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N 0 O’ “DOTA
H f;//\v/\NJL\y

H

n
’

OH OH OH
o o o
N N N, DOTA
S AN A AN ANy
H 5 H 5 H 5 H ’

Q H Q H H
;iv/\\/”\u/l\/N\W/\H/M\//\W/N\//\\/O\//\o/\\/o\«/\\/N\DOTA
(0] (6]

Y
o)
HO.__O
i /\x/A\;]i I H HN/lW[::L\/H
NN N “~DOTA
H H g
7

En una forma de realizacién, R” es:

_DOTA
N
Rk
n .

y n es un numero entero de 0 a 6. Aun en otra forma de realizacion, n es 2.

En otra forma de realizacion, R* es

H

AuUn en otra forma de realizacion, m es 0.
En una forma de realizacion, m es 0O;

P! es:

1

n es un numero entero de 0 a 6;
P? es C(O)NH2 o C(O)OH;
D' es H;

R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 70OMe—-Trp, 7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp,
alfa—Me—Trp, y NMe—Trp;

R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

Thr, alfa—Me-Thr, Lys, y NMe—Thr;

R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de

D-Ala, Ala, t-Bu—-Ala, y NMe—tBuAla;

A se selecciona del grupo que consiste en:
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R* se selecciona de una cadena lateral de aminodacidos de Lys(DOTA), 3—(4—
piperidinil)-Ala, PipA(acético), y 3—(1—morfolinil)-Ala;

5 R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Asp, y NMe—Asn;

R® se selecciona de una cadena lateral de aminoacidos de Trp, 2Nal, y 1Nal;
R7es His o Lys, o R’ se selecciona del grupo que consiste en:

H

N ~
Quelante o O O Quelante
N~ .
%\C/F\H WN )‘J\\\\
n H

H

OH OH 0]
o o o
N . N ., N ., Quelante
J;{/\/\N)K/ /N)K/ /N)K/ /N/
H o H o H o H

WN \[]/\N)W A e SV T g g DN Quelante
H (@) H (@]

10

’

Quelante

(0]
HO._ _O
i /\/\jE I H HNJ\()\/H
S aaes¢ahas
(0]
7

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asp, Asn, NMe-Asp, y alfa—Me—-Asp;

15 R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 5F—Trp, 50Me-Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me-Trp,
7MeO-Trp, y NMe-Trp; y

R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH—Pro, 5,5—
20  diMe—Pro, trans4NH2-Pro, y cis4dNH2—Pro.
En otra forma de realizacion,

R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;
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R? es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R? se selecciona de una cadena lateral de aminoacidos de lle, tBuAla, y NMe—

R* se selecciona de una cadena lateral de aminoacidos de Lys, 3—(4—piperidinil)—

Ala, y PipA(acético);

R®% es una cadena lateral de aminoacidos de Asn o NMe—Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp o 2Nal;

R” se selecciona de una cadena lateral de aminoacidos de His o Lys;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.

Aun en otra forma de realizacion, R* es una cadena lateral de aminoacidos de Lys

que esta sustituida con un quelante. Aun en otra forma de realizacion, R* es una cadena
lateral de aminoacidos de Lys que esta sustituida con un quelante, donde un enlazador

conecta la cadena lateral de aminoacidos de Lys y el quelante.

En una forma de realizacion,

R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;

R2 es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 es una cadena lateral de aminoacidos de lle;

R* es una cadena lateral de aminoacidos de Lys sustituida con el quelante DOTA;
R5 es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;

R” es una cadena lateral de aminoacidos de His;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.

AuUn en otra forma de realizacion,

R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;

R? es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 es una cadena lateral de aminoacidos de t—-BuAla o NMe—tBuAla;

R* es una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala o PipA(acético);
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;

R8 es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.
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En una forma de realizacion, R? es una cadena lateral de aminoacidos de Lys que
esta sustituida con un quelante. En otra forma de realizacién, R’ es una cadena lateral de
aminoacidos de Lys que esta sustituida con un quelante, donde un enlazador conecta la

cadena lateral de aminoacidos de Lys y el quelante.
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En otra forma de realizacion,

R" es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;

R2 es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 es una cadena lateral de aminoacidos de t—BuAla;

R#* es una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala;
R®% es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;

R7 es una cadena lateral de aminoacidos de Lys sustituida con el quelante DOTA;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.

En otra forma de realizacion,

R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;

R? es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 es una cadena lateral de aminoacidos de NMe—tBuAla;

R#* es una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala;
R5 es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;

R’ es una cadena lateral de aminoacidos de Lys sustituida con el quelante DOTA;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.

AUn en otra forma de realizacion,

R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;

R2 es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 es una cadena lateral de aminoacidos de NMe—tBuAla;

R* es una cadena lateral de aminoacidos de PipA(acético);

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;

R’ es una cadena lateral de aminoacidos de Lys sustituida con el quelante DOTA;
R8 es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.
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Aun en otra forma de realizacién, el quelante se selecciona de un quelante en la
Tabla D.
Aun en otra forma de realizacién, el quelante es DOTA.
En una forma de realizacién, m es 0O;
P'es:
0

s

P2 es C(O)NH; o C(O)OH;

R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7TAza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 7OMe—-Trp, 7Me-Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp,
alfa—Me-Trp, y NMe—Trp;

R2 es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
D-Ala, Ala, t-Bu-Ala, y NMe—tBuAla;

A'les
S—S S S
~—
Ly
B'es CHy;
C' es CHy;

R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de 3—
(4—piperidinil)-Ala, PipA(acético), y 3—(1—morfolinil)-Ala;

RS® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Asp, y NMe—Asn;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, y 1Nal;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asp, NMe—Asp, y alfa—Me—Asp;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7TAza—Trp, 1Me—Trp, 5F—Trp, 50Me-Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—-Trp,
7MeO-Trp, y NMe—Trp; y

R'? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-Pro, 5,5—-
diMe—Pro, trans4NH2—Pro, y cis4dNH2—Pro.En una forma de realizacion, m es 0;

P! es:

s
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P2 es C(O)NH; o C(O)OH;

R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 70OMe—-Trp, 7Me—Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp,
alfa—Me—Trp, y NMe—Trp;

R2? es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
D-Ala, Ala, t-Bu-Ala, y NMe—tBuAla;

A'les
S-S S S
~—
Lo Ty
B'es CHy;
C' es CHy;

R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de 3—
(4—piperidinil)-Ala, PipA(acético), y 3—(1—morfolinil)-Ala;

RS5 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn, Asp, y NMe-Asn;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, y 1Nal;

R7 es

\;\/\/\ N .DOTA

R?® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asp, NMe—Asp, y alfa—Me—Asp;

R?9 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 5F—Trp, 50Me—-Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp,
7MeO-Trp, y NMe—Trp; y

R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-Pro, 5,5—-
diMe—Pro, trans4NH2—Pro, y cis4NH2—Pro.En una forma de realizacion, m es 0;

P'es:

0

s

P2 es C(O)NH; o C(O)OH;

R' se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7Aza—Trp, 1Me—Trp, 50H-Trp, 50Me—Trp, 7OMe-Trp, 7Me-Trp, 5F-Trp, 7CI-Trp,
alfa—Me-Trp, y NMe—Trp;
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R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Thr, alfa—Me—Thr, y NMe—Thr;

R3 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
D-Ala, Ala, t-Bu-Ala, y NMe—tBuAla;

Ales

L Ty

B' es CHy;

C' es CHy;

R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Lys(DOTA), 3—(4—piperidinil}-Ala, PipA(acético), y 3—(1—morfolinil)-Ala;

R5 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asn y NMe—Asn;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 2Nal, y 1Nal;

R”es

\;\/\/\ H .DOTA

R?® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Asp, NMe—Asp, y alfa—Me—Asp;

R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Trp, 7TAza—Trp, 1Me—Trp, 5F—Trp, 50Me-Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—-Trp,
7MeO-Trp, y NMe—Trp; y

R0 se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de
Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH-Pro, 5,5—-
diMe—Pro, trans4NH2—Pro, y cis4NH2—Pro.

En una forma de realizacién, m es 0O;

P'es:

0

s

P2 es C(O)NH;

R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;

R2 es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R3 se selecciona de una cadena lateral de aminoéacidos de lle, tBuAla, y NMe—
tBuAla;

A'es
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B'es CHy;

C' es CHy;

R* se selecciona de una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala y
PipA(acético), o R*es

?i//\\/»\H,DOTA

R®% es una cadena lateral de aminoacidos de Asn o NMe—Asn;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp o 2Nal;
R” es una cadena lateral de aminoacidos de His, o R” es

?i//\\/»\u/DOTA

’

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y
R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.
En una forma de realizacion, m es 0;
P'es:

0

e

P2 es C(O)NHg;
R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;
R? es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R?3 es una cadena lateral de aminoacidos de lle;

Ales
S—S S S
~—
S S
B' es CHy;
C' es CHy;
R4es

?i//\\/»\H,DOTA

R5 es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;
R7” es una cadena lateral de aminoacidos de His;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y
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R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.
En otra forma de realizacion, m es O;

P! es:

s

P2 es C(O)NHg;
R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;
R2 es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R?3 es una cadena lateral de aminoacidos de tBuAla;

Ales
S—S S S
% r}r . ?{ N >5;
B! es CHy;
C' es CHy;

R#* es una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala;

R5 es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;
R7es

\;\/\/\ m .DOTA

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;
R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y
R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.
En una forma de realizacion, m es 0;
P'es:

0

s

P2 es C(O)NHy;
R' es una cadena lateral de aminoacidos de Trp;
R? es una cadena lateral de aminoacidos de Thr;

R?3 es una cadena lateral de aminoacidos de NMe—tBuAla;

Ales
S—S S S
% J}r . ?{ ~N— }5;
B' es CHy;
C' es CHy;
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R* es una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala o PipA(acético);
R5 es una cadena lateral de aminoacidos de Asn;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de 2Nal;

R7es

\;\/\/\m,DOTA

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Asp;

R® es una cadena lateral de aminoacidos de Trp; y

R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.

En otra forma de realizacion, R° se selecciona del grupo que consiste en una cadena
lateral de aminoacidos de Gly, Met, D-Ala, Ala, Nle, y Nva.

Aun en otra forma de realizacion, R' se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Trp, 2Nal, 1Nal, 4CF;—Phe, 7Aza-Trp, 1Me-Trp, 50H-
Trp, BIP, 50Me—Trp, 4F—Phe, 3Pya, 4Pya, PAF, MAF, OAF, 5Qui, 7MeO-Trp, 7Me-Trp,
5F-Trp, 7CI-Trp, D-Ala, Ala, alfa—Me—Trp, y NMe—Trp. Aun en otra forma de realizacién, R’
se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de Trp, 7Aza—
Trp, 1Me~Trp, 50H-Trp, 50Me-Trp, 70Me—-Trp, 7Me—Trp, 5F—Trp, 7CI-Trp, alfa—Me—Trp,
y NMe—Trp. En una forma de realizacion, R' es una cadena lateral de aminoacidos de una
cadena lateral de aminoacidos de Trp o 7Me—Trp. En otra forma de realizacién, R es una
cadena lateral de aminoacidos de Trp.

Aun en otra forma de realizacion, R? se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Thr, D—-Ala, Ala, alfa—Me—Thr, Lys, y NMe—Thr. Aun en
otra forma de realizacion, R? se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de
aminoacidos de Thr, alfa—Me—Thr, y NMe—Thr. En una forma de realizacion, R? es una
cadena lateral de aminoacidos de Thr.

En una forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena
lateral de aminoacidos de lle, Env, CHA, CBA, Nle, Tbg, THPG, Chg, 2Nal, 1Nal, 2CF3;—Phe,
2PhEt-Ala, D-Ala, Ala, Leu, t-Bu—Ala, NMe—Nle, a—ter—amilGly, Alo—lle, Lys(C12),
Lys(C14), Lys(C16), alfa—Me—lle, y NMe—tBuAla. En otra forma de realizacién, R® se
selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de lle, Alo—lle,
alfa—Me—lle, y NMe—tBuAla. Aun en otra forma de realizacion, R3 se selecciona del grupo
que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de D—-Ala, Ala, t-Bu—-Ala, y NMe—tBuAla.
Aun en otra forma de realizacion, R® es una cadena lateral de aminoacidos de lle o NMe—
tBuAla. En una forma de realizacion, R® es una cadena lateral de aminoacidos de lle. En
otra forma de realizacion, R3 es una cadena lateral de aminoacidos de NMe—tBuAla.

Aun en otra forma de realizacion, R* se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Asn, D-Ala, Ala, DAB-4-NHCOCsH1, DAB—4—
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NHCOC-H+s, Asp, Ser, Lys(DOTA), Lys, 3—(4—piperidinil}-Ala, 3—(1—morfolinil}-Ala, 3Pya,
4Pya, Glu, NMe-Asn, Pip(CH>.CO,H)Ala, Pip(PegNMes)Ala, y Pip(GAE-DOTA)AIla. Aun en
otra forma de realizacion, R* se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de
aminoacidos de Lys(DOTA), 3—(4—piperidinil}-Ala, PipA(acético), y 3—(1—morfolinil)-Ala. En
una forma de realizacion, R* es una cadena lateral de aminoacidos de Lys(DOTA). En otra
forma de realizaciéon, R* es una cadena lateral de aminoacidos de 3—(4—piperidinil)-Ala o
PipA(acético).

Aun en otra forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Asn, Ala, D-Ala, Trp, Asp, Lys, Lys(DOTA), 3Pya, 4Pya,
3—(4—piperidinil)-Ala, 3—(1—morfolinil)-Ala, Glu, NMe—Asn, y Ser. Aun en otra forma de
realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos
de Asn y NMe—Asn. En una forma de realizacion, R® es una cadena lateral de aminoacidos
de NMe—-Asn. En otra forma de realizacion, R5 es una cadena lateral de aminoacidos de
Asn.

Aun en otra forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Trp, 4CFs—Phe, 1Me—Trp, 7Aza-Trp, BIP, 2Nal, 1Nal,
alfa—Me—Trp, D-Ala, Ala, 4F-Phe, 5F-Trp, 5MeO-Trp, Asn, 50H-Trp, 7Me—-Trp, 7MeO—-
Trp, 7CI-Trp, y NMe—Trp. Aln en otra forma de realizacién, R® se selecciona del grupo que
consiste en una cadena lateral de aminoacidos de Trp, 1Me—Trp, 7Aza—Trp, 2Nal, 1Nal,
alfa—Me—Trp, 5F-Trp, 5MeO-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, 7CI-Trp, y NMe—Trp. En
una forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de
aminoacidos de Trp, 2Nal, y 1Nal. En otra forma de realizacion, R® es una cadena lateral de
aminoacidos de Trp. Alun en otra forma de realizacién, R® es una cadena lateral de
aminoacidos de 2Nal.

Aun en otra forma de realizacion, R’ es:

(i) seleccionado del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos
de 3Pya, 4Pya, Lys(Me)3, His, Ala, D-Ala, GIn, Lys, Glu, Arg, Orn, NMe—His, y Ser; o

(ii) seleccionado del grupo que consiste en:

H H
N
%{\/\/N\[Ms\ 77{\/ \ﬂ/éi\ L~~~ -DOTA
O 3 O k) H )
H

N HO._O

o O’ DOTA o Hj(v\ﬁ o
gf\/\/\uk WH)%/\OE\/ T HM

OH OH OH
(0] H o H (0] H
N - N - N ., _DOTA
g{/\/\uk ’H)K/ ’H)K/ ’H
(0] (0] (0] ,
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WH)K/NT(\HJWN\/\/O\/\O/\/O\/\/N\DOTA
0

(6] Y

o]
HO.__O
o) O |, HN H
. N No
s‘z ” ” DOTA
0
i

cada s es de manera independiente 0 a 14.
En una forma de realizacion, R” es cadena lateral de aminoacidos de His.
En otra forma de realizacion, R’ es

H

O " Quelant
uelante
Quelante )J\
ill/\h/);\H 6} K n H

donde n es un numero entero de 0 a 6.

’

Aun en otra forma de realizacion, R” es

;j\/\/\ ” _DOTA

Aun en otra forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Asp, D-Ala, Ala, Asn, Thr, NMe-Asp, y alfa—Me—Asp. En
una forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de
aminoacidos de Asp, Asn, NMe-Asp, y alfa—Me—Asp. En otra forma de realizacion, R® se
selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de aminoacidos de Asp, NMe—Asp,
y alfa—Me—Asp. Aun en otra forma de realizacion, R® es una cadena lateral de aminoacidos
de Asp.

En una forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena
lateral de aminoacidos de Trp, 7Aza—Trp, 1Me-Trp, D-Ala, Ala, 4F-Phe, 1Nal, 2Nal, 5F—
Trp, 5MeO-Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 50H-Trp, 7Me—Trp, 7MeO-Trp, y NMe—Trp. En una
forma de realizacion, R® se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de
aminoacidos de Trp, 7Aza—Trp, 1Me-Trp, 5F-Trp, 50Me—Trp, alfa—Me—Trp, 7CI-Trp, 50H-
Trp, 7Me-Trp, 7MeO-Trp, y NMe—Trp. En una forma de realizacion, R® es una cadena
lateral de aminoacidos de Trp.

En una forma de realizacion, R'® se selecciona del grupo que consiste en una
cadena lateral de aminoacidos de Pro, D-Ala, Ala, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro,
cis4Fluoro—Pro, trans4OH-Pro, cis4OH—Pro, Pip, 5,5—-diMe—Pro, NMe—Ser, trans4NH2-Pro,
cis4dNH2—Pro, Sar, Aze, NMe—Ala, NMe—Leu, R-3Me-Aze, alfa—Me—Aze, ACI, y 3Me2-Aze.
En una forma de realizacion, R'° se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral

de aminoacidos de R'° se selecciona del grupo que consiste en una cadena lateral de
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aminoacidos de Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro, cis4Fluoro—Pro, trans4 OH-Pro,
cis4OH-Pro, 5,5-diMe—Pro, trans4dNH2—Pro, y cisdNH2—Pro. En una forma de realizacion,
R0 es una cadena lateral de aminoacidos de Pro.

Aun en otra forma de realizacion,

B' es CHz 0 C(CHs)2; y

C" es CH; o C(CHs3)..

Aun en otra forma de realizacion,

B'es CHy; y

C' es CHa.

En una forma de realizacion, por lo menos uno de R*, R%, o R7 estéa sustituido con un
Quelante o grupo que contiene Quelante. En otra forma de realizacion, el grupo que

contiene Quelante se selecciona del grupo que consiste en:

Quelante

donde L* esta ausente o de manera mdependlente se selecciona de:

WMWOWH%

En otra forma de realizacion, el péptido ciclico no comprende un Quelante.
Aun en otra forma de realizacion, R* esta sustituido con Quelante.
Aun en otra forma de realizacion, R* esta sustituido con un grupo que contiene

Quelante. En una forma de realizacion, R* es :

L4
N Quelante
%m\H

En otra forma de realizacion, R* es Lys(DOTA).
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En una forma de realizacion, R® esta sustituido con Quelante. En otra forma de

realizacion, R® esta sustituido con un grupo que contiene Quelante. En una forma de

L4
N~ Quelante
%m\H

En otra forma de realizacion, R® es Lys(DOTA).

realizacion, R® es:

En otra forma de realizacion, R” se selecciona de

4 \ 4/ Quelante
Quelante
R

Y
M M < Quelante

Aun en otra forma de realizacién, Quelante se selecciona de un quelante en la Tabla

IZ

Aun en otra forma de realizacién, Quelante es de manera independiente
seleccionado del grupo que consiste en acido etilendiaminatetraacético (EDTA), acido
dietilenotriamina pentaacético (DTPA), acido 1,4,7,10—tetra—azacilcododecano—N,N’,N",N"—
tetraacético (DOTA), acido 6—((16—((6—Carboxipiridin—2—il)metil)-1,4,10,13—tetraoxa—7,16—
diazaciclooctadecan—7—il)metil)—4—isotiocianatopicolinico (Macropa), Macrodipa, 2,2',2",2"'—
(acido 1,10—dioxa—4,7,13,16—tetraazaciclooctadecano—4,7,13,16—tetrail)tetraacético)
(Corona), acido 1,4,7,10-Tetraazaciclododecano-1,4,7,10—tetraacético, a—(2—carboxietil)
(DOTAGA), acido 1,4,7-Triazaciclononano—N,N’,N"—triacético (NOTA), acido 1,4,7,10—
tetraazaciclododecano—N,N’,N",N"—tetraacético (TETA), acido 1,4,7,10,13—
pentaazaciclopentadecano—N,N',N",N" N""—pentaacético (PEPA), y acido 1,4,7,10,13,16—
hexaazaciclohexadecano—N,N',N",N" ,N"" N""—hexaacético (HEHA). En otra forma de
realizacién, Quelante se selecciona de Deferoxamina (DFO), 5,11,16,22—
Tetraazahexacosanediamida (DFO*), y N,N'—1,4—Butanodiilbis[N—[3—[[(1,6—dihidro—1—
hidroxi—6—oxo—2—piridinil)carbonillJamino]propil]-1,6—dihidro—1-hidroxi—6—oxo—2—
piridinacarboxamida] (HOPO).

En otra forma de realizacion, Quelante es DOTA. Aun en otra forma de realizacion,
Quelante es DOTAGA. Aun en otra forma de realizacién, Quelante es Macrodipa. En una

forma de realizacién, Quelante es Macropa.
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Aun en otra forma de realizacién, Quelante esta unido, a través de un grupo amina
de una cadena lateral de aminoacidos, a un carbonilo del quelante para formar un enlace de
amida.

En otra forma de realizacion, la Formula C esta sustituida con por lo menos un
quelante. Aun en otra forma de realizacién, la Férmula C esta sustituida con un quelante.
Auln en otra forma de realizacion, la Formula C esta sustituida con por lo menos dos
quelantes.

En las férmulas proporcionadas en el presente documento, una variable, p. €j., un
grupo R% R, R?, R3, R%, R% R® R’, R® R® o R, puede ser definida como la cadena lateral
de un aminoacido ciclico, p. €j., prolina. En dicho caso, el correspondiente nitrégeno de
aminoacido del espinazo del péptido de la formula genérica proporcionada en este
documento forma parte del grupo ciclico. Por ejemplo, “R'® se selecciona del grupo que
consiste en una cadena lateral de aminoacidos de Pro, alfa—Me—Pro, trans4Fluoro—Pro,
cis4Fluoro—Pro,” etc., se define de la siguiente manera:

R
oo 145
W
R® b p2

donde, en esta representacion, cada R es de manera independiente hidrégeno o un
sustituyente.

En otra forma de realizacién, el compuesto de Formula C se selecciona del grupo
que consiste en un compuesto de la Tabla A.

En otra forma de realizacién, el péptido ciclico de Formula C se selecciona de un
péptido ciclico en la Tabla A, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y/o uno de

sus solvatos.
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Aun en otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula C se selecciona de
un péptido en la Tabla B.

Aun en otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Férmula C se selecciona de
un péptido ciclico en la Tabla B, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y/o uno

de sus solvatos.

Tabla B.

Comp.

Nro. Secuencia
1 | Ac-M-W-T—|-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P—-CONH2
2 | Ac—(D-Ala)-W-T-I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
3 | Ac—M—(D-Ala)-T—=I-C(3)-N-N-W—-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2
4 | Ac-M-W—(D-Ala)-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2
5 | Ac-M-W-T—(D-Ala)-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2
6 | Ac-M-W-T-I-C(3)-N-N—(D—-Ala)-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2
7 | Ac-M-W-T-I-C(3)—(D-Ala)-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
8 | Ac-M-W-T-I-C(3)-N-N-W-H—(D—-Ala)-C(3)-W—-P—-CONH2
9 | AccM-W-T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)—(D—-Ala)-P—CONH2

133



10

Ac—M-W-T—I-C(3)-N-N-W—H-D-C(3)-W—(D—Ala)-CONH2

11

Ac—(L-Ala)-W-T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P-CONH2

12 | Ac-M—(L-Ala)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2
13 | Ac-M—W—(L—Ala)—I-C(3)-N-N-W-H-D—C(3)-W-P—-CONH2
14 | Ac-M-W-T—(L-Ala)-C(3)-N-N-W—H-D-C(3)-W—P-CONH2

15

Ac—M-W-T—1-C(3)—(L—Ala)~N-W—H-D—C(3)-W—-P-CONH2

16

Ac-W-T—I-C(3)-N-N-W—H-D-C(3)-W—P-CONH2

24

Ac—(7Aza-W)-T—I—C(3)-N—N-W-H-D—C(3)-W—-P-CONH2

25

Ac—(1Nal)=T—1-C(3)-N-N-W-H-D—C(3)-W-P—-CONH2

26

Ac—(2Nal)-T—I—-C(3)-N-N-W—H-D—C(3)-W—P—CONH2

27

Ac—(50H-W)-T—1-C(3)-N-N-W-H-D—C(3)-W-P—-CONH2

28

Ac—(50me—W)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2

29

Ac—(3Pya)-T—I-C(3)-N-N-W—H-D-C(3)-W—P-CONH2

30

Ac—M-W-T-l-DapN3(6)~-N-N-W—H-D-Pra(6)-W—P—CONH2

31

Ac-M-W-T—I-Pen(3)-N-N-W-H-D-Pen(3)-W—-P-CONH2

32

Ac—M-W-T—I-C(1)~N-N-W-H-D-C(1)-W-P—-CONH2

33

Ac-W-T—I-C(3)-N-N—(7Aza-W)—H-D—-C(3)-W—P—CONH2

34

Ac—M—W-T—I-C(3)-N-N—(L—Ala)-H-D-C(3)-W—P—CONH2

35

Ac-M-W-T—I-C(3)-N-N-W—H-D-C(3)—(L-Ala)-P—-CONH2

36

Ac—M—W-T—1-C(3)-N-N-W—(L—Ala)-D—C(3)-W—-P—CONH2

37

Ac-M-W-T—I-C(3)-N-N-W—H—(L—Ala)-C(3)-W-P—-CONH2

38

Ac—M-W-T—1-C(3)-N—(L-Ala)-W—H-D—C(3)-W—-P—CONH2

39

Ac—-M-W-T-I-C(3)-N—(D-Ala)-W-H-D-C(3)-W-P-CONH2

40

Ac—M—W-T—I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—(L—-Ala)~CONH2

41

Ac-M—-(1Me-W)-T—-|-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P-CONH2

42

Ac—M—W-T—I-C(3)-N-N—(1Me-W)-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

43

Ac—-M-W-T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-(1Me-W)-P—CONH2

44

Ac—M—W-T—(Chg)—C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

45

Ac-M-W-T—(1Nal)-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P-CONH2

46

Ac-M-W-T—(2Nal)~C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

49

Ac-W-T-I-C(3)-N-N—(4Fluoro—F)-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

50

Ac-W—T—I-C(3)-N-N—(4CF 3—F )-H-D-C(3)-W—P—CONH2

51

52

(
Ac—W—T-1-C(3)-N-N-W—H-D-C(3)—(7Aza—W)-P—CONH2
Ac-W-T—1-C(3)-N-N-W—H-D—C(3)—(4Fluoro—F)-P—CONH2

53

Ac-W-T-I-C(3)-N-N—(BIP)-H-D-C(3)-W-P-CONH2

71

Ac-W-T—-I-(L-Glu)*-N-N-W-H-D—(L-2,4—-Dab)*~W-P-CONH2 (* denota
lactama entre cadenas laterales entre L-Glu y L-2,4—Dab)

72

Ac-M-W-T—I-C(3)-N-N-W—(D—Ala)-D-C(3)-W—-P-CONH?2

94

Ac-W—-T—(t-Bu—Ala)—C(1)-[3—(4—piperidinil)—Ala]|-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-D—
C(1)-W—P—CONH2

95

Ac—W-T—I—(L-Asp)*~N-N-W—-H-D—(L-2,4—Dab)*-~W—-P—-CONH2 (* denota
lactama entre cadenas laterales entre L-Asp y L—-2,4—Dab)

99

Ac—W-T—-I—(L-Glu)*-N-N-W-H-D—(L-Dap)*-~W-P-CONH2 (* denota lactama
entre cadenas laterales entre L—-Glu y L—-Dap)

120

Ac—W-T—I—(L-Asp)*~N-N-W-H-D—(L-Dap)*~W—-P-CONH2 (* denota lactama
entre cadenas laterales entre L—Asp y L—-Dap)

153

Ac-W-T—(NMe—tBuAla)—C(1)—[3—(4—piperidinil—Ala]-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-D—
C(1)-W—P—CONH2
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Ac-W—T—(NMe—tBuAla)—C(3)—[PipA(acético)]-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-D—C(3)—

154 | W—P—CONH2

214 | Ac—(4Fluoro—F)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P-CONH2

215 | Ac—(4CF3-F)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

216 | Ac—(PAF)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—CONH2

217 | Ac—(MAF)-T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—CONH2

218 | Ac—(OAF)-T-I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
Ac-W-T—(NMe—tBuAla)-C(1)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-D-

236 | C(1)-W—(aMe—P)-CONH2

247 | Ac-W-T-I-C(3)— Lys(DOTA)-N—(2Nal)-H-D—-C(3)-W—-P—-[D—-Lys(DOTA)]-NH2

248 | Ac-W-T-I-C(3)-N— Lys(DOTA)—(2Nal)-H-D-C(3)-W—-P—-[D—-Lys(DOTA)]-NH2

249 | Ac-W-T-I-C(3)— Lys(DOTA)-N—(2Nal)-H-D—-C(3)-W-P—-CONH2

250 | Ac-W-T-I-C(3)-N- Lys(DOTA)—(2Nal)-H-D-C(3)-W—P-CONH2

253 | Ac-W-T—-I-C(3)-N— N —(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W-P—-[D—Lys(DOTA)]-NH2

254 | Ac-W-T-I-C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W—P-CONH2
Ac-W-T—(NMe— NIe) C(3)—[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-

300 | C(3)-W—P—CONH2
Ac—-W-T—(Tbg)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-C(3)-

301 | W—P-CONH2
Ac—W-T—(a—ter—amilGly)-C(3)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—

302 | D—C(3)-W—P—-CONH2
Ac—-W-T—(Alo-lle)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-

303 | C(3)-W—P—-CONH2
Ac-W-T—(Tbg)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-

304 | W—P—CONH2 (pico 1)
Ac—-W-T—(t-Bu—Ala)—C(3)—[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D—

305 | C(3)-W-P—-CONH2 (pico 1)
Ac—W-T—(a—ter—amilGly)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-

306 | D—C(3)-W—-P—CONH2 (pico 1)
Ac—-W-T—(Alo-lle)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-

307 | W—P—CONH2 (pico 1)
Ac-W-T—(THPG)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)—

308 | W—P—CONH2 (pico 1)
Ac-W-T—(Tbg)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-

309 | W—P—-CONH2 (pico 2)
Ac-W-T—(t—Bu—Ala)-C(3)—[3—(1-morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D—

310 | C(3)-W—P—-CONH2 (pico 2)
Ac—-W-T—(a—ter—amilGly)-C(3)—[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-

311 | D—C(3)-W-P—CONH2 (pico 2)
Ac-W-T—(Alo—lle)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)—

312 | W—P—CONH2 (pico 2)
Ac-W-T—(THPG)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-

313 | W—P—CONH2 (pico 2)
Ac-W-T—(t—Bu—Ala)—C(3)—[3—(4—piperidinil)}-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-

314 | C(3)-W—-P—-CONH2

315 | Ac-W-T—(Tbg)-C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D—C(3)-W-P—-CONH2

316 | Ac-W-T—(t—-Bu—Ala)-C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W—-P—CONH2

317 | AccW-T—(THPG)-C(3)-N-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-C(3)-W—-P—-CONH2

318 | Ac-cW-T—(Chg)—C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W-P-CONH2
Ac-W-T—(THPG)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-C(3)-

319 | W—P-CONH2
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320 | Ac-W-T—(NMe—Nle)—C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W—P-CONH2
Ac—W-T—(a—ter—amilGly)-C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W-P-

321 | CONH2

322 | Ac-W-T—(Alo—lle)-C(3)-N-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-C(3)-W-P—CONH2

323 | Ac-cW-T—(CHA)-C(3)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-W—-P-CONH2
Ac—-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-C(3)-

324 | W—P-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-

325 | W—P—CONH2
Ac-W-T—(THPG)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—(Ala)—

327 | C(3)-W—P—-CONH2
Ac-W-T—(THPG)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)—(Thr)-

328 | C(3)-W—P—-CONH2

331 | Ac-W-T—=I-AliIG(4)-N-N-W-H-D-AlilG(4)-W-P-CONH2

332 | Ac—(4Pya)-T—I-C(3)-N-N-W—-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

333 | Ac—(BIP)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W-P—-CONH2

334 | Ac-W—T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—(Sar)-CONH2

335 | Ac-W-T—I-C(3)-N-N-W—-H-D-C(3)-W—(Aze)-CONH2

336 | Ac-W—-T—(Tbg)-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

337 | Ac-W-T—(Env)-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

338 | Ac-W-T—(THPG)-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W-P—-CONH2

339 | Ac-W-T—(NIle)-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—CONH2

340 | Ac-W—-T—(CHA)-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

341 | Ac-W-T—(CBA)-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P—CONH2

342 | Ac—(5Qui)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

343 | Ac—(4Fluoro—F)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
Ac—W-T—(Tbg)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)—[Glu(gLys(OH)-Val—

377 | Met-AmBz—-DOTA)]-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
Ac-W-T—(THPG)—-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)-[Glu(gLys(OH)-Val-

378 | Met-AmBz-DOTA)]-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)-Lys(Chx—DOTA)-D-

379 | C(3)-W—P—-CONH2
Ac—-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(1—morfolinil)-Ala]-N—(2Nal)-Lys(Chx—DOTA)-D—

380 | C(3)-W—P—-CONH2
Ac—W-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)-[Glu(gLys(OH)-Val-

381 | Met-AmBz—DOTA)]-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

382 | Ac—(NmeW)-T—I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

383 | Ac-W—(NmeT)—I-C(3)-N-N-W-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

384 | Ac-W—T-I-C(3)-(NmeN)-N-W—-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

385 | Ac-W—T-I-C(3)-N—(NmeN)-W-H-D-C(3)-W—-P—-CONH2

386 | Ac-W—T-I-C(3)-N-N—(NmeW)-H-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

387 | Ac-W—T-I-C(3)-N-N-W—-(NmeH)-D—-C(3)-W—-P—-CONH2

388 | Ac-W—T-I-C(3)-N-N-W-H—(NmeD)-C(3)-W-P—-CONH2

389 | Ac-W—T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)—(NmeW)-P—CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(1)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D-C(1)-

398 | W—P-CONH2
Ac—W-T—(Chg)-C(1)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—(Thr)—

399 | C(1)-W—P—CONH2
Ac-W-T—(NMe—Nle)-C(1)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-

400 | C(1)-W—-P-CONH2
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Ac-W-T—(Chg)—C(oDBX)—[3—(4—piperidinil)~Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-D—

401 | C(3)-W—-P-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(mDBX)—[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-
402 | C(3)-W—-P—-CONH2
Ac—(7Me—Trp)-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)-
404 | D—C(3)-W-P—-CONH2
Ac—(7MeO-Trp)-T—(Chg)—C(3)—[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-
405 | D—C(3)-W-P-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)}-Lys(G-G-TTDS-
406 | DOTA)-D-C(3)-W—-P—CONH2
Ac—-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)-Lys(G-S—-G-S-G-S—
407 | DOTA)-D-C(3)-W-P—-CONH2
Ac—(7Me—Trp)-T—(NMe—Nle)-C(3)-[3—(4—piperidinil}—Ala]-N—(2Nal }—
408 | Lys(DOTA)-D—-C(3)-W—-P—-CONH2
Ac—W-T—(Chg)-C(1)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—(Ala)—
416 | C(1)-W-P—-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(1)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(1)—
417 | W—P-[D-Lys(PEG8—-pIPh))]-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(1)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(1)-
418 | W—P—[D-Lys(PEG8—pBrPh))]-CONH2
Ac-W-T—(NMe—-tBuAla)-C(3)-[3—(4piperdinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D—
419 | C(3)-W—-P-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)-
420 | W—P—[D-Lys(PEG8-pIPh))|-CONH2
Ac-W-T—(Chg)—-C(3)—[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(3)—
421 | W—P—-[D—-Lys(PEG8—pBrPh))|-CONH2
Ac—(7MeO-Trp)-T—(NMe—-Nle)-C(3)-[3—(4piperdinil)-Ala]-N—(2Nal)-
422 | Lys(DOTA)-D—C(3)-W-P—-CONH2
Ac-W-T—(t-Bu—Ala)-[D—Cys(1)]-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-C(1)-W-P-—
423 | CONH2
Ac-W-T—(t—Bu—Ala)-C(1)-N-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D—-[D-Cys(1)]-W-P-
424 | CONH2
Ac-W-T—(Chg)—-C(1)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)-[Glu(gLys(OH)-Val—
425 | Met-AmBz-DOTA)]-D-C(1)-W-P-CONH2
Ac—(7Me-Trp)-T—(Chg)—C(1)—-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—
428 | D—C(1)-W—-P-NH2
Ac—(7MeO-Trp)-T—(NM-Nle)—C(1)—[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)-
429 | Lys(DOTA)-D-C(1)-W—P-NH2
Ac—(7MeO-Trp)-T—(Chg)-C(1)—-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)—
430 | D—C(1)-W-P-CONH2
Ac—(7Me-Trp)-T—(NMe—Nle)-C(1)—-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)—
431 | Lys(DOTA)-D-C(1)-W—-P—-CONH2
Ac-W-T—(Chg)-C(1)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)-Lys(Chx-DOTA)-D-
432 | C(1)-W-P—-CONH2
Ac—-W-T—(t-Bu—Ala)-C(3)-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)-Lys(Chx—DOTA)—
434 | D—C(3)-W—-P-NH2
Ac-W-T—(t—Bu—Ala)-C(1)—-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-
435 | C(1)-W-P—-COOH
Ac-W-T—(t-Bu-Ala)-C(1)—[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-
436 | C(1)-W—(aMe—-P)-COOH
Ac-W-T—(t—Bu—Ala)-C(1)-[3—(4—piperidinil}-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-
437 | C(1)-W—(aMe—P)-CONH2
Ac-W-T—(t-Bu-Ala)-C(1)—-[3—(4—piperidinil)-Ala]-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D-
438 | C(1)-W-P—[D—Lys(Ac)]-CONH2
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Ac-W-T—(t-Bu—Ala)—C(1)—[3—(4—piperidinil—Ala]|-N—(2Nal)- Lys(DOTA)-D—
439 | C(1)-W-P—[D-Lys(Ac)]-COOH

440 | Ac—~(L—Nva)-W-T-I-C(3)-N-N-W-H-D-C(3)-W—-P-CONH2

441 | Ac—(L-Nle)-W—T—I-C(3)-N-N-W—H-D—-C(3)-W—P—CONH2

Ac-W-T—(NMe—tBuAla)—C(1)—[3—(4—piperidinil)—Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—
442 | D-C(1)-W-P-CO2H

Ac-W—T—(NMe—tBuAla)—C(1)—[3—(4—piperidinil)—Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—
443 | D-C(1)-W—(aMe—P)-CO2H

Ac-W-T—(NMe—tBuAla)-C(1)—[3—(4—piperidinil)—Ala]|-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—
445 | D-C(1)-W-P—[D—Lys(Ac)]-CONH2

Ac-W—T—(NMe—tBuAla)—C(1)—[3—(4—piperidinil)—Ala]-N—(2Nal)— Lys(DOTA)—
446 | D-C(1)-W-P-[D—Lys(Ac)]-COOH

Ac-W—-T—(NMe—tBuAla)—C(1)—[PipA(acético)]-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-D—C(1)—
447 | W—P—CONH?2

Ac-W-T—(NMe—tBuAla)-C(1)-[PipA(Peg)]-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-D—C(1)-W—
448 | P-CONH2

Ac—W-T—(NMe—tBuAla)-C(1)-[PipA(acetato—DOTA)]-N—(2Nal)-Lys(DOTA)-
449 | D—C(1)-W—-P—-CONH2

Ac-W-T—(NMe—tBuAla)-C(1)-[PipA(acético—Lys—PEG24—gE—palmitoil )] -N—
450 | (2Nal)-Lys(DOTA)-D-C(1)-W-P—CONH2

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Nota: C(3) y/o Pen(3) en las secuencias anteriores en la Tabla B y a continuacion
indican los dos residuos Cisteina implicados en la formacién de enlaces ciclicos con
disulfuro.

Nota: C(1) y/o D—Cys(1) en las secuencias anteriores en la Tabla B y a continuacion
indican los dos residuos Cisteina implicados en la formacion de enlaces ciclicos con un
puente tioacetal (S—-CH>—S o metileno reticulante).

Auln en otra forma de realizacion, el péptido ciclico de Formula C se selecciona de
un péptido en la Tabla C.
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NH HN
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Aun en otra forma de realizacién, el péptido ciclico de Férmula C se selecciona de

un péptido en la Tabla C'.
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Tabla C’.
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En otro aspecto, en el presente documento se proporciona una composicion

farmacéutica que comprende un péptido descripto en este documento, o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos descriptos en este documento pueden existir como tautémeros e
isdmeros opticos (p. €j., enantiomeros, diasteredmeros, mezclas diastereoméricas, mezclas
racémicas o no racémicas, y similares). La estereoquimica absoluta se especifica de acuerdo
con el sistema Cahn-Ingold—Prelog R-S. Los centros quirales, cuyas configuraciones
absolutas se conocen, se etiquetan con los prefijos R y S, asignados mediante el
procedimiento estandar de la regla de secuencia y precedidos, cuando es necesario, por los

localizadores apropiados (Pure & Appl. Chem. 45, 1976, 11-30). Algunos ejemplos contienen
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estructuras quimicas representadas o etiquetadas como (R*) o (S*). Cuando se utiliza (R*) o
(S*) en el nombre de un compuesto o en su representacién quimica, se pretende indicar que
el compuesto es un isdmero uUnico puro en ese estereocentro; sin embargo, no se ha
establecido la configuracion absoluta de ese estereocentro. Por lo tanto, un compuesto
designado como (R*) se refiere a un compuesto que es un isémero UniCo puro en ese
estereocentro con una configuracién absoluta de (R) o (S), y un compuesto designado como
(S*) se refiere a un compuesto que es un isémero Unico puro en ese estereocentro con una
configuracién absoluta de (R) o (S).

Los compuestos proporcionados en este documento también pueden incluir todos los
isétopos de los atomos presentes en los compuestos intermediarios o finales. Los isétopos
incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero atémico pero diferentes nimeros
masicos. Por ejemplo, los isétopos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio. Uno 0 mas atomos
constituyentes de los compuestos de la invencion pueden reemplazarse o sustituirse con
isétopos de los atomos en abundancia natural o no natural. En algunas formas de realizacion,
el compuesto incluye por lo menos un atomo de deuterio. Por ejemplo, uno o0 mas atomos de
hidrégeno en un compuesto de la presente divulgacion pueden reemplazarse o sustituirse por
deuterio. En algunas formas de realizacion, el compuesto incluye dos o mas atomos de
deuterio. En algunas formas de realizacion, el compuesto incluye 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11 o 12 atomos de deuterio. Se conocen en la técnica métodos sintéticos para la
incorporacion de isétopos en compuestos organicos (Deuterium Labeling in Organic
Chemistry, de Alan F. Thomas (New York, N. Y., Appleton—Century—Crofts, 1971; The
Renaissance of HID Exchange, de Jens Atzrodt, Volker Derdau, Thorsten Fey y Jochen
Zimmermann, Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 7744—-7765; The Organic Chemistry of Isotopic
Labelling, de James R. Hanson, Royal Society of Chemistry, 2011). Los compuestos
marcados isotopicamente pueden utilizarse en diversos estudios, tales como la
espectroscopia de RMN, los experimentos de metabolismo y/o en ensayos.

En los compuestos aqui proporcionados, cualquier atomo no designado
especificamente como un isétopo particular se entiende que representa cualquier isétopo
estable de ese atomo. A menos que se indique lo contrario, cuando una posicién se designa
especificamente como "H" o "hidrégeno”, se entiende que la posicion tiene hidrogeno en su
composicion isotopica de abundancia natural. Ademas, a menos que se indique lo contrario,
cuando una posicion se designa especificamente como "D" o "deuterio", se entiende que la
posicién tiene deuterio en una abundancia que es por lo menos 3000 veces mayor que la
abundancia natural de deuterio, que es del 0,015 % (es decir, por lo menos 45 % de
incorporacion de deuterio).

En algunas formas de realizacion, los compuestos proporcionados en el presente

documento tienen un factor de enriquecimiento isotopico para cada atomo de deuterio
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designado de por lo menos 3500 (52,5 % de incorporacién de deuterio en cada atomo de
deuterio designado), por lo menos 4000 (60 % de incorporacién de deuterio), por lo menos
4500 (67,5 % de incorporacion de deuterio), por lo menos 5000 (75 % de deuterio), por lo
menos 5500 (82,5 % de incorporacion de deuterio), por lo menos 6000 (90 % de incorporacion
de deuterio), por lo menos 6333,3 (95 % de incorporacion de deuterio), por lo menos 6466,7
(97 % de incorporacion de deuterio), por lo menos 6600 (99 % de incorporacién de deuterio)
0 por lo menos 6633,3 (99,5 % de incorporacion de deuterio). Ejemplos de restos
puente/grapas peptidicas para su uso con compuestos de la presente divulgacion incluyen,
entre otros: puentes a base de amida (p. €j., lactama); puentes a base de anillos aromaticos;
cadenas de hidrocarburos; puentes de hidrocarburos a base de alquenos (p. €j., utilizando
Fmoc-S—2—(2'pentenil)alanina); puentes clic a base de triazol, tales como reacciones de
cicloadicion 1,3—dipolares de Huisgen catalizadas por cobre(l) entre restos azido y alquinilo
de cadena lateral (p. ej., Fmoc—L—Nle(eN3) y Fmoc—D—Pra) (ver S. Kawamoto, et al., J. Med.
Chem. 2012, 55(3), 1137-10 1146); grapas de dialquinilo (p. ej., 1,4—dietinilbenceno,
dietinilpentano, dietinilaminas) para el engrapado de diazido—péptidos lineales; puentes de
disulfuro, tioéter y bis—tioéter con enlaces de sulfuro; puentes de perfluorobenceno; o
combinaciones de los mismos.

En algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden un enlace de amida
entre una funcionalidad amina y una funcionalidad carboxilato, cada una, presente en la
cadena lateral de un aminoacido, un aminoacido no natural o un residuo no aminoacido. En
algunas formas de realizacion, las funcionalidades amina o carboxilato forman parte de un
residuo no aminoacido o un residuo aminoacido no natural. En algunas formas de realizacion,
el resto puente comprende un enlace de amida producido por la reaccion de las cadenas
laterales de los siguientes pares de aminoacidos: lisina y glutamato; lisina y aspartato; ornitina
y glutamato; ornitina y aspartato; homolisina y acido glutamico; homolisina y acido aspartico;
y otras combinaciones de aminoacidos, aminoacidos no naturales o residuos no aminoacidos
gue comprenden una amina primaria y un acido carboxilico. En algunas formas de realizacion,
los restos puente se forman mediante reacciones de ciclado mediante metatesis de olefinas.

En algunas formas de realizacion, el resto puente comprende un enlace de disulfuro
formado entre dos residuos que contienen tiol. En algunas formas de realizacion, el resto
puente comprende uno o mas enlaces tioéter. Dichos enlaces tioéter pueden incluir los que
se encuentran en compuestos de ciclo—tioalquilo. Estos enlaces pueden formarse durante
una reaccion de ciclado quimico entre grupos modificados N—terminales de acido cloroacético
y residuos cisteina. En algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden uno o
mas anillos de triazol.

En algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden una o mas cadenas

de hidrocarburos (lineales o ramificadas) y/o anillos de hidrocarburos (ciclicos, heterociclicos,

144



10

15

20

25

30

35

aromaticos o heteroaromaticos). En algunas formas de realizacién, se pueden introducir
restos puente de hidrocarburos mediante reaccién con reactivos que contienen multiples
haluros  reactivos, que incluyen, sin limitacién, poli(bromometil)bencenos,
poli(bromometil)piridinas, poli(bromometil)alquil bencenos y/o (E)-1,4—dibromobut—-2—eno.
Ejemplos de moléculas de poli(bromometil)benceno de la presente divulgacién incluyen 1,2—
bis(bromometil)benceno, 1,3-bis(bromometil)benceno y 1,4-bis(bromometil)benceno.

En algunas formas de realizacion, el grupo tiol de un residuo cisteina se reticula con
otro residuo cisteina para formar un enlace de disulfuro. En algunas formas de realizacion,
los grupos tiol de los residuos cisteina reaccionan con los grupos bromometilo de las
moléculas de poli(bromometil)lbenceno para formar uniones estables (ver, por ejemplo,
Timmerman et al., ChemBioChem (2005) 6: 821-824, cuyo contenido se incorpora aqui como
referencia en su totalidad).

En algunas formas de realizacion, se pueden utilizar moléculas de bis—, tris— vy
tetrakis(bromometil)benceno para generar restos puente y producir péptidos con uno, dos o
tres bucles, respectivamente. Los grupos bromometilo de wuna molécula de
poli(bromometil)benceno pueden estar dispuestos en el anillo de benceno, en carbonos de
anillos adyacentes (orto— u 0—), con un carbono de anillo que separa los dos grupos (meta—
0 m-), o en carbonos de anillos opuestos (para— o p—). En algunas formas de realizacién, se
utilizan m-bis(bromometil)benceno (es decir, m—dibromoxileno), o—bis(bromometil)benceno
(es decir, o—dibromoxileno) y/o p—bis(bromometil)benceno (es decir, p—dibromoxileno) para
formar péptidos ciclicos. En algunas formas de realizacién, los grupos tiol de los residuos
cisteina reaccionan con otros reactivos que comprenden uno o mas grupos funcionales bromo
para formar uniones estables. Dichos reactivos pueden incluir, entre oftros,
poli(bromometil)piridinas (p. ej., 2,6—bis(bromometil)piridina), poli(bromometil)alquil bencenos
(p. €j., 1,2—bis(bromometil)—4—alquilbenceno) y/o (E)-1,4—dibromobut—2—eno.

En algunas formas de realizacion, un grupo amino de cadena lateral y un grupo amino
terminal se reticulan con glutarato de disuccinimidilo (ver, p. €j., Millward et al., J. Am. Chem.
Soc. 20 (2005) 127: 14142—-14143). En algunas formas de realizacion, se utiliza un método
enzimatico que se sustenta en la reaccién entre (1) una cisteina y (2) un grupo
deshidroalanina o deshidrobutirina, catalizada por una sintetasa lantibidtica, para crear el
enlace de tioéter (ver, p. ej., Levengood et al., Bioorg. and Med. Chem. Lett. (2008) 18: 3025—
3028). El grupo funcional deshidro también puede generarse quimicamente mediante la
oxidacion de cadenas laterales de aminoacidos que contienen selenio incorporadas durante
la traduccion (ver, p. ej., Seebeck et al., . Am. Chem. Soc. 2006).

En algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden un anillo aromatico
de 6 miembros (p. €j., benceno). En algunas formas de realizacion, los restos puente

comprenden un anillo heterociclico de 6 miembros que incluye un atomo de nitrogeno (p. €j.,
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piridina). En algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden un anillo
heterociclico de 6 miembros que incluye dos atomos de nitrégeno (p. €j., piridazina, pirimidina,
pirazina). En algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden un anillo
heterociclico de 6 miembros que incluye tres atomos de nitrogeno (p. ej., triazanos). En
algunas formas de realizacion, los restos puente comprenden un anillo heterociclico de 5
miembros que incluye un atomo de nitrégeno (p. €j., pirrol). En algunas formas de realizacion,
los restos puente comprenden un anillo heterociclico de 5 miembros que incluye dos atomos
de nitrogeno (p. €j., imidazol, pirazol). En algunas formas de realizacion, los restos puente
comprenden un anillo heterociclico de 5 miembros que incluye tres atomos de nitrégeno (p.
ej., triazoles).

Los péptidos de la presente divulgacion pueden ciclarse a través del extremo carboxi—
terminal, el extremo amino—terminal, o a través de cualquier otro punto de unién conveniente,
tal como, por ejemplo, a través del azufre de una cisteina (p. €j., a través de la formacion de
enlaces de disulfuro entre dos residuos cisteina en una secuencia) o cualquier cadena lateral
de un residuo de aminoacido. Otras uniones que forman bucles ciclicos pueden incluir, entre
otros, uniones de maleimida, uniones de amida, uniones de éster, uniones de éter, uniones
de tiol éter, uniones de hidrazona o uniones de acetamida.

En algunas formas de realizacion, los péptidos de la divulgacién se forman utilizando
un resto lactama. Dichos péptidos ciclicos pueden formarse, por ejemplo, mediante la sintesis
en una resina Wang de soporte sélido utilizando la quimica estandar de Fmoc. En algunos
casos, Fmoc—-ASP(alil)-OH y Fmoc-LYS(alloc)-OH se incorporan a los péptidos para servir
como mondémeros precursores para la formacion de puentes de lactama.

En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacion son péptidos
lineales. En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacién son
péptidos ciclicos. En algunas formas de realizacion, los péptidos ciclicos comprenden un
enlace de disulfuro. En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacion
son péptidos lineales antes del paso de ciclado. En algunas formas de realizacién, los
péptidos de la presente divulgacion son péptidos lineales antes de la formacion de un enlace
de disulfuro.

Generalmente, la formacion de enlaces de disulfuro implica una reaccién entre las
cadenas laterales de sulfhidrilo (SH) de dos residuos cisteina. Los enlaces de disulfuro
adecuados proporcionan estabilidad a una proteina, lo que reduce las elecciones entropicas
adicionales que facilitan la progresion del plegamiento hacia el estado nativo al limitar las
conformaciones desplegadas o mal plegadas.

Modificaciones terminales y conjugaciones.

Un método para proteger un péptido contra la degradacion proteolitica implica la

modificacion quimica o "bloqueo" del extremo amino— y/o carboxi—terminal de los péptidos.
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En este documento, los términos "modificado quimicamente" o "bloqueado" se utilizan
indistintamente para referirse a la introduccion de un grupo bloqueador en el extremo o en
ambos extremos del compuesto mediante la modificacion covalente. Los grupos
bloqueadores adecuados sirven para bloquear los extremos de los péptidos sin disminuir la
actividad bioldgica de los péptidos. Cualquier residuo ubicado en el extremo amino— o
carboxi—terminal, o en ambos, de los compuestos descriptos puede modificarse
quimicamente. En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacién
comprenden una modificacion N—terminal y/o C—terminal.

En una forma de realizacion, el extremo amino del compuesto se modifica
quimicamente mediante acetilacion para producir un péptido N-acetilado (que puede
representarse como "Ac—" en la estructura o férmula de la presente divulgacion). En otra
forma de realizacién, el extremo carboxi—terminal de los péptidos descriptos se modifica
guimicamente mediante amidacion para obtener la carboxamida primaria en el extremo C—
terminal (que puede representarse como "amida" en la secuencia de péptido, en la estructura
o en las reivindicaciones de la presente divulgacion). En algunas formas de realizacion, tanto
el extremo amino como el carboxi—terminal se modifican quimicamente mediante la
acetilacion y amidacién, respectivamente. Sin embargo, son posibles otros grupos de
bloqueo. Por ejemplo, el extremo amino puede bloquearse mediante la acilacién con grupos
tales como un grupo acetilo, un grupo benzoilo o0 aminoacidos naturales o no naturales, tales
como la beta—alanina, bloqueados por un grupo acetilo; o mediante la alquilacién con grupos
tales como un grupo bencilo o un grupo butilo, o mediante la sulfonilacién para producir
sulfonamidas. De manera similar, el extremo carboxi—terminal se puede esterificar o convertir
en una amida secundaria y acilsulfonamida o similares.

En algunas formas de realizacion, la funcién de bloqueo N—terminal se encuentra en
una union con el grupo amino terminal y puede seleccionarse del grupo: formilo; alcanoilo,
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, tal como acetilo, propionilo o butirilo; alquenoilo, que
tiene de 1 a 10 atomos de carbono, tal como hex—3-enoilo; alquinoilo, que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, tal como hex—5—inoilo; aroilo, tal como benzoilo o 1-naftoilo;
heteroaroilo, tal como 3—pirroilo o 4—quinoloilo; alquilsulfonilo, tal como metanosulfonilo;
arilsulfonilo, tal como bencenosulfonilo o sulfanililo; heteroarilsulfonilo, tal como piridin—4—
sulfonilo; alcanoilo sustituido, que tiene de 1 a 10 atomo de carbono, tal como 4—aminobutirilo;
alquenoilo sustituido, que tiene de 1 a 10 atomo de carbono, tal como 6-hidroxi—hex—3—
enoilo; alquinoilo sustituido, que tiene de 1 a 10 atomo de carbono,tal como 3-hidroxi—hex—
5—-inoilo; aroilo sustituido, tal como 4—clorobenzoilo u 8-hidroxi—naft—2—oilo; heteroaroilo
sustituido, tal como 2,4—dioxo-1,2,3,4—tetrahidro—3—metil-quinazolin—6—oilo; alquilsulfonilo
sustituido, tal como 2—aminoetanosulfonilo; arilsulfonilo sustituido, tal como 5—dimetilamino—

1-naftalenosulfonilo; heteroarilsulfonilo sustituido, tal como 1-metoxi—6—isoquinolinasulfonilo;
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carbamoilo o tiocarbamoilo; carbamoilo sustituido (R'-“NH—-CO) o tiocarbamoilo sustituido
(R-NH-CS), donde R' es alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, alquilo sustituido,
alquenilo sustituido, alquinilo sustituido, arilo sustituido o heteroarilo sustituido; carbamoilo
sustituido (R'-NH-COQ) y tiocarbamoilo sustituido (R'-NH-CS), donde R' es alcanoilo,
alquenoilo, alquinoilo, aroilo, heteroaroilo, alcanoilo sustituido, alquenoilo sustituido,
alquinoilo sustituido, aroilo sustituido o heteroaroilo sustituido, todos como se definieron
anteriormente; Lys—(Gly)n, donde n = 1-8; o Tyr—30 (Gly)n, donde n = 1-8.

En algunas formas de realizacion, la funcién de bloqueo del extremo C—terminal puede
estar o bien en un enlace de amida con el carboxilo terminal, o en un enlace de éster con el
carboxilo terminal. Las funciones de bloqueo que proporcionan un enlace de amida se
designan NR1R2, donde cada R1 y R2 pueden seleccionarse independientemente del
siguiente grupo: hidrogeno; alquilo, que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, tal como metilo,
etilo, isopropilo; alquenilo, preferentemente que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, tal como
prop—2—enilo; alquinilo, preferentemente que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, tal como
prop—2—inilo; alquilo sustituido que tiene de 1 a 10 atomo de carbono, tal como hidroxialquilo,
alcoxialquilo, mercaptoalquilo, alquiltioalquilo, halogenoalquilo, cianoalquilo, aminoalquilo,
alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, alcanoilalquilo, carboxialquilo, carbamoilalquilo;
alquenilo sustituido que tiene de 1 a 10 atomo de carbono, tal como hidroxialquenilo,
alcoxialquenilo, mercaptoalquenilo, alquiltioalquenilo, halogenoalquenilo, cianoalquenilo,
aminoalquenilo, alquilaminoalquenilo, dialquilaminoalquenilo, alcanoilalquenilo,
carboxialquenilo, carbamoilalquenilo; alquinilo sustituido que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, tal como hidroxialquinilo, alcoxialquinilo, mercaptoalquinilo, alquiltioalquinilo,
halogenoalquinilo, cianoalquinilo, aminoalquinilo, alquilaminoalquinilo, dialquilaminoalquinilo,
alcanoilalquinilo, carboxialquinilo, carbamoilalquinilo; aroilalquilo que tiene hasta 10 atomos
de carbono, tal como fenacilo o 2—benzoiletilo; arilo, tal como fenilo o 1—-naftilo; heteroarilo,
tal como 4—quinolilo; alcanoilo que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, tal como acetilo o
butirilo; aroilo, tal como benzoilo; heteroaroilo, tal como 3—quinoloilo; OR' 0 NR'R", donde R’
y R" son independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, acilo, aroilo, sulfonilo,
sulfinilo, SO2-R™ o SO-R" donde R"™ es alquilo, arilo, heteroarilo, alquenilo o alquinilo,
sustituido o no sustituido.

En algunas formas de realizacion, las funciones de bloqueo que proporcionan un
enlace de éster se designan OR, donde R puede ser: alcoxi; ariloxi; heteroariloxi; aralquiloxi;
heteroaralquiloxi; alcoxi sustituido; ariloxi sustituido; heteroariloxi sustituido; aralquiloxi
sustituido; o heteroaralquiloxi sustituido.

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden

comprender modificaciones en el extremo C—terminal de la secuencia peptidica con uno o
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mas de los siguientes restos: NH,, NH-CH;; NH-CH,-CHj;; NH-CH-(CH;),, NH-
CH2CH2CH3, NH-CH2CH—(CH3),, N(CH3)2, N(CH,—CH3), u OH.

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden
comprender modificaciones en el extremo N—terminal de la secuencia peptidica con uno o
mas restos de base peptidica. En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente
divulgacion pueden comprender modificaciones en el extremo C—terminal de la secuencia
peptidica con una o mas restos de base peptidica. En algunas formas de realizacion, los
péptidos de la presente divulgacion pueden comprender modificaciones tanto del extremo N—
terminal como del extremo C—terminal de la secuencia peptidica con uno o mas restos de
base peptidica.

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden
comprender modificaciones del extremo N—terminal de la secuencia peptidica con uno o mas
restos de base no peptidica. En algunas formas de realizacioén, los péptidos de la presente
divulgacion pueden comprender modificaciones del extremo C—terminal de la secuencia
peptidica con uno o mas restos de base no peptidica. En algunas formas de realizacion, los
péptidos de la presente divulgacion pueden comprender modificaciones tanto del extremo N—
terminal de la secuencia peptidica como del extremo C—terminal de la secuencia peptidica
con uno o mas restos de base no peptidica.

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden
comprender modificaciones en el extremo N—terminal que comprenden una sarta de 5 0 6
aminoacidos Glu. En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacién
pueden comprender modificaciones en el extremo N—terminal que comprenden una sarta de
5 o 6 aminoéacidos Lys. En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente
divulgacion pueden comprender modificaciones en el extremo N—terminal que comprenden
una sarta de 5 o 6 aminoacidos, cada uno, seleccionado independientemente de Glu o Lys.

En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacion comprenden
un péptido N-terminal que consiste en una cadena de alrededor de 15 a alrededor de 400
aminoacidos idénticos. En algunas formas de realizacion, el péptido N—terminal comprende
alrededor de 25 a alrededor de 300 aminoacidos idénticos, alrededor de 50 a alrededor de
200 aminoacidos idénticos, alrededor de 75 a alrededor de 150 aminoacidos idénticos,
alrededor de 90 a alrededor de 120 aminoéacidos idénticos o alrededor de 100 a alrededor de
110 aminoacidos idénticos. En algunas formas de realizacion, el péptido N-terminal
comprende: polipéptidos de poli(acido glutamico) (PGa), polipéptidos de poli(acido aspartico)
(PAs), polipéptidos de poli(lisina) (Ply), polipéptidos de poli(arginina) (PAr), polipéptidos de
poli(histidina) (PHi), polipéptidos de poli(ornitina) (POr), o0 combinaciones de los mismos.

En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente divulgacion comprenden

una modificacidn N—terminal. En otra forma de realizacién, la modificacion N—terminal
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comprende un grupo acetilo N—terminal (representado como Ac). Por ejemplo, en las SEQ ID
NO: 24-44 y 67-89 de la Tabla 2, el grupo metionina N—terminal se bloquea con anhidrido
acético u otros reactivos apropiados durante la sintesis de péptidos, lo que da lugar a una
molécula acetilada en el extremo N—terminal. En algunas formas de realizacion, los péptidos
de la presente divulgacion comprenden una modificacion C—terminal. En otra forma de
realizacién, la modificacion C—terminal comprende un grupo amida (representado como
amida o CONH,). Por ejemplo, en las SEQ ID NO: 24-44 y 67—-89 de la Tabla 2, el grupo
serina C—terminal se sintetiza como una amida durante la sintesis de péptidos, lo que da lugar
a una molécula amidada en el extremo C—terminal.

En algunas formas de realizacion, los restos de direccionamiento incluyen una o mas
secuencias peptidicas que se unen a DLL3 enumeradas en la Tabla 2 o uno de sus
fragmentos o variantes. En algunas formas de realizacion, las construcciones de
direccionamiento incluyen restos de direccionamiento que incluyen una o mas secuencias
peptidicas que se unen a DLL3 enumeradas en la Tabla 2 o uno de sus fragmentos o
variantes.

Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos con SEQ ID NO: 3-24 son péptidos
lineales no modificados, sin grupos de bloqueo antes de la formacion de un enlace de
disulfuro. Las secuencias de aminoacidos con SEQ ID NO: 24—44 son péptidos lineales con
un grupo acetilo en el extremo N—terminal y un grupo amida en el extremo C—terminal antes
de la formacién de un enlace de disulfuro. Las secuencias de aminoacidos con SEQ ID NO:
45—-66 son péptidos ciclicos no modificados, sin grupos de bloqueo después de la formacion
de un enlace de disulfuro. Las secuencias de aminoacidos con SEQ ID NO: 67-89 son
péptidos ciclicos con un grupo acetilo en el extremo N—terminal y un grupo amida en el

extremo C—terminal después de la formacién de un enlace de disulfuro.

Tabla 2. Secuencias de péptidos que se une a DLL3
Secuencia SEQID NO
MWTICADWAQCWP 3
WTICADWAQCWP 4
MWTICNNWHDCWP 5
MWKICSDWQNCWP 6
MWHICQEWATCWP 7
MWTLCDTWDTCFP 8
MWTLCDNWQTCWP 9
MWQLCEWNNCWPV 10
MWVLCEWHECWPG 11
MDCNFFDCDAWTW 12
MWMLCDWDKDCWP 13
MVWVPCEWDDCFY 14
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MSDCWLQWNCPFD 15
WTICNNWHDCWP 16
AWTICNNWHDCWP 17
MWTICNNWHACWP 18
MWTICNNWHDCAP 19
MWTICNNWHDCWA 20
MWAICNNWHDCWP 21
MWTACNNWHDCWP 22
MWTICANWHDCWP 23
Ac-MWTICADWAQCWP-CONH2 24
Ac-WTICADWAQCWP—-CONH?2 25
Ac—-MWTICNNWHDCWP—CONH2 26
Ac-MWKICSDWQNCWP-CONH2 27
Ac-MWHICQEWATCWP—-CONH2 28
Ac—-MWTLCDTWDTCFP—CONH?2 29
Ac-MWTLCDNWQTCWP—-CONH?2 30
Ac-MWQLCEWNNCWPV—CONH2 31
Ac-MWVLCEWHECWPG—-CONH2 32
Ac-MDCNFFDCDAWTW—-CONH2 33
Ac-MWMLCDWDKDCWP-CONH2 34
Ac-MVWVPCEWDDCFY-CONH2 35
Ac-MSDCWLQWNCPFD—-CONH?2 36
Ac-WTICNNWHDCWP—CONH2 37
Ac—AWTICNNWHDCWP—-CONH?2 38
Ac-MWTICANWHDCWP—CONH2 39
Ac-MWTICNNWHACWP—CONH2 40
Ac-MWTICNNWHDCAP—-CONH?2 41
Ac-MWTICNNWHDCWA—CONH?2 42
Ac-MWAICNNWHDCWP—CONH2 43
Ac-MWTACNNWHDCWP-CONH2 44
[Cyc(5,11)]MWTICADWAQCWP 45
[Cyc(4,10)]WTICADWAQCWP 46
[Cyc(5,11)]MWTICNNWHDCWP 47
[Cyc(5,11)]MWKICSDWQNCWP 48
[Cyc(5,11)]MWHICQEWATCWP 49
[Cyc(5,11)]MWTLCDTWDTCFP 50
[Cyc(5,11)]MWTLCDNWQTCWP 51
[Cyc(5,10)]MWQLCEWNNCWPV 52
[Cyc(5,10)]MWVLCEWHECWPG 53
[Cyc(3,8)]MDCNFFDCDAWTW 54
[Cyc(5,11)]MWMLCDWDKDCWP 55
[Cyc(6,11)]MVWVPCEWDDCFY 56
[Cyc(4,10)]MSDCWLQWNCPFD 57
[Cyc(4,10)]WTICNNWHDCWP 58
[Cyc(5,11)JAWTICNNWHDCWP 59
[Cyc(5,11)]MWTICANWHDCWP 60

151




10

[Cyc(5,11)]MWTICNNWHACWP 61
[Cyc(5,11)]MWTICNNWHDCAP 62
[Cyc(5,11)]MWTICNNWHDCWA 63
[Cyc(5,11)]MWAICNNWHDCWP 65
[Cyc(5,11)]MWTACNNWHDCWP 66
[Cyc(5,11)JAc-MWTICADWAQCWP—-CONH?2 67
[Cyc(4,10)]JAc-WTICADWAQCWP—CONH2 68
[Cyc(5,11)]JAc—MWTICNNWHDCWP—CONH2 69
[Cyc(5,11)]JAc—MWKICSDWQNCWP—-CONH?2 70
[Cyc(5,11)JAc-MWHICQEWATCWP—-CONH?2 71
[Cyc(5,11)]JAc—MWTLCDTWDTCFP—CONH2 72
[Cyc(5,11)]JAc—MWTLCDNWQTCWP—CONH2 73
[Cyc(5,10)]JAc-MWQLCEWNNCWPV—-CONH2 74
[Cyc(5,10)]JAc—MWVLCEWHECWPG-CONH?2 75
[Cyc(3,8)JAc-MDCNFFDCDAWTW—CONH?2 76
[Cyc(5,11)]JAc-MWMLCDWDKDCWP—-CONH2 77
[Cyc(6,11)JAc—MVWVPCEWDDCFY—CONH2 78
[Cyc(4,10)]Ac-MSDCWLQWNCPFD—-CONH2 79
[Cyc(4,10)]DOTA-WTICNNWHDCWP-CONH?2 80
[Cyc(5,11)]Ac—(d—Ala)WTICNNWHDCWP—-CONH2 81
[Cyc(5,11)JAc—MWTIC(d—Ala)NWHDCWP—-CONH2 82
[Cyc(5,11)JAc—MWTICNNWH(d—Ala)CWP—CONH2 83
[Cyc(5,11)]JAc—MWTICNNWHDC(d—Ala)P—CONH2 84
[Cyc(5,11)]JAc—MWTICNNWHDCW (d—Ala)—-CONH2 85
[Cyc(5,11)]Ac—(L—Ala)WTICNNWHDCWP—-CONH2 86
[Cyc(5,11)]JAc—MW(L—Ala)ICNNWHDCWP—-CONH2 87
[Cyc(5,11)JAc—MWT (L—Ala)CNNWHDCWP—CONH?2 88
[Cyc(5,11)JAc—MWTIC(L-Ala)NWHDCWP—-CONH2 89

Los polipéptidos de la divulgacion pueden ser peptidomiméticos. Un "peptidomimético”
0 "mimético de polipéptido " es un polipéptido cuya molécula contiene elementos estructurales
que no se encuentran en los polipéptidos naturales (es decir, polipéptidos comprendidos
unicamente por los 20 aminoacidos proteinogénicos). En algunas formas de realizacion, los
peptidomiméticos son capaces de recapitular o imitar la(s) accion(es) biolégica(s) de un
péptido natural. Un peptidomimético puede diferir en muchos aspectos de los polipéptidos
naturales, por ejemplo, mediante cambios en la estructura del espinazo, o mediante la
presencia de aminoacidos que no se encuentran en la naturaleza. En algunos casos, los
peptidomiméticos pueden incluir aminoacidos con cadenas laterales que no se encuentran
entre los 20 aminoacidos proteinogénicos conocidos; restos puente de base no polipeptidica
utilizados para efectuar el ciclado entre los extremos o las porciones internas de la molécula;
sustituciones del resto de hidrégeno del enlace de amida por grupos metilo (N—metilacion) u

otros grupos alquilo; sustituciones del resto hidrégeno alfa del aminoacido por grupos metilo

152



10

15

20

25

30

35

(alfa—metilacién) u otros grupos alquilo; sustitucion de un enlace peptidico por un grupo
quimico o un enlace resistente a tratamientos quimicos o enzimaticos; modificaciones de los
extremos N- y C—terminales; y/o conjugacion con una extensién no peptidica (tal como
polietilenglicol, lipidos, carbohidratos, nucledsidos, nucleétidos, bases nucleosidicas,
diversas moléculas pequenas o grupos fosfato o sulfato).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aminoacido" incluye los
residuos de los aminoacidos naturales, asi como de los aminoacidos no naturales. Los 20
aminoacidos proteinogénicos naturales se identifican y se denominan en el presente
documento mediante designaciones de una letra o de tres letras, de la siguiente manera:
acido aspartico (Asp:D), isoleucina (lle:l), treonina (Thr:T), leucina (Leu:L), serina (Ser:S),
tirosina (Tyr:Y), acido glutamico (Glu:E), fenilalanina (Phe:F), prolina (Pro:P), histidina (His:H),
glicina (Gly:G), lisina (Lys:K), alanina (Ala:A), arginina (Arg:R), cisteina (Cys:C), triptéfano
(Trp:W), valina (Val:V), glutamina (GIn:Q), metionina (Met:M) y asparagina (Asn:N). Los
aminoacidos naturales existen en sus formas estereoisdmeras levogiratorias (L). Los
aminoacidos a los que se hace referencia en este documento son L—estereocisémeros, salvo
que se indique lo contrario. El término "aminoacido" también incluye aminoacidos que portan
un grupo protector amino convencional (p. €j., acetilo o benciloxicarbonilo), asi como
aminoacidos naturales y no naturales protegidos en el extremo carboxi—terminal (p. ej., como
un éster o una amida de alquilo (C1-C6), fenilo o bencilo; o como una alfa—metilbencil amida).
Los expertos en la técnica conocen otros grupos protectores amino y carboxi adecuados
(véase, por ejemplo, Greene, T. W.; Wutz, P. G. M., Protecting Groups In Organic Sintesis;
segunda edicion, 1991, Nueva York, John Wiley & Sons, Inc., y los documentos alli citados,
cuyo contenido se incorpora al presente documento por referencia en su totalidad). Los
polipéptidos y/o las composiciones de péptidos de la presente divulgacion también pueden
incluir aminoacidos modificados.

Los aminoacidos "no naturales" tienen cadenas laterales u otras caracteristicas que
no estan presentes en los 20 aminoacidos naturales mencionados anteriormente e incluyen,
entre otros: N—metil aminoacidos, N—alquil aminoacidos, alfa, aminoacidos sustituidos alfa,
beta—aminoacidos, alfa—hidroxi aminoacidos, D—aminoacidos y otros aminoacidos no
naturales conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Josephson et al., (2005) J. Am. Chem.
Soc. 127: 11727-11735; Forster, A. C. et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 6353—
6357; Subtelny et al., (2008) J. Am. Chem. Soc. 130: 6131-6136; Hartman, M. C. T. et al
(2007) PLoS ONE 2:€972; y Hartman et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 4356—
4361). Otros aminoacidos no naturales utiles para la optimizacién de polipéptidos y/o
composiciones peptidicas de la presente divulgacion incluyen, entre otros, acido 1,2,3,4—
tetrahidroisoquinolin—1—carboxilico, acido 1-amino—2,3—-hidro—1H-indeno—1—carboxilico,

homolisina, homoarginina, homoserina, acido 2—aminoadipico, acido 3—aminoadipico, beta—
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alanina, acido aminopropionico, acido 2—aminobutirico, acido 4—aminobutirico, acido 5-
aminopentanoico, acido 5—aminohexanoico, acido 6-—aminocaproico, acido 2-
aminoheptanoico, 4&cido 2—aminoisobutirico, acido 3—aminoisobutirico, acido 2-
aminopimélico, desmosina, acido 2,3—diaminopropiénico, N-etilglicina, N—etilasparagina.
homoprolina, hidroxilisina, alo—hidroxilisina, 3—hidroxiprolina, 4—hidroxiprolina, isodesmosina,
alo—isoleucina, N—metilpentilglicina, naftilalanina, ornitina, pentilglicina, tioprolina, norvalina,
ter—butilglicina (también conocida como ter—leucina), fenilglicina, azatriptéfano, 5-
azatriptéfano, 7—azatriptéfano, 4—fluorofenilalanina, penicilamina, sarcosina, homocisteina,
acido 1-aminociclopropanocarboxilico, acido 1-aminociclobutanocarboxilico, acido 1-
aminociclopentanocarboxilico, acido 1—aminociclohexanocarboxilico, acido 4—
aminotetrahidro—2H-piran—4—carboxilico, acido (S)-2—amino—3—(1H—tetrazol-5—
il)propanoico, ciclopentilglicina, ciclohexilglicina, ciclopropilglicina, n—o— metil-arginina, 4—
clorofenilalanina, 3—clorotirosina, 3—fluorotirosina, 5-fluorotriptéfano, 5—clorotriptéfano,
citrulina, 4-cloro—~homofenilalanina, homofenilalanina, 4—aminometil-fenilalanina, 3-
aminometilfenilalanina, octilglicina, norleucina, &cido tranexamico, acido 2-amino
pentanoico, acido 2—amino hexanoico, acido 2—amino heptanoico, acido 2—amino octanoico,
acido 2—amino nonanoico, acido 2—amino decanoico, acido 2—amino undecanoico, acido 2—
amino dodecanoico, acido aminovalérico y acido 2—(2—aminoetoxi)acético, acido pipecdlico,
2—carboxi azetidina, hexafluoroleucina, 3-—fluorovalina, acido 2-amino—4,4—difluoro—3—
metilbutanoico, 3-fluoro—isoleucina, 4-fluoro—isoleucina, 5-fluoroisoleucina, 4—metil—
fenilglicina, 4—etil-fenilglicina, 4—isopropil—fenilglicina, acido (S)-2—amino-5-
azidopentanoico (también denominado en este documento "X02"), acido (S)—2—aminohept—
6—enoico (también denominado en este documento "X30"), acido (S)—2—aminopent—4—inoico
(también denominado en este documento "X31"), acido (S)—-2—aminopent—4—enoico (también
denominado en este documento "X12"), acido (S)-2—amino—5—(3—metilguanidino)
pentanoico, acido (S)-2—amino—3—(4—(aminometil)fenil)propanoico, acido (S)—-2—amino—-3-
(3—(aminometil)fenil)propanoico, acido (S)—-2—amino—4—(2—aminobenzo[d]oxazol-5—
il)butanoico, (S)-leucinol, (S)—valinol, (S)-ter—leucinol, (R)-3—metilbutan—2—amina, (S)-2—
metil-1—fenilpropan—1—-amina y (S)-N,2—dimetil-1—(piridin—2—il)propan—1-amina, acido (S)—
2—amino—3—(oxazol-2—il)propanoico, acido (S)-2—amino—3—(oxazol-5—il)propanoico, acido
(S)-2—amino—3—(1,3,4—oxadiazol-2—il)propanoico, acido (S)-2—amino—-3—(1,2,4—oxadiazol—
3—il)propanoico, acido (S)—2—amino—3—(5—fluoro—1H-indazol-3-il)propanoico y acido (S)-2—
amino—3—(1H—-indazol-3—il)propanoico, acido (S)-2—amino—3—(oxazol-2—il)butanoico, acido
(S)-2—amino—3—(oxazol-5—il)butanoico, acido (S)-2—amino—3—(1,3,4—oxadiazol-2—
ilbutanoico, acido (S)-2—amino—3—(1,2,4—oxadiazol-3—il) butanoico, acido (S)-2—amino—3—

(5—fluoro—1H—indazol-3—il) butanoico y acido (S)—2—amino—3—(1H-indazol-3-il) butanoico,
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acido 2—(2'MeOfenil)}-2—amino acético, acido tetrahidro—3—isoquinolincarboxilico y sus
estereoisomeros (incluidos, entre otros, los isomeros D y L).

Otros aminoacidos no naturales utiles para la optimizacion de polipéptidos o
composiciones peptidicas de la presente divulgacion incluyen, entre otros, aminoacidos
halogenados en los que uno o mas atomos de hidrégeno unidos al carbono se sustituyen por
uno o mas atomos de halégeno. El nimero de atomos de haldégeno incluidos puede variar
desde 1 hasta todos los atomos de hidrégeno, inclusive.

En algunas formas de realizacién, los aminoacidos no naturales utiles para la
optimizacion de polipéptidos o composiciones peptidicas de la presente divulgacion incluyen,
entre otros, aminoacidos fluorados en los que uno o mas atomos de hidrogeno unidos al
carbono se sustituyen por uno o mas atomos de fldor. El nimero de atomos de fltor incluidos
puede variar desde 1 hasta todos los atomos de hidrégeno, inclusive. Ejemplos de dichos
aminoacidos incluyen, entre otros, 3—fluoroprolina, 3,3—difluoroprolina, 4—fluoroprolina, 4,4—
difluoroprolina,  3,4—difluroprolina,  3,3,4,4—tetrafluoroprolina, = 4-fluorotriptéfano, 5-
fluorotriptéfano, 6—fluorotriptéfano, 7—fluorotriptéfano y sus estereocisémeros.

En algunas formas de realizacion, los aminoacidos no naturales utiles para la
optimizacioén de polipéptidos o composiciones peptidicas de la presente divulgacion incluyen,
entre otros, aminoacidos clorados en los que uno o mas atomos de hidrégeno unidos al
carbono se sustituyen por uno o mas atomos de cloro. El numero de atomos de cloro incluidos
puede variar de 1 a 25, incluyendo todos los atomos de hidrogeno.

Otros aminoacidos no naturales utiles para la optimizacién de los péptidos de la
divulgacion incluyen, entre otros, aquellos disustituidos en el carbono a. Estos incluyen
aminodacidos en los que los dos sustituyentes en el carbono a son iguales, por ejemplo, el
acido a—amino isobutirico y el acido 2—amino—2—etilbutanoico, asi como aquellos donde los
sustituyentes son diferentes, por ejemplo, la a—metilfenilglicina y la a—metilprolina. Ademas,
los sustituyentes en el carbono a pueden tomarse juntos para formar un anillo, por ejemplo,
acido 1-aminociclopentanocarboxilico, acido 1-aminociclobutanocarboxilico, acido 1-
aminociclohexanocarboxilico, acido 3—aminotetrahidrofurano—3—carboxilico, acido 3-
aminotetrahidropirano—3—carboxilico, acido 4—aminotetrahidropirano—4—carboxilico, acido 3—
aminopirrolidina—3—carboxilico, acido  3—aminopiperidina—3—carboxilico, acido 4-—
aminopiperidina—4—carboxilico y sus estereoisémeros.

Otros aminoacidos no naturales utiles para la optimizacién de péptidos o
composiciones peptidicas de la presente divulgacion incluyen, entre otros, analogos del
triptéfano en los que el sistema de anillo indol se sustituye por otro sistema de anillo biciclico
de 9 o 10 miembros que comprende 0, 1, 2, 3 o 4 heteroatomos seleccionados
independientemente de N, O S. Cada sistema de anillo puede estar saturado, parcialmente

insaturado o totalmente insaturado. El sistema de anillo puede estar sustituido por 0, 1, 2, 3
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0 4 sustituyentes en cualquier atomo sustituible. Cada sustituyente puede seleccionarse
independientemente de H, F, CI, Br, CN, COOR, CONRR', oxo, OR o NRR'. Cada Ry R’
pueden seleccionarse independientemente de H, C1—Cy alquilo o C1—Cyo— alquilo—O-C1—Cx0
alquilo.

En algunas formas de realizacion, los analogos de triptéfano (también denominados
en el presente documento "analogos de triptéfano") pueden ser utiles para optimizar los
péptidos o las composiciones peptidicas de la divulgacion. Los analogos de triptéfano pueden
incluir, entre otros, 5-fluorotriptéfano [(5—-F)W], 5-metil-O-triptéfano [(5—-MeO)W], 1-
metiltriptéfano [(1-Me-W) o (1-Me)W], D—triptéfano (D-Trp), azatriptéfano (incluidos, entre
otros, 4-azatriptéfano, 7-azatriptéfano vy 5—azatriptéfano), 5—clorotriptéfano, 4-
fluorotriptéfano, 6—fluorotriptéfano, 7—fluorotriptéfano y sus estereoisémeros. Salvo que se
indique lo contrario, el término "azatriptéfano” y su abreviatura, "azaTrp", como se utilizan en
el presente documento, se refieren al 7—azatriptéfano.

Los residuos de aminoacidos modificados utiles para la optimizacion de péptidos y/o
composiciones peptidicas de la presente divulgacion incluyen, entre otros, aquellos que estan
bloqueados quimicamente (de forma reversible o irreversible); modificados quimicamente en
su grupo amino N—terminal o en sus grupos de cadena lateral; modificados quimicamente en
el espinazo de amida, por ejemplo, esterecisomeros N—metilados, D (aminoacidos no
naturales) y L (aminoacidos naturales); o residuos en los que los grupos funcionales de la
cadena lateral estan modificados quimicamente a otro grupo funcional. En algunas formas de
realizacién, los aminoacidos modificados incluyen, entre otros, sulféxido de metionina; sulfano
de metionina; acido aspartico—(meta metil éster), un aminoacido modificado del acido
aspartico; N—etilglicina, un aminoacido modificado de glicina; carboxamida de alanina; y/o un
aminoacido modificado de alanina. Los aminoacidos no naturales pueden adquirirse de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), Bachem (Torrance, CA) u otros proveedores. Los
aminoacidos no naturales pueden incluir ademas cualquiera de los enumerados en la Tabla
2 de la Publicacion de Patente Estadounidense US 2011/0172126, cuyo contenido se
incorpora al presente documento por referencia en su totalidad.

En algunas formas de realizacion, los aminoacidos utilizados en la presente
divulgacion se modifican utilizando un agente derivatizante organico proteinaceo o no
proteinaceo. En algunas formas de realizacion, los aminoacidos utilizados en la presente
divulgacion se modifican mediante modificacion postraduccion. En algunas formas de
realizacion, las modificaciones se introducen mediante la reaccion de los residuos de
aminoacidos diana del péptido con un agente derivatizante organico capaz de reaccionar con
cadenas laterales o residuos terminales seleccionados. En algunas formas de realizacién, las
modificaciones se introducen aprovechando los mecanismos de modificaciones

postraduccion que funcionan en células huéspedes recombinantes seleccionadas. Ciertas
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modificaciones postraduccién son el resultado de la accidon de las células huéspedes
recombinantes sobre un péptido expresado. A modo de ejemplo, los residuos glutaminilo y
asparaginilo se desamidan frecuentemente de manera postraduccion hasta los
correspondientes residuos glutamilo y aspartilo en ciertas condiciones postraduccién (p. €j.,
en condiciones ligeramente acidas). Otras modificaciones postraduccion incluyen:
hidroxilacion de prolina vy lisina; fosforilacion de grupos hidroxilo de residuos tirosinilo, serilo
o treonilo; y metilacion de los grupos alfa—amino de las cadenas laterales de lisina, arginina
e histidina (véase, por ejemplo, Creighton et al., Proteins: Structure and Molecular Properties,
W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, pags. 79-86).

En algunas formas de realizacion, las modificaciones de aminoacidos incluyen el
enlace de polimeros no proteinaceos a los péptidos de la presente divulgacién. Entre los
ejemplos de polimeros no proteinaceos se incluyen polimeros sintéticos hidréfilos (es decir,
polimeros no naturales), tales como los polimeros de polivinilo hidrofilos (p. ej., alcohol
polivinilico y polivinilpirrolidona). Entre los ejemplos de polimeros no proteinaceos también se
incluyen polietilenglicol, polipropilenglicol y polioxialquilenos. En algunas formas de
realizacion, las modificaciones de aminoacidos incluyen el enlace de polimeros no
proteinaceos a los péptidos de la presente divulgacién, como se describe en los documentos
US 4640835, US 4496689, US 4301144, US 4670417, US 4791192 y US 4179337, cuyo
contenido se incorpora aqui por referencia en su totalidad, en relacion con las modificaciones
de aminoacidos para la presente divulgacion.

Sintesis de péptidos.

La presente divulgacion presenta métodos para sintetizar péptidos y compuestos de
la presente divulgacién. En algunas formas de realizacion, los péptidos de la presente
divulgacion pueden obtenerse induciendo la formacion de un enlace covalente entre un grupo
amino en el extremo N—terminal de un péptido (si se proporciona) y un grupo carboxilo de un
resto de cadena lateral de aminoacido reactivo (si se proporciona). En algunas formas de
realizacion, los péptidos y compuestos de la presente divulgacién pueden sintetizarse
mediante cualquier procedimiento convencional conocido para la formaciéon de una unién
peptidica entre aminoacidos. Dichos procedimientos convencionales incluyen, por ejemplo,
cualquier procedimiento en fase de solucion que permita la condensacion entre el grupo alfa
amino libre de un aminoacido o residuo del mismo (que tiene su grupo carboxilo u otros grupos
reactivos protegidos) y el grupo carboxilo primario libre de otro aminoacido o residuo del
mismo (que tiene su grupo amino u otros grupos reactivos protegidos). En algunas formas de
realizacion, los péptidos de la presente divulgacién pueden sintetizarse mediante sintesis en
fase solida y purificarse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Se puede utilizar
cualquiera de los diversos procedimientos conocidos que utilizan diversas resinas y reactivos

para preparar los péptidos de la presente divulgacion.
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En algunas formas de realizacion, el proceso de sintesis de péptidos puede llevarse a
cabo mediante un procedimiento en el que cada aminoacido de la secuencia deseada se
afiade uno a uno, en sucesion, a otro aminoacido o residuo del mismo. En algunas formas de
realizacion, el proceso de sintesis de péptidos puede llevarse a cabo mediante un
procedimiento en el que primero se sintetizan multiples fragmentos peptidicos con porciones
de la secuencia de aminoacidos deseada, y luego se condensan para obtener la secuencia
peptidica deseada.

En algunas formas de realizacién, el proceso de sintesis de péptidos puede llevarse a
cabo mediante sintesis de péptidos en fase sdlida, que incluye métodos bien conocidos y
practicados en la técnica (p. €j., el sintetizador de péptidos automatizado Symphony Multiplex
Peptide Synthesizer (Rainin Instrument Company)). En algunas formas de realizacion, el
proceso de sintesis de péptidos puede llevarse a cabo utilizando la metodologia Fmoc
estandar en un sintetizador automatizado (p. ej., Advanced ChemTech 440MO05, Louisville,
Ky). En algunas formas de realizacion, el proceso de sintesis de péptidos puede llevarse a
cabo utilizando reactivos de acoplamiento tales como hexafluorofosfato de 2—(1-H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3—tetrametiluronio (HBTU) y/o 1-hidroxibenzotriazol (HOBt).

La sintesis de péptidos en fase solida puede llevarse a cabo incorporando
secuencialmente los residuos de aminoacidos deseados, uno a uno, en la cadena lateral en
crecimiento, de acuerdo con los principios generales de los métodos de fase sélida. Estos
métodos se describen en numerosas referencias, que incluye Merrifield, et al., Sintesis en
fase solida (Conferencia Nobel), Angew. Chem. (1985) 24: 799-810; Barany et al., Los
péptidos, analisis, sintesis y biologia, vol. 2; Gross et al., Eds. Academic Press 1-284 (1980),
cuyo contenido se incorpora aqui por referencia en su totalidad, en relacion con los procesos
y protocolos para la sintesis de péptidos.

La sintesis del péptido en fase sélida generalmente comienza desde el extremo C—
terminal del péptido mediante el acoplamiento de un aminoacido alfa protegido a una resina
adecuada. Se han descripto en la técnica ejemplos de métodos conocidos para la preparaciéon
de derivados de amida sustituidos en fase sélida (ver, por ejemplo, Barn D. R. et al,,
Tetrahedron Letters (1996), 37: 3213-3216; DeGrado et al., J. Org. Chem., (1982) 47: 3258—
3261; cuyo contenido se incorpora al presente documento como referencia en su totalidad,
en relacién con los métodos y sistemas para la sintesis de péptidos en fase sélida). Por
ejemplo, los materiales de partida pueden prepararse uniendo un aminoacido alfa—amino
protegido mediante una union de éster a una resina de alcohol p—benciloxibencilico (Wang)
0 una resina de oxima mediante métodos bien conocidos. La cadena peptidica se desarrolla
con la secuencia deseada de aminoacidos, y la resina peptidica se trata con una solucién de
la amina apropiada (tal como metilamina, dimetilamina, etilamina, etc.). Los péptidos que

emplean una resina de alcohol p—benciloxibencilico (Wang) pueden escindirse de la resina
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mediante cloruro de aluminio en DCM, y los péptidos que emplean una resina de oxima
pueden escindirse mediante DCM.

En algunas formas de realizacion, los grupos reactivos de la cadena lateral de los
diversos residuos de aminoacidos se protegen con grupos protectores adecuados, lo que
impide que se produzca una reaccion quimica en ese sitio hasta que se elimina el grupo
protector. En algunas formas de realizacion, el grupo alfa—amino de un residuo o fragmento
de aminoacido se protege mientras dicha entidad reacciona en el grupo carboxilo, seguido de
la eliminacién selectiva del grupo protector alfa—amino para permitir que se produzca una
reaccion posterior en ese sitio. Se han descripto ejemplos de grupos protectores para su uso
en la presente divulgacion, los cuales se conocen en métodos de sintesis en fase sélida y en
fase de solucion.

En algunas formas de realizacion, los grupos alfa amino pueden protegerse mediante
un grupo protector adecuado, que incluye: un grupo protector de tipo uretano, tal como
benciloxicarbonilo (Z) y benciloxicarbonilo sustituido, tal como p—clorobenciloxicarbonilo, p—
nitrobenciloxicarbonilo,  p—bromobenciloxicarbonilo,  p-bifenil-isopropoxicarbonilo, 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y p—metoxibenciloxicarbonilo (Moz); grupos protectores
alifaticos de tipo uretano, tales como t—butiloxicarbonilo (Boc), diisopropilmetoxicarbonilo,
isopropoxicarbonilo y aliloxicarbonilo.

En algunas formas de realizacion, los grupos guanidino amino (como los que se
encuentran en la arginina) pueden protegerse mediante un grupo protector adecuado, tal
como nitro, p—toluenosulfanilo (Tos), Z, pentametilcromanosulfanilo  (Pmc),
adamantiloxicarbonilo, pentametildihidrobenzofuran—5-sulfanilo (Pbf) y Boc.

A modo de ejemplo no limitativo, la sintesis en fase sélida de un péptido puede
iniciarse desde el extremo C—terminal del péptido mediante el acoplamiento de un aminoacido
alfa protegido a una resina adecuada. El material de partida puede prepararse uniendo un
aminoacido alfa—amino protegido mediante una unién de éster a una resina de alcohol p—
benciloxibencilico (Wang), una resina de cloruro de 2—clorotritilo o una resina de oxima,
mediante una union de amida entre un enlazador Fmoc, tal como el acido p—[(R,S)-a—[1-
(9H—fluor—en—9—il)-metoxifarmamido]-2,4—dimetiloxibencil]-fenoxiacético (enlazador Rink),
y una resina de benzhidrilamina (BHA), o por otros medios bien conocidos en la técnica. Los
soportes de resina Fmoc—Enlazador-BHA estan disponibles comercialmente y se utilizan
generalmente cuando es posible. Las resinas luego se someten a ciclos de adicion repetitivos
segun sea necesario para afadir aminoacidos secuencialmente. Los grupos protectores alfa
amino Fmoc se eliminan posteriormente en condiciones basicas (p. €j., piperidina, piperazina,
dietilamina o morfolina (2040 % v/v) en N,N-dimetilformamida (DMF)). Luego de la
eliminacion del grupo protector alfa amino, los aminoacidos protegidos subsiguientes se

acoplan gradualmente en el orden deseado para obtener una resina de péptido intermediaria
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protegida. Los reactivos activadores utilizados para el acoplamiento de los aminoacidos en la
sintesis en fase sélida de los péptidos son bien conocidos en la técnica. Luego de la sintesis
del péptido, si se desea, los grupos protectores de la cadena lateral ortogonalmente
protegidos pueden eliminarse mediante métodos bien conocidos en la técnica para una
derivacién adicional del péptido.

Los grupos reactivos en un péptido pueden modificarse selectivamente, o bien durante
la sintesis en fase sdlida o luego de su eliminacion de la resina. Por ejemplo, los péptidos
pueden modificarse para obtener modificaciones en el extremo N—terminal, tales como la
acetilacion, mientras estan en la resina, o pueden eliminarse de la resina mediante un reactivo
de escision, y posteriormente, pueden modificarse. De igual manera, los expertos en sintesis
de péptidos conocen bien los métodos para modificar las cadenas laterales de aminoacidos.
La eleccion de las modificaciones realizadas a los grupos reactivos presentes en el péptido
estara determinada, en parte, por las caracteristicas deseadas en el péptido.

En algunas formas de realizacion, el grupo N-terminal se modifica mediante la
introduccion de un grupo acetilo. A modo de ejemplo no limitativo, la sintesis de péptidos
puede incluir un paso en el que, después de la eliminacién del grupo protector en el extremo
N—terminal, un péptido unido a la resina reacciona con anhidrido acético en diclorometano en
presencia de una base organica, tal como diisopropiletilamina. Se conocen otros métodos de
acetilacion del extremo N—terminal, que incluyen la acetilacion en fase de solucion.

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden
comprender péptidos ciclicos con uno o mas restos puente (p. €j., estructura ciclica, grapa,
puente, etc.).

En algunas formas de realizacién, el péptido puede sintetizarse mediante sintesis de
péptidos en fase sdlida y luego ciclarse antes de su escisién de la resina peptidica. Si el
péptido se cicla a través de restos de cadena lateral reactivos, primero se desprotegen las
cadenas laterales deseadas en condiciones especificas de desproteccion en un solvente
adecuado, y luego se afiade un agente de acoplamiento ciclico. Los solventes adecuados
incluyen, entre otros: DMF, diclorometano (DCM) y 1-metil-2—pirrolidona (NMP). Los
reactivos de acoplamiento ciclico adecuados incluyen, entre otros: tetrafluoroborato de 2—
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3—tetrametiluronio (TBTU), hexafluorofosfato de 2—(1H-
benzotriazol-1-il}-1,1,3,3—tetrametiluronio (HBTU), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-
oxi—tris(dimetilamino)fosfonio  (BOP),  hexafluorofosfato de  benzotriazol-1—il-oxi—
tris(pirrolidino)fosfonio (PyBOP), tetrafluoroborato de 2—(7—aza—1H-benzotriazol-1—il)—
1,1,3,3—tetrametiluronio (TATU), tetrafluoroborato de 2—(2—oxo—1(2H)piridil)-1,1,3,3—
tetrametiluronio (TPTU) y N,N'—diciclohexilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol (DCCI/HOB?).

En algunas formas de realizacién, el acoplamiento del resto ciclico a la cadena peptidica se
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inicia mediante el uso de una base adecuada, tal como N,N—diisopropiletiliamina (DIPEA),
sim—colidina o N—-metilmorfolina (NMM).

Los péptidos ciclados pueden escindirse luego de la fase sélida utilizando cualquier
reactivo adecuado, tal como etilamina en DCM. El péptido crudo resultante se seca, y los
grupos protectores restantes de la cadena lateral del aminoacido (si los hay) se escinden
utilizando reactivos adecuados, tales como acido trifluoroacético (TFA) en presencia de agua
y 1,2—etanoditiol (EDT). El producto final se precipita afiadiendo éter frio y se recoge por
filtracion. La purificacion final puede realizarse mediante cromatografia liquida de alta
resolucion en fase inversa (RP—-HPLC, por sus siglas en inglés), utilizando una columna
adecuada, tal como una columna C18. También se pueden emplear otros métodos de
separacion o purificacion, tales como los métodos sobre la base del tamafio o la carga del
péptido. Una vez purificado, el péptido puede caracterizarse mediante diversos métodos,
tales como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), el analisis de aminoacidos, la
espectrometria de masas y similares.

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden
comprender una o mas modificaciones (p. €j., sustitucion, adicion o delecion) en uno o0 mas
extremos terminales (p. ej., extremos N—terminal, C—terminal o ambos) de la secuencia
peptidica. En algunas formas de realizacion, los péptidos modificados en el extremo pueden
sintetizarse mediante sintesis de péptidos en fase sdlida y luego modificarse antes de la
escision de la resina peptidica.

La presente divulgacion contempla variantes y derivados de los péptidos aqui
presentados. Estos incluyen variantes y derivados sustitucionales, insercionales, delecionales
y covalentes. En este documento, el término "derivado” se utiliza como sinénimo del término
"variante" y se refiere a una molécula que ha sido modificada o cambiada de alguna manera
con respecto a una molécula de referencia o molécula de partida.

En una forma de realizacién, los péptidos aqui descriptos comprenden el reemplazo
de uno o mas residuos L—aminoacidos por uno o mas residuos D—aminoacidos. Se cree que
esta forma de realizacién aumenta la estabilidad proteolitica mediante impedimento estérico
y por la propension de los D—aminoacidos a estabilizar las conformaciones de giro 3 (Tugyi
et al. (2005) PNAS, 102(2), 413—418).

En algunas formas de realizacién, los péptidos de la presente divulgacion pueden
presentarse en forma de sal. Las sales de los péptidos pueden sintetizarse a partir del
compuesto original que contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos
convencionales, como los descriptos en Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use,
P. Heinrich Stahl (Editor), Camille G. Wermuth (Editor), ISBN: 3-90639-026-8, Tapa dura,

388 paginas, agosto de 2002. Generalmente, estas sales pueden prepararse haciendo

161



10

15

20

25

30

35

reaccionar las formas acidas o basicas libres de estos compuestos con la base o el acido
apropiados en agua o en un solvente organico, o en una mezcla de ambos.

Las sales de adicién de acido (mono o di-sales) pueden formarse con una amplia
diversidad de acidos, tanto inorganicos como organicos. Los ejemplos de sales de adicion de
acido incluyen mono o di—sales formadas con un acido seleccionado del grupo que consiste
en acido acético, 2,2—dicloroacético, adipico, alginico, ascérbico (p. ej., L—ascérbico), L—
aspartico, bencenosulfénico, benzoico, 4—acetamidobenzoico, butanoico, (+) alcanfdrico,
alcanfor—sulfénico, (+)—(1S)-alcanfor—10—sulfénico, caprico, caproico, caprilico, cinamico,
citrico, ciclamico, dodecilsulfurico, etano—1,2—disulfénico, etanosulfénico, 2—
hidroxietanosulfénico, féormico, fumarico, galactarico, gentisico, glucohepténico, D—glucénico,
glucurénico (p. ej., D—glucurénico), glutamico (p. ej., L—glutamico), a—oxoglutarico, glicélico,
hipurico, acidos hidrohalicos (p. €j., bromhidrico, clorhidrico, yodhidrico), isetidnico, lactico (p.
€j., (+)-L—-lactico, (+)-DL-lactico), lactobidnico, maleico, malico, (—)-L—malico, maldnico, (+)—
DL—mandélico, metanosulfénico, naftaleno—2—sulfénico, naftaleno—1,5—disulfénico, 1-
hidroxi—2—naftoico, nicotinico, nitrico, oleico, orético, oxalico, palmitico, pamoico, fosférico,
propidénico, piruvico, L—piroglutamico, salicilico, 4—amino-salicilico, sebacico, estearico,
succinico, sulfarico, tanico, (+)-L—tartarico, tiocianico, p—toluenosulfénico, undecilénico y
valérico, asi como aminoacidos acilados y resinas de intercambio cationico.

En algunas formas de realizacion, las sales de la presente divulgacion pueden ser
sales formadas a partir de los acidos acético, clorhidrico, yodhidrico, fosférico, nitrico,
sulfurico, citrico, lactico, succinico, maleico, malico, isetidnico, fumarico, bencenosulfénico,
toluenosulfénico, sulfurico, metanosulfénico (mesilato), etanosulfénico, naftalenosulfénico,
valérico, propanoico, butanoico, malénico, glucurdnico y lactobiénico. En algunas formas de
realizacién, la sal puede ser la sal de clorhidrato. En algunas formas de realizacion, la sal
puede ser la sal de acetato.

Si el compuesto es anidnico o tiene un grupo funcional que puede ser aniénico (p. €j.,
—COOH puede ser —COO-), se puede formar una sal con una base organica o inorganica,
para generar un cation adecuado. Ejemplos de cationes inorganicos adecuados incluyen,
entre otros, iones de metales alcalinos tales como Li*, Na* y K*, cationes de metales
alcalinotérreos tales como Ca?* y Mg?*, y otros cationes. Ejemplos de cationes organicos
adecuados incluyen, entre otros, el ion amonio (es decir, NH4*) y los iones amonio sustituido
(p- €j., NH3sR*, NH2R?*, NHR3* y NR**). Algunos ejemplos de iones de amonio sustituido
adecuados son los derivados de metilamina, etilamina, dietilamina, propilamina,
diciclohexilamina, trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina,
piperazina, bencilamina, fenilbencilamina, colina, meglumina y trometamina, asi como
aminoacidos tales como la lisina y la arginina. Un ejemplo de un ion de amonio cuaternario

comun es N(CHa)s".
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Cuando los péptidos contienen una funcién amina, estos pueden formar sales de
amonio cuaternario, por ejemplo, mediante la reaccién con un agente alquilante de acuerdo
con métodos bien conocidos por el experto en la técnica.

Los péptidos divulgados en este documento pueden unirse a un receptor diana con
una constante de disociacion en equilibrio (Kp) de alrededor de 0,001 nM a alrededor de 0,01
nM, de alrededor de 0,005 nM a alrededor de 0,05 nM, de alrededor de 0,01 nM a alrededor
de 0,1 nM, de alrededor de 0,05 nM a alrededor de 0,5 nM, de alrededor de 0,1 nM a alrededor
de 1,0 nM, de alrededor de 0,5 nM a alrededor de 5,0 nM, de alrededor de 2 nM a alrededor
de 10 nM, de alrededor de 8 nM a alrededor de 20 nM, de alrededor de 15 nM a alrededor de
45 nM, de alrededor de 30 nM a alrededor de 60 nM, de alrededor de 40 nM a alrededor de
80 nM, de alrededor de 50 De nM a alrededor de 100 nM, de alrededor de 75 nM a alrededor
de 150 nM, de alrededor de 100 nM a alrededor de 500 nM, de alrededor de 200 nM a
alrededor de 800 nM, de alrededor de 400 nM a alrededor de 1000 nM, o por lo menos 1000
nM.

En algunas formas de realizacion, los péptidos descriptos en este documento pueden
unirse a DLL3 con una constante de disociacion en equilibrio (Kp) de alrededor de 0,001 nM
a alrededor de 0,01 nM, de alrededor de 0,005 nM a alrededor de 0,05 nM, de alrededor de
0,01 nM a alrededor de 0,1 nM, de alrededor de 0,05 nM a alrededor de 0,5 nM, de alrededor
de 0,1 nM a alrededor de 1,0 nM, de alrededor de 0,5 nM a alrededor de 5,0 nM, de alrededor
de 2 nM a alrededor de 10 nM, de alrededor de 8 nM a alrededor de 20 nM, de alrededor de
15 nM a alrededor de 45 nM, de alrededor de 30 nM a alrededor de 60 nM, de alrededor de
40 nM a alrededor de 80 nM, de alrededor de 50 nM a alrededor de 100 nM, de alrededor de
75 nM a alrededor de 150 nM, de alrededor de 100 nM a alrededor de 500 nM, de alrededor
de 200 nM a alrededor de 800 nM, de alrededor de 400 nM a alrededor de 1000 nM, o por lo
menos 1000 nM.

Agentes quelantes.

Los agentes quelantes (CA, por sus siglas en inglés) pueden incluir agentes quelantes
metalicos que se asocian con cargas metalicas (p. ej., cargas de nuclidos metalicos). Los
agentes quelantes pueden incluir compuestos macromoleculares. En algunas formas de
realizacion, los agentes quelantes incluyen compuestos aciclicos o macrociclicos.

A continuacion, en la Tabla D, se muestran ejemplos de agentes quelantes

adecuados (también denominados "Quelantes").
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Tabla D.
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Ejemplos no limitativos de agentes quelantes incluyen acido 1,4,7,10—
tetraazaciclododecano—1,4,7,10—tetraacético (DOTA); derivado de DOTA: DO3A; acido
dietilentriamina—N,N,N",N",N"pentaacético (DTPA); derivados de DTPA: 2—(p—SCN-Bz)-6—
metil-DTPA, CHX-A"-DTPA, y el anhidrido ciclico de DTPA (CA-DTPA); acido 1,4,7—
triazaciclononano—1,4—7—triacético (NOTA); derivados de NOTA (p. ej., BCNOTA, p—NCS-
Bz—NOTA, BCNOT); 6-hidrazinonicotinamida (HYNIC); acido etilendiamina tetraacético
(EDTA); N,N'—etilen—di-L—cisteina; acido N,N'-bis(2,2—dimetil-2—
mercaptoetil)etilendiamina—N,N'—diacético (6SS); acido 1—(4—carboximetoxibencil)}-N—-N'—
bis[(2—mercapto—2,2—dimetil)etil]-1,2—etilendiamina—N,N'—diacético (B6SS); Deferoxamina
(DFO); 1,1,1—tris(aminometil)etano (TAME); acido tris(aminometil)etano—N,N,N',N',N",N"—
hexaacético (TAME Hex); acido O—-hidroxibencil iminodiacético; 1,4,7—triazaciclononano
(TACN); 1,4,7,10-tretraazaciclododecano (cicleno); acido 1,4,7—triazaciclononano—1-
succinico—4,7—diacético (NODASA); 1—-(1—carboxi—3—carboxipropil)—4,7—bis—(carboximetil )—
1,4,7—triazaciclononano (NODAGA); 1,4,7—tris(2—mercaptoetil}-1,4,7—triazacilclonano
(triazaciclononano—TM); acido 1,4,7—triazaciclononano—N,N',N"—tris(metilenfosfénico)
(NOTP); acido 1,4,8,11—tetraazaciclo'et"de"e—N,N',N",N"'—tetraacético (TETA); acido
1,4,7,10,13—pentaazaciclopentadecano—N,N',N",N"' ,N""pentaacético (PEPA), acido
1,4,7,10,13,16—hexaazaciclohexadecano—N,N',N",N"" ,N"" ,N""hexaacético (HEHA); acido
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1,4,7,10-tetrakis(carbamoilmetil)-1,4,7,10—tetraazaciclododecano (TCMC); y sus derivados
0 analogos.

En una forma de realizacién, el Quelante es de manera independiente seleccionado
de un grupo que consiste en acido etilenodiamina tetraacético (EDTA), acido
dietilenotriamina pentaacético (DTPA), acido 1,4,7,10-tetra—azacilcododecano—N,N’,N",N"—
tetraacético (DOTA), acido 6—((16—((6—Carboxipiridin—2—il)metil)-1,4,10,13—tetraoxa—7,16—
diazaciclooctadecan—7—il)metil)—4—isotiocianatopicolinico (Macropa), Macrodipa, 2,2',2",2"'—
(acido 1,10—dioxa—4,7,13,16—tetraazaciclooctadecano—4,7,13,16—tetrail)tetraacético)
(Corona), acido 1,4,7,10-Tetraazaciclododecano-1,4,7,10—tetraacético, a—(2—carboxietil)
(DOTAGA), acido 1,4,7-Triazaciclononano—N,N’,N"—triacético (NOTA), acido 1,4,7,10—
tetraazaciclododecano—N,N’,N",N"—tetraacético (TETA), acido 1,4,7,10,13—
pentaazaciclopentadecano—N,N',N",N" ,N""—pentaacético (PEPA), y acido 1,4,7,10,13,16—
hexaazaciclohexadecano—N,N',N",N"',N"",N""—~hexaacético (HEHA).

En algunas formas de realizacién, los agentes quelantes de la presente divulgacion
incluyen DOTA, DOTAGA o cualquier derivado/analogo de los mismos. Cualquier agente
quelante descripto en Eisenwiener et al., Bioorg Med Chem Lett., vol. 10(18): 2133 (2000),
cuyo contenido se incorpora aqui como referencia en su totalidad, puede utilizarse como
agente quelante.

Los quelantes como DOTA pueden unirse a cualquier lugar del péptido ciclico (es
decir, un experto en la técnica podria discernir como la ubicacién del quelante afecta la union,
mediante los estudios descriptos en este documento). En algunas formas de realizacién, los
quelantes como DOTA pueden unirse directamente a la amina N—terminal o a un enlazador
corto unido a ese mismo residuo. Alternativamente, los quelantes como DOTA pueden unirse
mediante un enlazador corto al extremo C—terminal o a una cadena lateral que pueda tolerar
su presencia. En algunas formas de realizacién, un reticulante, tal como el dibromoxileno, que

previamente se ha prefuncionalizado con un resto quelante, puede unirse al péptido ciclico.

Enlazadores.

La construcciéon de direccionamiento puede incluir enlazadores opcionales que
conectan agentes quelantes y restos de direccionamiento. Los enlazadores de la construccion
de direccionamiento pueden unir uno o mas agentes quelantes y uno o mas restos de
direccionamiento. Los enlazadores pueden incluir uno o mas de un éster, disulfuro, amida,
acilhidrazona, éter, carbamato, carbonato, sulfonamida, alquilo, arilo, heteroarilo, tioéter y
urea.

En algunas formas de realizacién, los enlazadores incluyen enlazadores escindibles.
En algunas formas de realizacién, los enlazadores incluyen enlazadores no escindibles. En

algunas formas de realizacién, los enlazadores opcionales incluyen aminoacidos.
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Como se usa en el presente documento, el término "enlazador" se refiere a un resto
quimico que une un quelante a un péptido de la presente divulgacién. Cualquier enlazador
adecuado conocido por los expertos en la técnica, en vista de la presente divulgacion, puede
utilizarse en este documento.

Los enlazadores pueden actuar como electréfilos y unirse a una porcion nucledfila de
un quelante. Alternativamente, los enlazadores pueden actuar como nucledfilos y enlazarse
a una porcion electréfila de un quelante. Se entiende que un enlazador puede unirse a un
guelante a través del espinazo del carbono del quelante, de modo de permitir que todos los
"brazos de unidn" de la molécula del quelante interactuen con el metal. Alternativamente, uno
de los brazos puede estar unido al enlazador.

Por ejemplo, si un quelante se une, a través de un grupo amina del péptido ciclico o
un enlazador opcional, a un carbonilo del quelante, entonces un enlace de amida se forma
entre el quelante y el péptido ciclico o el enlazador opcional.

En otro ejemplo, cuando un quelante es DOTA vy el enlazador es PEG, la estructura

o]
?»OH Oj/OH ?»OH Oj/OH
"N — N

N

N Yo

0
HOJ\/N\/—N\_<\0H z/\/o\/\H/U\/N\/—N%OH
O o @)

resultante puede ser

En adn otro ejemplo, cuando un quelante es DOTA y el aminoacido es Lys, entonces

la cadena lateral resultante del aminoacido puede ser

Cargas.

Las construcciones de direccionamiento pueden incluir una diversidad de cargas. En
algunas formas de realizacion, la asociacion de la carga con las construcciones de
direccionamiento se facilita mediante agentes quelantes. La carga puede incluir agentes
radiactivos. La carga de agente radiactivo asociada con las construcciones de

direccionamiento mediante agentes quelantes puede incluir radionuclidos y/o radioisétopos.
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Los agentes quelantes utilizados para la asociacion de la construccion de direccionamiento
con dicha carga pueden incluir grupos quelantes metalicos. En una forma de realizacion, el
quelante de los compuestos proporcionados en el presente documento comprende ademas
un ion radiometalico unido al quelante mediante enlace coordinado, de modo de formar asi
un complejo radiometalico.

Diversos radionuclidos tienen propiedades de emision, que incluyen emisiones q, 3,
Yy vy Auger. Estos pueden utilizarse con construcciones de direccionamiento utilizadas con
fines terapéuticos y/o de diagndstico. Por ejemplo, el agente activo Z puede incluir
radioisotopos Y-90, Y-86, I-131, Re-186, Re-188, Y-90, Bi-212, At-211, Zr-89, Sr-89,
Ho-166, Sm-153, Cu—67, Cu—64, Lu-177, Ac-225, Pb-203, Bi-213, Th-227, Pb—-212, Ra—
223, P-32, Sc-47, Br-77, Rh—-105, Pd-103, Ag-111, Pr-142, Pm-149, Gd-159, Ir-194, y/o
Pt-199.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento usadas en
aplicaciones de imagenes pueden incluir cargas de radioisotopos utiles como sondas para
imagenes. Ejemplos no limitativos de dichos radiois6topos incluyen, sin limitacién, 1-124, 1-
131, In-111, Re-186, Re-188, Y-90, Bi-212, At-211, Sr-89, Ho-166, Sm-153, Cu-60,
Cu-67, Cu—64, Lu-177, Ac-225, Bi-213, Th-227, Pb-212, Ra-223, P-32, Sc—47, Br-76,
Br-77, Rh—105, Pd-103, Ag—111, Pr-142, Pm-149, Gd-159, In-111, Ir-194, Pt-199, Tc-
99m, Co-57, Ga-66, Ga—67, Ga—68, Kr—-81m, Rb—-82, Sr—92, TI-201,Y-86, Zr-89, C-11,
N-13, O-15, y F-18.

En algunas formas de realizacion, la carga de la construccion de direccionamiento
incluye cualquiera de los radiois6topos enumerados en la Tabla 3, que incluyen

radionuclidos originales y sus descendientes.

Tabla 3. Radiois6topos
C-11 Rh-105
N-13 Ag-111
0-15 In—-111
F-18 [-124
P-32 131
Sc47 Pr-142
Co-57 Pm-149
Cu-60 Sm-153
Cu-67 Gd-159
Cu-64 Ho—166
Ga—66 Lu-177
Ga-67 Re-186

174



10

15

20

Ga-68 Re-188
Br-76 Ir-194
Br—77 Pt-199
Kr—81m T1-201
Rb-82 Pb-203
Y-86 At-211
Zr-89 Pb-212
Sr—89 Bi—212
Y-86 Bi—213
Y-90 Ra—-223
Sr—92 Ac-225
Tc-99m Th-227
Pd-103 Lu-175
Ac-227 In-115

En algunas formas de realizacion, el radionuclido es un radionuclido
terapéuticamente activo. Los radionuclidos terapéuticamente activos adecuados incluyen,
sin limitacion, 32P, ¢’Cu, '%Re, '8®Re, 8Sr, 0Y, 43Ce, "7Lu, "®'Tb, 1%®Ho, 1°Er, 183Ta, 153Sm,
213Bij, 131], 149TDb, 47Sc, 2°Ac, 2'?Pb, 21"At, 22Ra, %*’Th, y 226Th. En algunas formas de
realizacion, el radiondclido es un radionuclido terapéuticamente activo que se selecciona de
67Cu, 188Re, 0V, 77Lu, 213Bi, 13'l, 47Sc, ??5Ac, 2'2Pb, 21"At, y 22’Th. En formas de realizacién
particulares, el radionuclido es un radionuclido terapéuticamente activo que se selecciona
de 20Y, 77Lu, 1311, 225Ac, 2""At, y 2’Th. En una forma de realizacién particular, el radionuclido
terapéuticamente activo es '"“Lu. En una forma de realizacion particular, el radiontclido
terapéuticamente activo es ??°Ac.

Alternativamente, en algunas formas de realizacion, el radionuclido es un
radionuclido diagnésticamente activo. Los radionuclidos diagnosticamente activos
adecuados incluyen, sin limitacién, '''In, ®mTc, %mTc, ’Ga, 68Ga, 29°Pb, %4Cu, 86Y, 89Zr, 5'Mn,
52Mn, 1231, 124], 128] 18F 76Br, 77Br, 152Th, 155Tb, 44Sc, 43Sc, y 2°'Tl. En algunas formas de
realizacién, el radionuclido es un radionuclido diagndsticamente activo que se selecciona de
111|n, 99mTC1 67631 68631 203Pb1 64CU, 86Y, BQZr’ 123|’ 124|, 125|, 18F1 768[', 77Br1 152Tb’ 155Tb’ 44SC, y
43Sc. En formas de realizacion particulares, el radiontclido es un radionuclido
diagndsticamente activo que se selecciona de '"'In, %°MTc, 68Ga, 64Cu, 8Zr, 123, 124], y 18F,
En una forma de realizacion particular, el radioniclido diagndsticamente activo es %Ga. En
otra forma de realizacion particular, el radiontclido diagnésticamente activo es 8F. En otra

forma de realizacion particular, el radionuclido diagnésticamente activo es 8Cu. En algunas
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formas de realizacion, el radionuclido se selecciona del grupo que consiste en 'In, T,
94mTc, 66Ga, 67Ga, GSGa, 52Fe’ 169Er’ 72AS, 97RU, 203Pb’ 61CU, 620U, 64CU, 67CU, 898[’, 186Re,
188Re’ 86Y, QOY, BQZr, 51Cf', 52Mn, 51Mn, 177LU, , 169Yb, 175Yb’ 105Rh, 166Dy, 166Dy, 166H0’ 153SI'T'I,
149Pm’ 151Pm, 172Tm’ 121Sn’ 117mSn, 21ZBi,2‘ISBi’ 142Pr, 143Pr, 198AU, 199AU, 123|, 124|, 125|’ 131|’ 7SBI',
76Br, 7YBr’ SOBF, 8ZBI', 18F1 149Tb’ 152Tb’ 155Tb1 161Tb’ 4380, 44SC, 47SC, 212Pb, 211At, 223Ra, 227Th,
226Th, 82Rb, 32P, ®As, 89Zr, 1"Ag, 1%Er, 22°Ac, y 22Ac. En algunas formas de realizacion, el
radionuclido es ""In, ®¥™Tc, 6’Ga, $Ga, 203Pb, 64Cu, 8Y, 8Zr, 123], 124 125] 18F 76Br 77Br,
152Tb’ 155Tb, 4480, 4380, 67CU, 188Re, QOY’ 177LU, 213Bi’ 131|’ 4780, 225AC, 212Pb’ 211At, o) 227Th' En
algunas formas de realizacion, el radionuclido es %Ga, 6’Ga, 68Ga, 64Cu, 7Lu, o ??°Ac. En
algunas formas de realizacion, el radionuclido es '"'In, ®°™Tc, %8Ga, %4Cu, 89Zr, 123], 124|, 18F,
90y, 177y, 131, 225A¢, 211At, 0 22’ Th. En ciertas formas de realizacion, el radiontclido es '77Lu.
En ciertas formas de realizacion, el radionuclido es 22°Ac. En ciertas formas de realizacion,
el radionuclido es %Ga. En ciertas formas de realizacion, el radionuclido es '8F.

En algunas formas de realizacion, el radionuclido es '7Lu, '8'Tb, %0Y, 67Cu, '3l,
225AC, 212Pb, 211At, o 227Th.

En algunas formas de realizacion, el radionuclido es un radiohalégeno, p. €j., '8F,
5Br, 76Br, "7Br, 8°Br, 80mBr, 82Br, 123], 124] 125] 131 o 211At. Cuando el radionuclido es un
radiohalégeno, el término radiohalégeno incluye complejos que hacen al radiohalégeno
adecuado para la union covalente al enlazador o al péptido ciclico, o para la quelacion o la
formacion de complejos con el quelante. Dichos complejos contemplados bajo el término
radiohalégeno incluyen Si—'8F, B—'8F, y Al-8F.

En algunas formas de realizacion, el radiohaldgeno esta conectado directamente al
péptido ciclico o al enlazador. Por ejemplo, '3'l y '8F (o cualquier otro radiohalégeno)
pueden estar sustituidos en cualquier posicion del enlazador o el péptido ciclico adecuada
para la sustitucion con un grupo halo. En algunas formas de realizacion, el radiohalégeno es
8F. En algunas formas de realizacion, cuando un radiohalégeno esta conectado
directamente al péptido ciclico o el enlazador, el quelante esta ausente.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento de la
presente divulgacién pueden radioetiquetarse con un radionuclido en cualquier sitio del
péptido que se dirige a DLL3. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el péptido que
se dirige a DLL3 se conjuga directamente con un radionuclido. En una forma de realizacion,
el radionuclido se une covalentemente al péptido que se dirige a DLL3. En otra forma de
realizacion, el radionuclido puede sustentarse en interacciones iénicas, para formar asi una
sal de radionuclido peptidico.

En algunas formas de realizacion, el péptido que se dirige a DLL3 puede conjugarse
con un quelante. En una forma de realizacion, el péptido que se dirige a DLL3 puede

radioetiquetarse, por ejemplo, mediante la quelacién del radionuclido con el quelante. La
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quelacion de un radionuclido con un quelante puede representarse mediante enlaces
simples solidos, enlaces simples discontinuos o una combinacion de ambos. Por ejemplo, la
quelacion de un radionuclido a DOTA puede representarse a continuacion con enlaces
simples solidos o enlaces simples discontinuos. En algunas formas de realizacién, también
5 se puede indicar la carga. Por ejemplo, cuando un radionuclido se quela con un agente
quelante, cada uno de los grupos que quelan el radionuclido puede tener una carga
negativa, mientras que el radionuclido quelado puede tener una carga positiva opuesta.

Dichos enlaces y cargas se pueden representar aqui de la siguiente manera en el caso de

%8Ga:
0] (0]
O O
1
1
N//’\\ 0 N’/ \\ 0
O 68éa3fN/\/¢ — O 68Ga3:N/Y
RN /7 v - e SAddd
_O/U\/N /I \N _O/U\/N \N
\\I,\/ \\ -~
‘—H) ‘—’Wg
10 O @)

En el caso de ?*°Ac, dichos enlaces y cargas pueden ser ilustrados (sin limitacion) de

la siguiente manera:

PAc*-1--0 — O—?2°Ac% -0
N ' N T N | N
o i/ o)\/ |/
o pey

En algunas formas de realizacion, los péptidos proporcionados en este documento

15  son radioetiquetados con F-18, Ga-68, In—-111, Lu-177, 0 Ac—225, y sus sales y solvatos
farmacéuticamente aceptables. En algunas formas de realizacion, el péptido es un péptido
ciclico. En algunas formas de realizacién, el péptido ciclico se selecciona de los compuestos
94, 153, 249, y 447. En una forma de realizacion, el compuesto 94 esta radioetiquetado con
F-18, Ga-68, In-111, Lu—-177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente

20  aceptables. En otra forma de realizacion, el compuesto 153 esta radioetiquetado con F-18,
Ga-68, In-111, Lu-177, 0 Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.
Aun en otra forma de realizacidén, compuesto 249 esta radioetiquetado con F-18, Ga—68,

In-111, Lu-177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables. Aun en
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otra forma de realizacion, el compuesto 447 esta radioetiquetado con F-18, Ga—-68, In-111,
Lu-177, o Ac—225, y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables.
Ejemplos no limitativos de péptido ciclicos radioetiquetados con radionuclidos se

representan en la Tabla E.

Tabla E
Péptidos ciclicos radioetiquetados * Comp. Nro.
O, O.i
N/I/I‘-\N g
Qg‘z_s)\'éya o_
SO =,
HN HO !
= o o P NH 5
O EH/\HJg/_/» ) . 94
Aﬂ] H HN Q etiquetado
o)
S\\S I o Q con
0 j [?°Ac]Ac
HN  HN H\/Hz
(0]
\—2: HO $ OOéLNH
HO  NH b 2
(0]
\ NH
HN
I
O?/Q
o] "\
HZNJ//"- 225 3+j -0
H o /3 HO E Ac
N
@H - /\Z 153
Y\Njg /J etiquetado
NH H
HN . Q con
S o 225 c1AC
tOLS S fo Q [**°Ac]
"
\/%o J\
>7NH b
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* Los dibujos anteriores representan una forma en la que los complejos [?2°Ac]Ac-DOTA
(péptidos ciclicos radioetiquetados con 22°Ac que comprende DOTA) o los complejos
[""7Lu]Lu—DOTA (péptido ciclicos radioetiquetados con '"’Lu que comprenden DOTA)
podrian ilustrarse. El mismo compuesto podria ser dibujado, p. €j., con un numero diferente
de enlaces de coordinacion, representados o bien por lineas sélidas o discontinuas.

El radionuclido puede ser un radionuclido terapéutico, radionuclido de diagndstico, o
ambos. Entre los radionuclidos adecuados se incluyen, entre otros, los radionuclido
emisores de electrones Auger, los radionuclido emisores 3 (emisores beta—mas o beta—
menos) y los radionuclido emisores a (emisores alfa). La seleccion del tipo de radionuclido

puede depender del uso del péptido dirigido a DLL3. Como apreciara el experto en la
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técnica, se pueden considerar varios factores al seleccionar un radionuclido para el uso en
un péptido dirigido a DLL3, tales como, por ejemplo, la vida media, la transferencia de
energia lineal, la capacidad de imagen y el rango de emision en el tejido. Por ejemplo, los
radionuclidos emisores 3 suelen tener un rango de emision mas largo en el tejido (p. €j., 1-5
micrémetros) y emiten fotones en un rango de energia que se visualiza facilmente. Por lo
tanto, pueden seleccionarse para el uso en un compuesto dirigido a DLL3 con fines
terapéuticos, diagnésticos o teragnésticos. Por otro lado, los radionuclidos emisores o
tienen un rango de emisién mas corto en el tejido (p. €j., 50—-100 micrémetros) y una alta
potencia debido a la cantidad de energia depositada por longitud de trayectoria recorrida (es
decir, transferencia de energia lineal), que es aproximadamente 400 veces mayor que la de
los electrones (particulas f—menos) o los positrones (particulas f—mas). Por lo tanto, los
radionuclidos emisores a pueden seleccionarse para usos terapéuticos en los que se desea
una alta potencia del radionuclido.

En consecuencia, en algunas formas de realizacion, el radionuclido es un
radionuclido emisor a. En otras formas de realizacion, el radiontclido es un radiontclido
emisor B. En aun otras formas de realizacion, el radiontclido es un radionuclido emisor de

electrones Auger.

Construcciones de direccionamiento.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona
construcciones capaces de localizarse y/o asociarse con dianas. Dichas construcciones,
que incluyen cualquier combinacion de un resto de direccionamiento y una carga, se
denominan en el presente documento "construcciones de direccionamiento”. En el presente
documento, se proporcionan construcciones de direccionamiento que pueden dirigirse a
DLL3.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "resto de direccionamiento”
se refiere a un componente de una construccion de direccionamiento o a una combinacion
de componentes involucrados en la localizacion o asociacion de una construccion de
direccionamiento con una diana. Los componentes de la carga de las construcciones de
direccionamiento pueden incluir cualquiera de una diversidad de compuestos, que incluyen,
sin limitacion, compuestos quimicos, biomoléculas, metales, moléculas poliméricas, agentes
terapéuticos, agentes citotoxicos y agentes radiactivos. En una forma de realizacion
particular, la construccion de direccionamiento comprende un resto de direccionamiento que
es un péptido ciclico que se dirige a DLL3, el cual esta unido, mediante un enlazador
opcional, a un agente quelante para la asociacién de un radioisétopo.

Las construcciones de direccionamiento de la presente divulgacion pueden incluir

agentes quelantes. Como se usa en el presente documento, el término "agente quelante" o
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"quelante” se refiere a cualquier compuesto capaz de formar dos o mas enlaces con atomos
metalicos. Los agentes quelantes pueden facilitar la asociacion de la construccion de
direccionamiento con una carga que incluye atomos metalicos. En una forma de realizacién
particular, la construccion de direccionamiento comprende un agente quelante para la
asociacion de un radioisétopo.

Los términos "quelado a" y "complejado con", como se usan en el presente
documento, indican que dos constituyentes independientes estan unidos, por ejemplo,
mediante uno 0 mas enlaces no covalentes, por ejemplo, enlaces de coordinacion.

El término "radioetiquetado/radiomarcado” o "etiquetado/marcado”, como se usa en
el presente documento, significa que un compuesto no radiactivo esta etiquetado/marcado
con un radioisétopo. El radiomarcaje puede lograrse, por ejemplo, mediante quelacién o
formacion de complejos de un quelante con un radiontclido apropiado. El radiomarcaje
también puede referirse a la sustitucion quimica de un grupo en un compuesto por un
radionuclido, por ejemplo, mediante la formacién de un enlace covalente, tal como en el
caso del '8F.

Los componentes de la construccion de direccionamiento pueden asociarse a través
de uno o mas enlazadores. Por ejemplo, los restos de direccionamiento pueden asociarse
con agentes quelantes o carga mediante enlazadores. En algunas formas de realizacion, los
enlazadores incluyen agentes quelantes (por ejemplo, donde la carga de la construccion de
direccionamiento incluye atomos metalicos).

En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento de la
presente divulgacion incluyen restos de direccionamiento unidos, opcionalmente mediante
un enlazador, a una carga o a un agente quelante para la asociacién de la carga. Las
construcciones de direccionamiento pueden incluir un unico resto de direccionamiento y un
unico agente quelante, es decir, con la estructura TM—L—CA, donde "TM" es un resto de
direccionamiento, "L" es un enlazador opcional, y "CA" es un agente quelante.
Alternativamente, las construcciones de direccionamiento pueden incluir un unico resto de
direccionamiento y mas de un agente quelante, por ejemplo, una construccién que tiene la
estructura TM-L—(CA)n, donde n es un nimero entero que representa el nimero de
agentes quelantes. En algunas formas de realizacion, n es un niumero entero entre 1y 50,
tal como entre 2y 20, o entre 1y 5. Las construcciones de direccionamiento pueden tener
una estructura CA-L-TM-L-CA, donde cada L y cada CA pueden ser iguales o diferentes.

Las construcciones de direccionamiento asociadas opcionalmente con carga
radiactiva pueden denominarse en el presente documento segun los analogos
correspondientes; es decir, el "analogo radiactivo" o el "analogo no radiactivo" de una

construccion de direccionamiento determinada.
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En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento pueden
incluir etiquetas detectables. Estas etiquetas detectables pueden utilizarse para detectar la
unién de anticuerpos. Entre los ejemplos de etiquetas detectables se incluyen, entre otros,
radioisétopos, fluoréforos, cromoforos, compuestos quimioluminiscentes, enzimas,
cofactores enzimaticos, tintes, iones metalicos, ligandos, biotina, avidina, estreptavidina,
haptenos, puntos cuanticos o cualquier otra etiqueta detectable conocida en la técnica o

descripta en el presente documento.

Formulaciones.

En algunas formas de realizacion, las composiciones se administran a seres
humanos, pacientes o sujetos humanos. A los efectos de la presente divulgacion, la frase
"ingrediente activo" se refiere generalmente a las construcciones descriptas en el presente
documento.

Aunque las descripciones de composiciones farmacéuticas que se proporcionan en
este documento se refieren principalmente a composiciones farmacéuticas adecuadas para
la administracion a humanos, el experto en la técnica comprendera que dichas
composiciones son generalmente adecuadas para la administracion a cualquier otro animal,
por ejemplo, animales no humanos, por ejemplo, mamiferos no humanos. La modificacion
de composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion a humanos para que
sean adecuadas para la administracién a diversos animales es bien conocida, y el
farmacélogo veterinario con experiencia puede disefar y/o realizar dicha modificacién con
experimentacion simple. Los sujetos a los que se contempla la administracion de las
composiciones farmacéuticas incluyen, entre otros, humanos y/u otros primates; mamiferos,
que incluyen mamiferos de interés comercial tales como bovinos, cerdos, caballos, ovejas,
gatos, perros, ratones y/o ratas; y/o aves, que incluyen aves de interés comercial tales como
aves de corral, pollos, patos, gansos y/o pavos.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas descriptas en este
documento pueden prepararse mediante cualquier método conocido o desarrollado
posteriormente en la técnica de la farmacologia. En general, dichos métodos preparatorios
incluyen el paso de asociar el ingrediente activo con un excipiente y/o uno o mas
ingredientes auxiliares, y luego, si es necesario y/o deseable, dividir, conformar y/o envasar
el producto en una unidad monodosis o multidosis deseada.

Una composicidon farmaceéutica, de acuerdo con la divulgacién, puede prepararse,
envasarse y/o comercializarse a granel, como una dosis unitaria Unica y/o como una
pluralidad de dosis unitarias Unicas. Como se usa en este documento, una "dosis unitaria"
es una cantidad discreta de la composicién farmacéutica que comprende una cantidad

predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo generalmente es
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igual a la dosificacion del ingrediente activo que se administraria a un sujeto y/o una
fraccidon conveniente de dicha dosificacién, tal como, por ejemplo, la mitad o un tercio de
dicha dosificacion.

Las cantidades relativas del ingrediente activo, el excipiente farmacéuticamente
aceptable y/o cualquier ingrediente adicional en una composicion farmacéutica, de acuerdo
con la divulgacion, variaran segun la identidad, el tamafio y/o la condicion del sujeto tratado,
asi como la via de administracion de la composicién. A modo de ejemplo, la composicion
puede comprender entre 0,1 % y 100 %, p. €j., entre 0,5 % y 50 %, entre 1 % y 30 %, entre
5% y 80 %, o por lo menos el 80 % (p/p) de ingrediente activo.

Las construcciones de la presente divulgacién pueden formularse utilizando uno o
mas excipientes para: (1) aumentar la estabilidad; (2) permitir la liberacion sostenida o
retardada; (3) alterar la biodistribucion; (4) alterar el perfil de liberacién de los compuestos in
vivo. Ejemplos no limitativos de los excipientes incluyen todos los solventes, medios de
dispersion, diluyentes u otros vehiculos liquidos, auxiliares de dispersion o suspension,
agentes tensioactivos, agentes isoténicos, agentes espesantes o emulsionantes y
conservantes. Los excipientes de la presente divulgacién también pueden incluir, sin
limitacién, lipidoides, liposomas, nanoparticulas lipidas, polimeros, lipoplexos,
nanoparticulas de nucleo—cubierta, péptidos, proteinas, hialuronidasa, miméticos de
nanoparticulas y combinaciones de los mismos. Por consiguiente, las formulaciones de la
divulgacion pueden incluir uno o mas excipientes, cada uno, en una cantidad que, en
conjunto, aumenta la estabilidad de los compuestos.

Excipientes.

Las formulaciones farmacéuticas pueden comprender ademas un excipiente
farmacéuticamente aceptable, que, como se utiliza en este documento, incluye cualquier
solvente, medio de dispersion, diluyente u otros vehiculos liquidos, auxiliares de dispersion
0 suspension, tensioactivos, agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes,
conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes y similares, segun corresponda a la forma de
dosificacién particular deseada. Remington’s The Science and Practice of Pharmacy, 21.2
edicién, A. R. Gennaro (Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006; incorporado
aqui como referencia en su totalidad) describe diversos excipientes utilizados en la
formulaciéon de composiciones farmacéuticas y técnicas conocidas para su preparacion.
Salvo que cualquier medio excipiente convencional sea incompatible con una sustancia o
sus derivados, por ejemplo, al producir un efecto biolégico indeseable o interactuar de forma
perjudicial con cualquier otro componente de la composicién farmacéutica, su uso se
contempla dentro del alcance de esta divulgacion.

En algunas formas de realizacion, un excipiente farmacéuticamente aceptable es por

lo menos 95 %, por lo menos 96 %, por lo menos 97 %, por lo menos 98 %, por lo menos 99
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%, 0 100 % puro. En algunas formas de realizacion, un excipiente es aprobado para el uso
en humanos para uso veterinario. En algunas formas de realizacion, un excipiente es
aprobado por la Administracién de Medicamentosy Alimentos de los Estados Unidos. En
algunas formas de realizacién, un excipiente es de grado farmacéutico. En algunas formas
de realizacion, un excipiente cumple las normas de la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP), la Farmacopea Europea (EP), la Farmacopea Britanica y/o la Farmacopea
Internacional.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables utilizados en la fabricaciéon de
composiciones farmacéuticas incluyen, entre otros, diluyentes inertes, agentes dispersantes
y/o granulantes, agentes tensioactivos y/o emulsionantes, agentes desintegrantes, agentes
aglutinantes, conservantes, agentes tampodn, agentes lubricantes y/o aceites. Dichos
excipientes pueden incluirse opcionalmente en las composiciones farmacéuticas.

Los diluyentes a modo de ejemplo incluyen, entre otros, carbonato de calcio,
carbonato de sodio, fosfato de calcio, fosfato dicalcico, sulfato de calcio, hidrégeno fosfato
de calcio, fosfato lactosa sddlica, sacarosa, celulosa, celulosa microcristalina, caolin,
manitol, sorbitol, inositol, cloruro de sodio, almidén seco, almidén de maiz, azucar
impalpable, etc., y/o combinaciones de los mismos.

Entre los agentes granuladores y/o dispersantes ejemplares se incluyen, entre otros,
almidoén de papa, almidén de maiz, almidén de mandioca, glicolato de almidén sddico,
arcillas, acido alginico, goma de guar, pulpa de citricos, agar, bentonita, celulosa y
productos de madera, esponja natural, resinas de intercambio catiénico, carbonato de
calcio, silicatos, carbonato de sodio, poli(vinil—pirrolidona) reticulada (crospovidona),
carboximetil almidén sédico (glicolato de almidén sédico), carboximetil celulosa, carboximetil
celulosa sddica reticulada (croscarmelosa), metilcelulosa, almiddn pregelatinizado (almidon
1500), almiddn microcristalino, almidén insoluble en agua, carboximetil celulosa calcica,
silicato de magnesio y aluminio (VEEGUM®), lauril sulfato de sodio, compuestos de amonio
cuaternario, etc., y/o combinaciones de los mismos.

Los agentes tensioactivos y/o emulsionantes ejemplares incluyen, entre otros,
emulsionantes naturales (p. €j., goma arabiga, agar, acido alginico, alginato de sodio, goma
de tragacanto, Chondrus, colesterol, xantano, pectina, gelatina, yema de huevo, caseina,
grasa de lana, colesterol, cera y lecitina), arcillas coloidales (p. €j., bentonita [silicato de
aluminio] y VEEGUM® [silicato de aluminio y magnesio]), derivados de aminoacidos de
cadena larga, alcoholes de alto peso molecular (p. €j., estearil alcohol, cetil alcohol, oleil
alcohol, triacetina monoestearato, etilenglicol diestearato, gliceril monoestearato, y
propilenglicol monoestearato, polivinil alcohol), carbdmeros (p. €j., carboxi polimetileno,
acido poliacrilico, polimero de acido acrilico y polimero de carboxivinilo), carrageenano,

derivados celuldsicos (p. €j., carboximetilcelulosa sddica, celulosa en polvo, hidroximetil
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celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, metilcelulosa), ésteres de acidos
grasos de sorbitano (p. €j., polioxietileno sorbitano monolaurato [TWEEN®?20], polioxietileno
sorbitano [TWEEN®GO0], polioxietileno sorbitano monooleato [TWEEN®80], sorbitano
monopalmitato [SPAN®40], sorbitano monoestearato [SPAN®G0], sorbitano triestearato
[SPAN®G5], gliceril monooleato, sorbitano monooleato [SPAN®80]), ésteres de
polioxietileno (p. ej., polioxietileno monoestearato [MYRJ®45], polioxietileno aceite de ricino
hidrogenado, aceite de ricino polietoxilado, polioximetileno estearato y Kolliphor®
(SOLUTOL®)), ésteres de acidos grasos de sacarosa, ésteres de acidos grasos de
polietilengliicol (p. ej., CREMOPHOR®), éteres de polioxietileno (p. €j., polioxietileno lauril
éter [BRIJ®30]), poli(vinil—pirrolidona), dietilenglicol monolaurato, trietanolamina oleato,
oleato de sodio, oleato de potasio, etil oleato, acido oleico, etil laurato, lauril sulfato de sodio,
PLUORINC®F 68, POLOXAMER®188, bromuro de cetrimonio, cloruro de cetilpiridinio,
cloruro de benzalconio, docusato sddico, etc., y/o sus combinaciones.

Entre los agentes aglutinantes ejemplares se incluyen, entre otros, almidon (p. €j.,
almidon de maiz y pasta de almidén); gelatina; azucares (p. €j., sacarosa, glucosa,
dextrosa, dextrina, melaza, lactosa, lactitol y manitol); gomas naturales y sintéticas (p. €j.,
goma arabiga, alginato de sodio, extracto de musgo de Irlanda, goma panwar, goma ghatti,
mucilago de cascara de isapol, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietil
celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, celulosa microcristalina, acetato
de celulosa, poli(vinilpirrolidona), silicato de magnesio y aluminio (Veegum®) y
arabogalactano de alerce); alginatos; éxido de polietileno; polietilenglicol; sales de calcio
inorganicas; acido silicico; polimetacrilatos; ceras; agua; alcohol; etc.; y combinaciones de
los mismos.

Los conservantes ejemplares pueden incluir, entre otros, antioxidantes, agentes
quelantes, conservantes antimicrobianos, conservantes antifingicos, conservantes
alcohdlicos, conservantes acidos y/u otros conservantes. Los antioxidantes ejemplares
incluyen, entre otros, alfa—tocoferol, acido ascérbico, palmitato de acorbilo, hidroxianisol
butilado, hidroxitolueno butilado, monotioglicerol, metabisulfito de potasio, acido propiénico,
galato de propilo, ascorbato de sodio, bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio y/o sulfito de
sodio. Los agentes quelantes ejemplares incluyen acido etilendiaminatetraacético (EDTA),
acido citrico monohidrato, edetato disddico, edetato dipotasico, acido edético, acido
fumarico, acido malico, acido fosforico, edetato de sodio, acido tartarico y/o edetato
trisddico. Entre los conservantes antimicrobianos ejemplares se incluyen, entre otros,
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, bronopol, cetrimida, cloruro
de cetilpiridinio, clorhexidina, clorobutanol, clorocresol, cloroxilenol, cresol, alcohol etilico,
glicerol, hexetidina, imidurea, fenol, fenoxietanol, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercurico,

propilenglicol y/o timerosal. Entre los conservantes antifungicos ejemplares se incluyen,
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entre otros, butil parabeno, metil parabeno, etil parabeno, propil parabeno, acido benzoico,
acido hidroxibenzoico, benzoato de potasio, sorbato de potasio, benzoato de sodio,
propionato de sodio y/o acido sorbico. Entre los conservantes alcohdlicos ejemplares se
incluyen, entre otros, etanol, polietilenglicol, fenol, compuestos fendlicos, bisfenol,
clorobutanol, hidroxibenzoato y/o alcohol feniletilico. Entre los conservantes acidos
ejemplares se incluyen, entre otros, vitamina A, vitamina C, vitamina E, betacaroteno, acido
citrico, acido acético, acido deshidroacético, acido ascérbico, acido sorbico y/o acido fitico.
Otros conservantes incluyen, entre otros, tocoferol, acetato de tocoferol, mesilato de
deteroxima, cetrimida, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
etilendiamina, lauril sulfato de sodio (SLS), lauril éter sulfato de sodio (SLES), bisulfito de
sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de potasio, metabisulfito de potasio, GLYDANT PLUS®,
PHENONIP®, metilparabeno, GERMALL®115, GERMABEN®II, NEOLONE™, KATHON™
y/o EUXYL®.

Los agentes tampdn ejemplares incluyen, sin limitacién, soluciones tampoén de
citrato, soluciones tampén de acetato, soluciones tampén de fosfato, cloruro de amonio,
carbonato de calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio, glubionato de calcio, gluceptato de
calcio, gluconato de calcio, acido D—glucénico, glicerofosfato de calcio, lactato de calcio,
acido propanoico, levulinato de calcio, acido pentanoico, fosfato de calcio dibasico, acido
fosférico, fosfato de calcio tribasico, hidréxido fosfato de calcio, acetato de potasio, cloruro
de potasio, gluconato de potasio, mezclas de potasio, fosfato de potasio dibasico, fosfato de
potasio monobasico, mezclas de fosfato de potasio, acetato de sodio, bicarbonato de sodio,
cloruro de sodio, citrato de sodio, lactato de sodio, fosfato de sodio dibasico, fosfato de
sodio monobasico, mezclas de fosfato de sodio, trometamina, hidréxido de magnesio,
hidroxido de aluminio, acido alginico, agua libre de pirdgenos, solucion salina isotdnica,
solucion de cloruro soédico compuesta, alcohol etilico, etc., y/o combinaciones de los
mismos.

Entre los agentes lubricantes ejemplares se incluyen, entre otros, estearato de
magnesio, estearato de calcio, acido estearico, silice, talco, malta, gliceril behenato, aceites
vegetales hidrogenados, polietilenglicol, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de
sodio, leucina, lauril sulfato de magnesio, lauril sulfato de sodio, etc., y combinaciones de
los mismos.

Los aceites ejemplares incluyen, sin limitacion, aceites de almendra, carozo de
damasco, palta, babasu, bergamota, semilla de grosella negra, borraja, cade, manzanilla,
canola, alcaravea, carnauba, ricino, canela, manteca de cacao, coco, higado de bacalao,
café, maiz, semilla de algodén, emu, eucalipto, onagra, pescado, linaza, geraniol, calabaza,
semilla de uva, avellana, hisopo, miristato de isopropilo, jojoba, nuez de kukui, lavanda,

lavanda, limén, litsea cubeba, nuez de macadamia, malva, semilla de mango, semilla de
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espuma blanca de la pradera, vison, nuez moscada, oliva, naranja, reloj anaranjado, palma,
carozo de palma, carozo de durazno, mani, semilla de amapola, semilla de calabaza, colza,
salvado de arroz, romero, cartamo, sandalo, sasquana, ajedrea, espino amarillo, sésamo,
manteca de karité, silicona, soja, girasol, arbol de té, cardo, tsubaki, vetiver, nuez y germen
de trigo. Los aceites ejemplares incluyen, entre otros, estearato de butilo, triglicérido
caprilico, triglicérido caprico, ciclometicona, sebacato de dietilo, dimeticona 360, miristato de
isopropilo, aceite mineral, octildodecanol, alcohol oleilico, aceite de silicona y/o
combinaciones de estos.

La composicion puede contener excipientes tales como manteca de cacao, ceras
para supositorios, agentes colorantes, agentes de recubrimiento, edulcorantes, saborizantes

y/o perfumantes, de acuerdo con el criterio del formulador.

Administracion.

Las construcciones de la presente divulgacion pueden administrarse por cualquier
via que logre un resultado terapéuticamente eficaz. Estas incluyen, sin limitacion, las vias
enteral, gastroenteral, epidural, oral, transdérmica, epidural (peridural), intracerebral (en el
cerebro), intracerebroventricular (en los ventriculos cerebrales), epicutanea (aplicacion
sobre la piel), intradérmica (dentro de la misma piel), subcutdnea (debajo de la piel),
administracién nasal (a través de la nariz), intravenosa (en una vena), intraarterial (en una
arteria), intramuscular (en un musculo), intracardiaca (en el corazon), infusién intradsea (en
la médula ésea), intratecal (en el canal espinal), intraperitoneal (infusién o inyeccion en el
peritoneo), infusidn intravesical, intravitrea (a través del 0jo), inyeccién intracavernosa (en la
base del pene), administracion intravaginal, intrauterina, administracién extraamniética,
transdérmica (difusién a través de la piel intacta para distribucion sistémica), transmucosal
(difusion a través de una membrana mucosa), insuflacion (inhalacién), sublingual, sublabial,
enema, gotas oftalmicas (sobre la conjuntiva) o gotas éticas. En formas de realizacién
especificas, las composiciones pueden administrarse de forma que atraviesen la barrera
hematoencefalica, la barrera vascular u otra barrera epitelial.

Las formulaciones descriptas en este documento contienen una cantidad eficaz de
construcciones en un portador farmacéutico adecuado para la administracién a un individuo
que lo necesita. Las formulaciones pueden administrarse por via parenteral (p. ej., mediante
inyeccion o infusion). Las formulaciones o sus variaciones pueden administrarse de
cualquier manera, que incluye la administracion enteral, topica (p. €j., en el 0jo) o pulmonar.

En algunas formas de realizacion, las formulaciones se administran por via topica.

Dosificacion.
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La presente divulgacion proporciona métodos que comprenden la administracién de
construcciones como se describe en este documento a un sujeto que lo necesita. Las
construcciones como se describe en este documento pueden administrarse a un sujeto
utilizando cualquier cantidad y cualquier via de administracion eficaces para prevenir, tratar
una enfermedad, un trastorno y/o una afeccién (p. ej., una enfermedad, un trastorno y/o una
afeccion relacionados con déficits de la memoria de trabajo), o producir imagenes de estos.
La cantidad exacta requerida variara de un sujeto a otro, de acuerdo con la especie, la edad
y el estado general del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la composicién particular, su
modo de administracidén, su modo de actividad y similares.

Las composiciones de acuerdo con la presente divulgacion se formulan tipicamente
en forma de unidad de dosificacién para facilitar la administracion y uniformidad de la
dosificacion. Sin embargo, se entendera que el uso diario total de las composiciones de la
presente divulgacion puede ser determinado por el médico tratante, segun el sélido criterio
médico. El nivel de dosis especifico terapéuticamente eficaz, profilacticamente eficaz o
apropiado para la obtencion de imagenes para cualquier paciente particular dependera de
diversos factores, entre ellos, el trastorno que se trata y su gravedad; la actividad del
compuesto especifico empleado; la composicién especifica empleada; la edad, el peso
corporal, el estado de salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de la
administracién, la via de administracion y la tasa de excrecion del compuesto especifico
empleado; la duracion del tratamiento; los farmacos utilizados en combinacion o
simultdneamente con el compuesto especifico empleado; y factores similares bien
conocidos en las artes médicas.

En algunas formas de realizacion, las composiciones de acuerdo con la presente
divulgacion pueden administrarse en niveles de dosificacion suficientes para suministrar de
alrededor de 0,0001 mg/kg a alrededor de 100 mg/kg, de alrededor de 0,001 mg/kg a
alrededor de 0,05 mg/kg, de alrededor de 0,005 mg/kg a alrededor de 0,05 mg/kg, de
alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 0,005 mg/kg, de alrededor de 0,05 mg/kg a
alrededor de 0,5 mg/kg, de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 50 mg/kg, de alrededor
de 0,1 mg/kg a alrededor de 40 mg/kg, de alrededor de 0,5 mg/kg a alrededor de 30 mg/kg,
de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor
de 10 mg/kg, o de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 25 mg/kg, de alrededor de 25 mg/kg
a alrededor de 50 mg/kg, de alrededor de 50 mg/kg a alrededor de 100 mg/kg, de alrededor
de 100 mg/kg a alrededor de 125 mg/kg, de alrededor de 125 mg/kg a alrededor de 150
mg/kg, de alrededor de 150 mg/ a alrededor de 175 mg/kg, de alrededor de 175 mg/kg a
alrededor de 200 mg/kg, de alrededor de 200 mg/kg a alrededor de 250 mg/kg de peso
corporal del sujeto por dia, una o mas veces por dia, para obtener el efecto terapéutico,

diagnéstico, profilactico o de imagen deseado. La dosificacion deseada puede suministrarse
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tres veces por dia, dos veces por dia, una vez por dia, cada dos dias, cada tres dias, cada
semana, cada dos semanas, cada tres semanas, o cada cuatro semanas. En algunas
formas de realizacion, la dosificacion deseada puede suministrarse mediante multiples
administraciones (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce,
trece, catorce o mas administraciones). Cuando se emplean multiples administraciones,
pueden utilizarse regimenes de dosificacion divididos, tales como los descriptos en este
documento.

La concentracion de las construcciones puede ser entre alrededor de 0,01 mg/mL y
alrededor de 50 mg/mL, alrededor de 0,1 mg/mL a alrededor de 25 mg/mL, alrededor de 0,5
mg/mL a alrededor de 10 mg/mL, o alrededor de 1 mg/mL a alrededor de 5 mg/mL en la
composicion farmacéutica.

Como se usa en el presente documento, una "dosis dividida" se refiere a la division
de una dosis unitaria Unica o una dosis diaria total en dos o0 mas dosis, por ejemplo, dos o
mas administraciones de la dosis unitaria Unica. Como se usa en el presente documento,
una "dosis unitaria unica" se refiere a una dosis de cualquier agente terapéutico
administrada en una sola dosis/en un solo momento/por una sola via/en un solo punto de
contacto, es decir, un evento de una sola administracion. Como se usa en el presente
documento, una "dosis diaria total" se refiere a una cantidad suministrada o prescripta en un
periodo de 24 horas. Puede administrarse como una dosis unitaria Unica.

En algunas formas de realizacion, la dosis total (a lo largo de un régimen de
tratamiento) de la construccion de direccionamiento de DLL3 que comprende un emisor (3,
tal como, por ejemplo, '’Lu, es de alrededor de 1 GBq a alrededor de 200 GBg. En algunas
formas de realizacion, la construccion de direccionamiento de DLL3 que comprende un
emisor 3 se administra en una dosis total para suministrar de 40 a 100 GBq de radiacion. En
algunas formas de realizacién, la construccién de direccionamiento DLL3 que comprende el
emisor 3 se administra en una sola dosis (una vez, dentro de un periodo de 24 horas) para
suministrar de alrededor de 1 a alrededor de 20 GBq de radiacién. En algunas formas de
realizacion, la construccién de direccionamiento de DLL3 que comprende el emisor 3 se
administra en una sola dosis (una vez, dentro de un periodo de 24 horas) para suministrar
de alrededor de 3 a alrededor de 15 GBq de radiaciéon. En algunas formas de realizacion, la
construccién de direccionamiento de DLL3 que comprende el emisor 3 se administra en una
sola dosis (una vez, dentro de un periodo de 24 horas) para suministrar de alrededor de 5 a
alrededor de 10 GBq de radiacion.

En algunas formas de realizacion, la dosis total (a lo largo de un régimen de
tratamiento) de la construccion de direccionamiento de DLL3 que comprende un emisor aq,
p. €j., 2°Ac, es de alrededor de 1 MBq a alrededor de 100 MBq, p. €j., alrededor de 4 MBq a
alrededor de 80 MBq, p. €j., alrededor de 5 MBq a alrededor de 77 MBq, p. €j., alrededor de
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5 MBq, alrededor de 6MBq, alrededor de 8 MBq, alrededor de 10 MBq, alrededor de 13
MBq, y alrededor de 76 MBq. En algunas formas de realizacién, la construccién de
direccionamiento de DLL3 que comprende un emisor a se administra en una dosis total de
alrededor de 20 a alrededor de 80 MBq de radiacion. En algunas formas de realizacién, la
construccion de direccionamiento de DLL3 que comprende un emisor a se administra en
una sola dosis (una vez dentro de un periodo de 24 horas) para suministrar de alrededor de
1 a alrededor de 40 MBq de radiacion. En algunas formas de realizacién, la construccion de
direccionamiento de DLL3 que comprende un emisor a se administra en una sola dosis (una
vez dentro de un periodo de 24 horas) para suministrar de alrededor de 5 a alrededor de 40
MBq de radiacion. En algunas formas de realizacion, la construccion de direccionamiento de
DLL3 que comprende un emisor a se administra en una sola dosis (una vez dentro de un
periodo de 24 horas) a fin de suministrar de alrededor de 5 a alrededor de 25 MBq de
radiacion.

En algunas formas de realizacion, la dosis total (durante el transcurso de un régimen
de tratamiento) de la construccién de direccionamiento de DLL3 que comprende un emisor
a, p. €j., ?25Ac, se administra al sujeto una vez alrededor de cada 4 a 10 semanas. En otra
forma de realizacién, la construccién se administra al sujeto una vez alrededor de cada 6 a
8 semanas. Aun en otra forma de realizacion, la construccion se administra al sujeto una
vez alrededor de cada 6 semanas. Aun en otra forma de realizacién, la construccion se

administra al sujeto una vez alrededor de cada 6 semanas durante 4 a 6 ciclos.

Formas de dosificacion.

Una composicién farmaceéutica descripta en este documento puede formularse en
una forma de dosificacion descripta en este documento, tal como tdpica, intranasal,
intratraqueal o inyectable (p. €j., intravenosa, intraocular, intravitrea, intramuscular,

intracardiaca, intraperitoneal y subcutanea).

1. Métodos.
En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona métodos
relacionados con la preparacion, el uso y la evaluaciéon de compuestos (p. €j.,

construcciones de direccionamiento) y composiciones descriptas en este documento.

Aplicaciones terapéuticas.

En algunas formas de realizacion, los métodos de la presente divulgacion incluyen
métodos para tratar indicaciones terapéuticas utilizando compuestos y/o composiciones
descriptos en este documento. Tal como se utiliza en este documento, el término "indicacion

terapéutica" se refiere a cualquier sintoma, afeccioén, trastorno o enfermedad que pueda
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aliviarse, estabilizarse, mejorarse, curarse o abordarse de otro modo mediante alguna forma
de tratamiento u otra intervencion terapéutica. En algunas formas de realizacion, los
métodos de la presente divulgacién incluyen el tratamiento de indicaciones terapéuticas
mediante el direccionamiento de las construcciones descriptas en este documento.

Por "disminuir" o "reducir”, en el contexto de un marcador o sintoma de una
enfermedad, se entiende una disminucion significativa de dicho nivel, a menudo,
estadisticamente significativa. La disminucion puede ser, por ejemplo, de por lo menos el 10
%, por lo menos el 20 %, por lo menos el 30 %, por lo menos el 40 % o mas, y
preferentemente hasta un nivel aceptado dentro del rango normal para un individuo sin
dicho trastorno.

Por "aumentar" o "elevar", en el contexto de un marcador o sintoma de una
enfermedad, se entiende un aumento significativo de dicho nivel, a menudo
estadisticamente significativo. El aumento puede ser, por ejemplo, de por lo menos el 10 %,
por lo menos el 20 %, por lo menos el 30 %, por lo menos el 40 % o mas, y preferentemente
hasta un nivel aceptado dentro del rango normal para un individuo sin dicho trastorno.

La eficacia del tratamiento o la mejora de una enfermedad puede evaluarse, por
ejemplo, midiendo la progresion de la enfermedad, la remision, la gravedad de los sintomas,
la reduccion del dolor, la calidad de vida, la dosis de un medicamento necesaria para
mantener el efecto del tratamiento, el nivel de un marcador de enfermedad o cualquier otro
parametro medible adecuado para una enfermedad determinada que se esté tratando o
cuyo objetivo sea la prevencién. Se encuentra dentro de la experiencia de un experto en la
técnica monitorizar la eficacia del tratamiento o la prevencion midiendo cualquiera de estos
parametros o cualquier combinacién de ellos. En relacién con la administracion de un
compuesto o una composicion descriptos en este documento, "eficaz contra" una
enfermedad o un trastorno indica que la administracion de forma clinicamente apropiada
produce un efecto beneficioso para por lo menos una fraccién de los pacientes, tal como la
mejora de los sintomas, la curacion, la reduccién de la carga de la enfermedad, la
prolongacién de la vida, la mejora de la calidad de vida u otro efecto generalmente
reconocido como positivo por médicos con conocimientos sobre el tratamiento del tipo
particular de enfermedad o trastorno.

Un efecto de tratamiento o preventivo es evidente cuando se observa una mejora
significativa, a menudo estadisticamente significativa, en uno o mas parametros del estado
de la enfermedad, o cuando no se producen sintomas o empeoramiento de los sintomas
que de otro modo se anticiparian. Por ejemplo, un cambio favorable de por lo menos el 10
% en un parametro medible de la enfermedad, y preferentemente de por lo menos el 20 %,
30 %, 40 %, 50 % o mas, puede indicar la eficacia del tratamiento. La eficacia de un

compuesto o de una composicion determinados también puede evaluarse utilizando un
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modelo animal experimental para la enfermedad en cuestidon, como se conoce en la técnica.
Al utilizar un modelo animal experimental, la eficacia del tratamiento se evidencia cuando se
observa una modulacion estadisticamente significativa en un marcador o sintoma.

En algunas formas de realizacion, los métodos de la presente divulgacion incluyen la
administracion de las construcciones dirigidas descriptas en el presente documento para
tratar enfermedades hiperproliferativas, enfermedades metabdlicas, enfermedades
infecciosas y/o cancer. Las formulaciones de las construcciones de direccionamiento
pueden administrarse por multiples vias, que incluyen, entre otras, inyeccién, administracién
oral o administracion tépica. En algunas formas de realizacion, la administracion se realiza a
una superficie mucosa (pulmonar, nasal, oral, bucal, sublingual, vaginal, rectal) o al ojo

(intraocular o transocularmente).

Cancer.

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un método de
direccionamiento a DLL3 en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto divulgado en el presente
documento.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un método de tratamiento
de cancer en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al individuo una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto divulgado en el presente documento.

En una forma de realizacion, el cancer es un tipo de cancer mediado por DLL3. En
otra forma de realizacion, el cancer es un tipo de cancer que expresa DLL3. En otra forma
de realizacion, el cancer es cancer de pulmén de células pequenas, cancer urotelial,
melanoma, o carcinoma de células escamosas.

En otra forma de realizacién, el cancer es una neoplasia neuroendocrina, melanoma,
o cancer cerebral primario. En otra forma de realizacién, la neoplasia neuroendocrina se
selecciona de cancer de pulmoén de células pequefias (SCLC), carcinoma tiroideo medular
(MTC), cancer neuroendocrino de células grandes (LCNEC), carcinoma neuroendocrino
gastroenteropancreatico (GEP NEC), cancer de préstata neuroendocrino (NEPC), cancer de
prostata de células pequefias (SCPC), carcinoma de células de Merkel (MCC), carcinoma
cervical neuroendocrino, y tumores neuroendocrinos de Grado 3 (NET). En algunas formas
de realizacion, es carcinoma neuroendocrino extrapulmonar (NEC) del cuello uterino. En
algunas formas de realizacion, el cancer de pulmén de células pequenas puede ser un
cancer de pulmoén de células pequefias en estadio extenso (ES) o un cancer de pulmén de
células pequenas en estadio limitado (LS). En algunas formas de realizacion, el cancer de

préstata neuroendocrino (NEPC) puede ser NEPC emergente del tratamiento.
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En algunas formas de realizacion, el cancer es un tumor sélido que tiene positividad
DLL3 medido por inmunohistoquimica (IHC) (p. €j., 21 % células positivas DLL3).

En otra forma de realizacién, la neoplasia neuroendocrina se selecciona del grupo
que consiste en tumor neuroendocrino gastroenteropancreatico, tumor carcinoide,
feocromocitoma, paraganglioma, cancer medular de tiroides, tumor neuroendocrino
pulmonar, tumor neuroendocrino timico, tumor carcinoide o tumor neuroendocrino
pancreatico, adenoma hipofisario, tumores de las glandulas suprarrenales, carcinoma de
células de Merkel (MCC), cancer de mama, linfoma no hodgkiniano, linfoma de Hodgkin,
tumor de cabeza y cuello, carcinoma urotelial (vejiga), carcinoma de células renales,
carcinoma hepatocelular, GIST, neuroblastoma, tumor de las vias biliares, tumor de cuello
uterino, sarcoma de Ewing, osteosarcoma, cancer de pulmoén de células pequefias (SCLC),
cancer de prostata, melanoma, meningioma, glioma, meduloblastoma, hemangioblastoma,
tumor primitivo supratentorial, tumor neuroectodérmico, estesioneuroblastoma, tumor
carcinoide funcional, insulinoma, gastrinoma, péptido intestinal vasoactivo (VIP) oma,
glucagonoma, serotoninoma, histaminoma, ACTHoma, feocromocitoma, y somatostatinoma.

En otra forma de realizacion mas, el cancer se selecciona del grupo que consiste en
neurinoma acustico, leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda
(monocitica, mieloblastica, adenocarcinoma, angiosarcoma, astrocitoma, mielomonocitica y
promielocitica), leucemia aguda de células T, carcinoma basocelular, carcinoma del
conducto biliar, cancer de vejiga, cancer cerebral, cancer de mama, carcinoma
broncogénico, cancer de cuello uterino, condrosarcoma, cordoma, coriocarcinoma, leucemia
cronica, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielocitica cronica (granulocitica), leucemia
mieldégena crénica, cancer de colon, cancer colorrectal, craneofaringioma,
cistadenocarcinoma, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de Burkitt, cambios
disproliferativos (displasias y metaplasias), carcinoma embrionario, cancer de endometrio,
endoteliosarcoma, ependimoma, carcinoma epitelial, eritroleucemia, cancer de eséfago,
cancer de mama con receptor de estrogeno positivo, trombocitemia esencial, tumor de
Ewing, fibrosarcoma, linfoma folicular, cancer testicular de células germinales, glioma,
enfermedad de la cadena pesada, hemangioblastoma, hepatoma, cancer hepatocelular,
cancer de prostata insensible a las hormonas, liomiosarcoma, liposarcoma, cancer de
pulmon, linfagioendoteliosarcoma, linfangiosarcoma, leucemia linfoblastica, linfoma (de
Hodgkin y no hodgkiniano), neoplasias malignas y trastornos hiperproliferativos de vejiga,
mama, colon, pulmon, ovarios, pancreas, préstata, piel y utero, neoplasias malignas
linfoides de origen de células T o células B, leucemia, linfoma, carcinoma medular,
meduloblastoma, melanoma, meningioma, mesotelioma, mieloma multiple, leucemia
mieldgena, mieloma, mixosarcoma, neuroblastoma, cancer de pulmén de células no

pequenas, oligodendroglioma, cancer oral, sarcoma osteogénico, cancer de ovario, cancer
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de pancreas, adenocarcinomas papilares, carcinoma papilar, pinealoma, policitemia vera,
cancer de prostata, cancer rectal, carcinoma de células renales, retinoblastoma,
rabdomiosarcoma, sarcoma, carcinoma de las glandulas sebaceas, seminoma, cancer de
piel, carcinoma de pulmén de células pequefias, tumores solidos (carcinomas y sarcomas),
cancer de pulmon de células pequefas, cancer de estdmago, carcinoma de células
escamosas, sinovioma, carcinoma de las glandulas sudoriparas, cancer de tiroides,
macroglobulinemia de Waldenstrdm, tumores testiculares, cancer de utero y tumor de
Wilms.

En otra forma de realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en
cancer primario, cancer metastasico, cancer orofaringeo, cancer hipofaringeo, cancer de
higado, cancer de vesicula biliar, cancer de conducto biliar, cancer de intestino delgado,
cancer del tracto urinario, cancer de rifidn, cancer de urotelio, cancer del tracto genital
femenino, cancer uterino, enfermedad trofoblastica gestacional, cancer del tracto genital
masculino, cancer de vesicula seminal, cancer testicular, tumores de células germinales,
tumores de glandulas endocrinas, cancer de tiroides, cancer suprarrenal, cancer de
glandula pituitaria, hemangioma, sarcoma que surge de huesos y tejidos blandos, sarcoma
de Kaposi, cancer de nervios, cancer ocular, cancer meningeo, glioblastomas, neuromas,
neuroblastomas, schwannomas, tumores sélidos que surgen de neoplasias malignas
hematopoyéticas tales como leucemias, melanoma metastasico, cancer epitelial de ovario
recurrente o persistente, cancer de trompas de Falopio, cancer peritoneal primario, tumores
del estroma gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer gastrico, melanoma, glioblastoma
multiforme, cancer de pulmén no microcitico no escamoso, glioma maligno, cancer epitelial
de ovario, cancer seroso peritoneal primario, cancer de higado metastasico, carcinoma
neuroendocrino, neoplasia maligna refractaria, cancer de mama triple negativo, cancer de
mama con amplificacién de HER2, cancer nasofaringeo, cancer oral, cancer de las vias
biliares, carcinoma hepatocelular, carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello
(SCCHN, por sus siglas en inglés), carcinoma tiroideo no medular, glioblastoma multiforme
recurrente, neurofibromatosis tipo 1, cancer del sistema nervioso central (SNC),
liposarcoma, liomiosarcoma, cancer de las glandulas salivales, melanoma mucoso,
melanoma acral/lentiginoso, paraganglioma, feocromocitoma, cancer metastasico
avanzado, tumor sélido, cancer de mama triple negativo, cancer colorrectal, sarcoma,
melanoma, carcinoma renal, cancer de endometrio, cancer de tiroides, rabdomiosarcoma,
mieloma multiple, cancer de ovario, glioblastoma, tumor del estroma gastrointestinal, linfoma
de células del manto y neoplasia maligna refractaria.

En una forma de realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en
cancer de mama, ovario, cuello uterino, préstata, testiculos, tracto genitourinario, eséfago,

laringe, glioblastoma, neuroblastoma, estémago, piel, queratoacantoma, pulmén, carcinoma

195



10

15

20

25

30

35

epidermoide, carcinoma de células grandes, carcinoma de células pequenas,
adenocarcinoma de pulmén, hueso, colon, colorrectal, adenoma, pancreas,
adenocarcinoma, tiroides, carcinoma folicular, carcinoma indiferenciado, carcinoma papilar,
seminoma, melanoma, sarcoma, carcinoma de vejiga, carcinoma de higado y las vias
biliares, carcinoma de rifidn, trastornos mieloides, trastornos linfoides, enfermedad de
Hodgkin, células pilosas, cavidad bucal y faringe (oral), labio, lengua, boca, faringe, intestino
delgado, colon, recto, intestino grueso, recto, cerebro y sistema nervioso central, leucemia
mieloide cronica (CML, por sus siglas en inglés) y leucemia.

En otra forma de realizacién, el cancer se selecciona del grupo que consiste en
mieloma, linfoma, o un cancer seleccionado de cancer gastrico, renal, de cabeza y cuello,
orofaringeo, cancer de pulmon de células no pequefas (NSCLC), endometrial,
hepatocarcinoma, linfoma no hodgkiniano y pulmonar.

En una forma de realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en
cancer de prostata, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de células escamosas de
cabeza y cuello, cancer de esoéfago, carcinoma hepatocelular, melanoma, sarcoma, cancer
gastrico, cancer de pancreas, cancer de ovario y cancer de mama.

En una forma de realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en
tumores, neoplasias, carcinomas, sarcomas, leucemias, linfomas y similares. Por ejemplo,
el cancer incluye, sin limitacion, mesotelioma, leucemias y linfomas tales como linfomas
cutaneos de células T (CTCL, por sus siglas en inglés), linfomas no cutaneos de células T
periféricas, linfomas asociados con el virus linfotrépico de células T humanas (HTLV) tales
como leucemia/linfoma de células T adultas (ATLL, por sus siglas en inglés), linfoma de
células B, leucemias no linfociticas agudas, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielégena
cronica, leucemia mielégena aguda, linfomas y mieloma multiple, linfoma no hodgkiniano,
leucemia linfatica aguda (ALL, por sus siglas en inglés), leucemia linfatica crénica (CLL, por
sus siglas en inglés), linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, linfoma de leucemia de células
T adultas, leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés), leucemia mieloide
cronica (CML, por sus siglas en inglés) o carcinoma hepatocelular. Otros ejemplos incluyen
el sindrome mielodisplasico, tumores soélidos infantiles como tumores cerebrales,
neuroblastoma, retinoblastoma, tumor de Wilms, tumores 6seos y sarcomas de tejidos
blandos, tumores solidos comunes de adultos tales como cancer de cabeza y cuello (por
ejemplo, oral, laringeo, nasofaringeo y esofagico), cancer genitourinario (por ejemplo,
préstata, vejiga, renal, uterino, ovarico, testicular), cancer de pulmén (por ejemplo, de
células pequefas y de células no pequenas), cancer de mama, cancer de pancreas,
melanoma y otros tipos de cancer de piel, cancer de estdbmago, tumores cerebrales,
tumores relacionados con el sindrome de Gorlin (por ejemplo, meduloblastoma,

meningioma, etc.) y cancer de higado. Otros ejemplos de formas de cancer que pueden
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tratarse con los compuestos en cuestion incluyen, sin limitacién, cancer de musculo
esquelético o liso, cancer de estdmago, cancer de intestino delgado, carcinoma de recto,
cancer de la glandula salival, cancer de endometrio, cancer suprarrenal, cancer anal, cancer
rectal, cancer de paratiroides y cancer de hipdfisis.

Otros tipos de cancer en cuyo tratamiento pueden ser Utiles los compuestos
descriptos en este documento son, por ejemplo, carcinoma de colon, carcinoma
adenomatoso familiar por poliposis y cancer colorrectal hereditario sin poliposis, 0
melanoma. Ademas, el cancer incluye, sin limitacidén, carcinoma labial, carcinoma de
laringe, carcinoma de hipofaringe, carcinoma de lengua, carcinoma de la glandula salival,
carcinoma gastrico, adenocarcinoma, cancer de tiroides (carcinoma de tiroides medular y
papilar), carcinoma renal, carcinoma de parénquima renal, carcinoma de cuello uterino,
carcinoma de cuerpo uterino, carcinoma de endometrio, carcinoma corionico, carcinoma de
testiculo, carcinoma urinario, melanoma, tumores cerebrales tales como glioblastoma,
astrocitoma, meningioma, meduloblastoma y tumores neuroectodérmicos periféricos,
carcinoma de la vesicula biliar, carcinoma bronquial, mieloma multiple, basalioma, teratoma,
retinoblastoma, melanoma coroideo, seminoma, rabdomiosarcoma, craneofaringioma,
osteosarcoma, condrosarcoma, miosarcoma, liposarcoma, fibrosarcoma, sarcoma de Ewing
y plasmocitoma.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un compuesto divulgado en el presente
documento, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para el uso en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad en la cual DLL3 cumple una
funcion.

Un aspecto de esta divulgacién proporciona compuestos utiles para el tratamiento de
enfermedades, trastornos y afecciones caracterizados por una proliferacion celular excesiva
o anormal. Dichas enfermedades incluyen, entre otras, enfermedades proliferativas o
hiperproliferativas y enfermedades neurodegenerativas. Ejemplos de enfermedades
proliferativas e hiperproliferativas incluyen, sin limitacién, el cancer.

En otro aspecto, se proporciona el uso de uno 0 mas compuestos de la divulgacién
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer, que incluye, sin
limitacién, los diversos tipos de cancer divulgados en este documento.

En algunas formas de realizacion, las indicaciones terapéuticas incluyen
indicaciones relacionadas con el cancer. El término "cancer" se refiere a un conjunto de
enfermedades caracterizadas por un crecimiento y una division celular disfuncionales, que
en algunos casos se propagan entre regiones corporales. Como se utiliza en este
documento, el término "indicacion relacionada con el cancer" se refiere a cualquier
enfermedad, trastorno o afeccioén relacionado con el cancer, el tratamiento del cancer o

afecciones precancerosas. Las indicaciones relacionadas con el cancer incluyen, entre
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otras, afecciones patoldgicas caracterizadas por crecimientos neoplasicos malignos,
tumores y/o neoplasias malignas hematolégicas. En algunas formas de realizacién, los
métodos de la presente divulgacién incluyen el tratamiento de indicaciones relacionadas con
el cancer con las construcciones de direccionamiento de la presente divulgacion.

En diversas formas de realizacion, se proporcionan métodos para tratar el cancer,
donde el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de las
construcciones, sus formas salinas, como se describe en el presente documento, a un
sujeto con cancer, con sospecha de cancer o con predisposicion al cancer. De acuerdo con
la presente divulgacion, el cancer abarca cualquier enfermedad o padecimiento
caracterizado por una proliferacion celular descontrolada, por ejemplo, hiperproliferacion. El
cancer puede caracterizarse por tumores, por ejemplo, tumores sélidos o cualquier
neoplasia.

En algunas formas de realizacion, el sujeto de otro modo puede estar libre de
indicaciones para el tratamiento con las construcciones. En algunas formas de realizacion,
los métodos incluyen el uso de células cancerosas, que incluyen, entre otras, células
cancerosas de mamiferos. En algunos casos, las células cancerosas de mamiferos son
células cancerosas humanas.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de acuerdo con la presente
divulgacion inhiben el crecimiento del cancer y/o de tumores. También pueden reducir una o
mas de la proliferacién celular, la invasividad y la metastasis, lo que las hace utiles para el
tratamiento del cancer.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de las presentes ensefianzas
pueden usarse para prevenir el crecimiento de un tumor o de cancer, y/o para prevenir la
metastasis de un tumor o de cancer. En algunas formas de realizacion, las composiciones
de las presentes ensefianzas pueden usarse para reducir o destruir un cancer.

En algunas formas de realizacion, las construcciones proporcionadas en el presente
documento son utiles para inhibir la proliferacién de una célula cancerosa. En algunas
formas de realizacion, las construcciones proporcionadas en el presente documento son
utiles para inhibir la proliferacién celular, por ejemplo, inhibir la tasa de proliferacién celular,
prevenir la proliferacion celular y/o inducir la muerte celular. En general, las construcciones
descriptas en el presente documento pueden inhibir la proliferacién celular de una célula
cancerosa, o pueden tanto inhibir la proliferacion como inducir la muerte celular de una
célula cancerosa. En algunas formas de realizacion, la proliferacién celular se reduce en por
lo menos alrededor de 25 %, alrededor de 50 %, alrededor de 75 %, o alrededor de 90 %
después del tratamiento con las construcciones de la presente divulgacién, en comparacion
con células sin tratamiento. En algunas formas de realizacion, el marcador de detencion del

ciclo celular fosfohistona H3 (PH3 o PHH3) aumenta en por o menos alrededor de 50 %,
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alrededor de 75 %, alrededor de 100 %, alrededor de 200 %, alrededor de 400 % o
alrededor de 600 % después del tratamiento con las construcciones de la presente
divulgacion en comparacion con las células sin tratamiento. En algunas formas de
realizacién, el marcador de la apoptosis celular caspasa—3 (CC3) aumenta en por lo menos
50 %, alrededor de 75 %, alrededor de 100 %, alrededor de 200 %, alrededor de 400 % o
alrededor de 600 % después del tratamiento con las construcciones de la presente
divulgacion, en comparacion con las células sin tratamiento.

Ademas, en algunas formas de realizacién, las construcciones de la presente
divulgacion son efectivas para inhibir el crecimiento tumoral, o bien medido como un valor
neto de tamano (peso, area de superficie o volumen) o como una tasa a lo largo del tiempo,
en multiples tipos de tumores.

En algunas formas de realizacion, el tamafio de un tumor se reduce en alrededor de
60 % o mas después del tratamiento con las construcciones de la presente divulgacion. En
algunas formas de realizacion, el tamafio de un tumor se reduce en por lo menos alrededor
de 20 %, por lo menos alrededor de 30 %, por lo menos alrededor de 40 %, por lo menos
alrededor de 50 %, por lo menos alrededor de 60 %, por lo menos alrededor de 70 %, por lo
menos alrededor de 80 %, por lo menos alrededor de 90 %, por lo menos alrededor de 95
%, por lo menos alrededor de 96 %, por lo menos alrededor de 97 %, por lo menos
alrededor de 98 %, por lo menos alrededor de 99 %, por lo menos alrededor de 100 %, en
medida de peso, y/o area y/o volumen.

Los tipos de cancer tratables mediante los métodos de las presentes ensefanzas
generalmente se presentan en mamiferos. Entre estos mamiferos se incluyen, por ejemplo,
humanos, primates no humanos, perros, gatos, ratas, ratones, conejos, hurones, cobayas,
caballos, cerdos, ovejas, cabras y ganado vacuno. En diversas formas de realizacién, los
tipos de cancer incluyen, entre otros, neurinoma acustico, leucemia aguda, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda (monocitica, mieloblastica, adenocarcinoma,
angiosarcoma, astrocitoma, mielomonocitica y promielocitica), leucemia aguda de células T,
carcinoma basocelular, carcinoma de las vias biliares, cancer de vejiga, cancer cerebral,
cancer de mama, carcinoma broncogénico, cancer de cuello uterino, condrosarcoma,
cordoma, coriocarcinoma, leucemia cronica, leucemia linfocitica crénica, leucemia
mielocitica cronica (granulocitica), leucemia mielégena crénica, cancer de colon, cancer
colorrectal, craneofaringioma, cistadenocarcinoma, linfoma difuso de células B grandes,
linfoma de Burkitt, cambios disproliferativos (displasias y metaplasias), carcinoma
embrionario, cancer de endometrio, endoteliosarcoma, ependimoma, carcinoma epitelial,
eritroleucemia, cancer de eséfago, cancer de mama con receptor de estrégeno positivo,
trombocitemia esencial, tumor de Ewing, fibrosarcoma, linfoma folicular, cancer testicular de

células germinales, glioma, enfermedad de la cadena pesada, hemangioblastoma,
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hepatoma, cancer hepatocelular, cancer de préstata insensible a las hormonas,
liomiosarcoma, liposarcoma, cancer de pulmoén, linfagioendoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
leucemia linfoblastica, linfoma (de Hodgkin y no hodgkiniano), neoplasias malignas y
trastornos hiperproliferativos de vejiga, mama, colon, pulmén, ovarios, pancreas, prostata,
piel y utero, neoplasias malignas linfoides de origen de células T o células B, leucemia,
linfoma, carcinoma medular, meduloblastoma, melanoma, meningioma, mesotelioma,
mieloma multiple, leucemia mielégena, mieloma, mixosarcoma, neuroblastoma, cancer de
pulmén de células no pequefas, oligodendroglioma, cancer oral, sarcoma osteogénico,
cancer de ovario, cancer de pancreas, adenocarcinomas papilares, carcinoma papilar,
pinealoma, policitemia vera, cancer de préstata, cancer rectal, carcinoma de células renales,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma, carcinoma de glandulas sebaceas, seminoma,
cancer de piel, carcinoma de pulmén de células pequenas, tumores sélidos (carcinomas y
sarcomas), cancer de pulmén de células pequefias, cancer de estdmago, carcinoma de
células escamosas, sinovioma, carcinoma de las glandulas sudoriparas, cancer de tiroides,
macroglobulinemia de Waldenstrom, tumores testiculares, cancer de utero y tumor de
Wilms. Otros tipos de cancer incluyen cancer primario, cancer metastasico, cancer
orofaringeo, cancer hipofaringeo, cancer de higado, cancer de vesicula biliar, cancer de los
conductos biliares, cancer de intestino delgado, cancer del tracto urinario, cancer de rifién,
cancer de urotelio, cancer del tracto genital femenino, cancer uterino, enfermedad
trofoblastica gestacional, cancer del tracto genital masculino, cancer de vesicula seminal,
cancer testicular, tumores de células germinales, tumores de glandulas endocrinas, cancer
de tiroides, cancer suprarrenal, cancer de glandula pituitaria, hemangioma, sarcoma que
surge de huesos y tejidos blandos, sarcoma de Kaposi, cancer de nervios, cancer ocular,
cancer meningeo, glioblastomas, neuromas, neuroblastomas, schwannomas, tumores
sélidos que surgen de neoplasias malignas hematopoyéticas tales como leucemias,
melanoma metastasico, cancer epitelial de ovario recurrente o persistente, cancer de
trompas de Falopio, cancer peritoneal primario, tumores del estroma gastrointestinal, cancer
colorrectal, cancer gastrico, melanoma, glioblastoma multiforme, cancer de pulmén no
microcitico no escamoso, glioma maligno, cancer epitelial de ovario, cancer seroso
peritoneal primario, cancer de higado metastasico, carcinoma neuroendocrino, neoplasia
maligna refractaria, cancer de mama triple negativo, cancer de mama con amplificacién de
HER2, cancer nasofaringeo, cancer oral, cancer de las vias biliares, carcinoma
hepatocelular, carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN), carcinoma
tiroideo no medular, glioblastoma multiforme recurrente, neurofibromatosis tipo 1, cancer del
sistema nervioso central (SNC), liposarcoma, liomiosarcoma, cancer de las glandulas
salivales, melanoma mucoso, melanoma acral/lentiginoso, paraganglioma, feocromocitoma,

cancer metastasico avanzado, tumor sélido, cancer de mama triple negativo, cancer
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colorrectal, sarcoma, melanoma, carcinoma renal, cAncer de endometrio, cancer de tiroides,
rabdomiosarcoma, mieloma multiple, cancer de ovario, glioblastoma, tumor del estroma
gastrointestinal, linfoma de células del manto y neoplasia maligna refractaria.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de direccionamiento de la
presente divulgacion se utilizan para dirigirse a células cancerosas que expresan DLL3. En
algunas formas de realizacién, las construcciones de direccionamiento de la presente
divulgacion se utilizan para tratar cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de vejiga,

cancer de colon, cancer urotelial, melanoma o carcinoma de células escamosas.

Teranostica.

La "terandstica", término derivado de la combinacion de terapéutica y diagndstico, es
un campo emergente de la medicina donde agentes especificos que se dirigen a
enfermedades, tales como los radiofarmacos, pueden utilizarse para diagnosticar y tratar
afecciones médicas de forma simultanea o secuencial. La terandstica se ha convertido en
un importante campo de investigacion y desarrollo en la fisica médica, donde la variacion
del is6topo del radionuclido presente en un agente especifico para dirigirse a enfermedades,
p. €j., una terapia de radioligandos, permite cambiar el agente para direccionamiento a
enfermedades, de una sonda de imagen (mediante, por ejemplo, el uso de isétopos
emisores de B+ o y para facilitar la tomografia por emision de positrones (TEP) o la
tomografia computarizada por emisién de fotén unico (TC), respectivamente), a una sonda
terapéutica (mediante, por ejemplo, el uso de isétopos emisores de particulas a o f— o de
electrones Auger para facilitar la radioterapia dirigida).

La imagen molecular es una técnica bien conocida y util para el diagndstico in vivo.
Se puede utilizar en una amplia diversidad de métodos, que incluyen el mapeo
tridimensional de procesos moleculares, tales como la expresion génica, el flujo sanguineo,
los cambios fisiolégicos (pH, etc.), la respuesta inmunitaria y el trafico celular. Se puede
emplear para detectar y diagnosticar enfermedades, seleccionar tratamientos 6ptimos y
monitorizar los efectos de los tratamientos para obtener una lectura temprana de su
eficacia.

En principio, se pueden utilizar diversas tecnologias distintas para la imagen
molecular, que incluye la TEP, la tomografia por emisién de fotén unico (SPET, por sus
siglas en inglés), la resonancia magnética optica (RM), la TC y la imagen de luminiscencia
de Cerenkov (CLI, por sus siglas en inglés). Estan surgiendo combinaciones de estas
modalidades para ofrecer mejores aplicaciones clinicas, por ejemplo, la TE/CT y la
SPET/TC ("imagen multimodal").

La imagenologia con radionuclidos mediante PET y SPET ofrece las ventajas de una

sensibilidad extremadamente alta y de la administracion de pequenas cantidades de

201



10

15

20

25

30

35

agentes de contraste (p. €j., picomolar in vivo), que no perturban los procesos moleculares
in vivo. Ademas, los principios de direccionamiento de la imagenologia con radionuclidos
también se pueden aplicar en el suministro dirigido de terapia con radionuclidos.
Tipicamente, el is6topo utilizado como radionuclido en imagenologia o terapia moleculares
se incorpora a una molécula para producir un radiotrazador farmacéuticamente aceptable
para el sujeto.

Por lo tanto, las construcciones de la presente divulgacion pueden utilizarse en
radioterapia, asi como en imagenes médicas para diagndstico. Las construcciones
proporcionadas en este documento también pueden utilizarse para diagnosticar y tratar

afecciones médicas, simultdnea o secuencialmente.

Terapias combinadas.

En algunas formas de realizacion, las construcciones de la presente divulgacion se
combinan con por lo menos un agente activo adicional. El agente activo puede ser cualquier
farmaco adecuado. El agente activo puede seleccionarse del grupo que consiste en agentes
hormonales terapéuticos, agentes antineoplasicos, agentes quimioterapéuticos, agentes
inmunoterapéuticos, inmunomoduladores, radiosensibilizadores, inhibidores de la
reparacion del dafio del ADN, inhibidores de la PARP (poli ADP ribosa polimerasa) y
combinaciones de los mismos. Las construcciones y el por lo menos un agente activo
adicional pueden administrarse simultaneamente, secuencialmente o en cualquier orden.
Las construcciones y el por lo menos un agente activo adicional pueden administrarse en
diferentes dosificaciones, con diferentes frecuencias de dosificacién o por diferentes vias,
segun sea adecuado.

En algunas formas de realizacion, los agentes activos adicionales afectan la
biodistribucion (es decir, la distribucion tisular) de las construcciones de la presente
divulgacion. Por ejemplo, los agentes radiactivos pueden acumularse en los rifiones y
plantear un posible problema de radiotoxicidad para los rifiones y los 6rganos circundantes.
El agente activo adicional puede reducir la acumulacion renal o el tiempo de retencion.
Preferentemente, se reduce la renovacion renal de las construcciones, mientras que la
captacién tumoral de las construcciones no es afectada. El rifidén y los érganos circundantes
quedan protegidos, sin reducir la eficacia de las construcciones. En un ejemplo no limitativo,
las construcciones de la presente divulgacion pueden administrarse en combinacion con por
lo menos un aminoacido o analogo(s) del mismo. El aminoacido o analogo(s) del mismo
pueden ser aminoacidos basicos con carga positiva, tales como la lisina (L-lisina o D-lisina)
o la arginina, o una combinacién de las mismas.

El agente activo adicional también puede seleccionarse de cualquiera de los agentes

activos descriptos en este documento, tales como un farmaco para el tratamiento del
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cancer. También puede ser un farmaco para el alivio de los sintomas del cancer. Ejemplos
no limitativos de farmacos para el alivio de los sintomas incluyen: octreétida o lanreétido;
interferdén, cipoheptadina o cualquier otro antihistaminico. En algunas formas de realizacion,
las construcciones de la presente divulgacion no presentan interferencia farmacoldgica con
el agente activo adicional. El agente activo adicional puede administrarse
concomitantemente con las construcciones de la presente divulgacion.

En algunas formas de realizacion, un analogo no radiactivo de la construccién de la
presente divulgacién puede combinarse con un analogo radiactivo de esta construccion. Por
ejemplo, la construccion no radiactiva puede administrarse antes que el analogo radiactivo.
En otro ejemplo, un sujeto puede recibir una mezcla de la construccion no radiactiva y su
analogo radiactivo. En aun otro ejemplo, un sujeto puede recibir primero el tratamiento con
la construccion no radiactiva, seguido de una mezcla de la construccion no radiactiva y su
analogo radiactivo.

En algunas formas de realizacion, una construccion de la presente divulgacion que
comprende una radioetiqueta puede combinarse con por lo menos otra construccion de la
presente divulgacion que comprende una o mas radioetiquetas diferentes. Por ejemplo, las
construcciones que comprenden una radioetiqueta de imagen pueden combinarse con
construcciones que comprenden una radioetiqueta de no imagen. En una forma de
realizacién, las construcciones asociadas con lutecio (Lu) pueden combinarse con
construcciones asociados con galio (Ga). En algunas formas de realizacién, las
construcciones pueden radiomarcarse con un radionuclido de diagnéstico y un radionuclido
terapéutico. En algunas formas de realizacion, la construccion puede radiomarcarse con un
radiohalégeno y un radionuclido distinto de un radiohalégeno. En algunas formas de
realizacion, la construccion puede radiomarcarse con un primer radiohalégeno y un segundo
radiohalégeno, donde el primer radiohalégeno es diferente del segundo radiohalégeno.

Las construcciones descriptas en este documento, o las formulaciones que
contienen las construcciones que se describen en este documento, pueden utilizarse para el
suministro tisular selectivo de un agente terapéutico, profilactico o de diagnéstico a un
individuo o paciente que lo necesita. Por ejemplo, las construcciones de la presente
divulgacion se usan para suministrar agentes radiactivos a tejidos selectivos. Estos tejidos
pueden ser tejidos tumorales. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para
proporcionar la respuesta 6ptima deseada (p. €j., una respuesta terapéutica o profilactica).
Por ejemplo, puede administrarse un unico bolo, pueden administrarse varias dosis
divididas a lo largo del tiempo, o la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente
segun las exigencias de la situacion terapéutica. El término "forma unitaria de dosificacion”,
tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a unidades fisicamente discretas,

adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos que se van a tratar;
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cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo, calculada para

producir el efecto terapéutico deseado.

Aplicaciones de diagnostico.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona métodos de
diagnéstico que implican el uso de restos de direccionamiento y/o las construcciones de
direccionamiento. Dichos métodos pueden incluir la deteccién de DLL3 utilizando cualquiera
de los restos de direccionamiento y/o las construcciones de direccionamiento descriptas en
el presente documento. Dichos métodos pueden incluir el contacto de sujetos o muestras de
sujetos con restos de direccionamiento y/o las construcciones de direccionamiento
descriptas en el presente documento. Los péptidos y/o las construcciones de
direccionamiento pueden unirse a DLL3. En una forma de realizacion particular, la
construccion de direccionamiento comprende un resto de direccionamiento que es un
péptido ciclico que se dirige a DLL3. Los restos de direccionamiento y/o las construcciones
de direccionamiento utilizados para los métodos de deteccion pueden incluir una etiqueta
detectable. Los métodos de deteccion pueden incluir el uso de reactivos de deteccion para
detectar anticuerpos o péptidos unidos. Como se usa en el presente documento, el término
"reactivo de deteccion" se refiere a cualquier compuesto o sustancia utilizado para visualizar
u observar de otro modo un objeto (p. €j., un anticuerpo unido o una etiqueta detectable) o
un evento. Los reactivos de deteccion pueden incluir anticuerpos secundarios u otros
compuestos de alta afinidad (p. €j., biotina o avidina) que se unen a los anticuerpos
detectados o0 a sus conjugados asociados. Los reactivos de deteccion pueden ser o incluir
sustratos para la deteccion de etiquetas enzimaticas detectables (p. €j., asociadas a un
anticuerpo primario o secundario).

Las aplicaciones de diagndstico de la presente divulgacién pueden incluir la
deteccién de DLL3 en muestras de sujetos que incluyen células. En algunas formas de
realizacion, se puede detectar DLL3 asociado a células. DLL3 asociado a células puede
detectarse en muestras de sujetos mediante analisis de clasificacidn celular asociada a
fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés). En algunas formas de realizacion, DLL3
puede detectarse en muestras de sujetos mediante inmunohistoquimica. Dichos métodos
pueden incluir el uso de sistemas a base de colorimetria o sistemas a base de
inmunofluorescencia para la deteccién de DLL3.

En algunas formas de realizacion, la presente divulgacién proporciona métodos para
estratificar sujetos segun la deteccion de DLL3 en sujetos o muestras de sujetos. Dichos
métodos pueden incluir la deteccion de DLL3 en sujetos o muestras de sujetos de acuerdo
con cualquiera de los métodos descriptos en este documento (p. €j., utilizando péptidos o

construcciones de direccionamiento que comprenden péptidos y clasificando a los sujetos
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segun el nivel de DLL3 detectado). En una forma de realizacion particular, la construccién
de direccionamiento comprende un resto de direccionamiento que es un péptido ciclico que
se dirige a DLL3.

En algunas formas de realizacion, los sujetos pueden clasificarse de acuerdo con la
presencia o ausencia de DLL3 y/o el nivel de DLL3 en sujetos o muestras de sujetos. Los
sujetos pueden clasificarse ademas segun la presencia o ausencia de subdominios
extracelulares especificos de DLL3 y/o los niveles de subdominios extracelulares
especificos de DLL3 en sujetos o muestras de sujetos. Las clasificaciones utilizadas en la
estratificacion de sujetos pueden incluir, entre otras, clasificaciones por tipo de enfermedad,
prondstico o gravedad de la enfermedad, idoneidad para el tratamiento y tipo de tratamiento

con mayor probabilidad de éxito o apropiado.

1ll. Kits y dispositivos.

La divulgacion proporciona diversos kits y dispositivos para implementar de forma
conveniente y/o eficaz los métodos de la presente divulgacion. Tipicamente, los kits
comprenderan cantidades suficientes y/o un nimero de componentes que permiten al
usuario realizar multiples tratamientos a uno o mas sujetos y/o realizar multiples
experimentos.

En una forma de realizacion, la presente divulgacion proporciona kits para inhibir el
crecimiento de células cancerosas in vitro o in vivo, que comprenden una construccion de la
presente divulgacion o una combinacién de construcciones de la presente divulgacion,
opcionalmente en combinacion con cualquier otro agente activo.

El kit puede incluir ademas un envase e instrucciones y/o un agente de suministro
para formar una composicién de formulacion. El agente de suministro puede comprender
una solucién salina, una solucion tamponada o cualquier agente de suministro descripto en
este documento. La cantidad de cada componente puede variarse para permitir
formulaciones consistentes y reproducibles de solucién salina de mayor concentracién o de
tampon simple. Los componentes también pueden variarse para aumentar la estabilidad de
las construcciones en la solucién tampén a lo largo del tiempo y/o en diversas condiciones.

La presente divulgacion proporciona dispositivos que pueden incorporar
construcciones de la presente divulgacion. Estos dispositivos contienen una formulacion
estable disponible para su suministro inmediato a un sujeto que lo necesita, tal como un
paciente humano. En algunas formas de realizacion, el sujeto tiene cancer.

Ejemplos no limitativos de los dispositivos Incluyen una bomba, un catéter, una
aguja, un parche transdérmico, un dispositivo de suministro olfativo presurizado, dispositivos
de iontoforesis y dispositivos microfluidicos multicapa. Los dispositivos pueden emplearse

para suministrar las construcciones de la presente divulgacion de acuerdo con regimenes
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de dosificacion Unica, multiple o dividida. Los dispositivos pueden emplearse para
suministrar las construcciones de la presente divulgacién a través del tejido bioldgico, por

via administracion intradérmica, subcutanea o intramuscular.

1V. Definiciones.

A continuaciéon se enumeran las definiciones de diversos términos utilizados para
describir los compuestos y las composiciones descriptos en este documento. Estas
definiciones se aplican a los términos tal como se utilizan a lo largo de esta memoria
descriptiva y las reivindicaciones, a menos que se limiten de otro modo en casos
especificos, o bien individualmente o como parte de un grupo mayor.

Salvo que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados
en este documento generalmente tienen el mismo significado que el que entiende
comunmente un experto en la técnica. En general, la nomenclatura utilizada en este
documento y los procedimientos de laboratorio en cultivo celular, genética molecular,
quimica organica y quimica de péptidos son los bien conocidos y comunmente empleados
en la técnica.

Como se utilizan en este documento, los articulos "un" y "una" se refieren a uno o
mas (es decir, por lo menos uno) del objeto gramatical del articulo. Por ejemplo, "un
elemento” significa uno o mas elementos. Ademas, el uso del término "que incluye", asi
como otras formas, tales como "incluir", "incluye" e "incluido", no es limitativo.

En el presente documento, el término "alrededor de" sera entendido por expertos en
la técnica, y variara en cierta medida segun el contexto en el que se utilice. En el presente
documento, al referirse a un valor medible, tal como una cantidad, una duracién temporal, y
similares, el término "alrededor de" abarca variaciones de +20 % o £10 %, que incluye +5
%, 1 % y £0,1 % del valor especificado, siempre que dichas variaciones sean apropiadas
para aplicar los métodos descriptos.

El término "administracion" o similar, tal como se utiliza en el presente documento,
se refiere a la administracion de un agente terapéutico a un sujeto. Existen multiples
técnicas de administracion de un agente terapéutico en la técnica, que incluyen, sin
limitacion, la administracion intravenosa, oral, en aerosol, parenteral, oftalmica, pulmonar y
toépica.

El término "alquileno", empleado solo o en combinacion con otros términos, se
refiere a un grupo de unién alquilo divalente. Un grupo alquileno corresponde formalmente a
un alcano con dos enlaces C-H reemplazados por puntos de unién del grupo alquileno al
resto del compuesto. El término " Cn-m alquileno" se refiere a un grupo alquileno connam

atomos de carbono. Ejemplos de grupos alquileno incluyen, entre otros, metileno, etan—1,2—
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diilo, etan—1,1—diilo, propan—1,3—diilo, propan—1,2—diilo, propan—1,1—diilo, butan—1,4—diilo,
butan—1,3—diilo, butan—1,2—diilo, 2—metil-propan—1,3—diilo y similares.

En el presente documento, los términos "asociado con", "conjugado”, "unido”, "fijado"
y "anclado", cuando se utilizan con respecto a dos 0 mas entidades, significan que las
entidades estan fisicamente asociadas o conectadas entre si, o bien directamente o a
través de uno o mas restos que actian como agentes de union, para formar una estructura
lo suficientemente estable como para que las entidades permanezcan fisicamente
asociadas, por ejemplo, en condiciones de trabajo, por ejemplo, en condiciones fisioldgicas.
Una "asociacién" no necesita ser mediante un enlace quimico covalente y puede incluir
otras formas de asociacion o enlace suficientemente estables como para que las entidades
"asociadas" permanezcan fisicamente asociadas, por ejemplo, enlaces idnicos o de
hidrogeno, o una conectividad sobre la base de la hibridacion.

Como se usa en el presente documento, el término "opcionalmente sustituido”
significa que el grupo al que se hace referencia puede estar no sustituido (sin sustituyentes)
o sustituido, lo que incluye uno o mas grupos adicionales seleccionados individual e
independientemente de los grupos descriptos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "sustituido" se refiere a la
sustitucion por reemplazo independiente de uno, dos, tres 0 mas de los atomos de
hidrégeno con los sustituyentes descriptos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "cancer" se refiere a una
enfermedad caracterizada por el crecimiento y la division celulares anormales.

Como se usa en el presente documento, el término "célula cancerosa" se refiere a
una célula que crece y se divide de forma anormal y no controlada.

Como se usa en el presente documento, el término "compuesto” se refiere a una
entidad quimica distinta. Las construcciones, construcciones de direccionamiento, los restos
de direccionamiento, las cargas, los quelantes u otros componentes de las construcciones,
junto con cualquier fragmento o variante de los anteriores pueden denominarse
compuestos, de forma independiente o colectiva.

Los compuestos pueden existir en una o mas formas isoméricas o isotopicas (que
incluyen, sin limitacioén, estereoisémeros, isobmeros geométricos, tautdmeros e isétopos).
Los compuestos pueden proporcionarse o utilizarse en forma singular o como una mezcla
de dos o mas formas (que incluyen, sin limitacion, mezclas racémicas de estereoisomeros).
Algunos compuestos pueden existir en diferentes formas, que pueden presentar diferentes
propiedades y/o actividades (que incluyen, sin limitacion, actividades bioldgicas). Por
ejemplo, los compuestos que contienen atomos de carbono sustituidos asimétricamente

pueden aislarse en formas 6pticamente activas o racémicas. Como se utiliza en este
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documento, la siguiente estructura indica la presencia de un doble enlace, donde los

sustituyentes pueden configurarse como un isémero E o Z:

VK

Los compuestos descriptos en este documento pueden ser asimétricos (p. €j., que
tienen uno o mas estereocentros). Todos los estereocisémeros, tales como enantiomeros y
diasteredmeros, se incluyen a menos que se indique lo contrario. Los compuestos de la
presente divulgacion que contienen atomos de carbono sustituidos asimétricamente pueden
aislarse en formas 6pticamente activas o racémicas. Se conocen en la técnica métodos
para preparar formas Opticamente activas a partir de materiales de partida épticamente
activos, tales como la resolucion de mezclas racémicas o la sintesis estereoselectiva.
Muchos isémeros geométricos de olefinas, dobles enlaces C=N y similares también pueden
estar presentes en los compuestos descriptos en este documento, y todos estos isbmeros
estables se contemplan en la presente divulgacion. Los isémeros geométricos cis y trans de
los compuestos de la presente divulgacion pueden aislarse como una mezcla de isémeros o
como formas isoméricas separadas.

Las formas de compuestos tautoméricos resultan del intercambio de un enlace
sencillo con un doble enlace adyacente y la migracién concomitante de un proton. Las
formas tautoméricas incluyen tautdmeros prototrépicos, que son estados de protonacion
isoméricos con la misma féormula empirica y carga total. Ejemplos de tautomeros
prototropicos incluyen pares de cetona—enol, pares de amida—acido imidico, pares de
lactama—-lactima, pares de amida—acido imidico, pares de enamina—imina, y formas
anulares donde un proton puede ocupar dos 0 mas posiciones de un sistema heterociclico,
como 1H-y 3H-imidazol, 1H—, 2H-y 4H-1,2,4—triazol, 1H- y 2H-isoindol, y 1H—y 2H-
pirazol. Las formas tautoméricas pueden estar en equilibrio o estar bloqueadas
estéricamente en una forma mediante una sustitucién adecuada.

Los compuestos descriptos en este documento pueden presentarse en formas que
incluyen diferentes is6topos de atomos del compuesto. El término "isétopos” se refiere a
atomos que tienen el mismo nimero atémico pero diferente nimero masico, resultado de un
numero distinto de neutrones en sus nucleos. Por ejemplo, los is6topos del hidrogeno
incluyen el tritio y el deuterio.

Los compuestos descriptos en este documento pueden presentarse como sales, y
pueden prepararse en combinacién con moléculas de solvente o agua para formar solvatos
e hidratos mediante métodos de rutina.

Como se usa en este documento, el término "hidrato" se refiere al complejo formado
por la combinacion de un compuesto de Férmula |, Férmula C o cualquier Férmula

divulgada en este documento y agua.
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El término "solvato" se refiere a un complejo formado por la combinacion de un
compuesto de Férmula |, Formula C o cualquier otra Férmula divulgada en este documento
y un solvente o un sdélido cristalino que contiene cantidades de un solvente incorporado en
su estructura cristalina. En este documento, el término "solvato" incluye hidratos.

Como se usa en el presente documento, el término "construccion” se refiere a una
molécula manipulada artificialmente. Algunas construcciones pueden incluir acidos
nucleicos y/o péptidos, que pueden ser productos de tecnologia recombinante y pueden
sintetizarse o expresarse artificialmente a partir de una secuencia de acido nucleico
recombinante. Las construcciones pueden ser combinaciones de acidos nucleicos, peptidos
y/u otros compuestos.

Como se usa en el presente documento, el término "ciclico" se refiere a la presencia
de un bucle continuo. Las moléculas ciclicas no necesitan ser circulares, solo estar unidas
para formar una cadena ininterrumpida de subunidades. Los péptidos ciclicos pueden incluir
un "bucle ciclico", que se forma cuando dos aminoacidos se conectan mediante un resto
puente. El bucle ciclico comprende los aminoacidos a lo largo del péptido presentes entre
los aminoacidos puenteados. Los bucles ciclicos pueden comprender 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10 0 mas aminoacidos.

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "cantidad
eficaz/efectiva", "cantidad farmacéuticamente eficaz/efectiva" y "cantidad terapéuticamente
eficaz/efectiva" se refieren a una cantidad no toxica, pero suficiente, de un agente para
obtener el resultado biolégico deseado. Dicho resultado puede ser la reduccién o el alivio de
los signos, sintomas o de las causas de una enfermedad, o cualquier otra alteraciéon
deseada de un sistema biolégico. Una cantidad terapéutica adecuada en cada caso
individual puede ser determinada por un experto en la técnica mediante experimentacién de
rutina.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "epitopo" se refiere a una
superficie o regiéon de una o mas entidades que es capaz de interactuar con un anticuerpo u
otra biomolécula de union. Por ejemplo, un epitopo de proteina puede contener uno o mas
aminoacidos y/o modificaciones postraduccion (p. ej., residuos fosforilados) que interactian
con un anticuerpo. En algunas formas de realizacién, un epitopo puede ser un "epitopo
conformacional", que se refiere a un epitopo que implica una disposicién tridimensional
especifica de las una o mas entidades que tienen o forman el epitopo. Por ejemplo, los
epitopos conformacionales de proteinas pueden incluir combinaciones de aminoacidos y/o
modificaciones postraduccién de tramos plegados y no lineales de cadenas de aminoacidos.

Como se usa en este documento, el término "constante de disociacion en equilibrio"
0 "Kp" se refiere a un valor que representa la tendencia de dos 0 mas agentes (p. €j., dos

proteinas) a separarse reversiblemente. En algunos casos, Kp indica una concentraciéon de
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un agente primario en la que la mitad de los niveles totales de un agente secundario se
asocian con el agente primario.

Como se usa en este documento, la "expresion" de una secuencia de acido nucleico
se refiere a uno o mas de los siguientes eventos: (1) produccion de un patron de ARN a
partir de una secuencia de ADN (p. ej., mediante transcripcion); (2) procesamiento de una
transcripcion de ARN (p. ej., mediante empalme, edicion, formacién de la tapa 5' y/o
procesamiento del extremo 3'); (3) traduccién de un ARN en un péptido o una proteina; y (4)
modificacion postraduccion de un péptido o una proteina.

Como se usa en el presente documento, el término "vida media" o "t12" se refiere al
tiempo que tarda un proceso o una concentracion de compuesto determinados en alcanzar
la mitad de su valor final. La "vida media terminal" o "t terminal" se refiere al tiempo
necesario para que la concentracion plasmatica de un factor se reduzca a la mitad, una vez
que la concentracion del factor alcanza el pseudoequilibrio.

Como se usa en el presente documento, el término "halo" o "halégeno"”, solo o como
parte de otro sustituyente, significa, salvo indicacidon contraria, un atomo de flaor, cloro,
bromo o yodo; preferentemente, fldor, cloro o bromo; mas preferentemente, fltor o cloro.

Como se usa en el presente documento, el término "identidad", al referirse a
péptidos o acidos nucleicos, se refiere a una relacién comparativa entre secuencias. El
término se utiliza para describir el grado de parentesco entre secuencias poliméricas, y
puede incluir el porcentaje de componentes monomeéricos coincidentes con alineamientos
de espacios (si los hay) abordados por un modelo matematico o programa informatico
particular (es decir, "algoritmos"). La identidad de péptidos relacionados puede calcularse
facilmente mediante métodos conocidos. Dichos métodos incluyen, entre otros, los
descriptos previamente por otros autores (Lesk, A. M., ed., Computational Molecular
Biology, Oxford University Press, New York, 1988; Smith, D. W., ed., Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Academic Press, New York, 1993; Griffin, A. M. et al.,
ed., Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Humana Press, New Jersey, 1994; von
Heinje, G., Sequence Analysis in Molecular Biology, Academic Press, 1987; Gribskov, M. et
al., ed., Sequence Analysis Primer, M. Stockton Press, New York, 1991; y Cairillo et al.,
Applied Math, SIAM J, 1988, 48, 1073).

Como se utiliza en este documento, el término "puente de lactama" se refiere a un
enlace de amida que forma un puente entre grupos quimicos en una molécula. En algunos
casos, los puentes de lactama se forman entre aminoacidos en un péptido.

Como se utiliza en este documento, un "enlazador" se refiere a cualquier estructura
quimica que conecta dos o mas entidades o dominios. Los enlazadores pueden incluir uno o
mas enlaces quimicos, atomos, grupos de atomos y/o grupos quimicos. Ejemplos de grupos

quimicos que pueden incluirse en enlazadores incluyen, entre otros, grupos quimicos
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alquilo, alquenilo, alquinilo, amido, amino, éter, tioéter, éster, alquileno, heteroalquileno, arilo
o heterociclilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido, como se
describe en este documento. Los enlazadores pueden incluir uno o mas alcanos
insaturados, polietilenglicoles (p. €j., unidades monomeéricas de etilenglicol o propilenglicol,
p. €j., dietilenglicol, dipropilenglicol, trietilenglicol, tripropilenglicol, tetraetilenglicol o
tetraetilenglicol) y polimeros de dextrano. Los enlazadores pueden incluir aminoacidos,
péptidos y/o proteinas.

Los enlazadores pueden incluir cadenas de carbono. La longitud de las cadenas de
carbono de los enlazadores puede ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, o mas atomos de longitud. Las cadenas de carbono de los
enlazadores pueden contener heteroatomos (p. €j., nitrégeno, oxigeno, azufre, etc.).

Las entidades o los dominios unidos por enlazadores pueden incluir, entre otros,
atomos, grupos quimicos, nucledsidos, nucleétidos, nucleobases, azucares, acidos
nucleicos, aminoacidos, péptidos, proteinas, complejos de proteinas, cargas, agentes
terapéuticos y etiquetas detectables. Los enlazadores pueden utilizarse para multiples
propésitos, que incluyen, entre otros, la formacién de multimeros o conjugados. Por
ejemplo, los compuestos contemplados en la presente divulgacion incluyen aquellos que
comprenden mas de un agente de direccionamiento y/o mas de una carga. Por ejemplo, un
péptido ciclico descripto en el presente documento puede comprender mas de un quelante
y, por lo tanto, mas de un radionuclido. Como otro ejemplo, una construccién descripta en el
presente documento puede comprender mas de uno de los péptidos ciclicos de
direccionamiento descriptos en el presente documento.

Los enlazadores pueden incluir elementos escindibles, por ejemplo, enlaces de
disulfuro (-S—S-) o enlaces de azo (-N=N-), que pueden escindirse mediante agentes
reductores o fotdlisis. Los enlaces selectivamente escindibles pueden incluir enlaces de
amido, que pueden escindirse, por ejemplo, mediante fotdlisis o utilizando tris(2—
carboxietil)fosfina (TCEP) u otros agentes reductores. Los enlaces selectivamente
escindibles pueden incluir enlaces de éster, que pueden escindirse, por ejemplo, mediante
hidrolisis acida o basica.

Los enlazadores pueden incluir, entre otros, enlazadores sensibles al pH,
enlazadores peptidicos escindibles por proteasas, enlazadores de acidos nucleicos
sensibles a nucleasas, enlazadores lipidicos sensibles a lipasas, enlazadores de
carbohidratos sensibles a glicosidasas, enlazadores sensibles a la hipoxia, enlazadores
fotoescindibles, enlazadores termolabiles, enlazadores escindibles por enzimas (p. €.,
enlazador escindible por esterasa), enlazadores sensibles al ultrasonido y enlazadores

escindibles por rayos X.
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Tal como se utiliza en el presente documento, el término "espinazo peptidico"
consiste en unidades de repeticion de un grupo amino, un carbono a y un grupo carbonilo
(p. €., -NH,—CH-C(O-)).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "modulacién” se refiere a la
regulacion ascendente (es decir, activacion o estimulacién) o a la regulacién descendente
(es decir, inhibicién o supresion) de una respuesta, o a ambas en combinacién o por
separado. La modulacién se compara generalmente con un valor inicial o de referencia que
puede ser interno o externo a la entidad tratada.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "paciente" se refiere a un
sujeto que busca tratamiento, necesita tratamiento, requiere tratamiento, recibe tratamiento,
espera tratamiento o que esta bajo el cuidado de un profesional capacitado (p. €j.,
colegiado) para una enfermedad, un trastorno o una afeccion en particular. Los pacientes
pueden incluir cualquier organismo. Los tratamientos para pacientes pueden incluir, entre
otros, tratamientos experimentales, diagndsticos, profilacticos y/o terapéuticos. Los
pacientes tipicos incluyen, sin limitacién, animales (por ejemplo, mamiferos tales como
ratones, ratas, conejos, primates no humanos y humanos).

Como se usa en el presente documento, el término "composicién farmacéutica" se
refiere a una composicién que comprende por lo menos un ingrediente activo en una forma
y en una cantidad que permiten que el ingrediente activo sea terapéuticamente eficaz. La
composicion farmacéutica facilita la administracion del compuesto a un paciente o sujeto.
Existen multiples técnicas de administracién de compuestos en la técnica, que incluyen, sin
limitacion, la administracién intravenosa, oral, en aerosol, parenteral, oftalmica, pulmonary
toépica.

Como se usa en el presente documento, el término "portador farmacéuticamente
aceptable" se refiere a un material, una composicion o un portador farmacéuticamente
aceptable, tal como un relleno liquido o sdlido, un estabilizador, un agente dispersante, un
agente de suspension, un diluyente, un excipiente, un agente espesante, un solvente o un
material encapsulante, que esta involucrado en la portacién o el transporte de un compuesto
util segun la divulgacién dentro o hacia el paciente, de modo que pueda realizar su funcion
prevista. Tipicamente, estas construcciones son portadas o transportadas de un 6érgano o
parte del cuerpo a otro érgano o parte del cuerpo. Cada portador debe ser "aceptable" en el
sentido de ser compatible con los demas ingredientes de la formulacion, incluido el
compuesto util dentro de la divulgacién, y no perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos
de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen:
azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y
almidén de papa; celulosa y sus derivados, tales como carboximetil celulosa sédica, etil

celulosa y acetato de celulosa; goma de tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
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excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como
aceite de mani, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite
de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales
como glicerol, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato
de etilo; agar; agentes tampodn, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio;
agentes tensioactivos; acido alginico; agua libre de pirégenos; solucion salina isotonica;
solucion de cloruro sédico compuesta; alcohol etilico; soluciones tampdn de fosfato; y otras
sustancias compatibles y no tdxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "portador
farmacéuticamente aceptable" también incluye todos los recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes retardantes de la absorcion y similares que sean
compatibles con la actividad del compuesto util en la presente divulgacion y fisiolégicamente
aceptables para el paciente. También se pueden incorporar en las composiciones
compuestos activos complementarios. El "portador farmacéuticamente aceptable" puede
incluir ademas una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto descripto en el
presente documento. Otros ingredientes adicionales que pueden incluirse en las
composiciones farmaceéuticas son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en
Remington's Pharmaceutical Sciences (Genaro, Ed., Mack Publishing Co., 1985, Easton,
PA), que se incorpora al presente documento por referencia.

El término "farmacéuticamente aceptable", como se utiliza en este documento, se
refiere a compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que, dentro del
alcance del sdlido criterio médico, son adecuados para su uso en contacto con los tejidos de
seres humanos y animales, sin excesiva toxicidad, irritacién, respuesta alérgica u otro
problema o complicacion, acorde con una relacién beneficio/riesgo razonable (por ejemplo,
de acuerdo con las directrices de las agencias gubernamentales u otros organismos
reguladores, por ejemplo, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU.).

La frase "excipiente farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a cualquier ingrediente distinto de los agentes activos (p. ej., como se
describe en el presente documento) presente en una composicion farmacéutica y que posee
las propiedades de ser sustancialmente no téxico y no inflamatorio en un paciente.

Como se usa en el presente documento, el término "sal farmacéuticamente
aceptable" se refiere a derivados de los péptidos ciclicos divulgados, en los que el
compuesto original se modifica mediante la conversion de un resto acido o basico existente
a su forma salina. En algunas formas de realizacién, se pueden modificar los grupos de
aminoacidos de la cadena lateral del péptido ciclico (R R', R?, R3, R4, etc.). Ejemplos de
sales farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion, sales de acidos minerales u

organicos de residuos basicos, tales como aminas; sales alcalinas u organicas de residuos
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acidos, tales como acidos carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables
de la presente divulgacion incluyen las sales no toxicas convencionales del compuesto
original formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u organicos no toxicos. Las
sales farmacéuticamente aceptables de la presente divulgacion pueden sintetizarse a partir
del compuesto original, que contiene un resto basico o acido, mediante métodos quimicos
convencionales. Generalmente, estas sales pueden prepararse haciendo reaccionar las
formas acidas o basicas libres de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la
base o el acido apropiado en agua, en un solvente organico, o en una mezcla de ambos;
generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol,
isopropanol o acetonitrilo. En algunas formas de realizacion, la sal farmacéuticamente
aceptable comprende el cation o anién farmacéuticamente aceptable correspondiente. La
frase "sal farmacéuticamente aceptable" no se limita a una monosal o sal 1:1. Por ejemplo,
"sal farmacéuticamente aceptable" también incluye bis—sales, como la sal de bis—
clorhidrato. Se pueden encontrar listados de sales adecuadas en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 17.2 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag.
1418, y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977), cada uno de los cuales se
incorpora al presente documento por referencia en su totalidad.

Como se usa en el presente documento, el término "muestra” o "muestra biolégica"
se refiere a un subconjunto de sus tejidos, células o partes componentes (p. €j., liquidos
corporales, que incluyen, entre otros, sangre, suero, plasma, moco, liquido linfatico, liquido
sinovial, liquido cefalorraquideo, saliva, liquido amniético y orina). Las muestras pueden
incluir ademas un homogeneizado, lisado o extracto preparado a partir de un organismo
completo o un subconjunto de sus tejidos, células o partes componentes, o una fraccion o
porcién de los mismos, que incluyen, sin limitacién, plasma, suero, liquido cefalorraquideo,
liquido linfatico, las secciones externas de la piel, los tractos respiratorio, intestinal y
genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células sanguineas, tumores y 6rganos. Las muestras
también pueden referirse a un medio, tal como un caldo nutritivo o un gel, que puede
contener componentes celulares u otros materiales biolégicos, tales como proteinas (por
ejemplo, anticuerpos) o moléculas de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a cualquier
entidad a la que se aplica o se relaciona un proceso o actividad particular. Los sujetos
pueden incluir cualquier organismo. Los sujetos tipicos incluyen, entre otros, animales (p.
ej., mamiferos tales como ratones, ratas, conejos, primates no humanos y humanos) y/o
plantas.

Como se usa en el presente documento, el término "diana/objetivo" se refiere a un
objeto o una entidad que sera afectado por una accion, o se refiere a la actividad asociada

con un agente dirigido al objeto o a la entidad (p. €j., un agente que "se dirige" a un objeto o
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a una entidad). En algunas formas de realizacion, las dianas se refieren a antigenos,
epitopos u otras estructuras a las que se unen anticuerpos u otros compuestos, o que se
seleccionan y/o se usan en el disefio, desarrollo o aislamiento de anticuerpos especificos
para antigenos u otros compuestos. Las dianas pueden incluir estructuras moleculares que
incluyen, sin limitacion, acidos nucleicos, péptidos, proteinas, haptenos, receptores,
carbohidratos, glicanos, enzimas, lipidos, células y fragmentos o complejos de cualquiera de
los anteriores.

Cuando se utiliza para referirse a la actividad de un agente dirigido a objetos o
entidades, el término "diana" puede emplearse para describir la actividad de union de
agentes (p. €j., anticuerpos o estructuras relacionadas) con dichos objetos o entidades (p.
ej., antigenos o epitopos). Por ejemplo, se puede decir que un anticuerpo que se une a un
antigeno especifico "se dirige" o "esta dirigido/direccionado" a ese antigeno particular. De
igual manera, se puede decir que un compuesto (p. €j., una construccién de
direccionamiento) que exhibe actividad (p. ej., actividad terapéutica o citotdxica) hacia una
célula o un tejido especifico "se dirige" a la célula o al tejido.

Las dianas pueden incluir células (denominadas en este documento "células diana").
Las células diana pueden estar presentes in vivo o in vitro. Las células diana pueden incluir,
por ejemplo, células sanguineas, células linfaticas, células que recubren el tubo digestivo,
tal como la mucosa oral y faringea, células que forman las vellosidades del intestino
delgado, células que recubren el intestino grueso, células que recubren el sistema
respiratorio (fosas nasales/pulmones) de un animal, células dérmicas/epidérmicas, células
de la vagina y el recto, células de érganos internos, células de la placenta y células de la
barrera hematoencefalica. En algunas formas de realizacion, las células diana pueden ser
células cancerosas, que incluyen, entre otras, las que se encuentran en leucemias o
tumores (p. ej., tumores de cerebro, pulmon (de células pequenas y no pequenas), ovario,
préstata, mama y colon, asi como otros carcinomas y sarcomas). En aun otras formas de
realizacion, las células diana pueden formar parte de un tejido. Los tejidos con células diana
u otras estructuras diana se denominan en el presente documento tejidos diana/objetivo.
Los tejidos diana u objetivo pueden incluir, entre otros, tejidos neuronales, tejidos
intestinales, tejidos pancreaticos, tejidos hepaticos, tejidos renales, tejidos de prostata,
tejidos ovaricos, tejidos pulmonares, tejidos de la médula 6sea y tejidos mamarios.

Como se usa en el presente documento, el término "sitio diana" se refiere a una
region precisa sobre o dentro de una diana sobre la que actua un efector determinado. Los
sitios diana pueden ser regiones o epitopos precisos reconocidos por anticuerpos o
compuestos. En algunas formas de realizacion, los sitios diana pueden residir

exclusivamente en uno 0 mas monémeros de estructuras poliméricas (p. €j., acidos
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nucleicos, péptidos, polisacaridos, etc.). Los sitios diana pueden formarse mediante uniones
o regiones de superposicion entre dos o0 mas monémeros o compuestos.

Como se usa en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente
eficaz/efectiva" se refiere a una cantidad de un agente que se va a suministrar y que es
suficiente, cuando se administra a un sujeto que padece o es sensible a una enfermedad,
un trastorno o una afeccién, para tratar, mejorar los sintomas, diagnosticar, prevenir y/o
retrasar la aparicion de la enfermedad, el trastorno o la afeccion.

Como se usan en el presente documento, los términos "tratar", "tratamiento" y
similares se refieren a cualquier accién adoptada para aliviar o paliar procesos patolégicos.
En relacién con cualquiera de las indicaciones terapéuticas aqui descriptas, los términos
"tratar", "tratamiento” y similares significan aliviar o paliar por lo menos un sintoma asociado
con dichas indicaciones, o ralentizar o revertir la progresion o la progresién anticipada de
dichas indicaciones.

Como se usa en este documento, el término "prevenir" o "prevencion” significa que
no se ha producido ningun desarrollo de trastorno o enfermedad, o que no se ha producido
ningun desarrollo adicional de trastorno o enfermedad, si ya se ha producido el desarrollo
de la enfermedad o el trastorno. También se considera la capacidad de prevenir algunos o
todos los sintomas asociados con el trastorno o la enfermedad.

Como se usa en este documento, el término "poner en contacto" se refiere a la union
de los restos indicados en un sistema in vitro o en un sistema in vivo. Por ejemplo, "poner en
contacto" una célula con un compuesto incluye la administracion de un compuesto de la
presente invencién a un individuo, sujeto o paciente, tal como un ser humano, asi como, por
ejemplo, la introduccion de un compuesto en una muestra que contiene una preparacion
purificada que contiene la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "célula" se refiere a una célula in
vitro, ex vivo o in vivo. En algunas formas de realizacién, una célula ex vivo puede formar
parte de una muestra de tejido extirpada de un organismo, tal como un mamifero. En
algunas formas de realizacién, una célula in vitro puede ser una célula en un cultivo celular.
En algunas formas de realizacion, una célula in vivo es una célula que vive en un
organismo, tal como un mamifero.

Como se usa en el presente documento, el término "tumor" se refiere a un grupo de
células que se forman en tejido sélido como resultado del crecimiento y la division celulares
anormales. Los tumores benignos o "no cancerosos" permanecen aislados, mientras que
los tumores malignos o "cancerosos" incluyen células capaces de proliferar a los tejidos
circundantes.

Como se usa en el presente documento, el término "célula tumoral" se refiere a una

célula asociada a un tumor o derivada de un tumor. Las células tumorales benignas o "no
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cancerosas" permanecen asociadas a los tumores, mientras que las células tumorales
malignas o "cancerosas" son capaces de proliferar a los tejidos circundantes.
Tal como se utilizan en este documento, las siguientes abreviaturas estan definidas

por las estructuras en la Tabla F.

Tabla F.
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V. Equivalentes y alcance.

Si bien en la presente divulgaciéon se han mostrado y descripto en detalle diversas
formas de realizacion de la divulgacion, los expertos en la técnica comprenderan que se
pueden realizar diversos cambios en la forma y los detalles sin apartarse del espiritu y el
alcance de las formas de realizacion descriptas en el presente documento y establecidas en
las reivindicaciones adjuntas.

Los expertos en la técnica reconoceran o podran determinar, mediante
experimentacion rutinaria, numerosos equivalentes a las formas de realizacion especificas
descriptas en el presente documento. El alcance de la presente divulgacion no se limita a la
descripcién anterior, sino que se establece en las reivindicaciones adjuntas.

En las reivindicaciones, los articulos tales como "un", "una" y "el/la/los/las" pueden
significar uno o mas de uno, a menos que se indique lo contrario o resulte evidente del
contexto. Las reivindicaciones o descripciones que incluyan "o" entre uno 0 mas miembros
de un grupo se consideran satisfechas si uno, mas de uno o todos los miembros del grupo
estan presentes, se emplean, o son de otro modo pertinentes para un producto o proceso
determinado, a menos que se indique lo contrario o resulte evidente del contexto. La
divulgacion incluye formas de realizacién en las que exactamente solo un miembro de un
grupo esta presente, se emplea, o es de otro modo pertinente para un producto o proceso
determinado. La divulgacion incluye formas de realizacion en las que mas de uno, o todos
los miembros del grupo, estan presentes, se emplean, o son de otro modo pertinentes para
un producto o proceso determinado.

Se observa también que el término "que comprende" es abierto y permite, pero no
exige, la inclusion de elementos o pasos adicionales. Cuando se utiliza el término "que
comprende" en el presente documento, los términos "que consiste en" y "o que incluye"
también quedan abarcados y divulgados.

Cuando se proporcionan rangos, se incluyen los puntos finales. Ademas, debe
entenderse que, a menos que se indique lo contrario o resulte evidente del contexto y la
comprension de un experto en la técnica, los valores expresados como rangos pueden
asumir cualquier valor o subrango especifico dentro de los rangos indicados en diferentes
formas de realizacion de la divulgacién, hasta la décima de unidad del limite inferior del
rango, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Ademas, debe entenderse que cualquier forma de realizacion particular de la
presente divulgacion que se encuentre dentro del estado de la técnica puede excluirse
explicitamente de cualesquiera una o mas de las reivindicaciones. Dado que dichas formas
de realizacion se consideran conocidas por los expertos en la técnica, pueden excluirse
incluso si la exclusién no se establece explicitamente en el presente documento. Cualquier

forma de realizacién particular de las composiciones divulgadas en el presente documento
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puede excluirse de cualesquiera una o mas de las reivindicaciones, por cualquier motivo,
esté o no relacionada con la existencia del estado de la técnica.

Todas las fuentes citadas, por ejemplo, referencias, publicaciones, bases de datos,
entradas de bases de datos y la técnica citada en el presente documento, se incorporan en
esta solicitud por referencia, incluso si no se indica expresamente en la cita. En caso de
contradiccion entre las declaraciones de una fuente citada y la presente solicitud,
prevalecera la declaracion de la presente solicitud.

Los encabezados de las secciones y las tablas no pretenden ser limitativos.

EJEMPLOS
Los compuestos y métodos divulgados en el presente documento se ilustran con
mas detalle mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitativos.
La practica de la presente divulgacion empleara, a menos que se indique lo contrario,
técnicas convencionales de sintesis organica, biologia celular, cultivo celular y biologia
molecular, que estan dentro del conocimiento de la técnica.

Reactivos — Abreviaturas.

ACN (o MeCN): Acetonitrilo

Ac20: Anhidrido acético

AcOH: Acido acético

Boc: Ter—butoxi—carbonilo

DCM: Diclorometano

DIC: N,N'-Diisopropilcarbodiimida

DIPEA: N,N-Diisopropiletilamina

DMF: N,N-Dimetilformamida

DMSO: Dimetil sulfoxido

Et,O: Dietil éter

Fmoc: Fluorenilmetiloxicarbonilo

HATU: 2—(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin—3—il}-1,1,3,3—tetrametilisouronio
HOBt: 1-Hidroxibenzotriazol

MeOH: Metanol

Mpe: 3—Metilpentan—3—il

MTBE: Metil-ter—butil—-éter

NMP: N-Metil-2—Pirrolidona

Oxima (u OxymaPure): Etil cianohidroxiiminoacetato

Dde: 1-(4,4—dimetil-2,6—dioxociclohexilideno)etilo

TFA: Acido trifluoroacético

TIPS: Triisopropilsilano

Cp*RuClI(PPhs).: Cloro(pentametilciclopentadienil)bis(trifenilfosfina)rutenio(ll)
Grubbs2: (1,3-Dimesitilimidazolidin—2—ilideno)(triciclohexilfosfina)bencilideno rutenio
dicloruro

Aminoacidos y bloques de construccion.
° Na—(((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)-1—(ter—butoxicarbonil -L—triptéfano (W)
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. (((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil}-L—treonina (T)

° (((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)-L—isoleucina (1)

. N—(((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)—-S—tritil—L—cisteina (C)

. acido (S)-2—((((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)-3—(tritilamino)propanoico (N)
. Na—(((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)-Np—(ter—butoxicarbonil)-L—histidina (H)

o acido (S)-2—((((9H—-fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)—4—((3—metilpentan—3—il)oxi)—
4—oxobutanoico (D)

. (((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)-L—prolina (P)

° N2—(((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)-N6—(1-(4,4—dimetil-2,6—
dioxociclohexilideno)etil)-L—lisina (K(Dde))

o N2—(((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)-N6—(1—(4,4—dimetil-2,6—
dioxociclohexilideno)etil)-D-lisina (D—Lys(Dde))

. N2—(((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil}-N6—(ter—butoxicarbonil}-D-lisina (D—
Lys(Boc))

. acido (S)-2—((((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)-3—(naftalen—2—il)propanoico
(2Nal)

. acido 2—(4,7,10-tris(2—(ter—butoxi)—2—oxoetil)-1,4,7,10—tetraazaciclododecan—1—
ilJacético (DOTA(tBu)z)

o acido 2,2',2"—(10—(2—((2,5—dioxopirrolidin—1—il)oxi)—-2—oxoetil)-1,4,7,10—
tetraazaciclododecano—1,4,7—triil)triacético (DOTA-NHS)

o acido (S)—4—((((9H-fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)—6,6—dimetil-5—
oxoheptanoico (gE)

. acido 3—((ter—butoxicarbonil)amino)propanoico (Boc—betaAla)

. acido (S)—2—((((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)pent—4—enoico (AlilG)

. acido (S)-2—((((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)-3—azidopropanoico (DapNs)
. acido (S)-2—((((9H—fluoren—9—il)metoxi)carbonil)amino)pent—4—inoico (Pra)

Ejemplo 1. Preparacion de construccion de direccionamiento.

Una construccion de direccionamiento se prepara combinando un resto de
direccionamiento con una carga. El resto de direccionamiento incorpora secuencias
peptidicas especificas para un antigeno de célula cancerosa seleccionado de DLL3. La
carga incluye un agente radiactivo que incluye un radioisétopo. El resto de direccionamiento
y la carga se combinan mediante un enlazador.

En algunas formas de realizacion, los quelantes DOTA pueden unirse a los restos de
direccionamiento de péptidos ciclicos segun el siguiente método general.

Sintesis general de péptidos para SEQ ID NO: 3-89 (escala de 0,1 mmol):

Los péptidos se sintetizaron utilizando el sintetizador de péptidos de microondas
CEM Liberty Blue. Se utilizaron la quimica estandar de Fmoc y los acoplamientos con resina
de amida ProTide Rink (0,19 g/mmol).

Paso 1. Desproteccion: Se afiadié piperidina al 20 % en DMF (3 mL, 75 equiv.) ala
resina, y la mezcla se calent6 hasta 90°C durante 1 minuto. A continuacion, la resina se

lavé con 4 mL de DMF 4 veces.
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Paso 2. Doble acoplamiento: Se anadieron al recipiente de reaccion de microondas
el aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.) en DMF (0,2 M), DIC (10 equiv.) en DMF (1 M)
y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1 M). (El aminoacido también se denomina aqui "AA"). A
continuacion, se calento el recipiente de reaccion del microondas a 90°C durante 4 minutos
y luego se drend. Al recipiente de reaccion se le anadieron aminoacido protegido con Fmoc
(5 equiv.) en DMF (0,2 M), DIC (10 equiv.) en DMF (1 M) y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1
M). A continuacién, el recipiente de reaccion del microondas se calent6 a 90°C durante 4
minutos y luego se drend.

Paso 3. Se repitieron los pasos 1y 2 para los aminoacidos restantes, de acuerdo
con la Tabla 4 (Acoplamientos Nros. 2—-12).

Paso 4. Acoplamiento simple DOTA (Acoplamiento Nro. 13): Se utilizé el protocolo
de desproteccion normal (Paso 1) para eliminar el grupo Fmoc del AA Nro. 12. Se afadieron
al recipiente de reaccion del microondas acido 2—(4,7,10-tris(2—(ter—butoxi)—2—oxoetil)—
1,4,7,10-tetraazaciclododecan—1-il)acético (5 equiv.) en DMF (0,2 M), DIC (10 equiv.) en
DMF (1 M) y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1 M). A continuacion, se calento el recipiente
de reaccion del microondas a 50°C durante 10 minutos y luego se drend.

Paso 5. Bloqueo (Acoplamiento Nro. 14; si no hay quelante DOTA adherido): Se
utilizé el protocolo de desproteccion normal (Paso 1) para eliminar el grupo Fmoc en el AA
Nro. 12. Después de los cuatro lavados con DMF, se anadieron 2,5 mL de Ac;O al 10 % en
DMF al recipiente de reaccion del microondas, y se calenté a 65°C durante 2 minutos. La

resina se lavo cuatro veces con 4 mL de DMF.

Tabla 4.

::::plamiento Materiales Reactivos de acoplamiento

1 Fmoc—AA No. 1 (5 equiv.) Sécji\(:)o equiv.) y OxymaPure (5
2 Fmoc—AA No. 2 (5 equiv.) Sc'ﬁi \(/.1)0 equiv.) y OxymaPure (5
3 Fmoc—AA No. 3 (5 equiv.) Sé‘ji \(/.1)0 equiv.) y OxymaPure (5
4 Fmoc—AA No. 4 (5 equiv.) Scﬁ\(:)o equiv.) y OxymaPure (5
S Fmoc—AA No. 5 (5 equiv.) eD(;ii\(/?)O equiv.) y OxymaPure (5
6 Fmoc—AA No. 6 (5 equiv.) Sclﬁi\(/j)o equiv.) y OxymaPure (5
7 Fmoc—AA No. 7 (5 equiv.) ([a)(lq(ji\(/?)o equiv.) y OxymaPure (5
8 Fmoc—AA No. 8 (5 equiv.) eDc:Si \(/.1)0 equiv.) y OxymaPure (5
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9 Fmoc—AA No. 9 (5 equiv.) DIC.(10 equiv.) y OxymaPure (5
equiv.)
10 Fmoc—AA No. 10 (5 equiv.) DIC (10 equiv.) y OxymaPure (5
equiv.)
11 Fmoc—AA No. 11 (5 equiv.) DIC (10 equiv.) y OxymaPure (5
equiv.)
12 Fmoc—AA No. 12 (5 equiv.) DIC.(1O equiv.) y OxymaPure (5
equiv.)
acido 2—(4,7,10-tris(2—(ter— DIC (10 equiv.) y OxymaPure (5
13 butoxi)-2—oxoetil)-1,4,7,10— equiv.)
tetraazaciclododecan—1-il)acético
(5,00 equiv.)
14 10 % Ac20 en DMF N/A

Escision de péptido, ciclado y purificacion:

Utilizando el sistema de escisiéon de péptidos CEM Razor, la resina peptidica se
transfirié a un tubo de escision fritado, y se afiadieron 8 mL de solucién de escision
(TFA/EDT/H.O/TIS, 94/2,5/2,5/1, viviviv) a cada tubo. La resina peptidica en la solucién de
escision se calenté hasta 40°C durante 40 minutos.

Cada tubo se filtro, y el filtrado se recolectd en tubos de centrifuga.

A continuacién, el péptido se precipité con éter frio (45 mL). Los péptidos
precipitados se colocaron en una centrifuga y se dejaron centrifugar durante por lo menos
10 minutos. El éter se decanto luego de cada tubo, para dejar el péptido en el fondo. Este
proceso de precipitacion con éter se repitid.

A continuacién, el péptido se disolvié en 15 mL de MeCN/H;0 (1/1, v/v), y se afadio
gota a gota 0,1 M de |; en MeOH hasta que persistio el color amarillo. La mezcla se agit6 a
20°C durante 10 minutos. La reaccion se extinguié anadiendo Na;S;03; 0,1 M gota a gota
hasta que desaparecio el color amarillo. A continuacion, la solucion de reaccion se
concentré a presion reducida. El péptido crudo ciclado se disolvié luego en 2 mL de DMSO
para su purificacion.

El péptido crudo en DMSO se purificod directamente mediante HPLC preparativa
(condicion acida, TFA), seguida de liofilizacién para obtener el producto.

Condiciones de purificacion:

Condicion de purificaciéon

Condicioén de
Disolucion en DMSO

disolucién
Instrumento Waters

_ A: H20 (0,1 % TFA)
Fase movil

B: CHsCN (0,1 % TFA)
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Gradiente Gradiente variable — Determinado por QC crudo
Columna prep. XBridge BEH C18 OBD Prep Column, 130A, 5 ym,
Columna
19 mm X 100 mm
Caudal 24 mL/min.
Longitud de onda 220/254 nm
Temp. horno Temperatura ambiente

Ejemplo 2. Protocolos de sintesis.
Procedimiento de sintesis A.

Ejemplo: Comp. Nro. 1
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Comp. #1

Sintesis de péptido en fase sélida:

El péptido se sintetizé mediante la sintesis estandar de péptidos en fase sdlida
(SPPS) utilizando la quimica Fmoc/t—Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
ProTide Rink (escala 0,1 mmol, 0,19 g/mmol) en el sintetizador de péptidos de microondas
CEM Liberty Blue.

La desproteccion de Fmoc se realizé anadiendo piperidina al 20 % (v/v) en DMF (3
mL) a la resina, y la mezcla se calent6 hasta 90°C durante 1 minuto. A continuacion, la
resina se lavo con DMF cuatro veces.

Acoplamiento de amida: Se afadieron al recipiente de reaccién del microondas el
aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1 M) y OxymaPure (5
equiv.) en DMF (1 M). A continuacion, el recipiente de reaccién de microondas se calenté
hasta 90°C durante 4 minutos y luego se drend. Para los acoplamientos dobles, este
proceso se repitié dos veces.

Se realizaron ciclos de desproteccion de Fmoc y dobles acoplamientos para todas

las posiciones.
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La acetilacion N—terminal se realizé durante 2 minutos a 65°C bajo irradiacion de
microondas con 2,5 mL de una solucion de Ac;O en DMF al 10 % v/v. La resina se lavo
luego cuatro veces con 4 mL de DMF.

Al finalizar el ensamblaje, la resina se lavé con DMF y DCM.

Escision de péptido, ciclado y purificacion:

El péptido se escindié de la resina utilizando 8 mL de solucion de escision
(TFA/DODT/H.O/TIS, 92,5/2,5/2,5/2,5, viviviv) durante 30 minutos a 40°C utilizando el
sistema de escision de péptidos CEM Razor. La resina luego se filtrd, y el péptido se
precipitd con éter frio (45 mL). Los péptidos precipitados se colocaron luego en una
centrifuga y se dejaron centrifugar durante por lo menos 5 minutos. El éter se decantd, para
dejar el péptido en el fondo del tubo de centrifuga. Este proceso de precipitacion con éter
luego se repitid.

El péptido entonces se disolvié en 15 mL de MeCN/H,O (1/1, v/v), y se anadi6 gota a
gota 0,1 M de I, en MeOH hasta que persistio el color amarillo. La mezcla se agité a 20°C
durante 10 minutos. La reaccion se extinguié afadiendo gota a gota 0,1 M de Na,;S,0;
hasta que desaparecio el color amarillo. La solucién de reaccién se concentrd a presion
reducida. El péptido ciclado crudo se disolvié en 2 mL de DMSO para su purificacion.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC preparativa utilizando una columna
Waters XBridge C18 (100 x 19 mm, 5 um OBD). Fase mévil A: H,O + 0,1 % de TFA, fase
movil B: ACN + 0,1 % de TFA. Se utilizo el siguiente gradiente de eluyente B: 20 % B de 0—
0,5 min; 20—40 % B de 0,5-14 min; 40-95 % B de 14—15 min; sostenido a 95 % B de 15-17
min; 20 % B de 17-18 minutes. Temperatura de columna: ambiente. Caudal: 24 mL/minuto.

Las fracciones recolectadas se liofilizaron para obtener el producto deseado.
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Procedimiento E.

Ejemplo: Comp. Nro. 254.
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Comp. #254

Sintesis de péptido en fase sélida.

5 El péptido se sintetizé mediante la sintesis estandar de péptidos en fase sdlida
(SPPS) utilizando la quimica Fmoc/t—Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
ProTide Rink (escala 0,1 mmol, 0,19 g/mmol) en el sintetizador de péptidos de microondas
CEM Liberty Blue. La desproteccion de Fmoc se realiz6 afiadiendo piperidina al 20 % (v/v)
en DMF (3 mL) a la resina, y la mezcla se calent6 a 90°C durante 1 minuto. A continuacion,

10 laresina se lavo con DMF cuatro veces.
Acoplamiento de amida: Se afiadieron al recipiente de reaccion del microondas el
aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1 M) y OxymaPure (5
equiv.) en DMF (1 M). A continuacién, el recipiente de reaccién del microondas se calenté a
90°C durante 4 minutos y se drend. Para los acoplamientos dobles, este proceso se repitid
15  dos veces.
Se realizaron ciclos de desprotecciéon de Fmoc y dobles acoplamientos para todas
las posiciones excepto DOTA(tBu)s.
La acetilacion N—terminal se realizé durante 2 minutos a 65°C bajo irradiacién de
microondas con 2,5 mL de una solucion al 10 % v/v de Ac,O en DMF. A continuacion, la

20 resina se lavo cuatro veces con 4 mL de DMF.
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Desproteccién ortogonal para eliminar Dde de L-Lys: Al finalizar el ensamblaje, se
afadieron al recipiente de reaccion del microondas 4 mL de una solucién de monohidrato de
hidrazina al 2 % en DMF, que se mezclé a temperatura ambiente durante 30 minutos. A
continuacion, la resina se lavo seis veces con 4 mL de DMF.

DOTA se incorporé utilizando las condiciones de triple acoplamiento: Se afiadieron
al recipiente de reaccion del microondas DOTA(tBu)s (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1
M)y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1 M). Este proceso se repitio tres veces.

Al finalizar el ensamblaje, la resina se lavé con DMF y DCM.

Escisién de péptido, ciclado y purificacién:

El péptido se escindié de la resina utilizando 8 mL de solucién de escisiéon
(TFA/DODT/H,OITIS, 92,5/2,5/2,5/2,5, viviviv) durante 30 minutos a 40°C con el sistema de
escision de péptidos CEM Razor. A continuacién, se filtrd la resina, y se precipitd el péptido
con éter frio (45 mL). Los péptidos precipitados se colocaron en una centrifuga y se dejaron
centrifugar durante por lo menos 5 minutos. Se decanto el éter, para dejar el péptido en el
fondo del tubo de centrifuga. Este proceso de precipitacion con éter luego se repitio.

El péptido se disolvio luego en 15 mL de MeCN/H,0 (1/1, v/v), y se ahadié gota a
gota 0,1 M de |, en MeOH hasta que persistio el color amarillo. La mezcla se agité a 20°C
durante 10 minutos. La reaccién se extinguié afiadiendo gota a gota Na,S,0; 0,1 M hasta
que desaparecio el color amarillo. A continuacion, la solucion de reaccién se concentr6 a
presion reducida. El péptido crudo ciclado se disolvié en 2 mL de DMSO para su
purificacion.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC preparativa utilizando una columna
Waters XBridge C18 (100 x 19 mm, 5 ym OBD). Fase mévil A: H,O + 0,1 % TFA, fase movil
B: ACN + 0,1 % TFA. Se utilizd el siguiente gradiente de eluyente B: 20 % B de 0-0,5 min;
20-40 % B de 0,5-14 min; 40-95 % B de 14—15 min; sostenido a 95 % B de 15-17 min; 20
% B de 17-18 minutos. Temperatura de la columna: ambiente. Caudal: 24 mL/min. Las
fracciones recolectadas se liofilizaron para obtener el producto deseado.

Procedimiento general H.

Paso A.

El péptido se sintetizé mediante la sintesis estandar de péptidos en fase sdlida
(SPPS) utilizando la quimica Fmoc/t—Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
Rink MBHA (100 umol, malla 100-200; carga de 0,42 mmol/g) en el sintetizador de péptidos
de microondas CEM Liberty Blue (CEM Inc.). Durante el ensamblaje del péptido en fase
sélida, los grupos protectores de la cadena lateral fueron: ter—butilo, para T; tritilo, para C y

N; Boc para W y 3—(4—piperidinil)-Ala; Mpe para D, Dde para Lys.
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Todos los aminoacidos se disolvieron en una concentracion de 0,2 M en DMF. Las
reacciones de acilacion se llevaron a cabo durante 2 minutos a 90°C bajo irradiacion de
microondas con un exceso de 4 veces de aminoacidos activados sobre los grupos amino
libres de resina. Los aminoacidos se activaron con cantidades equimolares de una solucién
1 M de DIC en DMF y una soluciéon 1 M de Oxima en DMF.

Se realizaron reacciones de doble acilacion para T2, N6 y W1,

La acetilacion N—terminal se realizé durante 2 minutos a 65°C bajo irradiacién de
microondas con una solucion al 10 % v/v de Ac,O en DMF.

Al finalizar el ensamblaje, se percol6 sobre la resina una solucion al 3 % de
monohidrato de hidrazina en DMF (50 mL) durante 15 minutos para eliminar selectivamente
el grupo protector Dde de la Lys.

La derivacion de la cadena lateral de la lisina se realiz6 utilizando los aminoacidos
protegidos con Fmoc correspondientes y DOTA(tBu)s. La acilacion se realizé utilizando una
solucién equimolar de acido, DIC y HOBt (3 Eq, 1:1:1) en NMP a temperatura ambiente, y la
acilacion completa se monitorizé mediante la prueba de ninhidrina. La desproteccion de
Fmoc se realizé utilizando una solucién al 20 % de piperidina en DMF, a temperatura
ambiente (2 x 5 min).

Al finalizar el ensamblaje, la resina se lavdé con DMF, DCM y Et,0. El péptido se
escindio del soporte sélido utilizando 20 mL de solucion de TFA (v/v: 87,5 % TFA, 5 % H,0,
2,5 % TIPS, 5 % fenol) durante aproximadamente 4 horas a temperatura ambiente. A
continuacion, la resina se filtrd, se concentrd a alrededor de 4 mL y se precipité en MTBE
frio (40 mL). Luego de la centrifugacion, los pellets de péptido se lavaron con Et,0 frio
fresco para eliminar los depuradores organicos. El proceso se repitié dos veces. Los pellets
finales se secaron, se resuspendieron en H,O y ACN 1:1 y se agitaron durante la noche. A
continuacion, se liofilizaron para obtener el péptido lineal crudo.

Paso B.

El péptido lineal crudo del Paso A se disolvié en H,O/ACN (1 mg/mL). Se anadio
yodo (solucion saturada en AcOH) hasta que persistiod el color amarillo. Se agité a
temperatura ambiente durante 5 minutos, se extinguié con acido ascérbico y se liofilizé. El
péptido crudo se purificé mediante HPLC de fase reversa utilizando una columna
preparativa Waters XBridge C18 (250 x 50 mm, 130 A, 5 um). Fase moévil A: H,O + 0,1 % de
TFA; fase movil B: ACN + 0,1 % de TFA. Se utilizé el siguiente gradiente de eluyente B: 20
% B a 20 % B en 5 minutos, a 35 % B en 25 minutos; caudal: 80 mL/min, longitud de onda

214 nm. Las fracciones recolectadas se liofilizaron para obtener el producto deseado.
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Procedimiento J.

Ejemplo: Comp. Nro. 377
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Comp. #377

Sintesis de péptido en fase sélida (SPPS).

El péptido representativo se sintetiz6 manualmente utilizando la quimica estandar de
Fmoc a una escala de 0,2 mmol.

Para la sintesis, se utilizo resina Rink de Amida Metilamina (0,15 mmol, 0,40 g, 0,37
mmol/g). La resina se dej6 reposar en DMF (5 mL) durante 2 horas en atmdsfera de
nitrdgeno a temperatura ambiente. Se drené el sobrenadante, y la resina se lavé con DMF
(3 x 3 mL, 30 segundos cada vez)

La desproteccién de Fmoc se realizé afiadiendo piperidina al 20 % (v/v) en DMF (10
mL) a la resina durante 15 minutos, seguido de un lavado con DMF (5 x 10 mL, 30
segundos cada vez)

El acoplamiento de la amida se realizé con aminoacido protegido con
Fmoc/HATU/DIPEA (3, 2,85 y 6 equiv., respectivamente) a temperatura ambiente en
atmosfera de nitrogeno durante 30 minutos. Después de completar la reaccién, se drené el
sobrenadante, y la resina se lavé con DMF (5 x 10 mL, 30 segundos cada vez). La
finalizacion del acoplamiento se controlé mediante la prueba de ninhidrina.

Se repitieron los ciclos de desproteccion de Fmoc y acoplamiento de amida con los

monodmeros deseados hasta la formacion del péptido lineal completo. Durante el ensamblaje
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del péptido en fase sdlida, los grupos protectores de la cadena lateral fueron: ter—butilo para
T y D; tritilo para C y N; Boc para W y 3—(4—piperidinil)-Ala; alilo para Glu.

La acetilaciéon N—terminal se realizé en la posicion Trp'? durante 30 minutos a
temperatura ambiente con 10 mL de solucion de Ac,O/NMM/DMF (10/5/85, viviv). A
continuacion, la resina se lavd con 4 mL de DMF cuatro veces.

Desproteccion ortogonal para eliminar el alilo de Glu: Después de la acetilacion N—
terminal, se anadieron al recipiente de reaccion PhSiH; (10 equiv.) y Pd(PPh3); (0,1 equiv.)
en DCM, que se mezclé a temperatura ambiente durante 2 horas. A continuacion, la resina
se lavo con 4 mL de DMF 6 veces.

Instalacién del enlazador escindible y DOTA: Luego de la desalilacion de Glu, la
resina se traté con Fmoc—Lys— OBu (sal de HCI)/HATU/DIPEA (3, 2,85 y 6 equiv.,
respectivamente) a temperatura ambiente en atmdsfera de nitrogeno durante 30 minutos.
Después de completarse la reaccion, se drend el sobrenadante, y se lavo la resina con DMF
(5 x 10 mL, 30 segundos cada vez). Este paso de acoplamiento de amida se repitio tres
veces. La finalizacion del acoplamiento se monitorizé mediante la prueba de ninhidrina. A
continuacion, se instalaron Val, Met, AmBz (acido 4—(aminometil)benzoico) y DOTA(tBu);
en las condiciones de acoplamiento simple descriptas anteriormente.

Escision del péptido y ciclizado.

El péptido lineal unido a la resina se desprotegié y se escindi6 de la resina mediante
tratamiento con (TFA/3—-MPA/TIS/H,0, 90/5/2,5/2,5, viviv, 20 mL en total, donde 3—MPA es
acido 3—mercaptopropionico) a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego de la filtracion
de la resina, el péptido lineal crudo se precipité de la solucion de escision utilizando éter
isopropilico helado (80 mL) y se recogié mediante centrifugacién (3000 rpm, 2 min). El
péptido crudo se lavé con éter isopropilico helado (2 x 80 mL), y el residuo se seco al vacio
a temperatura ambiente durante 2 horas. El crudo se disolvié en acetonitrilo/agua (1:2, v/v,
150 mL), y se anadié gota a gota yodo en MeOH (0,1 M) a temperatura ambiente hasta que
persistio el color amarillo. La mezcla se agité durante 2 minutos mas a temperatura
ambiente. Se afiadio gota a gota tiosulfato de sodio en agua (0,1 M) hasta que desaparecio
el color amarillo. La mezcla de reaccién se liofilizé para obtener el péptido crudo.

Purificacién del Péptido.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC preparativa (Welch—Ultimate, 7 ym, XB—
C18, 50 x 250 mm) utilizando el sistema AUNO LC—-2000. Fase movil: (A) TFA al 0,075 %
en H,0O, y (B) acetonitrilo; caudal: 60 mL/min; longitud de onda UV: 220/254 nm; gradiente:
20-50 % durante 40 min; temperatura del horno: ambiente. Las fracciones con la masa
deseada (confirmada por LC/MS) se combinaron y se liofilizaron para obtener el producto

deseado en sal de TFA.
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La pureza de las fracciones se confirmé mediante UPLC. Columna: Acquity UPLC
CSH C18, 1,7 ym, 110 A, 150 x 2,1 mm. Fase movil: (A) 0,1 % de TFA en agua, y (B)
0,075 % de TFA en acetonitrilo; caudal: 0,4 mL/min; longitud de onda UV: 220 nm.
Comp. Nro. 425.
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Comp. # 425

El Comp. Nro. 381 (15 mg) se colocé en un vial de vidrio de 4 mL con una barra de
agitacion. Al vial de reaccion, se afiadié 1 mL de ACN/H,O (1:1 v/v). A la solucién de
reaccion se anadié DODT (4,8 uL, 5 equiv.), seguido de DIPEA (5,1 pL, 5 equiv.) y,
finalmente, CH,l, (9,4 uL, 20 equiv.). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2
horas y se monitore6é mediante LCMS. Una vez completada la reaccion, se extinguioé con 50
WL de TFA. El solvente se eliminé por liofilizacion. El péptido crudo se purificé por HPLC
preparativa utilizando una columna Waters XBridge C18 (100 x 19 mm, 5 ym OBD). Fase
movil A: H,O + 0,1 % de TFA, fase movil B: ACN + 0,1 % de TFA. Se utilizé el siguiente
gradiente de eluyente B: 20 % B de 0-0,5 min; 20—40 % B de 0,5-14 min; 40-95 % B de
14—-15 min; sostenido a 95 % B de 15—-17 min; 20 % B de 17-18 minutos. Temperatura de
la columna: ambiente. Caudal: 24 mL/min. Las fracciones recolectadas se liofilizaron para

obtener el producto deseado.
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Procedimiento K.

Ejemplo: Comp. Nro. 247.
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Comp. # 247
Sintesis de péptido en fase sélida:
5 El péptido se sintetizé mediante la sintesis estandar de péptidos en fase sdlida

(SPPS) utilizando la quimica Fmoc/t—Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
ProTide Rink (escala 0,1 mmol, 0,19 g/mmol) en el sintetizador de péptidos de microondas
CEM Liberty Blue.
La desproteccion de Fmoc se realizé anadiendo piperidina al 20 % (v/v) en DMF (3
10 mL) alaresina, y la mezcla se calenté a 90°C durante 1 minuto. A continuacién, la resina se
lavé con DMF cuatro veces.
Acoplamiento de amida: Se afadieron al recipiente de reaccién de microondas el
aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1 M) y OxymaPure (5
equiv.) en DMF (1 M). A continuacion, el recipiente de reaccién de microondas se calenté a
15  90°C durante 4 minutos y se drend. Para los acoplamientos dobles, este proceso se repitio
dos veces.
Se realizaron ciclos de desproteccion de Fmoc y dobles acoplamientos para todas
las posiciones excepto DOTA(tBu)s.
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La acetilacion N—terminal se realizé durante 2 minutos a 65°C bajo irradiacion de
microondas con 2,5 mL de una solucion al 10 % v/v de Ac,O en DMF. A continuacion, la
resina se lavo cuatro veces con 4 mL de DMF.

Desproteccion ortogonal para eliminar Dde de L-Lys y D—-Lys: Al finalizar el
ensamblaje, se afiadieron al recipiente de reaccion de microondas 4 mL de una solucion al
2 % de monohidrato de hidrazina en DMF, que se mezclé a temperatura ambiente durante
30 minutos. A continuacién, la resina se lavé seis veces con 4 mL de DMF.

Se incorporé DOTA utilizando las condiciones de acoplamiento cuadruple: al
recipiente de reaccién de microondas se le anadieron DOTA(tBu); (5 equiv.), DIC (10
equiv.) en DMF (1 M) y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1 M). Este proceso se repitié cuatro
veces.

Al finalizar el ensamblaje, la resina se lavé con DMF y DCM.

Escision del péptido, ciclado y purificacion:

El péptido se escindié de la resina utilizando 8 mL de solucién de escision
(TFA/DODT/H,OITIS, 92,5/2,5/2,5/2,5, viviviv) durante 30 minutos a 40°C utilizando el
sistema de escision de péptidos CEM Razor. A continuacion, se filtré la resina, y el péptido
se precipité con éter frio (45 mL). Los péptidos precipitados se colocaron en una centrifuga
y se dejaron centrifugar durante por lo menos 5 minutos. El éter se decanté, para dejar el
péptido en el fondo del tubo de centrifuga. Este proceso de precipitacién con éter se repitio.

El péptido se disolvio luego en 15 mL de MeCN/H,O (1/1, v/v), y se ahadié gota a
gota 0,1 M de I, en MeOH hasta que persistio el color amarillo. La mezcla se agité a 20°C
durante 10 minutos. La reaccion se extinguié anadiendo gota a gota 0,1 M de Na,S,0;
hasta que desaparecio el color amarillo. La solucién de reaccién se concentrd a presion
reducida. El péptido crudo ciclado se disolvié luego en 2 mL de DMSO para su purificacion.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC preparativa utilizando una columna
Waters XBridge C18 (100 x 19 mm, 5 um OBD). Fase mévil A: H,O + 0,1 % de TFA, fase
movil B: ACN + 0,1 % de TFA. Se utilizo el siguiente gradiente de eluyente B: 20 % B de 0—
0,5 min; 20-40 % B de 0,5-14 min; 40-95 % B de 14—15 min; sostenido a 95 % B de 15-17
min; 20 % B de 17—-18 minutos. Temperatura de la columna: ambiente. Caudal: 24 mL/min.

Las fracciones recolectadas se liofilizaron para obtener el producto deseado.

Procedimiento L.

Paso A.

El péptido se sintetizé mediante sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) estandar
utilizando la quimica Fmoc/t-Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida Rink—

MBHA (250 umol, malla 100—200; carga de 0,42 mmol/g) en el sintetizador de péptidos de
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microondas Cem Liberty Blue (CEM Inc.). Durante el ensamblaje del péptido en fase sodlida,
los grupos protectores de la cadena lateral fueron: ter—butilo para T; tritilo para C y N; Boc
para Wy H; Mpe para D.

Todos los aminoacidos se disolvieron en una concentracion de 0,2 M en DMF. Las
reacciones de acilacion se llevaron a cabo durante 2 minutos a 90°C bajo irradiacion de
microondas con un exceso de 4 veces de aminoacidos activados sobre los grupos amino
libres de la resina. Los aminoacidos se activaron con cantidades equimolares de una
solucion 1 M de DIC en DMF y una solucién de Oxyma 1 M en DMF.

Se realizaron reacciones de doble acilacién para T2, H8 y W',

La acetilacion N—terminal se llevé a cabo durante 2 minutos a 65°C bajo irradiaciéon
de microondas con una solucion al 10 % v/v de Ac2O en DMF.

Al finalizar el ensamblaje, la resina se lavdé con DMF, DCM y Et,0. El péptido se
escindio del soporte sélido utilizando 20 mL de solucion de TFA (v/v: 87,5 % TFA, 5 % H,0,
2,5 % TIPS, 5 % fenol) durante aproximadamente 4 horas a temperatura ambiente. A
continuacion, la resina se filtrd, se concentrd a alrededor de 5 mL y se precipitdé en MTBE
frio (45 mL). Luego de la centrifugacion, los pellets de péptidos se lavaron con Et,0 frio
fresco para eliminar los depuradores organicos. El proceso se repitié dos veces. Los pellets
finales se secaron, se resuspendieron en H,O y ACN 1:1 y se agitaron durante la noche. A
continuacion, se liofilizaron para obtener el péptido lineal crudo.

Paso B.

El péptido lineal crudo del Paso A se disolvio en H,O/ACN (1 mg/mL). Se anadio
TCEP HCI (3 Eq), seguido de diyodometano (50 equiv.) y DIPEA (0,5 % v/v), y la mezcla se
agité a temperatura ambiente. La reaccion se completd después de 3 horas (monitoreada
mediante UPLC-MS). Se extinguio con TFA y se liofilizo.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC de fase inversa en dos ejecuciones
utilizando una columna preparativa Waters XBridge C18 (150 x 50 mm, 130 A, 5 ym). Fase
movil A: H,O + 0,1 % TFA, fase movil B: ACN + 0,1 % TFA. Se utilizé el siguiente gradiente
de eluyente B: 20 % B a 20 % B en 5 min, a 35 % B en 25 min, caudal 80 mL/min, longitud
de onda 214 nm. Las fracciones recolectadas se liofilizaron para obtener el péptido deseado

como sal de TFA.
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Procedimiento M.

Ejemplo: Comp. Nro. 94
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Paso A. Sintesis de Compuesto Int. J

El péptido se sintetizé mediante la sintesis estandar de péptidos en fase sdlida
(SPPS) utilizando la quimica Fmoc/t—Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
ProTide Rink (escala 0,1 mmol, 0,19 g/mmol) en el sintetizador de péptidos de microondas
CEM Liberty Blue.

La desproteccion de Fmoc se realizé anadiendo piperidina al 20 % (v/v) en DMF (3
mL) a la resina, y la mezcla se calentd a 90°C durante 1 minuto. A continuacién, la resina se
lavé con DMF cuatro veces.

Acoplamiento de amida: Se afiadieron al recipiente de reaccién del microondas el
aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1 M) y OxymaPure (5
equiv.) en DMF (1 M). A continuacion, el recipiente de reaccién del microondas se calenté a
90°C durante 4 minutos y se drend. Para los acoplamientos dobles, este proceso se repitio
dos veces.

Se realizaron ciclos de desproteccién de Fmoc y dobles acoplamientos para todas
las posiciones excepto DOTA(tBu)s.

La acetilacion N—terminal se realizé durante 2 minutos a 65°C bajo irradiacién de
microondas con 2,5 mL de una solucion al 10 % v/v de Ac,O en DMF. A continuacion, la
resina se lavo cuatro veces con 4 mL de DMF.

Desproteccién ortogonal para eliminar Dde de D—Lys: Al finalizar el ensamblaje, se
afnadieron al recipiente de reaccion del microondas 4 mL de una solucién de monohidrato de
hidrazina al 2 % en DMF, que se mezcl6é a temperatura ambiente durante 30 minutos. A
continuacion, la resina se lavo seis veces con 4 mL de DMF.

DOTA se incorporo utilizando las condiciones de triple acoplamiento: Se anadieron
al recipiente de reaccion de microondas DOTA(tBu)s (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1
M)y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1 M). Este proceso se repitio tres veces.

Al finalizar el ensamblaje, la resina se lavé con DMF y DCM.

El péptido se escindié de la resina utilizando 8 mL de solucién de escision
(TFA/DODT/H,O/TIS, 92,5/2,5/2,5/2,5, viviviv) durante 30 minutos a 40°C con el sistema de
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escision de péptidos CEM Razor. A continuacion, se filtr6 la resina, y se precipité el péptido
con éter frio (45 mL). Los péptidos precipitados se colocaron en una centrifuga y se dejaron
centrifugar durante por lo menos 5 minutos. Se decanté el éter, para dejar el péptido en el
fondo del tubo de centrifuga. Este proceso de precipitacidn con éter se repitio. El péptido se
disolvié en 10 mL de MeCN/H,O (1/1, v/v) y se liofilizé hasta sequedad para obtener el
intermediario Int. J.

Paso B: Sintesis del Comp. Nro. 94.

El Int. J resultante se disolvié en 25 mL de ACN/H,0 (1:1). Se anadié DODT (2
equiv., 32 yL) a la mezcla de reaccion, seguido de la adicion de DIPEA (250 uL—400 ulL)
para alcanzar un pH de 8-10 en la solucion de reaccion. Finalmente, se afadio
diyodometano (20 equiv., 150 uL) a la solucion de reaccion, y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas. La reacciéon se monitorizé mediante HPLC y, una
vez completada, la reaccién se extinguié con 100 uL de TFA. El solvente de reaccion se
eliminé mediante liofilizacion, y la muestra se purificé mediante HPLC.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC preparativa utilizando una columna
preparativa Waters XSelect Peptide CSH C18 (1,9 cm de diametro interior x 25 cm [5
um/130 A)). Fase movil A: 20 mM de NH,HCO; en agua; fase mévil B: ACN. Gradiente: 20
% B de 0—1 min; 20-50 % B de 1-35 min.; 50-90 % B de 35-36 min; 90-95 % B de 36—
36,5 min; 95 % B de 36,540 minutos; 95-20 % B de 40—41 minutos; 20 % B de 41-45
minutos. Temperatura de la columna: ambiente. Caudal: 24 mL/min. Las fracciones

recolectadas se liofilizaron para obtener el producto deseado, Comp. Nro. 94.

Procedimiento M-2.

Comp. Nro. 153.

Sintesis de péptido en fase sélida (SPPS).

El péptido titulado se sintetizé manualmente utilizando la quimica estandar de Fmoc.

Para la sintesis, se utilizo resina Rink Amida Metilamina (0,50 mmol, 1,36 g, 0,37
mmol/g). La resina se dejo reposar en DMF (15 mL) durante 2 horas en nitrégeno a
temperatura ambiente. Se drené el sobrenadante, y la resina se lavé con DMF (3 x 10 mL,
30 segundos cada vez).

La desproteccion de Fmoc se realizé anadiendo piperidina al 20 % (v/v) en DMF (30
mL) a la resina, seguido de un lavado con DMF (5 x 15 mL, 30 segundos cada vez).

El acoplamiento de la amida se realizé con aminoacido protegido con
Fmoc/HATU/DIPEA (3, 2,85 y 6 equiv., respectivamente) a temperatura ambiente en
nitrégeno durante 30 minutos. Luego de completar la reaccion, se dreno el sobrenadante, y
la resina se lavé con DMF (5 x 15 mL, 30 segundos cada vez). La finalizacion del

acoplamiento se controlé6 mediante la prueba de ninhidrina.
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Se repitieron los ciclos de desproteccion de Fmoc y acoplamiento de amida con los
mondmeros deseados hasta la formacién del péptido lineal completo. Durante el ensamblaje
del péptido en fase sdlida, los grupos protectores de la cadena lateral fueron: ter—butilo para
T y D; tritilo para C y N; Boc para W y 3—(4—piperidinil)-Ala; Dde para K.

Luego de la desproteccion final de Fmoc, se realizoé la acetilacion N—terminal durante
30 minutos a temperatura ambiente con 20 mL de solucion de Ac,O/NMM/DMF (10/5/85,
v/v/v). A continuacion, la resina se lavo con DMF (5 x 15 mL, 30 segundos cada vez).

Al finalizar el ensamblaje, se percold sobre la resina una solucion de monohidrato de
hidrazina al 3 % en DMF (50 mL) durante 15 minutos para eliminar selectivamente el grupo
protector Dde de la lisina.

DOTA se incorporé manualmente utilizando una solucion de DOTA(tBu)s (9 equiv.),
DIC (18 equiv.) y HOAT (9 equiv.) en NMP a temperatura ambiente. La acilacién completa
se monitorizé mediante la prueba de ninhidrina.

Luego de completar el ensamblaje del péptido, la resina se lavé primero con DMF (5
x 20 mL, 30 s cada vez), y luego, con MeOH (3 x 20 mL, 30 s cada vez), a temperatura
ambiente antes de secarla al vacio.

El péptido unido a la resina se desprotegid y se escindio de la resina mediante
tratamiento con (TFA/3—-MPA/TIS/H,0, 90/5/2,5/2,5, viviviv, 40 mL en total) a temperatura
ambiente durante 2 horas. Después de la filtracion de la resina, el péptido lineal crudo se
precipitd de la solucién de escisién utilizando éter isopropilico helado (200 mL) y se recogié
por centrifugacion (3000 rpm, 2 min). El péptido crudo se lavé con éter isopropilico helado (2
x 200 mL), y el residuo se sec6 al vacio a temperatura ambiente durante 2 horas para
obtener el péptido lineal crudo. LCMS m/z: 1036,7 [M+2]/2*.

El péptido lineal crudo mencionado se disolvié luego en acetonitrilo y se diluy6 con
agua. Se afadié DODT (0,45 g, 5 equiv.), seguido de DIPEA para ajustar el pH de la
solucion a 8-9. A continuacién, se anadié diyodometano (2,68 g, 20 equiv.), y la mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se anadié HCI (1 M) para
extinguir la reaccion. La mezcla se liofilizé para obtener el producto crudo.

El péptido crudo se purific6 mediante HPLC preparativa (Welch—Ultimate XB—C18, 7
pum, 50 x 250 mm) utilizando el sistema AUNO LC-2000. Fase movil: (A) TFA al 0,075 % en
H,O y (B) acetonitrilo; caudal: 60 mL/min; longitud de onda UV: 220/254 nm; gradiente: 20—
50 % durante 50 min; temperatura del horno: ambiente. Las fracciones con la masa
deseada (confirmada por LC/MS) se combinaron y se liofilizaron para dar el producto

deseado Comp. Nro. 153.

Procedimiento M-3.
Comp. Nro. 442.
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Paso A. Sintesis de Compuesto Int. H

Preparacion de la resina: A un recipiente con resina de cloruro de 2—CI-Trt (CTC)
(0,5 mmol, 0,5 g, 1,0 mmol/g) y Fmoc—Pro—OH (168 mg, 0,5 mmol, 1,0 equiv.), se afadio
DCM con burbujeo de nitrégeno. Se anadié DIPEA (4 equiv.) gota a gota, y la mezcla de
reaccion se burbujed durante 2 horas. Se afnadiéo MeOH (0,5 mL) y se mezclé durante 30
minutos. Se drend el sobrenadante. La resina resultante se lavé con DMF (3 x 10 mL, 30
segundos cada vez).

El péptido se sintetizé manualmente utilizando la quimica estandar de Fmoc.

La desproteccion de Fmoc se realizé afiadiendo piperidina al 20 % (v/v) en DMF (10
mL) a la resina, seguido de un lavado con DMF (5 x 10 mL, 30 segundos cada vez).

El acoplamiento de amida se realiz6 con aminoacido protegido con
Fmoc/HATU/DIPEA (3, 2,85 y 6 equiv. respectivamente) a temperatura ambiente bajo
nitrégeno durante 30 minutos. Luego de completar la reaccion, se dren6 el sobrenadante, y
la resina se lavo con DMF (5 x 10 mL, 30 segundos cada vez). Se aplicé un acoplamiento
simple para todas las posiciones excepto para Thr, que requirié un acoplamiento cuadruple
[Fmoc—Thr(tBu)-OH/HATU/DIPEA (9, 8,55 y 18 equiv. respectivamente), repetido cuatro
veces]. La finalizacion del acoplamiento se monitoreé mediante la prueba de ninhidrina.

Se repitieron los ciclos de desproteccion de Fmoc y acoplamiento de amida con los
mondmeros deseados hasta que se formo el péptido lineal completo. Durante el ensamblaje
del péptido en fase sdlida, los grupos protectores de la cadena lateral fueron: ter—butilo para
T y D; tritilo para C y N; Boc para W y 3—(4—piperidinil)-Ala; Dde para K.

Luego de la desproteccion final de Fmoc, se realizé una acetilacién N—terminal
durante 30 minutos a temperatura ambiente con 20 mL de solucion de Ac,O/NMM/DMF
(10/5/85, viviv). A continuacion, la resina se lavé con DMF (5 x 10 mL, 30 segundos cada
vez).

Al finalizar el ensamblaje, se percold sobre la resina una solucion de monohidrato de
hidrazina al 3 % en DMF (50 mL) durante 15 minutos para eliminar selectivamente el grupo

protector Dde de la lisina.
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DOTA se incorporé manualmente utilizando una solucién de DOTA(tBu); (9 equiv.),
DIC (18 equiv.) y HOAT (9 equiv.) en NMP a temperatura ambiente, y la acilacion completa
se monitorizé mediante la prueba de ninhidrina.

Luego de completar el ensamblaje del péptido, la resina se lavé primero con DMF (5
x 20 mL, 30 s cada vez) y luego con MeOH (3 x 20 mL, 30 s cada vez) a temperatura
ambiente antes de secar al vacio.

El péptido unido a la resina se desprotegié y se escindi6 de la resina mediante
tratamiento con (TFA/3-MPA/TIS/H,0, 90/5/2,5/2,5, viviviv, 40 mL en total) a temperatura
ambiente durante 2 horas. Luego de la filtracion de la resina, el péptido lineal crudo se
precipitd de la solucién de escisién utilizando éter isopropilico helado (200 mL) y se recogi6
por centrifugacion (3000 rpm, 2 min). El péptido crudo se lavé con éter isopropilico helado (2
x 200 mL), y el residuo se seco al vacio a temperatura ambiente durante 2 horas para
obtener el intermediario Int. H.

Paso B: Sintesis del Comp. Nro. 442.

El anterior intermediario Int. H. se disolvié en acetonitrilo y se diluyé con agua. Se
afnadié DODT (0,45 g, 5 equiv.), seguido de la adicién de DIPEA para ajustar la solucion a pH
8-9. A continuacién, se afadié diyodometano (2,68 g, 20 equiv.) y la mezcla de reaccion se
agité a t. a. durante 1 hora. Se afnadié HCI (1 M) para apagar la reaccién. La mezcla se liofilizé
para obtener el producto bruto.

El péptido crudo se purificé mediante prep—HPLC (Welch—Ultimate XB—C18, 7 um, 50
x 250 mm) utilizando el sistema AUNO LC-2000. Fase mévil: (A) 0,075 % TFA en H.O y (B)
acetonitrilo; caudal: 60 mL/min. Longitud de onda UV: 220/254 nm; gradiente: 20—-50 % en 50
min.; temperatura del horno: ambiente. Las fracciones con la masa deseada (confirmada por
LC/MS) se combinaron y liofilizaron para dar el producto deseado Comp. Nro. 442.

Procedimiento general N.

Los péptidos se sintetizaron utilizando el sintetizador de péptidos por microondas
Liberty Blue de CEM. Se utilizaron acoplamientos y quimica Fmoc estandar con resina Wang
(0,75 mmol/g).

La resina Wang se cargdé manualmente con el siguiente protocolo. La resina Wang se
transfirio a una jeringa fritada, y la resina se hinché con DMF. A la jeringa fritada se afnadieron
4 equiv. de aminoacido protegido con Fmoc, 4 equiv. de HOBT, 4 equiv. de DIC y 1 equiv. de
DMAP en un total de 5 mL de DMF. La mezcla de reaccion se dejé agitar durante 4 horas. La
mezcla de reaccion se filtré y se lavé con DMF (4 x 5 mL, 30 segundos cada uno) y DCM (4
x 5 mL, 30 segundos cada uno). A continuacion, la resina se puso a secar al vacio.

Paso 1. Desproteccion: Se afnadié piperidina al 20 % en DMF (3 mL, 75 equiv.) a la
resina, y la mezcla se calenté a 90 °C durante 1 minuto. A continuacion, la resina se lavé con
DMF (4 x 4 mL).
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Paso 2. Acoplamiento doble: Al recipiente de reaccién de microondas se afiadieron
aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1M) y OxymaPure (5
equiv.) en DMF (1M). A continuacion, el recipiente de reaccion de microondas se calent6 a
90°C durante 4 minutos y se drend. Al recipiente de reaccion se afiadieron aminoacido
protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1M) y OxymaPure (5 equiv.) en DMF
(1M). A continuacién, el recipiente de reaccién de microondas se calenté a 90°C durante 4
minutos y se escurrio.

Paso 3. Los pasos 1y 2 se repitieron para los aminoacidos restantes.

Paso 4. Bloqueo: Protocolo de desproteccién normal utilizado (Paso 1) para eliminar
el grupo Fmoc en el aminoacido final. Luego de los lavados con DMF (4 x 4 mL), se afiadieron
2,5 mL de Acz0 al 10 % en DMF al recipiente de reaccién de microondas, y la mezcla se
calent6 a 65°C durante 2 minutos. A continuacion, la resina se lavé con DMF (4 x 4 mL).

Paso 5. Desproteccion ortogonal: La resina se lava con DMF (2 x 4 mL). Al recipiente
de reaccion de microondas se afadieron 4 mL de hidrazina al 2 % en DMF, que se mezcl6 a
temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, se lava la resina con DMF (5 x 4
mL).

Paso 6. Acoplamiento DOTA: El acoplamiento DOTA final se afiadié con condiciones
de acoplamiento triple. Al recipiente de reaccion de microondas se afiadieron DOTA(tBu)s (5
equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1M) y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1M). A continuacion,
el recipiente de reaccion de microondas se calenté a 90°C durante 4 minutos y se drené. Este
paso se repite 2 veces mas.

Al final del montaje, la resina se lavé con DMF y DCM.

El péptido se escindi6 de la resina utilizando 8 mL de solucion de escision
(TFA/DODT/H2O/TIS, 92,5/2,5/2,5/2,5, viviviv) durante 30 minutos a 40°C utilizando el
sistema de separacién de péptidos Razor de CEM. A continuacion, se filtré la resina, y el
péptido se precipitd con éter frio (45 mL). A continuacién, los péptidos precipitados se
colocaron en una centrifugadora y se dejaron centrifugar durante por lo menos 5 minutos. Se
decantd el éter, para dejar el péptido en el fondo del tubo de centrifuga. A continuacién, se
repitio este proceso de precipitacion con éter. A continuacion, el péptido se disolvié en 10 mL
de MeCN/H20 (1/1, v/v) y se liofilizéd hasta sequedad.

El péptido lineal crudo se disolvié en 25 mL de ACN/H20 (1:1). Se afiadio DODT (2
equiv., 32 pL) a la mezcla de reaccion, seguido de la adicién de DIPEA (250 uL—400 pL) para
que la solucién de reaccion tuviera un pH de 8—-10. Por ultimo, se afiadié diyodometano (20
equiv., 150 pL) a la solucion de reaccion y la mezcla se agitoé a temperatura ambiente durante
2 horas. La reaccion se controlé por HPLC y, una vez completada, se apagé con 100 uL de
TFA. El solvente de la reaccién se eliminé por liofilizacion y la muestra se purificé por HPLC.

El péptido crudo se purificd por prep—HPLC utilizando la columna preparativa Waters
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XSelect Peptide CSH C18 (1,9 cm de diametro interno x 25 cm (5 ym/130 A)). Fase mévil A:

20 mM NH4HCO3 en agua, fase movil B: ACN. Gradiente: 20 % B de 0—1 min; 20-50 % B de

1-35 min; 50-90 % B de 35-36 min; 90-95 % B de 36—36,5 min, 95 % B de 36,5 a 40 minutos,

95-20 % B de 40 a 41 minutos, 20 % B de 41 a 45 minutos. Temperatura de la columna:

ambiente. Las fracciones recogidas se liofilizaron para obtener el producto deseado.
Procedimiento P

Ejemplo: Comp. Nro. 99
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Comp. # 99

Sintesis de péptidos en fase sdlida (SPPS) y ciclacién en resina.

El péptido representativo se sintetizd manualmente utilizando la quimica Fmoc
estandar en la escala de 0,2 mmol.

Para la sintesis se utilizé la resina de amida de Rink Metilamina (0,20 mmol, 0,40 g,
0,50 mmol/g). La resina se dejo tragar en DMF (5 mL) durante 2 horas bajo nitrégeno a
temperatura ambiente. Se drené el sobrenadante y se lavé la resina con DMF (3 x 3 mL, 30
segundos cada uno).

La desproteccion Fmoc se realizé anadiendo 20 % (v/v) de piperidina en DMF (10 mL)
a la resina, seguido de un lavado con DMF (5 x 10 mL, 30 segundos cada uno).

El acoplamiento de amida se realizd con aminoacidos protegidos con
Fmoc/HBTU/DIPEA (3, 2,85 y 6 equiv. respectivamente) a temperatura ambiente bajo
nitrégeno durante 30 minutos. Una vez completada la reaccién, se dreno el sobrenadante y
se lavd la resina con DMF (5 x 10 mL, 30 segundos cada uno). La finalizacién del
acoplamiento se control6 mediante la prueba de ninhidrina.

Los ciclos de desproteccion Fmoc y acoplamiento amida se repitieron con los
monodmeros deseados hasta que se formé el péptido lineal completo. Durante el ensamblaje
del péptido en fase solida, los grupos protectores de las cadenas laterales fueron: ter—butilo

para T y D; tritilo para C, H y N; Boc para W; Alloc para Dap; Alilo para Glu.
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Tras la desproteccion final con Fmoc, la acetilacion N—terminal se realizé durante 30
minutos a TA con 10 mL de solucién de Ac;O/NMM/DMF (10/5/85, viviv). A continuacién, la
resina se lavo 4 veces con 4 mL de DMF.

Desproteccion ortogonal para eliminar el Alloc del Dap y el Alilo del Glu: Al final del
montaje, al recipiente de reaccion se afiadieron PhSiH3z (10 equiv.) y Pd(PPhs)s (0,1 equiv.)
en DCM, que se mezclé a temperatura ambiente durante 2 horas. A continuacién, la resina
se lavé 6 veces con 4 mL de DMF.

Ciclacion en resina: la resina se traté con HATU/DIPEA (1,9 y 4 equiv.
respectivamente) a temperatura ambiente bajo nitrégeno durante 30 minutos. Una vez
completada la reaccidn, se drend el sobrenadante y se lavé la resina con DMF (5 x 10 mL, 30
segundos cada uno). La finalizacion del acoplamiento se controlé mediante la prueba de
ninhidrina.

Escision de péptido.

El péptido unido a la resina ciclica se desprotegi6é y se escindio de la resina mediante
tratamiento con (TFA/TIS/H20, 95/2,5/2,5, viviv, 20 mL en total) a temperatura ambiente
durante 2 horas. Tras la filtracion de la resina, se precipitd el péptido lineal crudo de la solucion
de escisioén utilizando éter isopropilico helado (80 mL) y se recogid por centrifugacién (3000
rom, 2 min). El péptido crudo se lavé con éter isopropilico helado (2 x 80 mL) y el residuo se
seco al vacio a temperatura ambiente durante 2 horas.

Purificacion de péptido.

El péptido crudo se purificé por prep—HPLC en columnas de tipo trasero frente a
trasero (back—to—back) (Gemini, 5 ym, C18, 110 A, junto con Luna, 10 um, C18, 100 A)
utilizando el sistema Gilson GX-281. Fase mavil: (A) 0,075 % TFA en H2O y (B) acetonitrilo;
caudal: 60 mL/min. Longitud de onda UV: 220/254 nm; gradiente: 20-50 % en 40 minutos;
temperatura del horno: ambiente. Las fracciones con la masa deseada (confirmada por
LC/MS) se combinaron y se liofilizaron para dar el producto deseado en sal TFA.

La forma salina HCI del péptido se obtuvo disolviendo el péptido salino TFA en 10 %
de acetonitrilo/agua, y la soluciéon se intercambid salinicamente mediante prep—HPLC en
columnas back—-to—back (Gemini, 5 um, C18, 110 A, junto con Luna, 10 um, C18, 100 A)
utilizando el sistema Gilson GX-281. Fase movil: (A) HCI al 0,05 % en H>O y (B) acetonitrilo;
caudal: 20 mL/min.; longitud de onda UV: 214/254 nm; gradiente: neutralizando inicialmente
con NH4Cl 10 M (en H20) durante 25 min, y después intercambiando sales con HCI al 0,05 %
(en H20O) durante 10 min, y eluyendo finalmente con HCI al 0,05 % (en H2O)/ACN con
gradiente 20-35 % durante 25 min; temperatura del horno: 30°C. Las fracciones con la masa
deseada (confirmada por LC/MS) se combinaron vy liofilizaron para dar el producto final en sal
HCI como sdlido blanco.

La pureza de las fracciones se confirmd por UPLC. Columna: Luna omega C18, 1,6
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pm, 110A, 150 x 2,1 mm. Fase movil: (A) 0,1 % TFA en agua y (B) 0,1 % TFA en acetonitrilo;
caudal: 1 mL/min. Longitud de onda UV: 220 nm.

Comp. Nro. 30.
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Comp. # 30

Paso 1. El péptido se sintetizd mediante sintesis peptidica en fase sélida (SPPS)
estandar utilizando la quimica Fmoc/t—Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
de Rink MBHA (250 pmol, malla 100-200; carga 0,42 mmol/g) en el sintetizador de péptidos
por microondas CEM Liberty Blue (CEM Inc.). Durante el ensamblaje del péptido en fase
sélida, los grupos protectores de las cadenas laterales fueron: ter—butilo para T; tritilo para N;
Boc para W y H; Mpe para D.

Todos los aminoacidos se disolvieron a una concentracion de 0,2 M en DMF. Las
reacciones de acilacion se realizaron durante 2 minutos a 90°C bajo irradiacion de microondas
con un exceso de 4 veces de aminoacidos activados sobre los grupos amino libres de resina.
Los aminoacidos se activaron con cantidades equimolares de DIC (solucion 1M en DMF) y
Oxima (solucion 1M en DMF).

Se realizaron reacciones de doble acilacién para T3, H%y W12,

La acetilacién N-terminal se realizé durante 2 minutos a 65°C bajo irradiacion de MW
(microondas, por sus siglas en inglés) con una solucion al 10 % v/v de Ac,O en DMF.

Al final del montaje, la resina se lavé con DMF, DCM y Et,0.

Paso 2. El péptido cargado con resina (100 pmol) se suspendié en DMF seco (5 mL).
Se anadio el catalizador Cp*RuCI(PPhs), (0,25 equiv.). La reaccion se agité a 60 °C bajo
irradiacion de microondas durante 6 horas y, a continuacion, la resina se lavé con DMF, DCM
y Et,0. La reaccion se controlé mediante la prueba de escision.

Paso 3. El péptido se separd del soporte sdlido utilizando 15 mL de solucion de TFA
(viv: 87,5 % TFA, 5 % H20, 2,5 % TIPS, 5 % Fenol) durante aproximadamente 1,5 horas, a
temperatura ambiente. A continuacién, se filtré la resina, se concentrd la soluciéon hasta

alrededor de 5 mL y se precipité en MTBE frio (45 mL). Tras la centrifugacion, los pellets de
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péptidos se lavaron con Et,O fresco frio para eliminar los depuradores organicos. El proceso
se repitié dos veces. Los granulos finales se secaron, se volvieron a suspender en H,O/ACN
1:1, se agitaron durante una noche y se liofilizaron para obtener el material bruto (130 mg,
rendimiento: 70,1 %).

El péptido crudo se purificé mediante HPLC en fase inversa utilizando una columna
preparativa Waters XBridge C18 (250x50mm, 130A, 5 um). Fase mévil A: H,O+ 0,1 % TFA,
fase mévil B: ACN + 0,1 % TFA. Se utilizé el siguiente gradiente de eluyente B: 15 %B a 15
%B durante 5 min, a 30 %B durante 25 min, a 40 %B durante 10 min, caudal 80 mL/min,
longitud de onda 214 nm. Las fracciones recogidas se liofilizaron para obtener Comp. Nro.
30 (8,1 mg, rendimiento: 6,2 %).

Comp. Nro. 331
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Paso 1. El péptido se sintetiz6 mediante sintesis peptidica en fase sdlida (SPPS)
estandar utilizando la quimica Fmoc/t—-Bu. El ensamblaje se realizé en una resina de amida
de Rink MBHA (200 pymol, malla 100-200; carga 0,42 mmol/g) en el sintetizador de péptidos
por microondas CEM Liberty Prime (CEM Inc.). Durante el ensamblaje del péptido en fase
solida, los grupos protectores de las cadenas laterales fueron: ter—butilo para T; tritilo para N;
Boc para W y H; Mpe para D.

Todos los aminoéacidos se disolvieron a una concentracion de 0,5 M en DMF. Las
reacciones de acilacion se realizaron durante 2 minutos a 110°C bajo irradiacion MW con un
exceso de 4 veces de aminoacidos activados sobre los grupos amino libres de resina. Los
aminoacidos se activaron con cantidades equimolares de DIC (2 M en DMF) y solucién de
Oxima (0,25 M en DMF).

Se realizaron reacciones de doble acilacién para T2, H8y W',

La acetilacion N—terminal se realizé durante 2 minutos a 65 °C bajo irradiacion MW
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con una solucién al 10 % v/v de Ac,O en DMF.

Al final del montaje, la resina se lavé con DMF, DCM, Et.0.

Paso 2. El péptido cargado con resina (180 pymol) se suspendié en DCE seco (15 mL)
bajo atmédsfera de N2. Se afadio el catalizador Grubbs—Il (0,5 equiv.). La reaccion se agito a
80 °C bajo irradiacion de microondas durante 30 min, después se lavé la resina con DMF,
DCM, Et.Oy se repitio el proceso. La reaccion se controlé6 mediante la prueba de escision.

Paso 3. El péptido se separé del soporte soélido utilizando 20 mL de solucion de TFA
(viv: 87,5 % TFA, 5 % H20, 2,5 % TIPS, 5 % Fenol) durante aproximadamente 1,5 horas, a
temperatura ambiente. La resina se filtré y la soluciéon se concentré a alrededor de 10 mL y
se precipité en MTBE frio (90 mL). Tras la centrifugacion, los pellets de péptidos se lavaron
con Et,Ofresco frio para eliminar los depuradores organicos. El proceso se repitié dos veces.
Los granulos finales se secaron, se volvieron a suspender en H,O/ACN 1:1, se agitaron
durante una noche y se liofilizaron para obtener una mezcla de dos isdbmeros (250 mg,
rendimiento: 88,2 %).

El material crudo se purific6 mediante HPLC en fase inversa (dos ciclos, 125 mg/cada
uno) utilizando la columna preparativa Waters XBridge C18 (250x50mm, 130A, 5 ym). Fase
movil A: H.O+ 0,1 % TFA, fase movil B: ACN + 0,1 % TFA. Se utilizo el siguiente gradiente
de eluyente B: 20 % B a 20 % B durante 5 min., a 35 %B durante 25 minutos, caudal 80
mL/min, longitud de onda 214 nm. Las fracciones recogidas del isémero mayor (22 eluida) se
liofilizaron para obtener el Comp. Nro. 331. No se asigno la configuracion en el doble enlace.
Podria ser cis o trans.

Procedimiento Q.

Sintesis de péptidos en fase sélida:

El péptido se sintetizd mediante sintesis peptidica en fase solida (SPPS) estandar
utilizando la quimica Fmoc/t—-Bu. El ensamblaje se realiz6é en una resina de amida de ProTide
Rink (escala 0,1 mmol, 0,19 g/mmol) en el sintetizador de péptidos por microondas CEM
Liberty Blue.

La desproteccion Fmoc se realizé anadiendo 20 % (v/v) de piperidina en DMF (3 mL)
a la resina y la mezcla se calenté a 90 °C durante 1 minuto. A continuacion, la resina se lavo
con DMF 4 veces.

Acoplamiento de amida: Al recipiente de reaccion de microondas se afadieron
aminoacido protegido con Fmoc (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1M) y OxymaPure (5
equiv.) en DMF (1M). A continuacion, el recipiente de reaccion se calenté a 90 °C durante 4
minutos y se drend. Para los acoplamientos dobles, este proceso se repitié dos veces.

Se realizaron ciclos de desproteccion Fmoc y dobles acoplamientos para todas las
posiciones excepto DOTA(tBu)s.

La acetilaciéon N—terminal se realiz6 durante 2 minutos a 65 °C bajo irradiacion MW
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con 2,5 mL de solucién al 10 % v/v de Ac.O en DMF. A continuacion, la resina se lavo 4 veces
con 4 mL de DMF.

Desproteccion ortogonal para eliminar Dde de Lys: Al final del montaje, al recipiente
de reaccion de microondas se anadieron 4 mL de solucion de monohidrato de hidracina al 2
% en DMF, que se mezcld a temperatura ambiente durante 30 minutos. La resina se lavé a
continuacion con 4 mL de DMF 6 veces.

El DOTA se incorporé utilizando las condiciones de acoplamiento triple: Al recipiente
de reaccién de microondas se anadieron DOTA(tBu)s (5 equiv.), DIC (10 equiv.) en DMF (1M),
y OxymaPure (5 equiv.) en DMF (1M). Este proceso se repiti6 tres veces.

Al final del montaje, la resina se lavé con DMF y DCM.

Escisidn, ciclacién y purificacion de péptido:

El péptido se separ6 de la resina utilizando 8 mL de solucion de escision
(TFA/DODT/H.O/TIS, 92,5/2,5/2,5/2,5, viviviv) durante 30 minutos a 40 °C utilizando el
sistema de separacion de péptidos Razor de CEM. A continuacioén, se filtré la resina y el
péptido se precipitd con éter frio (45 mL). A continuacion, los péptidos precipitados se colocan
en una centrifugadora y se dejan centrifugar durante por lo menos 5 minutos. Se decanto el
éter, para dejar el péptido en el fondo del tubo de centrifuga. A continuacion, se repitié este
proceso de precipitacion con éter.

A continuacion, el péptido se disolvio en 10 mL de MeCN/H20 (1/1, vi/v) y se liofilizd
hasta sequedad. El péptido resultante se disolvio en 60 mL de MeCN/H20 (1/1, viv) y se
afnadieron 100 uL de DIPEA. A la mezcla se anadieron 30 mg de enlazador (meta— u orto—
dibromoxileno) en 0,5 mL de ACN. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 2
horas. La reaccién se apag¢é afiadiendo 50 uL de TFA. A continuacion, la solucién de reaccion
se concentrd a presion reducida. A continuacion, el péptido ciclado crudo se disolvié en 2 mL
de DMSO para su purificacion.

El péptido crudo se purific6 mediante prep—HPLC utilizando la columna preparativa
Waters XBridge C18 (100x19mm, 5 ym OBD). Fase mévil A: H2O+ 0,1 % TFA, fase movil B:
ACN + 0,1 % TFA. Se utilizo el siguiente gradiente de eluyente B 20 % B de 0-0,5 min.; 20—
40 % B de 0,5-14 min, 40-95 % B desde 14—15 min.; sostenido a 95 % B desde 15-17 min.;
20 % B de 17—-18 minutos. Temperatura de la columna: ambiente. Caudal: 24 mL/min. Las
fracciones recogidas se liofilizaron para obtener el producto deseado.

Procedimiento general S:

Ejemplo: Comp. Nro. 447.

Sintesis de péptidos.

El péptido se sintetizd utilizando la quimica Fmoc estandar, que se muestra a
continuacion.

1) Preparacion de la resina

261



10

15

20

25

30

35

a) Se anadié DMF (10,00 mL) a un recipiente que contenia resina de amida de
Rink Metilamina (0,15 mmol, 0,30 g, 0,50 mmol/g). El granizado se agité6 suavemente
durante 2 horas bajo nitrégeno a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. El procedimiento se repiti6 3 veces mas, 30
segundos por cada lavado.

2) Desprotecciéon Fmoc

a) se anadio piperidina al 20 %/DMF (10,0 mL) a la resina. El granizado se agité
bajo N2 durante 15 minutos a temperatura ambiente.

b) Se drené el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30
segundos por cada lavado).

3) Acoplamiento

a) Se anadié a la resina una solucién que contenia Fmoc—Pro—OH (0,45 mmol,
0,151 g, 3,00 equiv.), HATU (0,428 mmol, 0,16 g, 2,85 equiv.) y DIEA (0,90 mmol, 0,15
mL, 6,00 equiv.) en DMF (5,00 mL). El granizado se agité bajo N2 durante 30 minutos
a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30
segundos por cada lavado).

4) Los pasos 2 y 3 se repitieron segun el orden de los aminoacidos enumerados
en la siguiente Tabla de Sintesis.

5) Desproteccién Alloc

a) La resina se lavé con DCM (5 x 10,0 mL, 30 segundos por cada lavado).

b) Se afadié DCM (10,0 mL) a la resina. A continuacién se afiadié PhSiH3 (1,5
mmol, 0,18 mL, 10 equiv.) y Pd(PPhs)4 (0,015 mmol, 17 mg, 0,1 equiv.) bajo N> a la
resina. El granizado se agitdé bajo N2 durante 15 minutos a temperatura ambiente, y
las condiciones anteriores se repitieron tres veces.

c) Se afnadieron a la resina dietilcarbamoditioato sédico al 0,5 % en DMF (5,0
mL) y DIEA al 0,5 % en DMF (5,0 mL). El granizado se agit6é bajo N2 durante 1 minuto
a temperatura ambiente. Este procedimiento se repiti6 hasta que la resina quedo
incolora.

c) Se drené el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30
segundos por cada lavado).

6) Acoplamiento de 2—bromoacetato de ter—butilo

a) Se afadi6 a la resina una solucion que contenia 2—bromoacetato de ter—butilo
(0,90 mmol, 6,00 equiv.) y DIEA (0,90 mmol, 0,15 mL, 6,00 equiv.) en DMF (5,00 mL).
El granizado se agité bajo N2 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30

segundos por cada lavado).
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7) Desproteccion de Dde

a) Se afiadid a la resina hidrazina al 3 % en DMF (10,0 mL). El granizado se agito
bajo N2> durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los pasos anteriores se
repitieron una vez.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavd con DMF (5 x 10,0 mL, 30
segundos por cada lavado).

8) Instalaciéon de DOTA

a) Se afadio a la resina una solucion que contenia DOTA(tBu)s (0,45 mmol, 0,257
g, 3,00 equiv.), HOAT (0,45 mmol, 61 mg, 3,00 equiv.) y DIC (0,45 mmol, 0,07 mL,
3,00 equiv.) en DMF (5,00 mL). El granizado se agité bajo N2 durante 30 minutos a

temperatura ambiente. Este proceso se repiti6 una vez mas para aumentar la
conversion.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30

segundos por cada lavado).

Tabla de sintesis
Acoplamiento Materiales Reactivos de acoplamiento
Nros.

2 Fmoc—Trp—OH (3,00 equiv.) HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)

3 Fmoc—Cys(Trt)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

4 Fmoc—Asp(OtBu)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

5 Fmoc—Lys(Dde)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

6 Fmoc—2Nal-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

7 Fmoc—Asn(Trt)—OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

8 Fmoc—PipA(Alloc)-OH HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
(3,00 equiv.) equiv.)

9 Fmoc—Cys(Trt)—-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

10 Fmoc-NMe—tBuAla—OH HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
(3,00 equiv.) equiv.)

11 Fmoc—Thr(tBu) —OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

12 Fmoc—Trp—OH (3,00 equiv.) HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)

13 Ac,O DMF:Ac,O:DIEA (85:10:5)

Escisidon de péptido y purificacion.

1)

Una vez completado el acoplamiento, la resina se lavo primero con DMF (5 x 10,0 mL,

30 segundos cada uno) y después con MeOH (3 x 20,0 mL, 30 segundos cada uno) a
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temperatura ambiente antes de secar al vacio.
2) Se afiadio a la resina el coctel de escision (TFA/3—MPA/TIS/H20, 90/5/2,5/2,5, viviv,

20 mL en total). El granizado se agité suavemente durante 2,0 horas bajo N, a temperatura

ambiente.
3) La mezcla se filtro, y se recogio el filtrado.
4) Se anadio éter isopropilico helado (100 mL, agitado uniformemente). El granizado se

centrifugd durante 2 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente. Se recogid el precipitado.
5) El precipitado se lavé con éter isopropilico helado (2 x 50 mL, agitado uniformemente).
6) El solvente residual se elimind a temperatura ambiente al vacio durante 2 horas para
obtener el péptido lineal como sélido blanco.

7) Se repitieron los pasos 2) a 6) para desproteger completamente el grupo ter—butilo.
8) El péptido lineal crudo (300 mg) se disolvié en ACN (100 mL) y se diluyé con H2O (200
mL). A continuacion se afiadieron TCEP (0,75 mmol, 214 mg, 5 equiv.) y CHal> (3 mmol, 0,8
g, 20 equiv.). Se anadio DIEA para ajustar el pH a 8~9. A continuacion, la mezcla se agit6 a
25°C durante 1 hora. A continuacion, se anadi6 CH3COOH para ajustar el pH a 6~7. La
mezcla se liofilizé para obtener el polvo bruto.

9) El péptido crudo se purificd por prep—HPLC en fase inversa (A: 0,075 % TFA en H20,
B: ACN) para dar el producto final como sélido blanco

Condiciones de purificacion:

Instrumento AUNO LC-2000
Columna PN-C18 5 um 30*250 mm
Longitud de onda 220 nm & 254 nm
Temperatura de horno .

ambiente
de columna
Caudal 25,0 mL/min

Volumen de inyector 10 mL

Diluyente ACN/H20 =1/5

Fase moévil A 0,1 % TFA en agua

Fase movil B ACN
Tiempo (min) A% B%
0 90 10

Programa de g 1 28 ;8

gradiente 4’5 50 50
451 10 90
50,0 10 90

Tiempo de ejecucion 36 minutos
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Procedimiento general T:

Ejemplo: Comp. Nro. 448.

0 —
0] | Br
+ e ) +

Intermediario SM1

Una solucion de acido 3—[2—(2—bromoetoxi)etoxi]propanoico (3,86 g, 16 mmol, 1 equiv.) y
trimetilamina (1,18 g, 20 mmol, 1,38 mL, 1,25 equiv.) en THF (10 mL) se agit6é a 25°C durante
16 horas. La mezcla de reaccidon se filtrd, y los filtrados se sometieron directamente a
purificaciéon mediante HPLC de fase inversa (solvente A: H»O, solvente B: ACN) para dar el
producto Intermediario SM1 como aceite incoloro. LCMS m/z: 220,1 [M]".

Sintesis de péptidos.

El péptido se sintetizé utilizando la quimica Fmoc estandar, que se muestra a continuacion.

9) Preparacion de la resina.

a) Se afiadi6 DMF (10 mL) a un recipiente que contenia resina de amida de Rink
Metilamina (0,15 mmol, 0,30 g, 0,50 mmol/g). El granizado se agitd6 suavemente durante 2
horas bajo nitrégeno a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. El procedimiento se repitié 3 veces mas, 30 segundos por
cada lavado.

10) Desprotecciéon Fmoc.

a) Se afadié piperidina al 20 %/DMF (10,0 mL) a la resina. El granizado se agité bajo N>
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

11) Acoplamiento.

a) Se afiadi6 a la resina una solucion que contenia Fmoc—Pro—OH (0,45 mmol, 0,151 g,
3,00 equiv.), HATU (0,428 mmol, 0,16 g, 2,85 equiv.) y DIEA (0,90 mmol, 0,15 mL, 6,00 equiv.)
en DMF (5,00 mL). El granizado se agité bajo N2 durante 30 minutos a temperatura ambiente.
b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

12) Los pasos 10 a 11 se repitieron para completar el ensamblaje de la secuencia lineal
de acuerdo con el orden de los aminoacidos enumerados en la Tabla de Sintesis a

continuacion.

Acoplamiento Materiales Reactivos de acoplamiento
Nros.
2 Fmoc—Trp—OH (3,00 equiv.) HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)
3 Fmoc—Cys(Trt)-OH (3,00 equiv.) | HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)
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4 Fmoc—Asp(OtBu)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
5 Fmoc—Lys(Dde)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
6 Fmoc—2Nal-OH (3,00 equiv.) | HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)
7 Fmoc—Asn(Trt)—-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
8 Fmoc—PipA(Alloc)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
9 Fmoc—Cys(Trt)—OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
10 Fmoc—NMe—tBuAla—OH (3,00 | HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
11 Fmoc—Thr(tBu) —OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)
12 Fmoc-Trp—OH (3,00 equiv.) HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)
13 Ac,0O DMF:Ac,O:DIEA (85:10:5)
13) Desproteccién de Alloc.
a) La resina se lavo con DCM (5 x 10,0 mL, 30 segundos por cada lavado).

b) Se anadio DCM (10,0 mL) a la resina. Después se afiadieron PhSiH3 (1,5 mmol, 0,18
mL, 10 equiv.) y Pd(PPhs)s 0,01s mmol, 17 mg, 0,1 equiv.) bajo N> ala resina. El granizado se
agité bajo N2 durante 15 minutos a temperatura ambiente y después se drend. Este
procedimiento se repitio tres veces.

c) Se afiadio a la resina dietilcarbamoditioato sodico al 0,5 % en DMF (5,0 mL) y DIEA
al 0,5 % en DMF (5,0 mL). El granizado se agité bajo N2 durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Este procedimiento se repitié hasta que la resina quedé incolora.

d) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

14) Acoplamiento del intermediario SM1.

a) Se afiadi6 a la resina una solucién que contenia el intermediario SM1 (297 mg, 1,35
mmol, 9 equiv.), DIC (1,35 mmol, 0,21 mL, 9,00 equiv.) y HOAT (1,35 mmol, 183 mg, 9,00
equiv.) en DMF (5,00 mL). El granizado se agita bajo N2 durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

b) Se dreno el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

15) Desproteccion de Dde.

a) Se afiadio a la resina hidrazina al 3 % en DMF (10,0 mL). El granizado se agit6 bajo
N2 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitié dos veces.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

16) Instalacién de DOTA.
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a) Se anadio a la resina una solucién que contenia DOTA(tBu)sz (0,45 mmol, 0,257 g,
3,00 equiv.), HOAT (0,45 mmol, 61 mg, 3,00 equiv.) y DIC (0,45 mmol, 0,07 mL, 3,00 equiv.)
en DMF (5,00 mL). El granizado se agité bajo N2 durante 30 minutos a temperatura ambiente
y después se drend. Este proceso se repitiéo dos veces.

Escisién y purificaciéon del péptido.

10) Una vez completado el acoplamiento, la resina se lavo primero con DMF (5 x 10,0 mL,
30 segundos cada uno) y después con MeOH (3 x 20,0 mL, 30 segundos cada uno) a
temperatura ambiente antes de secar al vacio.

11) Se anadio a la resina el céctel de escision (TFA/3—MPA/TIS/H20, 90/5/2,5/2,5, viviv,
20 mL en total). El granizado se agitdé suavemente durante 2 horas bajo N2 a temperatura
ambiente.

12) La mezcla se filtro, y se recogio el filtrado.

13) Se anadié éter isopropilico helado (100 mL) al filtrado, y se agitd6 la mezcla
uniformemente. El granizado se centrifugé durante 2 minutos a 3000 rpm a temperatura
ambiente. Se recogio el precipitado.

14) El precipitado se lavo con éter isopropilico helado (2 x 50 mL).

15) El solvente residual se elimind a temperatura ambiente al vacio durante 2 horas para
obtener el péptido lineal como sélido blanco.

16) Los pasos 11 a 15 se repitieron para desproteger completamente el grupo ter—butilo.
17) El péptido lineal bruto (310 mg) se disolvié en ACN (100 mL) y se diluyé con agua
(200 mL). A continuacion se afadieron TCEP (0,75 mmol, 214 mg, 5 equiv.) y CH2l2 (3 mmol,
0,8 g, 20 equiv.). Se afadié DIEA para ajustar el pH a 8~9. A continuacion, la mezcla se agité
a 25°C durante 1 hora. A continuacion, se anadié CHs;COOH para ajustar el pH a 6~7. La
mezcla se liofilizé para obtener el polvo bruto.

18) El péptido crudo se purificé por prep—HPLC en fase inversa (A: 0,1 % TFA en H,0, B:
ACN) para dar el producto final como sélido blanco.

Condiciones de purificacion:

Instrumento AUNO LC=2000

Columna Welch-Ultimate XB—C18,50x 250 mm, 7 um
Longitud de onda 220 nm & 254 nm

Temperatura de horno de ambiente

columna

Caudal 60 mL/min

Volumen de inyector 8 mL

Diluyente ACN/Agua = 1/1

Fase mévil A 0,1 % TFA en agua
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Tiempo (min) A% B%
0 80 20
3 80 20
Programa de gradiente 43 %0 %0
43,1 10 90
48,0 10 90
48,1 90 10
53,0 90 10
Tiempo de ejecucion 29,3 minutos
Procedimiento general U:
Ejemplo: Comp. Nro. 449.
o II:moc
0 NH DIEA Q H
Br\)ko/p ¥ H DMSO Br ”/\/N\Fmoc
O NH,HCI

Intermediario SM2

A una solucién de 2—bromoacetato de (2,5—dioxopirrolidin—1—ilo) (2,36 g, 10 mmol, 1 equiv.)
y clorhidrato de N—(2—aminoetil)carbamato de 9H—fluoren—9—ilmetilo (956,39 mg, 3,00 mmol,
0,3 equiv.) en DMSO (10 mL) se anadié DIEA (1,03 g, 8,00 mmol, 1,39 mL, 0,8 equiv.). La
mezcla se agité a 25 °C durante 1 hora. La reaccion se filtrd, y el filtrado se purificé por HPLC
de fase inversa (solvente A: H,O, solvente B: ACN) para dar el producto Intermediario SM2
como solido amarillo. LCMS m/z: 403 [M+1]*, 405 [M+3]".

Sintesis de péptido.

El péptido se sintetizé utilizando la quimica Fmoc estandar, que se muestra a continuacion.

17) Preparacion de la resina.

a) Se anadi6 DMF (10 mL) a un recipiente que contenia resina de amida de Rink
Metilamina (0,15 mmol, 0,30 g, 0,50 mmol/g). El granizado se agité6 suavemente durante 2
horas bajo nitrégeno a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. El procedimiento se repitié 3 veces mas, 30 segundos por
cada lavado.

18) Desproteccion Fmoc.

a) Se afadi6 piperidina al 20 %/DMF (10,0 mL) a la resina. El granizado se agité bajo N>
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

19) Acoplamiento.

a) Se anadi6 a la resina una solucion que contenia Fmoc—Pro—OH (0,45 mmol, 0,151 g,
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3,00 equiv.), HATU (0,428 mmol, 0,16 g, 2,85 equiv.) y DIEA (0,90 mmol, 0,15 mL, 6,00 equiv.)
en DMF (5,00 mL). El granizado se agit6 bajo N2> durante 30 minutos a temperatura ambiente.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por

cada lavado).

20) Los pasos 18 a 19 se repitieron para completar el ensamblaje de la secuencia lineal

de acuerdo con el orden de los aminoacidos enumerados en la Tabla de Sintesis a

continuacion.

Tabla de sintesis
Acoplamiento Materiales Reactivos de acoplamiento
Nro.

2 Fmoc-Trp—OH (3,00 equiv.) HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)

3 Fmoc—Cys(Trt)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

4 Fmoc—Asp(OtBu)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

5 Fmoc—Lys(Dde)-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

6 Fmoc—2Nal-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

7 Fmoc—Asn(Trt)—-OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

8 Fmoc—PipA(Alloc)-OH HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
(3,00 equiv.) equiv.)

9 Fmoc—Cys(Trt)—OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

10 Fmoc—NMe—tBuAla—OH HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
(3,00 equiv.) equiv.)

11 Fmoc—Thr(tBu) —OH (3,00 HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.) equiv.)

12 Fmoc-Trp—OH (3,00 equiv.) HATU (2,85 equiv.) y DIEA (6,00
equiv.)

13 Ac20O DMF:Ac,O:DIEA (85:10:5)
21) Desproteccién Alloc.
a) La resina se lavo con DCM (5 x 10,0 mL, 30 segundos por cada lavado).

b) Se anadio DCM (10,0 mL) a la resina. Después se afiadieron PhSiHz (1,5 mmol, 0,18
mL, 10 equiv.) y Pd(PPha)s 0,01s mmol, 17 mg, 0,1 equiv.) bajo N2 ala resina. El granizado se
agitd bajo N> durante 15 minutos a temperatura ambiente y después se drend. Este
procedimiento se repitio tres veces.

c) Se afiadieron a la resina dietilcarbamoditioato sédico al 0,5 % en DMF (5,0 mL) y DIEA
al 0,5 % en DMF (5,0 mL). El granizado se agité bajo N2 durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Este procedimiento se repitié hasta que la resina quedd incolora.

d) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por

cada lavado).
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22) Acoplamiento de intermediario SM2.

c) Se afiadi6é a la resina una solucion que contenia el intermedio SM2 (180 mg, 0,45
mmol, 3 equiv.) y DIEA (0,9 mmol, 0,15 mL, 6 equiv.) en DMF (5,00 mL). El granizado se agit6
bajo N2 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

d) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

23) Desproteccion de Dde.

a) Se afiadio a la resina hidrazina al 3 % en DMF (10,0 mL). El granizado se agit6 bajo
N2 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitidé dos veces.

b) Se drend el sobrenadante. La resina se lavé con DMF (5 x 10,0 mL, 30 segundos por
cada lavado).

24) Instalacién de DOTA.

a) Se afadio a la resina una solucion que contenia DOTA(tBu)s (0,9 mmol, 0,52 g, 6,00
equiv.), HOAT (0,9 mmol, 122 mg, 6,00 equiv.) y DIC (0,9 mmol, 0,14 mL, 6,00 equiv.) en

DMF (5,00 mL). El granizado se agit6é bajo N2 durante 30 minutos a temperatura ambiente y

después se drend. Este proceso se repitié dos veces.

Escisién y purificacién de péptido.

19) Una vez completado el acoplamiento, la resina se lavé primero con DMF (5 x 10,0 mL,
30 segundos cada uno) y después con MeOH (3 x 20,0 mL, 30 segundos cada uno) a
temperatura ambiente antes de secar al vacio.

20) Se anadio a la resina el céctel de escision (TFA/3—MPA/TIS/H20, 90/5/2,5/2,5, viviv,
20 mL en total). El granizado se agitdé suavemente durante 2 horas bajo N2 a temperatura
ambiente.

21) La mezcla se filtro, y se recogio el filtrado.

22) Se afnadié éter isopropilico helado (100 mL) al filtrado, y se agitdé la mezcla
uniformemente. El granizado se centrifugd durante 2 minutos a 3000 rpm a temperatura
ambiente. Se recogio el precipitado.

23) El precipitado se lavé con éter isopropilico helado (2 x 50 mL).

24) El solvente residual se elimin6 a temperatura ambiente al vacio durante 2 horas para
obtener el péptido lineal como sélido blanco.

25) Los pasos 20 a 24 se repitieron para desproteger completamente el grupo ter—butilo.
26) El péptido lineal bruto (330 mg) se disolvié en ACN (100 mL) y se diluyé con agua
(200 mL). A continuacion se anadieron TCEP (0,75 mmol, 214 mg, 5 equiv.) y CH2l2 (3 mmol,
0,8 g, 20 equiv.). Se afiadié DIEA para ajustar el pH a 8~9. A continuacion, la mezcla se agité
a 25 °C durante 1 hora. A continuacion, se anadié CHsCOOH para ajustar el pH a 6~7. La
mezcla se liofilizd para obtener el polvo bruto.

27) El péptido crudo se purificé por prep—HPLC en fase inversa (A: 0,1 % TFA en H,0, B:
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ACN) para dar el producto final como sdélido blanco.

Condiciones de purificacion

Instrumento AUNO LC=2000

Columna Phenomenex Luna C18,30 x 150 mm, 5 ym

Longitud de onda 220 nm & 254 nm

Temperatura horno de ambiente

columna

Caudal 25,0 mL/min

Volumen de inyector 8 mL

Diluyente ACN/Agua = 1/4

Fase movil A 0,1 % TFA en agua

Fase movil B ACN
Tiempo (min) A% B%
0 83 17
40 53 47

Programa de gradiente 401 10 90
45 10 90
45,1 90 10
50 90 10

Tiempo de retencion 28 minutos

La Tabla 5 muestra el procedimiento sintético utilizado para sintetizar los compuestos aqui

descriptos.
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Tabla 5 Tabla 5 Tabla 5
Comp. | Procedimiento Comp. | Procedimiento Comp. | Procedimiento
Nro. sintético Nro. sintético Nro. sintético
1 A 50 A 315 E
2 A 51 A 316 E
3 A 52 A 317 E
4 A 53 A 318 E
5 A 71 P 319 E
6 A 72 A 320 E
7 A 94 M 321 E
8 A 95 P 322 E
9 A 99 P 323 E
10 A 120 P 324 E
11 A 153 M-2 325 E
12 A 154 A 327 E
13 A 214 A 328 E
14 A 215 A 332 A
15 A 216 A 333 A
16 A 217 A 334 A
24 A 218 A 335 A
25 A 236 M 336 A
26 A 247 K 337 A
27 A 248 K 338 A
28 A 249 E 339 A
29 A 250 E 340 A
31 A 253 K 341 A
32 L 254 E 342 A
33 A 300 E 343 A
34 A 301 E 377 J
35 A 302 E 378 J
36 A 303 E 379 E
37 A 304 E 380 E
38 A 305 E 381 J
39 A 306 E 382 A
40 A 307 E 383 A
41 A 308 E 384 A
42 A 309 E 385 A
43 A 310 E 386 A
44 A 311 E 387 A
45 A 312 E 388 A
46 A 313 E 389 A
49 A 314 E 398 M
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La Tabla 6 muestra el analisis LCMS de los compuestos aqui descriptos.

Tabla 6
Comp. | Masa
Nro. | exacta Masa observada Observacioén

2 1683,7 843,1 | [M+2H]/2
3 1628,6 815,6 | [M+2H]/2
4 1713,7 858,1 | [M+2H]/2
5 1701,6 852 | [M+2H]/2
6 1628,6 815,7 | [M+2H]/2
7 1700,7 851,3 | [M+2H]/2
8 1699,7 850,8 | [M+2H]/2
9 1628,6 815,4 | [M+2H]/2
10 1717,7 859,9 | [M+2H]/2
11 1683,7 843,1 | [M+2H]/2
12 1628,6 815,5 | [M+2H]/2
13 1713,7 858,1 | [M+2H]/2
14 1701,6 852,6 | [M+2H]/2
15 1700,7 851,4 | [M+2H]/2
16 1612,6 1614,3 | [M+H]

24 1613,6 808,8 | [M+2H]/2
25 1623,6 813,8 | [M+2H]/2
26 1623,6 813,8 | [M+2H]/2
27 1628,6 815,8 | [M+2H]/2
28 1642,6 823 | [M+2H]/2
29 1575,6 788,7 | [M+2H]/2
30 1746,7 875,3 | [M+2H]/2
31 1799,7 901,8 | [M+2H]/2
32 1757,7 880,4 | [M+2H]/2
33 1613,6 808,5 | [M+2H]/2
34 1628,6 815,6 | [M+2H]/2
35 1628,6 815,6 | [M+2H]/2
36 1677,7 840,1 | [M+2H]/2
37 1699,7 851,1 | [M+2H]/2
38 1700,7 851,6 | [M+2H]/2
39 1700,7 851,4 | [M+2H]/2
40 1717,7 860 | [M+2H]/2
41 1757,7 880,1 | [M+2H]/2
42 1757,7 880,1 | [M+2H]/2
43 17577 880,1 | [M+2H]/2
44 1769,7 886,1 | [M+2H]/2
45 1827,7 915,1 | [M+2H]/2
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Tabla 6

Comp. | Masa
Nro. | exacta Masa observada Observacién
46 1827,7 915,1 | [M+2H]/2
49 1591,6 797,2 | [M+2H]/2
50 1641,6 822,1 | [M+2H]/2
51 1613,6 808,2 | [M+2H]/2
52 1591,6 797 | [M+2H]/2
53 1649,7 826,7 | [M+2H]/2
71 1619,7 811,1 | [M+2H]/2
72 1677,7 840,1 | [M+2H]/2
94 2069 1036,1 | [M+2H]/2
95 1605,7 804,2 | [M+2H]/2
99 1605,7 804,1 | [M+2H]/2
120 1591,7 797,1 | [M+2H]/2
153 2083 1042,9 | [M+2H]/2
154 2126,96 1065,1 | [M+2H]/2
214 1591,6 797,9 | [M+2H]/2
215 1641,6 822,9 | [M+2H]/2
216 1602,6 803,4 | [M+2H]/2
217 1602,6 802,9 | [M+2H]/2
218 1602,6 803,4 | [M+2H]/2
236 2097 1050,1 | [M+2H]/2
247 2538,1 636,1 | [M+4H]/4
248 2538,1 636,2 | [M+4H]/4
249 2023,9 676,2 | [M+3H]/3
250 2023,9 676,2 | [M+3H]/3
253 25151 630,5 | [M+4H]/4
254 2000,9 668,6 | [M+3H]/3
300 2054,9 1029,2 | [M+2H]/2
301 2040,9 1021,8 | [M+2H]/2
303 2054,9 1029,1 | [M+2H]/2
304 2042,9 1023,3 | [M+2H]/2
305 2056,9 1029,8 | [M+2H]/2
306 2056,9 1030,1 | [M+2H]/2
307 2042,9 1023,1 | [M+2H]/2
308 2070,9 1037,2 | [M+2H]/2
309 2042,9 1023,2 | [M+2H]/2
310 2056,9 1030,8 | [M+2H]/2
311 2056,9 1030,2 | [M+2H]/2
312 2042,9 1023,1 | [M+2H]/2
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Tabla 6

Comp. | Masa

Nro. | exacta Masa observada Observacién
313 2070,9 1037,3 | [M+2H]/2
314 2054,9 1028,8 | [M+2H]/2
315 2000,9 1013,1 | [M+2H]/2
317 2028,8 1027,2 | [M+2H]/2
318 2026,9 1026,2 | [M+2H]/2
319 2068,9 691 | [M+3H]/3
320 2014,9 1008,7 | [M+2H]/2
322 2000,9 1013,2 | [M+2H]/2
323 2040,9 1033,2 | [M+2H]/2
324 2066,9 1034,9 | [M+2H]/2
325 2068,9 690,7 | [M+3H]/3
327 20249 1013,4 | [M+2H]/2
328 2054,9 686 | [M+3H]/3
331 15747 789,5 | [M+2H]/2
332 1574,6 789,3 | [M+2H]/2
333 1650,6 1651,8 | [M+H]
334 1586,6 795 | [M+2H]/2
335 1598,6 801,3 | [M+2H]/2
336 1612,6 808,3 | [M+2H]/2
337 1626,6 815,4 | [M+2H]/2
338 1640,6 822 | [M+2H]/2
339 1612,6 808 | [M+2H]/2
340 1652,7 828,3 | [M+2H]/2
341 1624,6 813,9 | [M+2H]/2
342 1624,6 814,4 | [M+2H]/2
343 1626,6 814,9 | [M+2H]/2
377 2533,1 845,8 | [M+3H]/3
378 2561,1 854,8 | [M+3H]/3
379 2206 736,5 | [M+3H]/3
380 2208 1105,3 | [M+2H]/2
381 2559,1 854 | [M+3H]/3
382 1627,6 814,7 | [M+2H]/2
383 1626,6 815,3 | [M+2H]/2
384 1627,6 815,2 | [M+2H]/2
385 1627,6 815,2 | [M+2H]/2
386 1627,6 814,9 | [M+2H]/2
387 1626,6 814,9 | [M+2H]/2
388 1626,6 814,8 | [M+2H]/2
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Tabla 6

Comp. | Masa
Nro. | exacta Masa observada Observacién
389 1627,6 815,1 | [M+2H]/2
398 2081 695,2 | [M+3H]/3
399 2067 690,4 | [M+3H]/3
400 2069 691 | [M+3H]/3
401 2171 725 | [M+3H]/3
402 2171 724,8 | [M+3H]/3
404 2081 1042,2 | [M+2H]/2
405 2096,9 1050,2 | [M+2H]/2
406 2483,2 829,4 | [M+3H]/3
407 24991 834,4 | [M+3H]/3
408 2069 1036,2 | [M+2H]/2
416 2037 1020 | [M+2H]/2
417 2862,2 955,7 | [M+3H]/3
418 2814,2 939,9 | [M+3H]/3
419 2069 1036,2 | [M+2H]/2
420 2848,2 950,9 | [M+3H]/3
421 2800,2 935,2 | [M+3H]/3
422 2084,9 1044,2 | [M+2H]/2
423 2028,9 1016,1 | [M+2H]/2
424 2028,9 1016,1 | [M+2H]/2
425 2573,2 1288,3 | [M+2H]/2
428 2095 1049,1 | [M+2H]/2
429 2099 1051 | [M+2H]/2
430 2111 1057,1 | [M+2H]/2
431 2083 1042,9 | [M+2H]/2
432 2220,1 741,6 | [M+3H]/3
434 2208,1 1105,6 | [M+2H]/2
435 2069,9 691,5 | [M+3H]/3
436 2084 695,7 | [M+3H]/3
437 2083 1042,8 | [M+2H]/2
438 2239,1 748 | [M+3H]/3
439 2240 748,2 | [M+3H]/3
440 1711,7 857,1 | [M+2H]/2
441 1725,7 864,2 | [M+2H]/2
442 2084 696,1 | [M+3H]/3
443 2098 1050,6 | [M+2H]/2
445 22531 1128,1 | [M+2H]/2
446 22541 1128,6 | [M+2H]/2
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Tabla 6

Comp. | Masa
Nro. | exacta Masa observada Observacioén
447 2141,0 1071,9 | [M+2H]/2
448 22851 1142,8 | [M+2H]/2
449 2569,2 1285,9 | [M+2H]/2
450 3764,0 1256,3 | [M+3H]/3

Ejemplo 3. Afinidad de unién de los péptidos de restos de direccionamiento a DLL3.

Determinacion de la afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial (SPR).

La afinidad de unién y los parametros cinéticos de union a 25°C se determinaron
utilizando el instrumento Biacore S200. El ligando diana se inmovilizé en un chip sensor SA
mediante captura con estreptavidina. Se establecié una superficie de referencia para la uniéon no
especifica y los cambios del indice de refraccion. Para analizar la cinética de las interacciones,
se inyectaron concentraciones variables de péptidos a un caudal de 50 yL/minuto utilizando un
tampon de ejecucion que contenia 20 mM de tampodn de fosfato con 2,7 mM de KCI, 137 mM de
NaCl y 0,05 % de tensioactivo P20. Las curvas de sensorgrama se ajustaron con el modelo de
unién 1:1, y los parametros de afinidad y cinética se obtuvieron utilizando el software de

evaluacion Biacore S200 1,1,1 o Biacore Insight evaluation 4,0. Los datos Kp de los péptidos

ciclicos SEQ ID NO se muestran en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7: Datos Kp
SEQ ID NO. | Kp, nM (chip SA)
67 72
68 6,1
69 12
70 340
71 47
72 24
73 42
74 110
75 57
76 290
77 150
78 68
79 32
80 80
81 6,5
82 47
83 320
84 240
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85 150
86 7,6
87 53
88 86
89 8,1

Se realizaron estudios SPR adicionales con los compuestos aqui descriptos utilizando el
siguiente protocolo.

Procedimiento: La afinidad de unién y los parametros cinéticos de unién a 25°C se
determinaron utilizando el instrumento Biacore S200 o Biacore 8K. El ligando diana DLL3
humano biotinilado se inmovilizd en un chip sensor de estreptavidina. Se establecié una
superficie de referencia para la union inespecifica y los cambios del indice de refraccion. Para el
analisis de la cinética de las interacciones, se inyectaron concentraciones variables de muestras
a un caudal de 100 pL/minuto utilizando un tampén de ejecucién que contenia 20 mM de tampén
de fosfato con 2,7 mM de KCI, 137 mM de NaCl, 0,05 % de tensioactivo P20 y 2 % de DMSO.
Las curvas de sensorgrama se ajustaron con el modelo de unién 1:1, y los parametros de afinidad
y cinética se obtuvieron utilizando el software Biacore Insight evaluation 4,0.

La Tabla 8 muestra los valores de Kp obtenidos mediante el ensayo SPR para un grupo
de compuestos seleccionados. En esta Tabla, "A" representa Kp < 1,0 nM; "B" representa 1,0 nM
<Kp =10 nM; "C" representa 10 nM < Kp < 100 nM; "D" representa 100 nM < Kp < 300 nM.

Tabla 8: Valores Kp SPR Tabla 8: Valores Kp SPR Tabla 8: Valores Kp SPR
Comp. Ko SPR Comp. Ko SPR Comp. Ko SPR
Nro. Nro. Nro.
1 B 37 C 95 D
2 B 38 C 120 D
7 C 39 C 153 A
9 D 41 C 214 D
10 D 42 C 215 C
11 B 43 C 236 A
13 C 44 B 247 A
14 C 46 C 248 A
15 B 49 B 249 A
24 C 50 B 250 B
25 C 51 B 253 A
26 C 52 C 254 A
27 C 53 C 300 A
32 C 71 D 301 A
33 C 72 D 302 A
36 C 94 A 303 A
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Ejemplo 4. Unién celular, internalizacion y radiomarcaje de péptidos de restos de
direccionamiento.

Procedimiento general de radiomarcaje de quelante—péptidos con ['77Lu]Lu.

El [""7Lu]LuCls se recibio de los proveedores de solucién de HCI. Por cada mCi de
['"7Lu]LuCls afiadido al vial de reaccién (vial Eppendorf de 1,5 mL), se afiadié tampdn de acetato
de amonio (0,2 M, pH 4,9, 100 pL, que contenia 1 % p/v de acido ascorbico y 6 % v/v de etanol)
y conjugado peptidico (1 nmol; también denominado en este documento "quelante—péptidos™).
El pH de la solucion se determind en aproximadamente 5 utilizando tiras de pH. El vial de reaccion
se incubd a 80°C, 700 RPM durante 17—-20 minutos. Una muestra de la reaccion se analiz6
mediante RP—HPLC utilizando un instrumento HPLC Agilent Infinity Il 1260 para determinar la
finalizacion de la reaccién y la pureza radioquimica de los ['7Lu]Lu—quelante—péptidos.
Condiciones de HPLC: Columna Waters XBridge BEH C18, 130A, 3,5 ym, 4,6 mm x 250 mm;
fase movil: Solvente A = agua (con 0,1 % de acido férmico), solvente B = acetonitrilo (con 0,1 %
de acido férmico). Gradientes: 25-45 % B en 10 minutos, 45-65 % B en 12 minutos, 65-90 % en
6 minutos a un caudal de 0,5 mL/minutos. Se formularon cantidades necesarias del producto en
PBSA al 1 % para estudios celulares.

Procedimiento general de radiomarcaje de quelante—péptidos con [??°Ac]Ac.

Un conjugado peptidico (también denominado en el presente documento "quelante—
péptidos") de la presente divulgacion se radioetiquetd con el isétopo [2?°Ac]Ac en una reaccion
que comprendia un tampdon de acetato o equivalente con excipientes y etanol. La mezcla de
reaccion se calenté para lograr el radioetiquetado; por ejemplo, la mezcla de reaccion se calento
a 90°C durante 15 minutos. El [??°Ac]Ac—quelante—péptido radiomarcado se diluyé hasta alcanzar
la concentracion radiactiva deseada con un tampoén de formulacion que contenia excipientes
adicionales. Una muestra del producto [??>Ac]Ac—quelante—péptido radiomarcada se enriquecid
con DTPA, se analiz6 por RP—HPLC, y se recogieron fracciones cada 12 segundos. Una vez
alcanzado el equilibrio secular entre [?25Ac]Ac y sus isotopos descendientes (> 6 h después de la
recogida), las fracciones se analizaron mediante espectroscopia gamma, y los CPM resultantes
se representaron graficamente en funcion del tiempo. Los datos de pureza radioquimica (% RCP)
se obtuvieron a partir de esta cromatografia reconstruida. Por ejemplo, los Compuestos 153 y
447 se radioetiquetaron y se caracterizaron con [?2°Ac]Ac mediante este procedimiento.

Reactivos y materiales:

Reactivo/Material Fabricante Categoria Numero
Medio RPMI 1640 Gibco 11875093
DMEM (1X) Gibco 11965-084
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Suero Bovino fetal R&D Systems S11195
Enzima TrypLE Select (1x) Gibco 12563029
Versene (1X) Thermo Fisher 15040-066
PBS pH 7,2 Gibco 10010001
Albumina sérica bovina Sigma Aldrich A9576
Agua destilada Gibco 15230162
PBS + 1 % Albumina sérica bovina In House NA
Hidréxido de sodio (NaOH) Thermo Fisher A4782902
Glicina Thermo Fisher J61855-AP
Lavado acido (Glicina + Agua) Interno NA
10 % NaOH (NaOH +Agua) Interno NA
Azul tripano Gibco 15250061
Instrumentos:
Instrumento Fabricante Categoria Numero
Cabina de bioseguridad Thermo Scientific 1389-M
Incubadora Thermo Scientific 381
Contador gamma Perkin Elmer 2470
Agitador calefactor de bloque seco Eppendorf
Contador celular Countess Thermo Fisher A49893
Portaobjetos de camara de recuento Thermo Fisher C10283
celular Countess
Matraz tratado para cultivo de tejidos Falcon 353112
175 cm?
Matraz Bio Lite 75 cm? Thermo Fisher 130190
Método:

Preparacion de las células.

El estudio se realiz6 con células SHP-77, CT26.WT, CT26.DLL3, y HEK293.DLL3 (Tabla
9).

Estudios de células adherentes: Las células se cultivaron en medios de cultivo
apropiados (20 mL) en matraces T150 tratados con cultivo tisular a 37°C y 5 % de CO.. Las
células adherentes se desprendieron (60—70 % de confluencia) utilizando 5 mL de Versene a
37°C durante 3 minutos. Tras confirmar la viabilidad mediante Countess y recuento de células
desprendidas mediante azul tripano, las células se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos (1000
rpm). El sedimento celular obtenido se lavé una vez con PBS y se resuspendié en PBSA al 1 %
para obtener la concentracion celular deseada (5—25 millones de células/ mL).

Estudios con células en suspension: Las células se cultivaron en medios de cultivo
apropiados (20 mL) en matraces T150 tratados con cultivo tisular a 37°C y 5 % de CO.. Tras
confirmar la viabilidad y el recuento de las células desprendidas mediante azul tripano, se

centrifugaron las células a 4°C durante 5 minutos (1000 rpm). El sedimento celular obtenido se
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lavé una vez con PBS y se resuspendié en PBSA al 1 % para obtener la concentracion celular
deseada (5—-25 millones de células/mL).
El niumero de células utilizadas para el ensayo oscild entre 5 y 25 millones de

células/condicion.

Tabla 9: Informacién de lineas celulares
Nombre Fuente | Catalogo Nro. Modo de Condiciones de Medio de

crecimiento crecimiento crecimiento

SHP-77 ATCC CRL-2195 Suspension/ 37°C; 5 % CO2 RPMI
Adherente 1640+10 %

FBS

CT-26. WT ATCC CRL-2638 Adherente 37°C; 5 % CO2 DMEM (Alta
glucosa) +10

% FBS
CT-26.DLL3 Creative | CSC-R00602 Adherente 37°C; 5 % CO2 DMEM (Alta
Biogene glucosa) +10

% FBS
HEK293.DLL3 Bio Adherente 37°C; 5 % CO2 DMEM (Alta
Intron glucosa) +10

% FBS

Ejecucion del estudio.

Captacioén total: Las células se incubaron con 300 pL (0,8 uCi) del tampdn de incubacién
(que contenia péptido radiomarcado ['"Lu]Lu—péptido de prueba) durante 1 hora a 37°C (Tabla
10). Luego de la incubacion, las células se sedimentaron y se lavaron 2 veces con PBS+1 % BSA
frio. El sobrenadante y los lavados se combinaron y se contaron juntos como "fraccién no unida"
en un contador gamma. A continuacién, las células se resuspendieron en 300 uL de PBS al 1
%+1 %BSA y se contaron en el contador gamma como "fraccion unida".

Internalizacién: Las células resuspendidas en 300 uL de PBSA al 1 % y contadas en el
contador gamma como "fraccién unida" se recogieron en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se
sedimentaron. Las células sedimentadas se incubaron con 300 pL de 50 mM de glicina pH = 2,5
durante 3 minutos y luego se sedimentaron desechando el sobrenadante. Este proceso se repitid
una vez mas. Las células sedimentadas se lavaron con 300 uL de PBSA al 1 % frio y se
resuspendieron luego en 300 uL de NaOH 0,3M. Esto se contd en el contador gamma como

"fraccion internalizada".
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Tabla 10: Resumen de la condicién experimental

Adherente/ Nro Medio
Nombre de | Suspensién Método de célulés de Tiempo de Temp. Velocidad del
célula / disociaciéon Millon. M It incubacion incubacién termomezclador
mixto (Millén, M) union
o,
SHP-77 Mixto Versene 5-25M P1Bé0A 1h 37°C 700 rpm
1%
CT26.WT Adherente Versene 5-25M PBSA 1h 37°C 700 rpm
CT26.DLL 1% °
3 Adherente Versene 5-25M PBSA 1h 37°C 700 rpm
HEK293.D 1% o
LL3 Adherente Versene 5-25M PBSA 1h 37°C 700 rpm

Las células SHP-77 son células de SCLC no disefiadas, de origen humano.

Las células CT26.WT no expresan DLL3 y se utilizan como control negativo.

Las células CT26.DLL3 son células disefiadas para expresar DLL3.

HEK293.DLL3 son células disefiadas para expresar DLL3.

Las Tablas 11 y 12 a continuacion muestran los datos del ensayo celular para un grupo de
compuestos seleccionados. En estas Tablas, "A" representa % < 25; "B" representa 25 < % < 50;

“C” representa % > 50.

Tabla 11: Datos celulares (CT26 DLL3)

Comp. | Linea celular % Union % Internalizacion
Nro. (de la fraccién unida)
254 CT26 DLL3 B B
300 CT26 DLL3 B B
302 CT26 DLL3 A B
303 CT26 DLL3 A C
315 CT26 DLL3 A C
317 CT26 DLL3 A C
318 CT26 DLL3 A C
314 CT26 DLL3 B B
316 CT26 DLL3 A B
320 CT26 DLL3 A B
249 CT26 DLL3 A B
321 CT26 DLL3 A C
324 CT26 DLL3 A C
322 CT26 DLL3 A C
323 CT26 DLL3 A C
301 CT26 DLL3 B B

94 CT26 DLL3 B C
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417 CT26 DLL3 |

B

Tabla 12: Datos celulares (SHP-77)
Comp. Nro. Linea % Unioén % Internalizacion
celular (de fraccién unida)
302 SHP-77 B B
303 SHP-77 B B
315 SHP-77 B B
317 SHP-77 A B
318 SHP-77 B C
314 SHP-77 B B
316 SHP-77 B C
320 SHP-77 A B
249 SHP-77 A B
321 SHP-77 B C
324 SHP-77 B B
322 SHP-77 A B
323 SHP-77 A B
153 SHP-77 C C
236 SHP-77 C C
445 SHP-77 C C
442 SHP-77 C C
447 SHP-77 C C
448 SHP-77 C C
449 SHP-77 C C

Ejemplo 5. Biodistribucion ex vivo.

Protocolos generales para estudios de biodistribucion ex vivo.

Los ratones fueron inyectados por via intravenosa (a través de la vena lateral de la cola)
con una dosis en bolo de los péptidos radiomarcados para los estudios de biodistribucion ex vivo
cuando los volumenes tumorales eran en el rango de 200-400 mm3 para los ratones
xenoinjertados, y cuando la edad de los ratones era de 5-7 semanas, para los estudios con
ratones sin injerto previo. Para evaluar la cantidad de radionudclido inyectada en ratones
individuales, se analizé la jeringa en un calibrador de dosis antes y después de la inyeccion para

[""7Lu]Lu—péptido, luego se determind la dosis inyectada a partir de la diferencia de peso y la

concentracion de la solucion de radionucleido.

Se realizé la eutanasia de los ratones en puntos temporales predeterminados, y se
resecaron tejidos seleccionados que se recogieron en tubos previamente pesados. Los tubos se

volvieron a pesar después de la reseccion, y la diferencia dio el peso de cada tejido. La
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radiactividad de cada tejido se midié con un contador gamma. Los recuentos se corrigieron
respecto de la caida al tiempo de la inyeccion, y se calculd el porcentaje de actividad inyectada
por gramo (% |A/g) para cada tejido en funcién de la actividad inyectada en cada ratén individual.
La actividad inyectada se convirtié en recuentos en funcion de la sensibilidad del contador
gamma. A continuacion, los recuentos en el tejido se convirtieron en el porcentaje de actividad

inyectada, y éste se dividid por la masa de tejido para obtener el % 1A/g.

Tabla 13: Concentracion de radiactividad (% IA/g) de los compuestos evaluados en
diferentes organos de ratones atimicos (nude) portadores de tumores SHP-77 (n =
3) alas 24 horas posinyeccion.
"A" representa 0 < % |A/g < 5 en tumor; "B" representa % IA/g > 5 en tumor; "C"
representa 0 < % IA/g < 10 en rifidn; "D" representa % IA/g > 10 en rifdn.
Comp. Captacion tumoral (%

Nro. Etiquetado 1Alg) Captacioén renal (% I1A/g) |

236 ["""Lu]Lu B C

249 [""7Lu]Lu A C

254 [""7Lu]Lu A D

300 [""7Lu]Lu A C

301 ["7Lu]Lu A C

314 ["""Lu]Lu A C

315 [""7Lu]Lu A C

316 [""7Lu]Lu A D

317 [""7Lu]Lu A D

318 ["""Lu]Lu A D

320 [""7Lu]Lu A D

321 [""7Lu]Lu A D

322 [""7Lu]Lu A D

323 [""7Lu]Lu A D

417 [""7Lu]Lu B D

437 [""7Lu]Lu B C

442 [""7Lu]Lu B C

443 [""Lu]Lu B C

445 [""7Lu]Lu B C

447 [""7Lu]Lu B C

Ejemplo 6. Estructura cristalina de rayos X de un compuesto ejemplar con DLL 3.
Se determind la estructura cristalina de rayos X de un compuesto ejemplar de la
divulgacion unido a DLL3. Se expresd y se purificd un fragmento de DLL3 a partir de células

HEK 293 para realizar estudios de afinidad de union y formacién de cristales. Se empled la
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siguiente secuencia de aminoacidos de DLL3, correspondiente a los aminoacidos 27-215 de la
DLL3 WT:

AGVFELQIHSFGPGPGPGAPRSPCSARLPCRLFFRVCLKPGLSEEAAESPCALGAALS
ARGPVYTEQPGAPAPDLPLPDGLLQVPFRDAWPGTFSFIIETWREELGDQIGGPAWSLLARVA
GRRRLAAGGPWARDIQRAGAWELRFSYRARCEPPAVGTACTRLCRPRSAPSRCGPGLRPCA
PLEDECEHHHHHH (SEQ ID NO: 90).

ELISA:

La actividad de unién a péptidos de la proteina DLL3 para cristalografia se
determind en ELISA utilizando anticuerpos anti—-DOTA y péptidos que contenian DOTA.
La proteina humana recombinante DLL3 aa27-215 se expreso y se purificd a partir de
medios de cultivo de células HEK293 hasta alcanzar una homogeneidad >95 % tanto
en SDS—-PAGE como en SEC (Biolntron, Shanghai, China). El anticuerpo anti-DOTA
(expresado en células HEK293 en Biolntron) se recubridé en una placa de 96 pocillos a
2 ug/mL, 100 pL/pocillo en tampdn de recubrimiento A (todos los tampones ELISA se
incluyeron en el kit de tampones ELISA, Invitrogen, cat. nro.. CNB0011). Las placas se
incubaron toda la noche en la oscuridad a 4°C y después se lavaron tres veces con
tampdn de lavado ELISA. A continuacion, las placas se bloquearon con 200 uL de
tampodn de bloqueo durante 2 horas a 25°C con agitacion a 300 rpm en un agitador de
placas. Se elimin6 el tampon de bloqueo, y las placas se lavaron tres veces con 200 uL
de tampdn de lavado. Se afiadieron 100 uL de tampon de ensayo ELISA en cada
pocillo. Los péptidos de unién a DLL3 con DOTA en solucion DMSO se afiadieron a los
pocillos utilizando el dispensador HP D300e, y la concentracion final de péptidos en la
solucion oscilo entre 100 nM y 1,69 pM. Las placas se incubaron a 25°C durante 1 hora
con agitacion. A continuacion, las placas se lavaron tres veces con 200 pL de tampdn
de lavado. Se anadieron 2 ug/mL de DLL3 aa27-215 en tampon de bloqueo, y las
placas se incubaron a 25°C durante 1 hora con agitacion. A continuacion, las placas se
lavaron tres veces con 200 yL de tampon de lavado. Anti-His—HRP (clon AD1.1.10,
Invitrogen, cat. Nro: MA180218) se afiadio a los pocillos, y las placas se incubaron
durante 1 hora a 25°C con agitacion. Las placas se lavaron tres veces con 200 uL de
tampon de lavado y se revelaron con sustrato TMB durante 15 minutos a 25°C. La

reaccion se detuvo con acido sulfurico 1 M, y las placas se leyeron en el lector de
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placas Hidex Sense a una D. O. de 450 nm. La CEso de los péptidos que se unen a
DLL3 aa27-215 se determiné utilizando el software GraphPad (véase la Fig. 1).

Cristalizacion.

La proteina purificada se utilizé en ensayos de cristalizacion empleando tanto un cribado

5 estandar con aproximadamente 1200 condiciones diferentes, como condiciones de cristalizacion
identificadas a partir de datos bibliograficos. Las condiciones obtenidas inicialmente se
optimizaron utilizando estrategias estandares, variando sistematicamente los parametros que
influyen criticamente en la cristalizacion, tales como la temperatura, la concentracion de proteina,
la relacién de caida y otros. Estas condiciones también se refinaron variando sistematicamente
10 el pH o las concentraciones de precipitante.

Recogida y procesamiento de datos.

Se establecid un crioprotocolo utilizando los protocolos estandares PROTEROS. Los
cristales se congelaron rapidamente y se midieron a una temperatura de 100 K. Los datos de
difraccion de rayos X se recogieron a partir de cristales complejos de DLL3 con el ligando de

15  Comp. Nro. 94 en la Instalacion Europea de Radiacion Sincrotronica (ESRF, Grenoble,
Francia) utilizando condiciones criogénicas. Los cristales pertenecen al grupo espacial P 21 21

21. Los datos se procesaron con los programas autoPROC, XDS y autoPROC, AIMLESS.

Tabla 14: Estadisticas de recogida y procesamiento de datos para Comp. Nro. 94

Ligando Comp. Nro. 94

Fuente de rayos X ID29 (ESRF")

Longitud de onda [A] 0,8856

Detector Dectris EIGER2 CdTe 16M
Temperatura [K] 100

Grupo espacial P 22424

Célula: a; b; c; [A] 49,21; 63,87; 136,56

a; B;v; [°] 90,0; 90,0; 90,0

Resolucién [A]

2,49 (2,72-2,49)

Reflexiones Unicas

11083 (554)

Multiplicidad 8,1(9,4)
Completitud esférica [%] 70,7 (15,6)
Completitud elipsoidal [%] 89,5 (49,7)
Ropim [%]° 7,7 (65,5)
Rsym [%]° 20,8 (192,5)
Rmeas [%]* 22,3 (203,7)
CC1/2 [%] 96,80 (33,60)
Medio(l)/sd® 7,2(1,4)

" Instalacion Europea de Radiacion Sincrotronica (ESRF, Grenoble, Francia)

20 2 Los valores entre paréntesis se refieren a la bandeja de mayor resolucion.
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Modelizacién y refinamiento de estructuras.

Rpim =

8 Indicacion de precision

La informacion de fase necesaria para determinar y analizar la estructura que se obtuvo
mediante sustitucion molecular. Como modelo de busqueda se utilizé el modelo AlphaFold (AF—
Q9NYJ7-F1) del dominio C2 de DLL3.

La construccién y el perfeccionamiento posteriores del modelo se realizaron siguiendo
protocolos estandar con COOT y el paquete de software CCP4, respectivamente. Para el calculo
del factor R libre, una medida para validar de forma cruzada la correccion del modelo final, se
excluyeron del procedimiento de refinamiento alrededor del 5,3 % de las reflexiones medidas
(véase la Tabla 15).

Se aplicaron restricciones NCS locales generadas automaticamente (palabra clave "ncsr
local" de las versiones REFMAC5 mas recientes).

La parametrizacion del ligando y la generacién de los archivos de biblioteca
correspondientes se llevaron a cabo con GRADE (Global Phasing Limited).

El modelo de agua se construy6 con el algoritmo "Find waters" de COOT colocando

moléculas de agua en los picos del mapa F,-F. contorneado a 3.0, seguido de un refinamiento
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con REFMACS5 y comprobando todas las aguas con la herramienta de validacion de COOT. Los
criterios para la lista de aguas sospechosas fueron: Factor B superior a 80 A2, mapa 2F, F
inferior a 1,2 o, distancia al contacto mas cercano inferior a 2,3 A o superior a 3,5 A. Las
moléculas de agua sospechosas y las que se encontraban en el sitio de union del ligando
(distancia al ligando inferior a 10 A) se comprobaron manualmente.

El grafico de Ramachandran del modelo final calculado con Molprobity muestra 97,34 %
de todos los residuos en la region favorecida y 2,33 % en la region permitida. Molprobity se
describe con mas detalle en Chen et al. (Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2010. 66(Pt 1): 12—
21), incorporada aqui por referencia. El residuo lle135(B) es un valor atipico en el grafico de
Ramachandran. Esta definido por la densidad electrénica, o no pudo modelarse con otra
conformacion sensible. Las estadisticas de la estructura final y del proceso de refinamiento

figuran en la Tabla 15.

Tabla 15. Estadisticas de refinamiento para Comp. Nro. 94
Ligando Comp. Nro. 94
Resolucion [A] 57,92-2,49
Numero de reflexiones (trabajo/prueba) 10499 / 584
Reryst [%] 21,7

Riiore [%0]? 26,7
Numero total de atomos:

- proteina 2330

- Agua 57

- Ligando 292

- Calcio 2

Factores B promedio

- Proteina 50,8

- Ligando 51,7

- Agua 38,6

- Otros atomos 52,2
Desviacion de la geometria ideal:3

- Longitudes de enlace [A] 0,004

- Angulos de enlace [] 1,38

- B enlazados [A?]* 2,0

Gréfico de Ramachandran:®

- Favorecido [%] 97,34

- Permitido [%] 2,33

- Valores atipicos [%] 0,33
Puntuacion MolProbity® 1,20
Puntuacion de choque Molprobity® 0,81

Notas:
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' Valores definidos en REFMACS5, sin corte sigma

2 El conjunto de pruebas contiene 5,3 % de las reflexiones medidas

3 Desviaciones cuadraticas medias de los valores objetivo geométricos
4 Calculado con MOLEMAN

5 Calculado con Molprobity
La variante de proteina de DLL3 para el analisis de la estructura comprendia los residuos

27 a 215, p. €j., el dominio C2 (residuos 27 — 175) y el dominio DSL (residuos 176 — 215), tal y

como se anota en UniProt QINYJ7. Los residuos ordenados incluyen Ala27 a Thr188, por

ejemplo, una gran parte del dominio DSL permanece desordenada.

La estructura del dominio C2 DLL3 en complejo con Comp. Nro. 94 mostré el pliegue de
un sandwich beta similar a una inmunoglobulina. EI compuesto se uni6é a la cara expuesta al
solvente de una lamina beta.

Habia dos mondmeros en la unidad asimétrica con basicamente la misma conformacion
general. EI modelo comprende los residuos Ala27 a Thr188. Algunas regiones de bucles cortos
no estaban totalmente definidas por la densidad electrénica y, por tanto, no se han incluido en el
modelo (Tabla 15).

Los residuos de aminoacidos que forman el sitio de unién del ligando y el ligando estaban
bien definidos en el mapa de densidad electronica. Los datos de difraccion de rayos X
interpretados mostraron un modo de unién claro, asi como la orientacion y conformacion del
ligando unido a su sitio de union.

En funciéon de una distancia inferior a 3,5 A de los atomos donante y aceptor, se
identificaron nueve enlaces de hidrégeno especificos del Comp. Nro. 94, concretamente a los
atomos de la cadena principal de Ala81, Leu83, Gly106 y Ala85, asi como a los atomos de la
cadena lateral de Arg61. Todos los atomos implicados en estos enlaces de hidrogeno estan bien
definidos por la densidad electrénica.

Los siguientes residuos se encontraron en las proximidades del ligando con una distancia
méaxima de 3,9 A Phe59, Phe60, Arg61, Val62, Cys63, Cys77, Ala81, Ala82, Leu83, Ser84, Ala85,
Arg86, Gly106, Leu107, Leu108, lle123, Glu125, Trp127 y Trp140.Los aminoacidos del Comp.
Nro. 94 que formaron contactos con DLL3 fueron Trp en la posicion 1, tBuAla en la posicion 3
(un derivado de alanina), 2Nal en la posicion 7 (un derivado de alanina) y Trp en la posicién 11.

El alcance del objeto de asunto divulgado no debe limitarse a las formas de realizacion y
los ejemplos especificos descriptos en el presente documento. De hecho, diversas
modificaciones de la divulgacion, ademas de las descriptas, resultaran evidentes para los

expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y las figuras que la acompafan. Dichas
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modificaciones se incluyen en el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Todas las referencias (por ejemplo, publicaciones o patentes o solicitudes de patentes)
citadas en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad y a todos los
efectos en la misma medida que si se indicara especifica e individualmente que cada referencia
individual (por ejemplo, publicacién o patente o solicitud de patente) se incorpore por referencia
en su totalidad a todos los efectos. Otras formas de realizacion estan comprendidas en las

reivindicaciones siguientes.
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