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PEPTIDO Y CONJUGADO QUE CONTIENE DICHO PEPTIDO

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un péptido, un conjugado que contiene dicho péptido y
una carga util (también denominado a veces "conjugado peptidico”, "complejo peptidico”, o

simplemente "conjugado"), y al uso del péptido o conjugado.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CA9 (Anhidrasa carbdnica IX, anhidrasa carbdnica-9) es una de las 15 anhidrasas carbonicas
y es una proteina transmembrana homodimeérica localizada en la membrana celular (NPL 1). Aqui,
CA9 tiene tres dominios: un dominio catalitico, un dominio similar a proteoglicano, y un dominio
transmembrana y una cola citoplasmatica. Como una de sus funciones, el dominio catalitico tiene
actividad que requiere zinc para convertir moléculas de agua y diéxido de carbono en iones hidrégeno
y bicarbonato, de modo que el pH intracelular y extracelular puede ajustarse a condiciones adecuadas
para el crecimiento celular (NPL 2). De hecho, se ha confirmado /n vitro y en estudios que utilizan
ratones portadores de tumores que el crecimiento de células tumorales es mas lento en células
tumorales en las que CA9 esta inactivada (knocked out) que en el tipo silvestre, demostrando
experimentalmente que CA9 estd implicada en el crecimiento de células tumorales (NPL 3). En
pacientes con varios tumores, se ha encontrado que los niveles de expresion de CA9 estan asociados
significativamente con la supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad, el control local,
la supervivencia especifica de la enfermedad, la supervivencia libre de metastasis, y la supervivencia
libre de progresion. Esto sugiere que los pacientes con tumores que expresan altos niveles de CA9
tienen un alto riesgo de recurrencia local, progresion de la enfermedad, y metastasis,
independientemente del tipo o ubicacion del tumor (NPL 4). Basandose en estos informes, se espera
que CA9 sea un objetivo prometedor para la deteccion de tumores con mal prondstico.

Se ha reportado la activacion de la via del factor inducible por hipoxia (HIF) 1a como el
mecanismo por el cual se induce la expresion de CA9 (NPL 5), y se ha reportado que el nimero de
pacientes con altos niveles de expresion de CA9 es particularmente alto en carcinoma de células
renales de células claras y cancer de colon (NPL 6) (NPL 7). En el cancer de colon, CA9 se expresa
altamente en tejidos tumorales de aproximadamente el 70% de los pacientes debido a la activacion
de la via HIF1a asociada con hipoxia (NPL 7). Por otro lado, en pacientes con carcinoma de células
renales de células claras, mas de la mitad de ellos tienen mutaciones somaticas en el gen VHL (Von

Hippel-Lindau), un gen supresor de tumores, o metilacién excesiva de la regién promotora (NPL 8), y
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la via HIF1a esta activada cronicamente incluso bajo condiciones normales de oxigeno (NPL 5), y se
reporta que CA9 se expresa altamente en tejidos tumorales de aproximadamente el 90% de los
pacientes (NPL 6). El cancer de colon metastasico y el carcinoma de células renales metastasico
tienen un prondstico muy malo con una tasa de supervivencia a 5 afos de 20% o menos, por lo que
existe una necesidad urgente de establecer métodos diagndsticos y terapéuticos para estas
enfermedades.

Hasta ahora, se han desarrollado agentes terapéuticos contra el cancer dirigidos a CA9
utilizando anticuerpos tales como Girentuximab, pero no han logrado mostrar eficacia (NPL 9). Por
esta razdn, se han desarrollado complejos anticuerpo-RI en los que Girentuximab se conjuga con un
guelante y se une a un radionuclido para PET y terapia. La imagen PET con un complejo anticuerpo-
RI puede detectar tumores con alta sensibilidad. Sin embargo, dependiendo de la duracién de la vida
media del anticuerpo en sangre, es necesario utilizar un radiondclido de alta energia, de modo que
toma tiempo detectar tumores, ya que los tumores se vuelven detectables 5 dias después de la
administracion (NPL 10). Ademas, en el uso terapéutico, la vida media en sangre se prolonga de
manera similar; por lo tanto, la trombocitopenia inducida por el RI persiste por un periodo extendido.
Como resultado, la administracion repetida es dificil, y de hecho, en el ensayo clinico de Fase II, la
trombocitopenia no se recuperd, haciendo imposible administrar tres dosis repetidas (NPL 11).

En consecuencia, sigue existiendo una necesidad del desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos anticancerigenos y agentes diagndsticos que tengan como objetivo CA9 y contengan,
como ingrediente activo, un compuesto distinto de un anticuerpo, por ejemplo, un agente de imagen
para PET.

LISTA DE CITAS

LITERATURA NO PATENTE

NPL 1: Mayank Aggarwal, et al. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2013 Apr; 28(2): 267-77.
NPL 2: Pawel Swietach, et al. ]J. Biol Chem. 2009 Jul 24; 284(30): 20299-310.

NPL 3: Scott K Parks, et al. Oncotarget 2017 Feb 7; 8(6): 10225-10237

NPL 4: Simon J A van Kuijk, et al. Front Oncol. 2016 Mar 29: 6: 69.

NPL 5: C C Wykoff, N J Beasley et al. Cancer Res. 2000 Dec 15; 60(24): 7075-83.

NPL 6: Matthew H T Bui, et al. Clin. Cancer Res. 2003 Feb; 9(2): 802-11.

NPL 7: Emese Sarolta Badon, et al. Int. J. Mol. Sci. 2023 Jan 30; 24(3): 2581.

NPL 8: Yusuke Sato, et al. Nat. Genet. 2013 Aug; 45(8): 860-7.

NPL 9: Karim Chamie, et al. JAMA Oncol. 2017 Jul 1; 3(7): 913-920.

NPL 10: Brian M. Shuch, et al. Results from phase 3 study of 89Zr-DFO-girentuximab for

PET/CT imaging of clear cell renal cell carcinoma (ZIRCON). 2023 ASCO Genitourinary Cancers



10

15

20

25

30

35

Symposium Meeting Abstract
NPL 11: Constantijn H J Muselaers, et al. Eur. Urol. 2016 May; 69(5): 767-70.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problema técnico

Los presentes inventores han llevado a cabo investigacion intensiva para crear un compuesto
con actividad de unién a CA9, y como resultado, han concebido la presente invencion. Los presentes
inventores también han encontrado un conjugado de un compuesto que tiene actividad de unién a
CA9 y una carga Util tal como una sustancia radiactiva o fluorescente. La presente invencion se refiere
a un nuevo péptido que tiene actividad de union a CA9, un conjugado del péptido con una carga Uutil,
una composicion que contiene el péptido o conjugado (por ejemplo, una composicion farmacéutica,
composicion diagndstica, composicion de investigacion), y al uso del péptido o conjugado.

Solucién al problema

La presente solicitud incluye, pero sin limitarse a ello, los siguientes aspectos de la invencion.
[1]

Un péptido que comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:

da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-S-3Py6NH2-HseMe-dk-Y (SEQ ID No. 1) o

una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion, adicion, delecién, o insercién en 1
a 10 residuos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en residuos de aminoacidos en las
posiciones 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, y 11 en la secuencia de aminoacidos anterior.

(2]

El péptido de acuerdo con [1], en donde (1) MeC, C, o MeCt esta unido, como un residuo de
aminoacido en la posicidn 13, a la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1 o

(2) MeA, MeS, MeN, Hpr, G, o P esta unido, como un residuo de aminoacido en la posicion
13, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 y MeG, G, da, o Meda esta unido ademas como
un residuo de aminodcido en la posicién 14.

(3]

El péptido de acuerdo con [1] o [2], que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
una sustitucion, adicion, delecion, o insercion en 1 a 7 residuos de aminoacidos seleccionados del
grupo que consiste en residuos de aminoacidos en las posiciones 1, 4, 7, 8, 9, 10, y 11 en la secuencia
de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1.

(4]
El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [3], en donde se satisfacen uno o dos 0 mas

de los siguientes requisitos:
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el residuo de aminoacido en la posicion 1 es da, dq, de, dhgl, o dk;

el residuo de aminoacido en la posicion 2 es I o Thg;

el residuo de aminoacido en la posicidon 3 es 3Py6NH2 o 3Py6CON;

el residuo de aminoacido en la posicién 4 es S, Hgl, Hgl(PEG8Me), alT, Hgn, SMe, KCOpipzaa,
o DabAc;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es PeG, MeG, Meda, o MedkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG, pMeOPeG, MsMeapG, 30MePeG, pHPeG,
PpG, pFPeG, mCPeG, pCPeG, 4HPpG, 40MePpG, 4PypG, 4COOPeG, 3COOPeG, o 3FPeG;

el residuo de aminoacido en la posicién 8 es H, S, P, D, KCOpipzaa, Q(PEG8Me), P4Sh, Hse,
SMe, Qmm, o Qdm;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2, 5Inda, Y o F40Me;

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es Ahp, HseMe, o E; y

el residuo de aminoacido en la posicién 11 es dk, G, da, dq, dkCOpipzaa, dk(t4amCh), de,
Acb, o dkAc.
(5]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en donde se satisface uno o dos o mas
de los siguientes requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 2 es Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es Meda;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG o pHPeg;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2 o 5Inda; y

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es HseMe.
(6]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], en donde

el residuo de aminoacido en la posicion 2 es Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es Meda;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG o pHPeg;

el residuo de aminoacido en la posicién 9 es 3Py6NH2 o 5Inda; y

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es HseMe.
(7]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [6], en donde el péptido comprende o consiste

en una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID Nos. 2-54.

(8]
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El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [7], que ademas comprende un residuo de
aminoacido adicional.
(9]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [8], en donde el péptido es un péptido ciclico.
[10]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [9], que tiene una estructura ciclica en la que
un residuo de aminoacido cloroacetilado en la posicion 1 de la secuencia de aminoacidos establecida
en la SEQ ID No. 1 esta unido a un residuo de cisteina incluido en el péptido.

[11]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [9], que tiene una estructura ciclica en la que
un grupo amino de un residuo de aminoacido en la posicion 1 de la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID No. 1 incluido en el péptido esta unido a un grupo carboxi de un residuo de
aminoacido en la posicién 14.

[12]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [11], en donde

() un enlazador y/o una carga Util puede unirse a un extremo C-terminal del péptido; o

(b) el residuo de aminoacido en la posicién 1, 4, 8, 11, 0 13 en la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID No. 1 es un residuo de aminoacido al que se puede unir un enlazador y/o
una carga util.

[13]

Un conjugado que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [12] y una carga
util, en donde:

(i) el residuo de aminodcido en la posicién 13 en la SEQ ID No. 1 esta unido, con o sin un
enlazador, a cualquier carga Util; o

(ii) el residuo de aminoacido en la posicion 1, 4, 8, 0 11 en la SEQ ID No. 1 esta unido a una
carga util como se muestra en la siguiente formula (I):

[Férmula Quimica 1]

o) T1
%)‘W/“\g
F|<2

X €9)
en donde en la formula (1),

R:es H o un grupo alquilo de Ci-3;
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Rz es alquilo de Ci-s-NH-, alquilo de Ci-¢-arilo de Ce-O-alquilo de Ci-3-NH-, alquilo de Ci-s-
NH(=0)-CH(alquilfenilo de Ci-6)-NH-, alquilo de Ci-s-NH(=0)-CH(alquilo de Ci-6)-NH-, o alquilo de Ci-
6-NH(=0)-cicloalquilo de Cs-s-alquilo de Ci-3-NH-; y

X es cualquier carga Uutil.

[14]

El conjugado de acuerdo con [13], en donde R2 es alquilo de Ci-6-NH-.
[15]

El conjugado de acuerdo con [13] o [14], donde X es un quelante.
[16]

El conjugado de acuerdo con [15], donde el quelante esta unido a una sustancia radiactiva.
[17]

El conjugado de acuerdo con [15] o [16], donde el quelante es DOTA, DOTAGA o NODAGA.
(18]

Una composicion farmacéutica que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de [1]
a[12].
[19]

Una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad
asociada a la CA9, que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [12].
[20]

Una composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de
[13]a[17].
[21]

Una composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad
asociada a la CA9, que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de [13] a [17].
[22]

Una composicién diagndstica o de investigacién que comprende el péptido de acuerdo con
cualquiera de [1] a [12].
[23]

Una composicion diagnostica o de investigacion para el diagndstico de una enfermedad
asociada a la CA9, que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [12].
[24]

Una composicion diagndstica o de investigacion que comprende el conjugado de acuerdo
con cualquiera de [13] a [17].
[25]

Una composicién diagnostica o de investigacion para el diagndstico de una enfermedad
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asociada a la CA9, que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de [13] a [17].
[26]

Un agente de imagen que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de [13] a [17].
[27]

Un agente de imagen que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de [13] a [17],
en donde el agente de imagen se utiliza para el diagndstico de un tumor.
(28]

Un agente de imagen por radioligando utilizado para tomografia por emisién de positrones,
que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de [13] a [17].
[29]

Un método de ensayo de péptidos que comprende el ensayo de un péptido en funcién de al
menos uno de los siguientes parametros:

a) solubilidad en un solvente;

b) actividad de union a CA9;

c) toxicidad celular y/o tisular; o

d) toxicidad para un animal de experimentacion, en donde

el péptido es el péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [12].
[30]

Un método de ensayo de conjugados que comprende el ensayo de un conjugado en funcién
de al menos uno de los siguientes parametros:

a) solubilidad en un solvente;

b) actividad de unién a CA9;

¢) toxicidad celular y/o tisular; o

d) toxicidad para un animal de experimentacién, en donde

el conjugado es el conjugado de acuerdo con cualquiera de [13] a [17].
[31]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [3], en donde se satisface uno o dos o mas
de los siguientes requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 1 es de(PEG8Me), dk, dyae, o dkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 2 es I o Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2 o 3Py6CON;

el residuo de aminodcido en la posicion 4 es K, KCOpipzaa, Hgn(Qglucamina-NH2),
Hgn(KCOpipzaa-NH2), o Qglucamina;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es PeG, MeG, Meda, o MedkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG, pMeOPeG, MsMeapG, 30MePeG, pHPeG,
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PpG, pFPeG, mCPeG, pCPeG, 4HPpG, 40MePpG, 4PypG, 4COOPeG, 3COOPeG, o 3FPeG;

el residuo de aminoacido en la posicion 8 es K;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2, 5Inda, Y, o F40Me;

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es Ahp, HseMe, o E; y

el residuo de aminoécido en la posicion 11 es dk(F) o dk(PEGSc).

[32]

El péptido de acuerdo con cualquiera de [1] a [6], en donde el péptido comprende o consiste
en una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID Nos. 55-103.

[33]

Un conjugado que comprende el péptido de acuerdo con [32] y una carga Util, en donde
cualquier carga Util esta unida, con o sin un enlazador, al residuo de aminoacido en la posicion 1, 4,
8,11, 0 13.

[34]

Un conjugado descrito en cualquiera de los Conjugados Nos.1-81 listados en el Cuadro 8 o
el Cuadro 18.

Efectos ventajosos de la invencion

El péptido o conjugado de la presente invencion tiene actividad de unién a CA9, y por lo
tanto es aplicable como una composicion farmacéutica para prevenir o tratar un sintoma asociado a

CA9, una composicion diagndstica, y una composicién de investigacion, etc.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencién con DOTA-%’Ga como carga Util, a las 4 horas
después de la administracion, en un ratdn modelo hembra BALB/cSlc-nu/nu con implantacion tumoral.
Cabe sefalar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracién de
radiactividad (%ID/g) en cada tejido.

La figura 2 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencion con DOTA-%’Ga como carga Util, a las 24 horas
después de la administracion, en un ratdn modelo hembra BALB/cSlc-nu/nu con implantacion tumoral.
Cabe sefalar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracion de
radiactividad (%ID/qg) en cada tejido.

La figura 3 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencion con DOTA-%’Ga como carga Util, a las 72 horas

después de la administracion, en un ratén modelo hembra BALB/cSlc-nu/nu con implantacion tumoral.



10

15

20

25

30

35

9

Cabe senalar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracién de
radiactividad (%ID/g) en cada tejido.

La figura 4 es un grafico que muestra los resultados de distribucién in vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencion con DOTA-%*Cu como carga Util, a las 4 horas
después de la administracion, en un raton modelo hembra BALB/cSlc-nu/nu con implantacion tumoral.
Cabe senalar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracién de
radiactividad (%ID/g) en cada tejido.

La figura 5 es un grafico que muestra los resultados de distribucién in vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencién con DOTA-%*Cu como carga util, a las 24 horas
después de la administracién, en un ratén modelo hembra BALB/cSlc-nu/nu con implantacion tumoral.
Cabe senalar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracion de
radiactividad (%ID/qg) en cada tejido.

La figura 6 es un grafico que muestra los resultados de distribucién in vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencion con DOTA-%4Cu, DOTAGA-%*Cu, o NODAGA-%‘Cu
como carga Util, a las 4 horas después de la administracion, en un ratén modelo hembra BALB/cSlc-
nu/nu con implantacion tumoral. Cabe sefialar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical
indica la concentracion de radiactividad (%ID/g) en cada tejido.

La figura 7 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo de cada conjugado
que comprende cada péptido de la presente invencion con DOTA-%4Cu, DOTAGA-%*Cu, o NODAGA-%*Cu
como carga util, a las 24 horas después de la administracion, en un ratén modelo hembra BALB/cSlc-
nu/nu con implantacion tumoral. Cabe sefialar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical
indica la concentracion de radiactividad (%ID/g) en cada tejido.

La figura 8 son imagenes PET/CT representativas de un ratén modelo hembra BALB/cSIc-
nu/nu con implantacién tumoral a 1, 4, y 23.5 horas después de la administracion del Conjugado No.
64-5*Cu, es decir un conjugado que comprende un péptido de la presente invencion con DOTA-%4Cu
como carga util. Las flechas blancas en la figura indican la localizacion del tumor implantado.

La figura 9 son imagenes PET/CT representativas de un ratén modelo hembra BALB/cSIc-
nu/nu con implantacion tumoral a 1, 4, y 23.5 horas después de la administracion del Conjugado No.
62-%Cu, es decir un conjugado que comprende un péptido de la presente invencion con DOTA-%4Cu
como carga util. Las flechas blancas en la figura indican la localizacion del tumor implantado.

La figura 10 son imagenes PET/CT representativas de un raton modelo hembra BALB/cSlc-
nu/nu con implantacion tumoral a 1, 4, y 23.5 horas después de la administracion del Conjugado No.
2-%4Cu, es decir un conjugado que comprende un péptido de la presente invencion con DOTA-%4Cu
como carga util. Las flechas blancas en la figura indican la localizacion del tumor implantado.

La figura 11 son imagenes PET/CT representativas de un raton modelo hembra BALB/cSlc-
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nu/nu con implantacién tumoral a 1, 4, y 23.5 horas después de la administracion del Conjugado No.
56-%*Cu, es decir un conjugado que comprende un péptido de la presente invencién con rDOTAGA-
64Cu como carga Util. Las flechas blancas en la figura indican la localizacion del tumor implantado.

La figura 12 son imagenes PET/CT representativas de un ratén modelo hembra BALB/cSlc-
nu/nu con implantacién tumoral a 1, 4, y 23.5 horas después de la administracion del Conjugado No.
58-%4Cu, es decir un conjugado que comprende un péptido de la presente invencion con rNODAGA-
64Cu como carga Util. Las flechas blancas en la figura indican la localizacién del tumor implantado.

La figura 13 es un grafico que muestra el curso temporal del volumen tumoral medio en
ratones modelo hembra BALB/cSIc-nu/nu con implantacién tumoral tratados con cada conjugado que
comprende cada péptido de la presente invencion con DOTA-"’Lu como carga Util, solucién salina, o
Cabozantinib. Cabe sefialar que el eje horizontal indica el nimero de dias después de la
administracion, y el eje vertical indica el volumen tumoral (mm?3). Ademas, el circulo negro con una
linea discontinua corta representa solucidn salina; el triangulo negro con una linea continua representa
Cabozantinib; el circulo negro con una linea discontinua larga representa el Conjugado No. 64-177Lu
(tres dosis); el circulo blanco con una linea continua representa el Conjugado No. 62-77Lu (tres dosis);
la "X" con una linea continua representa el Conjugado No. 64-7’Lu (dosis Unica); el cuadrado negro
con una linea continua representa el Conjugado No. 62-77Lu (dosis Unica); y el circulo negro con una
linea continua representa el Conjugado No. 65-177Lu (60 MBq, dosis Unica).

La figura 14 es un grafico que muestra el cambio porcentual medio en peso corporal de
ratones modelo hembra BALB/cSlc-nu/nu con implantacién tumoral tratados con cada conjugado que
comprende cada péptido de la presente invencién con DOTA-'"’Lu como carga Uutil, solucion salina, o
Cabozantinib. Cabe sefialar que el eje horizontal indica el nimero de dias después de la
administracion, y el eje vertical indica el cambio porcentual en peso corporal (%). Ademas, el circulo
negro con una linea discontinua corta representa solucion salina; el triangulo negro con una linea
continua representa Cabozantinib; el circulo negro con una linea discontinua larga representa el
Conjugado No. 64-1"7Lu (tres dosis); el circulo blanco con una linea continua representa el Conjugado
No. 62-177Lu (tres dosis); la "X" con una linea continua representa el Conjugado No. 64-7’Lu (dosis
Unica); el cuadrado negro con una linea continua representa el Conjugado No. 62-177Lu (dosis Unica);
y el circulo negro con una linea continua representa el Conjugado No. 65-7Lu (60 MBgq, dosis Unica).

La figura 15 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo del Conjugado
No. 62-%*Cu que comprende un péptido de la presente invencion con DOTA-%*Cu como carga Util, a las
4, 24, y 48 horas después de la administracion, en un raton portador de tumor VMRC-RCW. Cabe
sefialar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracion de radiactividad
(%ID/qg) en cada tejido.

La figura 16 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo del Conjugado
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No. 62-77Lu que comprende un péptido de la presente invencion con DOTA-77Lu como carga Util, a
1, 24, y 48 horas después de la administracion, en un raton portador de tumor VMRC-RCW. Cabe
sefalar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracién de radiactividad
(%ID/qg) en cada tejido.

La figura 17 son imagenes PET/CT representativas de un ratdn portador de tumor VMRC-
RCW a 1, 4, 23.5, y 47.5 horas después de la administracion del Conjugado No. 62-54Cu que comprende
un péptido de la presente invencion con DOTA-%Cu como carga Uutil.

La figura 18 es un grafico que muestra el volumen tumoral medio en ratones portadores de
tumor VMRC-RCW tratados con el Conjugado No. 62-177Lu que comprende un péptido de la presente
invencion con DOTA-77Lu como carga util, solucion salina, o Cabozantinib. Cabe sefialar que el eje
horizontal indica el nimero de dias después de la administracion, y el eje vertical indica el volumen
tumoral (mm3). Ademas, el circulo negro representa el Grupo 1: solucidn salina; "X" representa el
Grupo 2: Cabozantinib; el tridngulo a cuadros representa el Grupo 3: Conjugado No. 62-77Lu (30 MBq,
dosis Unica); el triangulo con rayas verticales representa el Grupo 4: Conjugado No. 62-177Lu (30 MBq,
dos dosis); el triangulo con rayas horizontales representa el Grupo 5: Conjugado No. 62-77Lu (30 MBgq,
tres dosis); el triangulo negro representa el Grupo 6: Conjugado No. 62-77Lu (30 MBgq, cuatro dosis);
el cuadrado a cuadros representa el Grupo 7: Conjugado No. 62-77Lu (60 MBq, dosis Unica); y el
cuadrado con rayas verticales representa el Grupo 8: Conjugado No. 62-7’Lu (60 MBq, dos dosis).

La figura 19 es un grafico que muestra el cambio porcentual medio en peso corporal de
ratones portadores de tumor VMRC-RCW tratados con el Conjugado No. 62-7’Lu que comprende un
péptido de la presente invencion con DOTA-'7’Lu como carga Util, solucion salina, o Cabozantinib.
Cabe sefalar que el eje horizontal indica el nimero de dias después de la administracion, y el eje
vertical indica el cambio porcentual en peso corporal (%). Ademas, el circulo negro representa el
Grupo 1: solucién salina; "X" representa el Grupo 2: Cabozantinib; el tridngulo a cuadros representa
el Grupo 3: Conjugado No. 62-177Lu (30 MBq, dosis Unica); el triangulo con rayas verticales representa
el Grupo 4: Conjugado No. 62-177Lu (30 MBq, dos dosis); el triangulo con rayas horizontales representa
el Grupo 5: Conjugado No. 62-177Lu (30 MBq, tres dosis); el triangulo negro representa el Grupo 6:
Conjugado No. 62-7Lu (30 MBgq, cuatro dosis); el cuadrado a cuadros representa el Grupo 7:
Conjugado No. 62-177Lu (60 MBq, dosis Unica); y el cuadrado con rayas verticales representa el Grupo
8: Conjugado No. 62-1"7Lu (60 MBq, dos dosis).

La figura 20 es un grafico que muestra los resultados de distribucion /n vivo del Conjugado
No. 62-?%Ac que comprende un péptido de la presente invencion con DOTA-?2°Ac como carga Util, a
las 4, 24, y 48 horas después de la administracion, en un ratdn portador de tumor HT-29. Cabe
sefialar que el eje horizontal indica cada tejido, y el eje vertical indica la concentracion de radiactividad
(%ID/g) en cada tejido.
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La figura 21 es un grafico que muestra el volumen tumoral medio en ratones portadores de
tumor HT-29 tratados con el Conjugado No. 62-*2°Ac que comprende un péptido de la presente
invencion con DOTA-?2°Ac como carga Util o solucion salina.  Cabe sefialar que el eje horizontal indica
el nimero de dias después de la administracion, y el eje vertical indica el volumen tumoral (mm3).
Ademas, el cuadrado negro representa el Grupo 1: solucion salina; el triangulo negro representa el
Grupo 2: Conjugado No. 62-*2°Ac (dosis de 30 MBq); el triangulo blanco representa el Grupo 3:
Conjugado No. 62-?*°Ac (dosis de 60 MBq); "X" representa el Grupo 4: Conjugado No. 62-?*°Ac (dosis
de 90 MBq); el circulo negro representa el Grupo 5: Conjugado No. 62-*2>Ac (dosis de 120 MBq); vy el
circulo blanco representa el Grupo 6: Conjugado No. 62-?2°Ac (dosis de 150 MBq).

La figura 22 es un grafico que muestra el cambio medio en peso corporal de ratones
portadores de tumor HT-29 tratados con el Conjugado No. 62-22°Ac que comprende un péptido de la
presente invencion con DOTA-?*>Ac como carga Util o solucion salina. Cabe sefialar que el eje
horizontal indica el nimero de dias después de la implantacion, y el eje vertical indica el peso corporal
medio (g). Ademas, el cuadrado negro representa el Grupo 1: solucidn salina; el triangulo negro
representa el Grupo 2: Conjugado No. 62-22°Ac (dosis de 30 MBq); el triangulo blanco representa el
Grupo 3: Conjugado No. 62-?2°Ac (dosis de 60 MBq); "X" representa el Grupo 4: Conjugado No. 62-
225Ac (dosis de 90 MBq); el circulo negro representa el Grupo 5: Conjugado No. 62-2Ac (dosis de 120
MBQq); y el circulo blanco representa el Grupo 6: Conjugado No. 62-?2°Ac (dosis de 150 MBQ).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion incluye, pero sin limitarse a ello, las siguientes modalidades. Salvo
que se indique lo contrario, los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que los cominmente entendidos por los expertos en la materia. Las sustancias,
materiales y ejemplos aqui descritos son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos. La
referencia a "en una modalidad" en este documento significa que no se limita a dicha modalidad, es
decir, no esta limitada.

1. Abreviaturas

En el presente documento, las siguientes abreviaturas se utilizan con los siguientes
significados, salvo que se indique lo contrario.

Abreviaturas (general)

R: angstrom (unidad);
ClAc: cloroacetilo;
Cy5SAlk: sulfo-Cy5-alquino;

DCM: diclorometano;
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TIPS: triisopropilsililo;

terc: terciario;

DTT: ditiotreitol;

DMSO: dimetilsulféxido;

Trt: tritilo;

Boc: ferc-butoxicarbonilo;

DMF: N,N-dimetilformamida;

DIEA o DIPEA: N,N-diisopropiletilamina;

DIPCI o DIC: N,N'-diisopropilcarbodiimida;

Oxima pura: ciano(hidroxiimino)acetato de etilo;

DODT: 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol;

Ester DOTA-NHS: Acido 2,2',2"-(10-(2-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-2-oxoetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-1,4,7-triil)triacético;

DOTA: Acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético;

Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonilo;

g: gramo (unidad);

H20: agua;

HCl: cloruro de hidrégeno;

HATU: Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio;

HOSu: N-hidroxisuccinimida;

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion;

LC-MS o LC/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas;

MeOH: metanol;

ml: mililitro (unidad);

M: molar (unidad);

I microlitro (unidad);

mM: milimolar (unidad);

MM: micromolar (unidad);

mmol: milimol (unidad);

mg: miligramo (unidad);

MeCN o CHsCN: acetonitrilo;

min: minuto (unidad);

mm: milimetro (unidad);

um: micrémetro (unidad);

nm: nanémetro (unidad);
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nM: nanomolar (unidad);

NMP: N-metil-2-pirrolidona;

OSu: succinimida;

PEG: polietilenglicol;

rpm: revoluciones por minuto (unidad);

tBu: terc-butilo;

TFA: acido trifluoroacético;

TIS: triisopropilsilano;

Trt o Tr: grupo tritilo;

H-PEG4Me: 2,5,8,11-tetraoxatridecan-13-amina;

H-PEG8Me: 2,5,8,11,14,17,20,23-octaoxapentacosan-25-amina;

AA: aminoacido;

PyAOP: Hexafluorofosfato de 7-((azabenzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio;
CSA: Acido 10-canforsulfénico;

Fmoc-OSu: N-(9-fluorenilmetoxicarboniloxi)succinimida;

THF: tetrahidrofurano;

CIAcOSu: N-(cloroacetoxi)succinimida;

Pd2(dba)s3-CHCI3: complejo de tris(dibencilidenacetona)dipaladio(0)-cloroformo;
SPhos: 2-diciclohexilfosfino-2',6'-dimetoxibifenilo;

EDCI-HCI: Clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida;
Pd(PPhs)4: tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0);

CIACcOH: acido cloroacético acido;

conc: concentracion;

HFIP: 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol;

Pbf: 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo;

Alloc: aliloxicarbonilo;

Alilo: alilo;

Fmoc-Qglucamina-NH2: (9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-amino-1,5-dioxo-5-(((2S,3R,4R,5R)-

2,3,4,5,6-pentahidroxihexil)amino)pentan-2-il)carbamato;

H-Qglucamina-NH2: (S)-4-amino-N1-((2S,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-
pentahidroxihexil)pentanodiamida;
H-KCOpipzaa(Mpe)-NH2: 3-metilpentan-3-il(S)-2-(4-((5,6-diamino-6-

oxohexil)carbamoil)piperazin-1-il);

TEA: trietilamina.
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Abreviaturas (aminoacidos no naturales)

Las siguientes abreviaturas para aminoacidos no naturales incluyen aquellos en los que el
grupo amino de la cadena principal esta protegido por un grupo protector comdn, como un grupo Boc
o Fmoc.
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CUADRO 1-1

Lista de aminoacidos no naturales
Estructura

//,,'(CozH

NH,

CAS:338-69-2
0

dhgl

dq

HO)J\///,’(COZH

NH2  CAS:6893-26-1

HO\H/\///,I(CozH

(0]

NH> CAS:7620-28-2
0

dk

dyae

/1, ~CO,H
HzN)I\/ /"r 2

NHz  cas:5959-95-5
H2N \/\///I’rCOZH

NH,

CAS:923-27-3

df

//I’I/ 02H
1,N

NH,

Acido (2R)-2-amino-3-[4-(2-aminoetoxi)fenil]propanoico
O///,, l/C02H

dkCOpipzaa

NH,

RS

CAS:673-06-3

Tbg

0 |\/N\H/H\/\//,,, |/<302H

@)
CAS:2973757-42-3

NH,
*/COZH

NH; CAS:20859-02-3

\/YCOzH

NHz  cas:73-32-5




CUADRO 1-2
3Py6CON N CO,H
HoN l = NH,
O CAS:2973752-27-9
3Py6NH2
y PN CO,H
| Yz NH,
HaN CAS:1269968-61-7
Hgl HOMCOzH
o NH; CAS:1118-90-7
alT OH
/’\(COZH
NHz  cAs:28954-12-3
Hgl’l H2NMCOzH
O NH; CAS:7433-32-1
SM CO,H
e \O/\/ 2
NHz  CAS:32620-11-4
DabAc H
\[]/N\/\/C02H
0O NH2  cas:1190-46-1
K HoN CO,H
NH, CAS:56-87-1
KCOpipzaa HO N
YNy
o) I\/N\"/N\/\ArCOZH
0 NH,
CAS:2913141-21-4
Meda /, I/C02H
~NH CAS:29475-64-7
PeG CO,H

f

©/\/ NH
CAS:7738-38-7
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MeG rc:ozH

~NH CAS:107-97-1

CUADRO 1-3
MedkCOpipzaa HO\"/\N/\I
H
(@) I\/N\[I/N\/\///,Il/COZH
o} _NH

CAS:2973757-43-4

Ahp \/\/\|/C02H
NH; CAS:44902-02-5
pHPeG |/(302H
o

HO CAS:169836-45-7

pMeOPeG |/COZH
o
~
O CAS:88720-74-5
MsMeapG CO,H
I
\//S\\/ N~ NH
o O CAS:2030455-69-5

30MePeG CO,H

©/\/ NH

A0 CAS:1267272-96-7
i ©\/\/ -

NH
CAS:75822-20-7
pFPeG CO,H
NH

2

CAS:933736-89-1




mCPeG rCOQH
CI\O/\/NH
CAS:1267670-63-2
CUADRO 1-4
pCPeG |/002H
Q/\/NH
Cl CAS:205124-63-6
4HPpG HO\©\/\/ CO,H
NH CAS:861566-97-4
40MePpG /O |/COZH
NH
Acido 2-{[3-(4-metoxifenil)propilJamino}acético
4PypG COH
NZ |/ 2
A NH
Acido 2- -{[3-(piridin-4-il)propilJamino}acético
4CO0PeG rCOZH
NH
w0 LT
0
Acido 4-{2-[(carboximetil)amino]etil}benzoico
3CO0PeG COxH
0 [
NH
Acido 3-{2-[(carboximetil)amino]etil}benzoico
3FPeG CO,H
F\©/\/NH
CAS:1155577-90-4
S

CO,H
HO/\/

NH; CAS:56-45-1
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NH
\O 2

CAS:6230-11-1

T
HN 2 CAS:71-00-1
P CO,H
q CAS:147-85-3
D HOWCOZH
O NH CAS:56-84-8
CUADRO 1-5
P4Sh CO,H
HOVC(
NH  cas:618-27-9
Hse HO\/\/COZH
NH> CAS:672-15-1
Qmm (0]
CO,H
\N)‘\/\'/ 2
H
NH; CAS:3081-62-7
Qdm 0
CO,H
\T)J\/\( 2
NHy  cas:21432-98-4
QPEG8Me o)
07 NN /\/OV\NM/COZH
H
I\/O\/\O/\/O\/\O NH;
I
CAS:2913141-39-4
Q 0
)J\A(C02H
H,N
NHz  cas:56-85-9
5Inda CO,H
Z
N
. NH,
CAS:1335577-14-4
F40Me
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Y CO,H
HO CAS:60-18-4
HseMe /OWCOZH
NH; CAS:01/01/3311
E o)
CO,H
HO
NHy  cas:56-86-0
G (COZH
NH; CAS:56-40-6
CUADRO 1-6
Acb Q/COZH
NH2  CcAs:22264-50-2
dkAc H
\IrNW/,,, rCOZH
0 NH2  cAs:51621-57-9
dnle /\////,(COZH
NH, CAS:327-56-0
HaN (o CAS:1197-18-8
Nle M/COZH
NH, CAS:327-57-1
NH
2 CAS:63-91-2
MeC CO,H
HS/\r
NH
- CAS:4026-48-6
C CO5H
HS/\/
NH, CAS:52-90-4
MeA CO,H

NH
-~ CAS:3913-67-5
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MeS CO,H
Ho/\r
~NH CAS:2480-26-4
MeN HZNWCOZH
NH
o _ CAS:19026-58-5
Hpr OCOZH
NH
CAS:3105-95-1
MeCt Hs/\
NH
- CAS:10061-40-2
CUADRO 1-7
DOTA HO. _O Os_ _OH
\f/ \
C )
N N
L
HO” SO0 07 “OH
CAS:60239-18-1
PEG8Me HzN\/\o/\/O\/\O/\/O\/\O/\/Oj
/O\/\O
CAS:869718-81-0
SulfoCy5 -
0
OH
CAS:146368-11-8
PEG8c

HoN \/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/Oj
0
HO,Cc” N"~"0
CAS:756526-04-2




10

23

rDOTAGA (0] HOL _O 0. _OH
DOTAGA) \Tf
N N
L0
N N
Lg OH
HO™ YO

© OH

CAS:656242-49-8

CUADRO 1-8

rNODAGA (o HO

NODAGA) o
O o

N
N

LO OH

HO 0O
CAS:1092370-12-1

PEG10c HoN V\O/\/Ov\o/\/Ov\o/\/Oj

HOZC/\/OV\O/\/OV\O

CAS:2170987-85-4

Qglucamina OH OH ]

HO\/'\;/'\:/\N CO,H
oH OoH N NH,

CAS:1956384-48-7

2. Péptido

La presente invencidn se refiere a un péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. Las referencias en el presente documento a "péptido" también incluyen referencias a una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, un isémero, o un solvato del mismo, siempre que no exista
contradiccion particular.

Una modalidad de la presente invencion proporciona un péptido que comprende la siguiente
secuencia de aminoacidos:

da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-S-3Py6NH2-HseMe-dk-Y (SEQ ID No. 1) o

una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion, adicion, delecién, o insercién en 1
a 10 residuos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en residuos de aminoacidos en las

posiciones 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, y 11 en la secuencia de aminoacidos anterior.
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El péptido de la presente invencidn puede ser un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una sustitucion, adicion, delecion, o insercion en 1 a 9 residuos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en residuos de aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8,
9, y 11 en la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1.

Los 1 a 10 residuos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en residuos de
aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, y 11 en la secuencia de aminoacidos establecida
en la SEQ ID No. 1 pueden tener una sustitucion, adicion, delecion, o insercion. El nimero de
sustituciones, deleciones, adiciones, y/o inserciones de aminoacidos debe ser 1 o mas y 10 o menos y
el limite inferior es 1. El limite superior puede ser 10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 0 2, y el minimo es 1.

Se prefiere una secuencia de aminodacidos que tiene una sustitucion, adicion, delecion, o
insercion en 1 a 7 residuos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en residuos de
aminoacidos en las posiciones 1, 4, 7, 8, 9, 10, y 11 en la secuencia de aminoacidos establecida en la
SEQ ID No. 1. El nimero de sustituciones, deleciones, adiciones, y/o inserciones de aminoacidos
debe ser 1 0 mas y 7 o menos y el limite inferior es 1. El limite superior puede ser 7, 6, 5, 4, 3, 0 2,
y el minimo es 1. Ademas, puede preferirse una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucion,
adicion, delecion, o insercion en 1 a 6 residuos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste
en residuos de aminoacidos en las posiciones 1, 4, 7, 8, 9, y 11 en la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID No. 1.

En una modalidad, se prefiere una "sustitucion" de aminoacido. Dicha sustitucién de
aminoacido es preferiblemente una sustitucion conservativa de aminoacido, pero no esta limitada a
esto.

El término "sustitucién conservativa de aminoacido" significa una sustitucion con un
aminoacido funcionalmente equivalente o similar. Una sustitucion conservativa de aminoacido en un
péptido causa un cambio estatico en la secuencia de aminoacidos del péptido. Por ejemplo, uno o
dos 0 mas aminoacidos con polaridad similar actian de manera funcionalmente equivalente para
producir un cambio estatico en la secuencia de aminoacidos de dicho péptido. En general, una
sustitucion dentro de un grupo puede considerarse estructural y funcionalmente conservativa. Sin
embargo, como es obvio para los expertos en la técnica, el papel desempefiado por un residuo de
aminoacido particular puede determinarse por su importancia en la estructura tridimensional de la
molécula que contiene ese aminoacido. Por ejemplo, un residuo de cisteina puede tomar una forma
oxidada (disulfuro) menos polar cuando se compara con la forma reducida (tiol). La porcidn alifatica
larga de una cadena lateral de arginina puede constituir una caracteristica estructural y funcionalmente
importante. Ademas, una cadena lateral que tiene un anillo aromatico (de triptdfano, tirosina, o
fenilalanina) puede contribuir a una interaccién ion-aromatico o catién-pi. En dichos casos, la

sustitucion de un aminoacido que tiene dicha cadena lateral con un aminoacido que pertenece a un
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grupo acido o no polar puede ser estructural y funcionalmente conservativa. Un residuo tal como
prolina, glicina, o cisteina (forma disulfuro) puede tener un efecto directo sobre la conformacion de la
cadena principal y a menudo no puede reemplazarse sin distorsion estructural.

La sustitucion conservativa de aminoacido incluye una sustitucion especifica basada en
similitud de cadena lateral (por ejemplo, L. Lehninger, Biochemistry, 22 edicion, pp73-75, Worth
Publisher, New York (1975)) y una sustitucion tipica como se muestra a continuacion. Ademas, por
ejemplo, la sustitucién conservativa de aminoacido es preferiblemente una sustitucidon por un
aminoacido que pertenece al mismo grupo que un grupo de aminoacidos agrupados sobre la base de
propiedades de cadena lateral comunes a las de los siguientes aminoacidos naturales.

Aminoacidos hidrofobos (también llamados no polares): aminoacidos que son hidréfobos (no
polares) e incluyen alanina ("Ala" o simplemente "A"), glicina ("Gly" o simplemente "G"), valina ("val"
o simplemente "V"), leucina ("Leu" o simplemente "L"), isoleucina ("Ile" o simplemente "I"), prolina
("Pro" o simplemente "P"), fenilalanina ("Phe" o simplemente "F"), triptéfano ("Trp" o simplemente
"W"), tirosina ("Tyr" o simplemente "Y"), y metionina ("Met" o simplemente "M").

Cabe sefialar que los aminoacidos hidrofobos pueden dividirse ademas en los siguientes
grupos.

Aminoacidos alifaticos: aminoacidos con acido graso o hidrégeno en la cadena lateral, que
incluyen Ala, Gly, Val, Ile, y Leu.

Aminoacidos alifaticos/de cadena ramificada: aminoacidos con acido graso ramificado en la
cadena lateral, que incluyen Val, Ile, y Leu.

Aminoacidos aromaticos: aminoacidos que tienen un anillo aromatico en la cadena lateral,
que incluyen Trp, Tyr, y Phe.

Aminoacidos hidréfilos (también llamados polares): aminoacidos que son hidrofilos (polares)
e incluyen serina ("Ser" o simplemente "S"), treonina ("Thr" o simplemente "T"), cisteina ("Cys" o
simplemente "C"), asparagina ("Asn" o simplemente "N"), glutamina ("GIn" o simplemente "Q"), acido
aspartico ("Asp" o simplemente "D"), acido glutamico ("Glu" o simplemente "E"), vy lisina ("Lysine";
"Lys" o simplemente "K"), arginina ("Arg" o simplemente "R"), e histidina ("His" o simplemente "H").

Cabe sefialar que los aminoacidos hidrdfilos pueden dividirse ademas en los siguientes

grupos.

Aminoacidos acidos: aminoacidos con una cadena lateral acida, que incluyen Asp y Glu.

Aminoacidos basicos: aminoacidos con una cadena lateral basica, que incluyen Lys, Arg, e
His.

Aminoacidos neutros: aminoacidos con una cadena lateral neutra, que incluyen Ser, Thr, Asn,
GIn, y Cys.

Gly y Pro también pueden clasificarse como "aminoacidos que afectan la direccion de la
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cadena principal", y aminoacidos que contienen una molécula de azufre en la cadena lateral, Cys y
Met, pueden clasificarse como "aminoacidos que contienen azufre".

Como se usa en el presente documento, los "aminoacidos" incluyen no solo aminoacidos
naturales sino también aminoacidos no naturales. Ejemplos de los aminoacidos no naturales incluyen
N-alquilaminoacidos, en los que el aminoacido natural descrito anteriormente estd N-alquilado, y
aquellos en los que el nitrégeno que forma un enlace peptidico esta modificado con un grupo alquilo
inferior ramificado o no ramificado (por ejemplo, C1-C5, preferiblemente C1-C3, mas preferiblemente
Cl1). Los N-alquilaminoacidos son preferiblemente N-etilaminoacidos, N-butilaminoacidos, o N-
metilaminoacidos, y mas preferiblemente N-metilaminoacidos. Ademas, ejemplos de los aminoacidos
no naturales incluyen aminoacidos de tipo D (también llamados D-aminoacidos), B-aminoacidos, y-
aminoacidos, mutantes de aminoacidos, aminoacidos quimicamente modificados tales como derivados
de aminoacidos, y aminoacidos, tales como norleucina y ornitina, que no se usan como bloques de
construccion de proteinas /7 vivo. Ademas, los ejemplos incluyen aminoacidos en los que la cadena
lateral de un aminoacido natural contiene ademas un grupo funcional o esta reemplazada por otro
grupo funcional (por ejemplo, aminoacidos con, por ejemplo, una porcion de grupo arileno o alquileno
de cadena lateral con sustitucion y/o adicion, aminoacidos con un nimero aumentado de atomos de
carbono en un grupo arileno, alquileno o alquilo en la cadena lateral, aminoacidos con un anillo
aromatico sustituido en una cadena lateral, aminoacidos heterociclizados o ciclocondensados).

Cabe sefalar que una cadena lateral de aminoacido natural puede contener o estar
reemplazada por una estructura tal como un grupo funcional. Esto puede impartir una propiedad
diferente de la de un aminoacido natural. Por ejemplo, Dap es un aminoacido con un grupo amino
en la cadena lateral de alanina. Aqui, el grupo amino se afiade para exhibir una propiedad de
aminoacido basico, polar, que difiere de la alanina que pertenece a un grupo de aminoacidos no polares.
En otras palabras, aminoacidos no naturales con propiedades de cadena lateral similares pueden
incluirse en los grupos descritos anteriormente obtenidos al clasificar aminodacidos naturales basandose
en sus propiedades de cadena lateral comunes. Por ejemplo, N-metilarginina (MeR), un aminoacido
en el que el atomo de nitrogeno de la cadena principal de arginina, que pertenece a aminoacidos
basicos, esta metilado, es un aminoacido no natural, pero es basico. Por lo tanto, puede clasificarse
como un aminoacido basico. Como tal, aminoacidos no naturales que exhiben propiedades de cadena
lateral similares a las de un cierto aminoacido también pueden incluirse como objetivos para sustitucion
conservativa de aminoacido. Cabe sefialar que D-aminodcidos tales como de(acido D-glutamico)
pueden clasificarse como D-aminoacidos o de acuerdo con la naturaleza de sus cadenas laterales. N-
metilaminoacidos pueden clasificarse como N-alquilaminoacidos o clasificarse de acuerdo con la
naturaleza de la cadena lateral del aminoacido original que no estd N-metilado.

Los aminoacidos no naturales incluyen, pero sin limitarse a ello, N-metilaminoacidos y D-
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aminoacidos, y mas especificamente, da, de, dhgl, dqg, dk, dyae, df, dkCOpipzaa, Tbg, 3Py6CON,
3Py6NH2, Hgl, alT, Hgn, SMe, DabAc, KCOpipzaa, Meda, PeG, MeG, MedkCOpipzaa, Ahp, pHPeG,
pMeOPeG, MsMeapG, 30MePeG, PpG, pFPeG, mCPeG, pCPeG, 4HPpG, 40MePpG, 4PypG, 4COOPeG,
3CO0PeG, 3FPeG, P4Sh, Hse, Qmm, Qdm, QPEG8Me, 5Inda, F4A0OMe, HseMe, Acb, dkAc, dnle, t4amCh,
Nle, MeC, MeA, MeS, MeN, Hpr, Hgn(Qglucamina-NH2), Hgn(KCOpipzaa-NH2), Qglucamina, y MeCt y
otros aminoacidos.

La "sal farmacéuticamente aceptable del mismo" significa una sal de cualquiera de los
péptidos. Ejemplos de la sal farmacéuticamente aceptable incluyen sales de acidos minerales (por
ejemplo, acido sulfirico, acido clorhidrico, acido fosfdrico), sales de acidos organicos (por ejemplo,
acido acético, acido oxalico, acido lactico, acido tartarico, acido fumarico, acido maleico, acido
metanosulfénico, acido bencenosulfénico), sales de aminas (por ejemplo, trimetilamina metilamina), y
sales de iones metalicos (por ejemplo, iones sodio, potasio, o calcio). Para compuestos que llegan a
contener humedad con el tiempo, dicha humedad también esta incluida en la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Ademas, el péptido también puede ser isdmeros tales como estereoisdmeros del mismo. El
péptido puede tener uno o mas estereocentros, que pueden existir independientemente en la
configuracion (R) o (S). Como se usa en el presente documento, el péptido puede ser una forma
opticamente activa o un racemato, y la frase "puede ser un isdmero" significa que incluye un racemato,
una forma opticamente activa, un isdbmero posicional, y un estereoisémero, o cualquier combinacion
de los mismos. Ademas, en una modalidad, puede permitirse una mezcla de uno o mas isdmeros.
Cabe sefialar que el "estereoisomero de péptido" significa un estereoisomero del péptido. Las
referencias en el presente documento a "péptido" incluyen sus isdmeros a menos que se mencione lo
contrario.

Ademas, el péptido también puede ser un solvato. Solvatacion significa un fenédmeno en el
que iones generados por ionizacion de moléculas de soluto (péptidos o conjugados) estan rodeados y
asociados con moléculas de solvente a través de fuerzas electrostaticas, enlace de hidrégeno, o
similares, por lo que el soluto se dispersa en el solvente. El tipo de solvente no esta particularmente
limitado. Cuando el solvente es agua, se llama especialmente "hidrato".

Los siguientes péptidos son ejemplos de péptidos confirmados que tienen actividad de unién
a CA9 en los Ejemplos en el presente documento:

da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-S-3Py6NH2-HseMe-dk-Y (SEQ ID No. 1);

un péptido en el que MeC, C, o MeCt esta unido, como un residuo de aminoacido en la
posicion 13, a la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1; y

un péptido en el que MeA, MeS, MeN, Hpr, G, o P esta unido, como un residuo de aminoacido

en la posicion 13, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 y MeG, G, da, o Meda esta unido
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ademas como un residuo de aminoacido en la posicion 14.

En una modalidad, el péptido de la presente invencion es un péptido en el que

(1) MeC, C, o MeCt estd unido, como un residuo de aminoacido en la posicién 13, a la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1; o

(2) MeA, MeS, MeN, Hpr, G, o P esta unido, como un residuo de aminoacido en la posicién
13, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 y MeG, G, da, o Meda esta unido ademas como
un residuo de aminodacido en la posicion 14.

Los anteriores (1) y (2) difieren en el residuo de aminoacido en la posicion 13. En una
modalidad, cuando el péptido de la presente invencion es un péptido ciclico, el nUmero de residuos de
aminoacidos contenidos en la estructura ciclica no esta limitado y puede ser 13 0 14.  Si un aminoacido
adicional esta presente en un extremo del mismo, el nimero puede ser dicho nimero o mas.

En una modalidad, el péptido de la presente invencion satisface los siguientes uno o dos o
mas requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 1 (en SEQ ID No. 1) es da, dq, de, dhgl, o dk;

el residuo de aminoacido en la posicion 2 es I o Thg;

el residuo de aminodcido en la posicion 3 es 3Py6NH2 o 3Py6CON;

el residuo de aminoacido en la posicién 4 es S, Hgl, Hgl(PEG8Me), alT, Hgn, SMe, KCOpipzaa,
0 DabAc;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es PeG, MeG, Meda, o MedkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG, pMeOPeG, MsMeapG, 30MePeG, pHPegG,
PpG, pFPeG, mCPeG, pCPeG, 4HPpG, 40MePpG, 4PypG, 4CO0PeG, 3COOPeG, o 3FPeG;

el residuo de aminoacido en la posicion 8 es H, S, P, D, KCOpipzaa, Q(PEG8Me), P4Sh, Hse,
SMe, Qmm, o Qdm;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2, 5Inda, Y, o F40Me;

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es Ahp, HseMe, o E; y

el residuo de aminoacido en la posicién 11 es dk, G, da, dq, dkCOpipzaa, dk(t4amCh), de,
Acb, o dkAc.

Las opciones anteriores para residuos de aminoacidos en las posiciones 1 a 12 en una de las
modalidades anteriores pueden seleccionarse en cualquier combinacion. Los requisitos incluyen, pero
sin limitarse a ello, 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 0 mas, 5 0 mas, 6 0 mas, 7 0 mas, 8 o mas, 9 o mas,
10 o mas, u 11 o mas requisitos descritos anteriormente. Preferiblemente, se satisfacen todos los 12
requisitos anteriores.

En una modalidad, el péptido de la presente invencién satisface los siguientes uno o dos o
mas requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 1 (en la SEQ ID No. 1) es da, dq, de, dhgl, o dk;
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el residuo de aminoacido en la posicion 2 es I o Thg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2 o 3Py6CON;

el residuo de aminoacido en la posicién 4 es S, Hgl, Hgl(PEG8Me), alT, Hgn, SMe, KCOpipzaa,
o DabAc;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es PeG, MeG, Meda, o0 MedkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG, pMeOPeG, MsMeapG, 30MePeG, pHPegG,
PpG, pFPeG, mCPeG, pCPeG, 4HPpG, 40MePpG, 4PypG, 4CO0OPeG, 3COOPeG, 0 3FPeG;

el residuo de aminoacido en la posicion 8 es H, S, P, D, KCOpipzaa, Q(PEG8Me), P4Sh, Hse,
SMe, Qmm, o Qdm;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2, 5Inda, Y, o F40Me;

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es Ahp, HseMe, o E; y

el residuo de aminoacido en la posicion 11 es dk, G, da, dgq, dkCOpipzaa, dk(t4amCh), de,
Acb, o dkAc,

y en donde

(1) MeC, C, o MeCt estd unido, como un residuo de aminoacido en la posicién 13, a la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1 o

(2) MeA, MeS, MeN, Hpr, G, o P esta unido, como un residuo de aminoacido en la posicion
13, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 y MeG, G, da, o Meda esta unido ademas como
un residuo de aminoacido en la posicién 14.

Las opciones anteriores para residuos de aminoacidos en las posiciones 1 a 12 en una de las
modalidades anteriores pueden seleccionarse en cualquier combinacion. Los requisitos incluyen, pero
sin limitarse a ello, 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 0 mas, 5 0 mas, 6 0 mas, 7 0 mas, 8 o mas, 9 0 mas,
10 o mas, u 11 o mas requisitos descritos anteriormente. Preferiblemente, se satisfacen todos los 12
requisitos anteriores.

En una modalidad, el péptido de la presente invencion satisface los siguientes uno o dos o
mas requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 2 (en la SEQ ID No. 1) es Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es Meda;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG o pHPeg;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2 o 5Inda; y

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es HseMe.

Las opciones anteriores para residuos de aminoacidos en las posiciones 1 a 10 en una de las
modalidades anteriores pueden seleccionarse en cualquier combinacion. Los requisitos incluyen, pero

sin limitarse a ello, 1 0 mas, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 0 mas, 0 5 0 mas requisitos descritos anteriormente.
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Preferiblemente, se satisfacen todos los 6 requisitos anteriores.

En una modalidad, el péptido de la presente invencidn satisface los siguientes uno o dos o
mas requisitos:

el residuo de aminodcido en la posicion 2 (en la SEQ ID No. 1) es Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es Meda;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG o pHPeg;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2 o 5Inda; y

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es HseMe,

y en donde

(1) MeC, C, o MeCt esta unido, como un residuo de aminoacido en la posicion 13, a la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1 0

(2) MeA, MeS, MeN, Hpr, G, o P esta unido, como un residuo de aminoacido en la posicion
13, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 y MeG, G, da, o Meda esta unido ademas como
un residuo de aminoacido en la posicién 14.

Las opciones anteriores para residuos de aminoacidos en las posiciones 1 a 10 en una de las
modalidades anteriores pueden seleccionarse en cualquier combinacion. Los requisitos incluyen, pero
sin limitarse a ello, 1 0 mas, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 0 mas, 0 5 0 mas requisitos descritos anteriormente.
Preferiblemente, se satisfacen todos los 6 requisitos anteriores.

En una modalidad, el péptido de la presente invencion satisface los siguientes requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 2 (en la SEQ ID No. 1) es Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es Meda;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG o pHPeg;

el residuo de aminoacido en la posicién 9 es 3Py6NH2 o 5Inda; y

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es HseMe.

En una modalidad, el péptido de la presente invencion se proporciona de tal manera que

el residuo de aminoacido en la posicion 2 (en la SEQ ID No. 1) es Tbg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es Meda;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG o pHPeg;

el residuo de aminoacido en la posicién 9 es 3Py6NH2 o 5Inda; y

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es HseMe,

y en donde

(1) MeC, C, o MeCt estd unido, como un residuo de aminoacido en la posicién 13, a la
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secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1 0

(2) MeA, MeS, MeN, Hpr, G, o P esta unido, como un residuo de aminoacido en la posicion
13, a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1 y MeG, G, da, o Meda esta unido ademas como
un residuo de aminoacido en la posicién 14.

En una modalidad, el péptido de la presente invencidn satisface los siguientes uno o dos o
mas requisitos:

el residuo de aminoacido en la posicion 1 (en la SEQ ID No. 1) es de(PEG8Me), dk, dyae, o
dkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 2 es I o Thg;

el residuo de aminoacido en la posicion 3 es 3Py6NH2 o 3Py6CON;

el residuo de aminoacido en la posicion 4 es K, KCOpipzaa, Hgn(Qglucamina-NH2),
Hgn(KCOpipzaa-NH2), o Qglucamina;

el residuo de aminoacido en la posicion 5 es PeG, MeG, Meda, o MedkCOpipzaa;

el residuo de aminoacido en la posicion 7 es PeG, pMeOPeG, MsMeapG, 30MePeG, pHPeG,
PpG, pFPeG, mCPeG, pCPeG, 4HPpG, 40MePpG, 4PypG, 4COOPeG, 3COOPeG, o 3FPeG;

el residuo de aminodcido en la posicion 8 es K;

el residuo de aminoacido en la posicion 9 es 3Py6NH2, 5Inda, Y, o F40Me;

el residuo de aminoacido en la posicion 10 es Ahp, HseMe, 0 E; y

el residuo de aminoacido en la posicion 11 es dk(F) o dk(PEGS8c).

Las opciones anteriores para residuos de aminoacidos en las posiciones 1 a 12 en una de las
modalidades anteriores pueden seleccionarse en cualquier combinacion. Los requisitos incluyen, pero
sin limitarse a ello, 1 0 mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 0 mas, 5 0 mas, 6 0 mas, 7 0 mas, 8 o mas, 9 0 mas,
10 o mas, u 11 o mas requisitos descritos anteriormente. Preferiblemente, se satisfacen todos los 12
requisitos anteriores.

Ademas, en una modalidad, uno o varios aminoacidos contenidos en el péptido de la presente
invencion pueden modificarse adicionalmente. Una modificacion es, por ejemplo, la unién de otro
compuesto al extremo de la cadena lateral de un aminoacido. Por ejemplo, un compuesto de bajo o
mediano peso molecular, tal como PEG o un glicano, puede unirse al extremo de la cadena lateral de
lisina, acido aspartico, acido glutamico, arginina, glutamina o tirosina, o puede unirse otro aminoacido.

El péptido anterior es, en una modalidad, un péptido ciclico. Por "péptido ciclico" se
entiende un péptido en el que dos aminoacidos estan unidos y cuya totalidad o parte es ciclica.
Ejemplos del péptido mencionado anteriormente incluyen aquellos en los que los aminoacidos en un
péptido forman una estructura entrecruzada, aquellos en los que se forma una estructura ciclica
mediante la formacion de un anillo de lactama o una reaccion de macrociclizacion, y aquellos que

tienen una estructura tipo péptido lasso. En otras palabras, el péptido ciclico puede tener una parte
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con una estructura ciclica y puede tener una parte de cadena lineal.

Los péptidos generalmente tienen una baja estabilidad metabdlica /n vivo, y su gran tamario
dificulta su permeacion a través de la membrana celular. Para abordar tales problemas, se ha
adoptado una técnica de ciclizacién de péptidos. Se ha sugerido que la ciclizacion del péptido
aumenta la resistencia a proteasas y, por lo tanto, aumenta su estabilidad metabdlica y restringe los
cambios conformacionales, aumentando asi su rigidez y mejorando la permeabilidad de membrana y
la afinidad por una proteina objetivo.

En una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica en la que un aminoacido
cloroacetilado (preferentemente el aminoacido N-terminal (residuo de aminoacido en la posicion 1))
esta unido a un residuo de cisteina (incluyendo cisteina sustituida, tal como N-metilcisteina) contenido
en el péptido. En una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica en la que un aminoacido N-
terminal (residuo de aminoacido en la posicion 1) esta unido a un residuo de cisteina (incluyendo un
residuo de cisteina opcionalmente sustituido o un compuesto que contiene un grupo -SH dentro de la
estructura) contenido en el péptido. En una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica en la
gue un aminoacido N-terminal (residuo de aminoacido en la posiciéon 1) esta unido a un residuo de
cisteina (incluyendo cisteina sustituida, tal como N-metilcisteina) en la posicién 13 contenido en el
péptido. En una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica en la que un aminoacido N-terminal
cloroacetilado (residuo de aminoacido en la posicion 1) esta unido al residuo de cisteina en la posicion
13 contenido en el péptido o a un grupo -SH contenido en un compuesto (grupo) gue tiene un grupo
-SH. Ejemplos del compuesto (grupo) que tiene un grupo -SH incluyen MeCt. La "cloroacetilacion"
también puede ser "haloacetilacion" utilizando otro haldgeno. Ademas, la "acetilacion" también
puede ser "acilacion" por un grupo acilo distinto del grupo acetilo. En una modalidad, el péptido tiene
una estructura ciclica obtenida al unir un residuo de aminodcido cloroacetilado en la posicién 1 en la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1 a un residuo de cisteina incluido en el péptido.
En una modalidad, el péptido puede ser una estructura en la cual una secuencia de aminoacidos listada
en cualquiera de las SEQ ID Nos. 1-103 y una cisteina o una cisteina sustituida contenida en el péptido
estan unidas mediante un grupo acetilo. Es decir, tal como se usa en el presente documento, por
ejemplo, el término “péptido ciclico que consiste en la SEQ ID No. XX” incluye no solo la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID No. XX, sino también una estructura ciclica formada por la unién
de un grupo acetilo unido al aminoacido en la posicion 1 contenido en la secuencia de aminoacidos
con el S (atomo de azufre) contenido en una cisteina o cisteina sustituida o en un compuesto que
tenga un grupo —SH.

Algunos aminoacidos descritos en el presente documento pueden estar modificados para la
ciclizacion de un péptido. La presente invencion también abarca aminodacidos que han sido

parcialmente modificados de esta manera. Por ejemplo, como se describié anteriormente, un grupo
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cloroacetilo (grupo ClAc) puede afiadirse al aminoacido N-terminal, y puede unirse a un residuo de
cisteina o a un residuo de aminoacido que tenga un grupo —SH en el péptido para formar un anillo.
Dichos diversos aminoacidos (naturales/no naturales) que contienen un grupo cloroacetilo también se
incluyen dentro de los aminoacidos descritos en el presente documento.

Ademas, en una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica en la cual un aminoacido
N-terminal (residuo de aminoacido en la posicidon 1) y un aminoacido C-terminal (aminoacido en la
porcion mas C-terminal si uno o mas residuos de aminoacidos, como un residuo en la posicion 13 o
14, se afladen al lado C-terminal de la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1) estan
unidos. En una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica en la cual un grupo amino de un
aminoacido N-terminal (residuo de aminoacido en la posicién 1) estd unido a un grupo carboxilo de un
aminoacido en la posicion 13 incluido en el péptido. Ademas, en una modalidad, se afiade un
aminoacido adicional a un residuo de aminoacido en la posicion 13, y puede formarse una estructura
ciclica en la cual un aminoacido N-terminal (residuo de aminoacido en la posiciéon 1) puede unirse, por
ejemplo, a un residuo de aminoacido en la posicion 14 o 15 obtenido afiadiendo uno o mas residuos
de aminoacidos adicionales al residuo en la posicion 13. En una modalidad, el péptido tiene una
estructura ciclica en la cual un grupo amino de un residuo de aminoacido en la posicién 1 en la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 1 incluida en el péptido esta unido a un grupo
carboxi de un residuo de aminoacido en la posiciéon 14. Ademas, en una modalidad, el péptido tiene
una estructura ciclica en la cual un grupo amino de un aminodacido N-terminal (residuo de aminoacido
en la posicion 1) estd unido a un grupo funcional presente en el extremo de la cadena lateral de un
aminoacido C-terminal incluido en el péptido.

En una modalidad, el péptido comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID Nos. 2-54. En una modalidad, el péptido es un péptido ciclico
gue comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID
Nos. 2-54. El péptido es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en
cualquiera de las SEQ ID Nos. 2-54 o un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que
tiene de 1 a 13 o0 14 (preferiblementede 1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,1a3, 2o 1) sustituciones,
deleciones, inserciones o adiciones de residuos de aminoacidos en la misma. Cabe sefialar que, para
una secuencia a la cual se anaden residuos de aminoacidos, puede afiadirse una secuencia con muchos
mas residuos de aminoacidos (por ejemplo, de 1 a 14 residuos), siempre que la porcion afadida sea
un enlazador. Ademas, el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene
sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de residuos de aminoacidos es, preferiblemente, por
ejemplo, aquel que presenta actividad de unién a CA9.

Ademas, en una modalidad, el péptido comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos

establecida en cualquiera de las SEQ ID Nos. 55-103. En una modalidad, el péptido es un péptido
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ciclico que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ
ID Nos. 55-103. El péptido es un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida
en cualquiera de las SEQ ID Nos. 55-103 o un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
que tiene de 1 a 13 o0 14 (preferiblementede 1a8,1a7,1a6,1a5,1a4, 1a3, 20 1) sustituciones,
deleciones, inserciones o adiciones de residuos de aminoacidos en la misma. Cabe sefialar que, para
una secuencia a la cual se afiaden residuos de aminoacidos, puede afadirse una secuencia con muchos
mas residuos de aminoacidos (por ejemplo, de 1 a 14 residuos), siempre que la porcion afadida sea
un enlazador. Ademas, el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene
sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de residuos de aminoacidos es, preferiblemente, por
ejemplo, aquel que presenta actividad de unién a CA9. En una modalidad, el péptido de la presente
invencion no contiene un péptido que comprenda o consista en la SEQ ID No. 103.

Ademas, en una modalidad, el péptido comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID Nos. 55-102. En una modalidad, el péptido es un péptido
ciclico que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ
ID Nos. 55-103. El péptido puede ser un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID Nos. 55-102 o un péptido que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene de 1 a 13 o 14 (preferiblementede 1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,1a3,20
1) sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de residuos de aminoacidos en la misma.

Ademas, en una modalidad, el péptido puede ser un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID No. 2 o 21, o un péptido que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene de 1 a 13 o 14 (preferiblementede 1a8,1a7,1a6,1a5 1a4,1a3,20
1) sustituciones, deleciones, inserciones o adiciones de residuos de aminoacidos en la misma.

El péptido puede contener uno o mas residuos de aminoacidos adicionales ademas de la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID No. 1. El péptido puede contener, sin limitacién, uno o mas
residuos de aminoacidos adicionales ademas de la secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera
de las SEQ ID Nos. 2-54, 55-102 o 55-103.

El o los “residuos de aminoacidos adicionales” pueden estar incluidos en el péptido que forma
la estructura ciclica, o el o los residuos de aminoacidos adicionales pueden afiadirse como un enlazador
desde el péptido ciclico. En una modalidad, pueden afiadirse a una cadena lateral de un residuo de
aminoacido contenido en el péptido ciclico. El péptido y el nimero de enlaces amida (nUmero y
longitud de aminoacidos) en la porcidn peptidica no estan limitados.

Ademas, puede anadirse un enlazador adicional al péptido ciclico. Ejemplos del enlazador
incluyen el enlazador de aminoacidos descrito anteriormente (enlazador peptidico), un enlazador
quimico, un enlazador de acido graso, un enlazador de acido nucleico y un enlazador de cadena de

azlcar. El enlazador también puede ser un complejo de, por ejemplo, un enlazador quimico y un
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enlazador peptidico. El enlazador quimico puede ser, por ejemplo, un enlazador PEG que consiste en
1-24 unidades de etilenglicol. El enlazador puede ser también un enlazador de acido graso que
contiene una porcion quimica divalente derivada de un acido graso. El enlazador de aminoacidos
(peptidico) puede ser un enlazador que contenga al menos un aminoacido. Es posible utilizar, por
ejemplo, un péptido rico en glicina, tal como un péptido que tenga la secuencia
[Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]n (donde nes 1, 2, 3, 4, 5 0 6), como se describe en la Patente de EE. UU.
No. 7,271,149, o un enlazador peptidico rico en serina descrito en la Patente de EE. UU. No. 5,525,491.
También es posible utilizar un enlazador peptidico en el cual dos o mas aminoacidos tales como K, dk,
F, G, df, Nle, dnle o t4amCh y aminoacidos estén conectados. Cabe senalar que, en el enlazador
peptidico, el enlace entre aminoacidos o entre un aminodacido y un enlazador quimico puede estar
unido a través de la cadena lateral del aminoacido. Un enlazador puede anadirse sin limitacion para
modificar las propiedades fisicas (por ejemplo, la solubilidad) del péptido.

El enlazador puede aiiadirse en cualquier posicién. Por ejemplo, puede unirse a un residuo
de aminoacido ubicado en el lado C-terminal, o a un residuo de aminoacido contenido en un péptido
ciclico. En una modalidad, el péptido anterior contiene un enlazador en el extremo C-terminal. Son
preferidos aquellos unidos a una cadena lateral de un residuo de aminoacido contenido en un péptido
ciclico o a compuestos que tengan un grupo Cys o —SH ubicado en el lado C-terminal, o unidos a
cualquier residuo de aminoacido. Mas preferidos son aquellos unidos a una cadena lateral de un
residuo de aminoacido en la posicién 1, 4, 8 0 11.

En una modalidad, el péptido es un péptido en el cual un enlazador y/o una carga Util puede
unirse al extremo C-terminal del péptido.

En una modalidad, el péptido es un péptido en el cual un residuo de aminoacido en la posicion
1, 4, 8 0 11, o un residuo de aminoacido o aminoacido adicional ubicado en el lado C-terminal, es un
residuo de aminoacido al cual puede unirse un enlazador y/o una carga Util.

El residuo de aminoacido al cual puede unirse un enlazador y/o una carga Util puede ser un
residuo de aminodcido que tenga un grupo funcional al cual un enlazador y/o una carga util pueda
unirse en el extremo de la cadena lateral del residuo de aminoacido, o un residuo de aminoacido que
tenga un grupo funcional al cual un enlazador y/o una carga Util pueda unirse en el extremo de la
cadena lateral o en el extremo C-terminal en el caso de un residuo de aminoacido ubicado en el lado
C-terminal o un residuo de aminoacido adicional. Cabe sefialar que la carga Util se describe mas
adelante.

En una modalidad, el residuo de aminoacido al cual puede unirse un enlazador y/o una carga
util tiene una estructura representada por la siguiente Férmula (II):

[Férmula Quimica 2]



10

15

20

25

30

36

o) T1
%)H/“\ff

en donde en la formula (II),

(I1)

Ries H o un grupo alquilo de Ci-3;

Rz es R2: alquilo de Ci-6-NH-R3, alquilo de Ci-s-arilo Ce-O-alquilo de Ci-3-NH-Rs3, alquilo de Ci-
6-NH(=0)-CH(alquilfenilo de Ci-s)-NH-Rs3, alquilo de Ci-s-NH(=0)-CH(alquilo de Ci-)-NH-R3, o alquilo
de Ci-6-NH(=0)-cicloalquilo de Cs-s-alquilo de Ci-3-NH-R3, y

Rs es H o cualquier grupo funcional.

R3 es H o cualquier grupo funcional, incluidos grupos funcionales protegidos por cualquier
grupo protector. La estructura debe ser tal que un enlazador y/o una carga Util pueda unirse a Ra.
La estructura a la cual puede unirse un enlazador y/o una carga Util puede ser, por ejemplo, un grupo
funcional como un grupo amida, o incluso un grupo funcional o compuesto conocido utilizado para
unir un compuesto, tal como un compuesto alquino o un grupo azida utilizado en quimica click.

I\\

Ejemplos del “grupo protector” incluyen, pero no estan particularmente limitados a, un grupo
9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), un grupo ferc-butilo (tertBu), un grupo aliloxicarbonilo (Alloc) y
un grupo ferc-butoxicarbonilo (Boc).

Ademas, el péptido puede formar un multimero mediante, por ejemplo, un enlazador. El
numero de péptidos en el multimero no esta limitado. En una modalidad, el multimero es un dimero,
trimero, tetramero, pentamero, hexamero, octdmero o mas. El multimero puede contener multiples
copias del mismo péptido o mdltiples péptidos diferentes.

En una modalidad, el péptido anterior presenta preferiblemente actividad de unién a CA9.

CA9 se refiere a CA9 (Anhidrasa carbdnica IX, anhidrasa carbodnica-9) y es una de las 15
anhidrasas carbodnicas, y es una proteina transmembrana homodimérica localizada en la membrana
celular, desempenando asi un papel importante en el mantenimiento del pH intracelular, etc. Se sabe
que CA9 se expresa bajo condiciones hipdxicas y es particularmente conocida por expresarse en
canceres especificos del tumor, cuello uterino, cuerpo uterino, ovario, rindén, eséfago, pulmén, mama,
cerebro, tracto gastrointestinal, higado, pancreas, cabeza y cuello, glandula salival, cavidad corporal y
piel. Por lo tanto, se ha sugerido que CA9 es un marcador comun de hipoxia tumoral en muchos
tumores solidos.

También se sabe que CA9 puede utilizarse no solo como un marcador para evaluar la
presencia o ausencia de tumores y sus grados de malignidad, sino también como un marcador de mal

prondstico en tumores cervicales, rectales, mamarios, pulmonares y cerebrales.
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El término “CA9” 0 “CA-9” tal como se usa en el presente documento se refiere a la anhidrasa
carbonica-9 poseida por mamiferos, preferiblemente roedores como ratones y primates como humanos,
a menos que se especifique lo contrario. Mas preferiblemente, el término se refiere a la CA9 humana.
Cabe senalar que el término “CA9 humana” en el presente documento se refiere al tipo natural de CA9
(por ejemplo, ID del gen: 768) poseido por humanos. Incidentalmente, se sabe que las secuencias
de aminoacidos de, por ejemplo, la CA9 humana, de ratén y de rata son secuencias similares.

La actividad de union a CA9 descrita en el presente documento indica la union especifica a
CA9, especialmente a la CA9 humana. Tal como se usa en el presente documento, a menos que se
indique lo contrario, la actividad de unién a CA9 significa la actividad de union a la CA9 humana.

El estado de union del péptido de la presente invencién a CA9 puede expresarse, sin
limitacion, utilizando como indicadores la constante de afinidad KA, la constante de disociacion KD, la
constante de velocidad de asociacion kon y la constante de velocidad de disociacion koff.

La constante de afinidad KA y la constante de disociacién KD son indicadores de la afinidad
de unién, es decir, la fuerza de asociacion entre dos moléculas en equilibrio, y la constante de
disociacion KD se obtiene invirtiendo la constante de afinidad KA. Cuanto menor es el valor de la
constante de disociacion KD, mas fuerte es la union. Mientras tanto, la velocidad de la reaccion de
asociacion/disociacion entre dos moléculas en equilibrio se indica mediante la constante de velocidad
de asociacion kon y la constante de velocidad de disociacion koff, que se calculan mediante el analisis
cinético de reaccion. Aqui, KD = koff/kon. Asi, incluso en el caso de constantes de disociacion KD
equivalentes, existen dos casos: uno es un caso de asociacion lenta pero disociacion lenta (ambos
valores kon y koff son pequefios), y el otro es un caso de asociacion rapida y disociacion rapida (ambos
valores kon y koff son grandes). Sus respectivos estados de retencion de uniéon son bastante
diferentes.

El estado de unidn del péptido a CA9 puede expresarse utilizando la constante de afinidad
KA, la constante de disociacion KD, la constante de velocidad de asociacion kon y la constante de
velocidad de disociacion koff. Pueden determinarse utilizando cualquier ensayo de interaccion
intermolecular bien conocido por los expertos en la materia.

El estado de union del péptido a CA9 puede medirse mediante métodos conocidos. Por
ejemplo, el estado puede medirse mediante analisis espectral de resonancia de plasmones superficiales
(SPR). Ejemplos del analisis espectral de resonancia de plasmones superficiales que pueden utilizarse
incluyen, sin limitacion, el sistema BIACORE (Cytiva), que es un biosensor (analizador de interaccion
biointermolecular).

Un indice de la actividad de unién a CA9 del péptido es la constante de disociacion KD.
Cuanto menor es la constante de disociacion KD, mayor es la actividad de union (afinidad). De

acuerdo con el analisis espectral de resonancia de plasmones superficiales, la constante de disociacion
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KD para la unién del péptido a, por ejemplo, la CA9 humana no esta limitada, pero es de 50 nM o
menos, 30 nM o0 menos, 20 nM 0 menos, 15 nM 0 menos, 10 nM o0 menos, 8 nM 0 menos, 6 nM o
menos, 5 nM o0 menos, 4 nM o0 menos, 3 nM o0 menos, 2 nM 0 menos 0 1 nM o menos. El limite
inferior de la constante de disociacion KD para la unién del péptido a la CA9 humana no estd
particularmente limitado. La constante de disociacion KD del péptido no esta limitada, pero es de
0.01 nM 0 mas, 0.05 nM o mas, 0.1 nM o mas, 0.2 nM o mas, 0.3 nM o mas, 0.4 nM o mas o 0.5 nM
o0 mas. La constante de disociacion KD del péptido no esta limitada, pero es de 0.01-50 nM,
preferiblemente 0.05-30 nM, mas preferiblemente 0.2-15 nM, particularmente preferiblemente 0.3—
10 nM y muy preferiblemente 0.4-5 nM.

La union del péptido a CA9 también puede examinarse mediante otros ensayos conocidos de
medicion de capacidad de unién, como ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). ELISA
puede realizarse, por ejemplo, utilizando perlas de CA9 y el péptido con una secuencia de etiqueta HA
afadida al extremo C-terminal para evaluar la actividad de unién. Por ejemplo, también puede
utilizarse clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS).

La union del péptido a CA9 no esta limitada, pero es preferiblemente no covalente.

En una modalidad, el péptido tiene una estructura ciclica representada por una porcion
peptidica incluida en la formula quimica de cualquiera de los Ejemplos 1-1 a 1-16 y Ejemplos 11-1 a
11-5.

El péptido con actividad de unién a CA9 es eficaz en la evaluacion, diagndstico y/o
tratamiento de diversas enfermedades mediadas por CA9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al péptido anterior con actividad de unién

a CAo.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al uso del péptido anterior para unirse a
CAO9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al péptido anterior utilizado para unirse
a CAo.

En la presente invencion, la union del péptido de la presente invencion a CA9 es una union
/in vitro o in vivo.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccién, a menos que se
indique lo contrario.

3. Produccion del péptido

El péptido de la presente invencién puede producirse mediante cualquier método conocido
para la produccién de péptidos. A modo de ejemplo, se incluyen los siguientes.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccion, a menos que se

indique lo contrario.
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Un método de sintesis quimica, tal como un método en fase liquida, un método en fase sdélida
y un método hibrido en el cual se combinan los métodos en fase liquida y en fase sdlida; y un método
de recombinacion genética, etc.

En el método en fase sdlida, por ejemplo, el grupo hidroxilo de una resina hidroxilada se
esterifica con el grupo carboxi del primer aminoacido, cuyo grupo a-amino esta protegido por un grupo
protector (generalmente el aminoacido C-terminal del péptido de interés). El catalizador de
esterificacion utilizado puede ser un agente de deshidratacién-condensacion conocido, tal como
1-mesitilenosulfonil-3-nitro-1,2,4-triazol (MSNT), diciclohexilcarbodiimida (DCC) 0
diisopropilcarbodiimida (DIC).

A continuacion, se elimina el grupo protector del grupo a-amino del primer aminoacido y se
afnade un segundo aminoacido en el cual todos los grupos funcionales distintos del grupo carboxi de
la cadena principal estan protegidos, para activar el grupo carboxi, y se acoplan el primer y el segundo
aminoacido. Posteriormente, se desprotege el grupo a-amino del segundo aminoacido y se afade un
tercer aminoacido en el cual todos los grupos funcionales distintos del grupo carboxi de la cadena
principal estan protegidos, para activar el grupo carboxi, y se acoplan el segundo y el tercer aminoacido.
Este procedimiento se repite hasta que se sintetiza un péptido de la longitud deseada, y luego se
desprotegen todos los grupos funcionales.

Ejemplos de resinas para sintesis en fase sdlida incluyen resina Merrifield, resina MBHA,
resina CI-Trt, resina SASRIN, resina Wang, resina Rink amida, resina HMFS, resina Amino-PEGA
(Merck) y resina HMPA-PEGA (Merck). Estas resinas pueden lavarse con un solvente (por ejemplo,
dimetilformamida (DMF), 2-propanol, cloruro de metileno) antes de su uso.

Ejemplos de grupos protectores para el grupo a-amino incluyen un grupo benciloxicarbonilo
(Cbz 0 Z), un grupo terc-butoxicarbonilo (Boc), un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), un grupo
bencilo, un grupo alilo y un grupo aliloxicarbonilo (Alloc). El grupo Cbz puede desprotegerse, por
ejemplo, con acido fluorhidrico o mediante hidrogenacion; el grupo Boc puede desprotegerse con acido
trifluoroacético (TFA); y el grupo Fmoc puede desprotegerse mediante tratamiento con piperidina o
pirrolidina.

El grupo a-carboxi puede protegerse utilizando, por ejemplo, éster metilico, éster etilico,
éster alilico, éster bencilico, éster terc-butilico o éster ciclohexilico.

El grupo carboxi puede activarse utilizando un agente de condensaciéon. Ejemplos del
agente de condensacion incluyen diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC o] WSC), hexafluorofosfato de
(1H-benzotriazol-1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP) y hexafluorofosfato de
1-[bis(dimetilamino)metil]-1H-benzotriazolio-3-6xido (HBTU).

La cadena peptidica puede escindirse de la resina mediante tratamiento con un acido tal
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como TFA o acido fluorhidrico (HF).

El péptido puede producirse mediante un método de recombinacidon genética (sistema de
traduccion-sintesis) utilizando un acido nucleico que codifique el péptido descrito anteriormente. El
acido nucleico que codifica el péptido puede ser ADN o ARN.

El acido nucleico que codifica el péptido puede prepararse mediante un método conocido o
un método equivalente. Por ejemplo, el acido nucleico puede sintetizarse con un sintetizador
automatico. El ADN resultante puede contener uno o mas sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion para la insercion en un vector. Alternativamente, puede incorporarse una secuencia de
nucledtidos que codifiqgue una secuencia de aminoacidos, de modo que la cadena peptidica resultante
pueda escindirse mediante una enzima u otros medios.

Para inhibir la degradacion por proteasas derivadas del hospedero, también puede utilizarse
un método de expresion de proteina quimérica, en el cual un péptido objetivo se expresa como un
péptido quimérico con otro péptido. En este caso, puede utilizarse, como el acido nucleico anterior,
un acido nucleico que codifique el péptido objetivo y un péptido fusionado al péptido objetivo.

Posteriormente, se prepara un vector de expresion utilizando el acido nucleico que codifica
los péptidos. El acido nucleico puede incorporarse aguas abajo del promotor del vector de expresion
tal cual, o mediante digestion con una o mas enzimas de restriccion, o mediante la adicién de un
enlazador, etc. Ejemplos del vector incluyen: un plasmido derivado de E. coli (por ejemplo, pBR322,
pBR325, pUC12, pUC13, pUC18, pUC19, pUC118, pBluescript II); un plasmido derivado de Bacillus
subtilis (por ejemplo, pUB110, pTP5, pC1912, pTP4, pE194, pC194); un plasmido derivado de levadura
(por ejemplo, pSH19, pSH15, YEp, YRp, YIp, YAC); un bacteriéfago (por ejemplo, el e-fago, fago M13);
un virus (por ejemplo, retrovirus, virus vaccinia, adenovirus, virus adenoasociado (AAV), virus del
mosaico de la coliflor, virus del mosaico del tabaco, baculovirus); o un cdsmido, etc.

El promotor puede seleccionarse, segln corresponda, de acuerdo con el tipo de hospedero.
Si el hospedero es una célula animal, por ejemplo, puede utilizarse un promotor derivado de SV40
(virus simio 40) o un promotor derivado de CMV (citomegalovirus). Si el hospedero es £. coli, pueden
utilizarse, por ejemplo, el promotor trp, el promotor T7 o el promotor lac.

El vector de expresion puede tener, por ejemplo, un origen de replicacion de ADN (ori), un
marcador de seleccién (por ejemplo, resistencia a antibidticos, requerimiento nutricional), un
potenciador, una sefial de empalme, una sefal de adicion de poli-A y/o un acido nucleico que codifique
una etiqueta (por ejemplo, FLAG, HA, GST, GFP).

A continuacion, se transforma una célula hospedera apropiada con el vector de expresion.
El hospedero puede seleccionarse, segun corresponda, en vista de su relacion con el vector.  Ejemplos
del hospedero utilizado incluyen £, colj, Bacillus subtilis, una bacteria perteneciente al género Bacillus,

levadura, un insecto o célula de insecto, y una célula animal, etc. Ejemplos de células animales
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utilizadas incluyen células HEK293T, células CHO, células COS, células de mieloma, células Hela y
células Vero. La transformacion puede realizarse, segun el tipo de hospedero, mediante un método
conocido tal como lipofeccidén, método de fosfato de calcio, electroporacién, microinyeccién, pistola de
particulas o cualquier otro método conocido. Los transformantes se cultivan segun un procedimiento
rutinario para expresar un péptido de interés.

El péptido se purifica del cultivo del transformante recolectando las células cultivadas,
suspendiendo las células en una solucion tampon apropiada, destruyendo las células mediante, por
ejemplo, sonicacion o ciclos de congelacién-descongelacién, y luego centrifugando o filtrando para
obtener un extracto crudo. Si el péptido se secreta en la solucion de cultivo, se recolecta el
sobrenadante.

La purificacion a partir del extracto crudo o del sobrenadante del cultivo también puede
realizarse mediante un método conocido o un método equivalente (por ejemplo, cloracion, dialisis,
ultrafiltracién, filtracién en gel, SDS-PAGE, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
afinidad, cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa).

Puede utilizarse un método conocido o un método equivalente para convertir el péptido
resultante en forma libre a una sal, o el péptido en forma de sal a forma libre.

En una modalidad, el sistema de sintesis por traduccidon puede ser un sistema de traduccion
libre de células. El sistema de traduccion libre de células generalmente permite obtener un producto
expresado en una forma altamente pura sin purificacion. El sistema de traduccion libre de células
contiene, por ejemplo, proteinas ribosomales, aminoacil-ARNt sintetasa (ARS), ARN ribosomico,
aminoacidos, ARNr, GTP, ATP, factor de iniciacion de la traduccion (IF), factor de elongacion (EF),
factor de terminacion (RF) y factor de regeneracion del ribosoma (RRF), y otros factores necesarios
para la traduccién. Puede afadirse extracto de £. coli o extracto de germen de trigo para aumentar
la eficiencia de expresion. Ademas, también puede afiadirse extracto de globulos rojos de conejo o
extracto de células de insecto.

La energia puede suministrarse continuamente al sistema que los contiene mediante dialisis
para producir, sin limitacion, varios cientos de ug a varios mg/ml de la proteina. El sistema también
puede incluir ARN polimerasa para la transcripcion a partir del ADN génico. Como sistema de
traduccion libre de células comercialmente disponible que puede utilizarse, ejemplos del sistema
derivado de E. coliincluyen el RTS-100 (marca registrada) de Roche Diagnostics, el PURESYSTEM de
Gene Frontier o el Kit de Sintesis de Proteinas Zn Vitro PURExpress de NEW ENGLAND Biolabs; y los
ejemplos del sistema que utiliza extracto de germen de trigo incluyen los de ZOEGENE Corporation y
CellFree Sciences.

En el sistema de traduccion celular, en lugar del aminoacil-ARNt sintetizado por la

aminoacil-ARNt sintetasa natural, puede utilizarse un aminoacil-ARNt artificial en el cual el aminoacido
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0 acido hidroxilado deseado estd unido (acilado) al ARNt. Dicho aminoacil-ARNt puede sintetizarse
utilizando una ribozima artificial.

Ejemplos de dicha ribozima incluyen flexizyme, un ribozima artificial (H. Murakami, H. Saito
y H. Suga, (2003), Chemistry & Biology, Vol. 10, 655-662; y WO 2007/066627, etc.). El flexizyme
también se conoce y denomina como Flexizyme original (Fx) o como una forma modificada tal como
dinitrobencilflexizyme (dFx), Flexizyme mejorado (eFx) o aminoflexizyme (aFx).

Mediante el uso del ARNt generado por flexizyme, al cual estda unido el aminoacido o
hidroxiacido deseado, puede asociarse el codon deseado con el aminoacido o hidroxciacido deseado
para la traduccion. Puede utilizarse un aminoacido especial como el aminoacido deseado. Por
ejemplo, el aminoacido no natural requerido para la ciclizacién descrita anteriormente también puede
introducirse en el péptido unido mediante este método.

El péptido puede sintetizarse quimicamente utilizando diversos métodos rutinariamente
utilizados en la técnica. Ejemplos del método incluyen sintesis paso a paso en fase sélida, semisintesis
de fragmentos peptidicos mediante religacion asistida conformacionalmente y ligacion quimica. La
sintesis del péptido es una sintesis quimica utilizando diversas técnicas en fase sélida, como se describe,
por ejemplo, en K. J. Jensen, P. T. Shelton, S. L. Pedersen, Peptide Synthesis y Applications, 22 edicion,
Springer, 2013. La estrategia preferida se basa en una combinacion de un grupo Fmoc que protege
temporalmente el grupo a-amino y permite su eliminacion selectiva mediante una base, y un grupo
protector que protege temporalmente el grupo funcional de la cadena lateral y es estable bajo
condiciones de-Fmoc. La seleccion de dicha cadena lateral de péptidos se describe en el mencionado
Peptide Synthesis y Applications, 22 edicion, y en G. B. Fields, R. L. Noble, Solid Phase Peptide
Synthesis Utilizing 9-Fluorenylmethoxycarbonyl Amino Acids, Int. J. Peptide Protein Res. 35, 1990,
161-214, etc. Ejemplos del grupo protector preferido para la cadena lateral del péptido incluyen: un
grupo bencilo, terc-butilo o tritilo (Trt) para el grupo hidroxi de serina o treonina; un grupo
2-bromobenciloxi-carbonilo o ferc-butilo para el grupo hidroxilo de tirosina;un grupo Boc, metiltetrazol
tiol (Mtt), Alloc o ivDde para el grupo amino de la cadena lateral de lisina; un grupo Trt o Boc para el
grupo imidazol de histidina; un grupo 2,2,4,6,7-pentametildihidrobencofurano-5-sulfonilo (Pbf) para el
grupo guanidilo de arginina; un grupo terc-butilo, alilo o 3-metilpentano (Mpe) para el grupo carboxilo
de, por ejemplo, acido glutdmico o acido aspartico; un grupo Trt para el grupo carboxamida de
glutamina o asparagina; y un grupo Trt o monometoxitritilo (Mmt) para el grupo tiol de cisteina.

El péptido puede sintetizarse de manera paso a paso sobre la resina en fase sélida descrita
anteriormente. Los grupos protectores a-amino del aminoacido C-terminal utilizado y de todos los
aminoacidos y péptidos utilizados en la sintesis deben eliminarse selectivamente durante el
procedimiento sintético. Preferiblemente, se utiliza la resina en fase sdlida descrita anteriormente

para iniciar el procedimiento. El grupo carboxilo C-terminal del péptido con el extremo N-terminal
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protegido adecuadamente con un grupo Fmoc, etc., o el grupo carboxilo C-terminal de un aminoacido
protegido con el grupo Fmoc, se convierte en un éster activado con un reactivo apropiado y luego se
une al grupo amino de la resina en fase sélida. La elongacién subsiguiente de la cadena peptidica
puede lograrse repitiendo secuencialmente la eliminacion del grupo protector N-terminal (grupo Fmoc),
seguida de la condensacion con un derivado de aminoacido protegido, de acuerdo con la secuencia de
aminoacidos del péptido de interés. Cabe senalar que el péptido de interés puede liberarse en la
etapa final. Por ejemplo, como condiciones de liberacion, puede utilizarse una soluciéon de TFA que
contenga agua/sililhidruro/tiol como captador (scavenger) en TFA, tal como se describe, por ejemplo,
en Teixeira, W. E. Benckhuijsen, P. E. de Koning, A. R. P. M. Valentijn, J. W. Drijfhout, Protein Pept.
Lett. 2002, 9, 379-385. Un ejemplo tipico es TFA/Agua/TIS/DODT (relacién en volumen
92.5:2.5:2.5:2.5).

El péptido descrito en el presente documento puede sintetizarse utilizando un sintetizador
de péptidos de un solo canal o multicanal, como el sintetizador Liberty Blue de CEM o el sintetizador
Syro I de Biotage, o sus sucesores.

El grupo carboxi puede activarse utilizando un agente de condensacién. Ejemplos del
agente de condensacién incluyen diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIPCDI),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC o} WSCQ), hexafluorofosfato de
(1H-benzotriazol-1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP) % hexafluorofosfato de
1-[bis(dimetilamino)metil]-1H-benzotriazolio-3-6xido (HBTU).

El péptido puede ciclizarse mediante un método conocido. Por ejemplo, el péptido puede
disefiarse para contener dos o mas residuos de cisteina, de modo que pueda formarse una estructura
ciclica mediante un enlace disulfuro después de la traduccion, pero no se limita a esto. Ademas, puede
utilizarse el método de Goto (Y. Goto, et a., ACS Chem. Biol. 3, 120-129 (2008)) para sintetizar un
péptido con un grupo cloroacetilo en el extremo N-terminal mediante una técnica de reprogramacion
del cddigo genético. En el péptido, puede colocarse un residuo de cisteina que contenga un atomo
de azufre para la ciclizacion. Esto provoca el ataque nucleofilico espontaneo del grupo mercapto
sobre el grupo cloroacetilo después de la traduccion, y el péptido es ciclizado mediante un enlace
tioéter. Otras combinaciones de aminoacidos que se unen para formar un anillo pueden colocarse,
para la ciclizacién, dentro del péptido mediante la técnica de reprogramacion del codigo genético.
Alternativamente, el péptido puede ciclizarse colocando un residuo de acido L-2-aminoadipico en el
péptido y uniéndolo al grupo amino de la cadena principal del N-terminal. Alternativamente, el
péptido puede ciclizarse uniendo, mediante un enlace amida, un grupo amida de un residuo de
aminoacido en el lado N-terminal a un grupo carboxi de un residuo de aminoacido en el lado C-terminal.
Ademas, el péptido puede ciclizarse uniendo un grupo amino de un aminoacido N-terminal (residuo de

aminoacido en la posicion 1) a un grupo funcional presente en el extremo de la cadena lateral de un
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aminoacido C-terminal incluido en el péptido. De este modo, puede utilizarse sin restriccién cualquier
método de ciclizacion conocido.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccién, a menos que se
indique lo contrario.

4. Conjugado (Complejo)

La presente invencion se refiere a un complejo que contiene un péptido y una carga Util
(también denominado a veces “conjugado de péptido”, “complejo de péptido” o simplemente
“conjugado”), y a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. El péptido en el conjugado incluye
todas las formas (incluyendo sales, isdmeros, solvatos, etc.) tal como se describe en la seccion “2.
Péptido”. Las referencias en el presente documento a “conjugado de péptido”, “conjugado” o
“complejo de péptido” incluyen también referencias a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
un isémero o un solvato del mismo, siempre que no exista contradiccion particular.

En una modalidad, el conjugado de la presente invencién representa un complejo en el cual
el péptido de la presente invencion y una carga util estan unidos con o sin un enlazador.

En una modalidad, en el conjugado de la presente invenciéon, una cadena lateral de un
residuo de aminoacido en el péptido de la presente invencion esta unida, con o sin un enlazador, a
una carga util.

En una modalidad, en el conjugado de la presente invencion, el residuo de aminoacido en la
posicion 13 en la SEQ ID No. 1 esta unido, con o sin un enlazador, a cualquier carga Uutil.

En una modalidad, en el conjugado de la presente invencion, el residuo de aminoacido en la
posicion 1, 4, 8 0 11 en la SEQ ID No. 1 esta unido a una carga util como se muestra en la siguiente
formula (I):

[Férmula Quimica 3]

o) T1
%)H/“\ff
F|<2

X D
en donde en la férmula (1),

Ries H o un grupo alquilo de Ci-3;

R2 es alquilo de Ci-s-NH-, alquilo de Ci-s-arilo de Ce-O-alquilo de Ci-3-NH-, alquilo de Ci-6-
NH(=0)-CH(alquilfenilo de Ci-6)-NH-, alquilo de Ci-s-NH(=0)-CH(alquilo de Ci-s)-NH-, o alquilo de Ci-
6-NH(=0)-cicloalquilo de Cs-s-alquilo de Ci-3-NH-; y

X es cualquier carga util.



10

15

20

25

30

45

Cabe sefialar que, con respecto a Rz, alquilo de Ci-s-NH- es un residuo en una forma
modificada en la cual la cadena alquilo esta extendida en el residuo de K y en la cadena lateral de K;
alquilo de Ci-s-arilo de Cs-O-alquilo de Ci-3-NH- es un residuo en una forma modificada en la cual la
cadena alquilo esta extendida en el residuo de dyae y en la cadena lateral de dyae; alquilo de
Ci-6-NH(=0)-CH(alquilfenilo de Ci-s)-NH- es un residuo en un compuesto formado uniendo una forma
modificada, en la cual la cadena alquilo esta extendida en el residuo de dk-df y en la cadena lateral de
dk, a una forma modificada en la cual la cadena alquilo esta extendida en la cadena lateral de df;
alquilo de Ci-6-NH(=0)-CH(alquilo de Ci-6)-NH- es un residuo en un compuesto formado uniendo una
forma modificada, en la cual la cadena alquilo esta extendida en el residuo de dk-dnle y en la cadena
lateral de dk, a una forma modificada en la cual la cadena alquilo estd extendida o acortada en la
cadena lateral de dnle; y alquilo de Ci1-s-NH(=0)-cicloalquilo de Cs-s-alquilo de Ci-3-NH- es un residuo
en un compuesto formado uniendo una forma modificada, en la cual el grupo alquilo esta extendido
en el residuo de dk-t4amCh y en la cadena lateral de dk, a una forma modificada en la cual el nUmero
de atomos de carbono contenidos en la estructura cicloalquilo de la cadena lateral de t4amCh esta
aumentado o disminuido.

Cabe seialar que

[Férmula Quimica 4]

%

en el compuesto (I) indica que el grupo carboxi o el grupo amida esta unido a un grupo amida o
carboxi de un residuo de aminoacido adyacente en la secuencia de aminoacidos.

El término alquilo de Ci3 se refiere a un grupo monovalente derivado de un grupo
hidrocarburo alifatico saturado de Ci-3 lineal o ramificado mediante la eliminacion de un atomo de
hidrégeno opcional. Ejemplos especificos incluyen metilo, etilo, n-propilo e isopropilo.

El término alquilo de Ci-6 se refiere a un grupo monovalente derivado de un hidrocarburo
alifatico saturado de Ci-s lineal o ramificado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno opcional.
Ejemplos especificos incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, t-butilo,
1-metilpropilo, n-pentilo, isopentilo, 2-metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo, 1-etilpropilo, hexilo y
4-metilpentilo.

El término alquilfenilo de Ci-s se refiere a una estructura obtenida uniendo un grupo fenilo a
un grupo monovalente derivado de un hidrocarburo alifatico saturado de Cis lineal o ramificado
mediante la eliminacién de un dtomo de hidrégeno opcional.

El término cicloalquilo de Cs-s se refiere a un grupo monovalente derivado de un hidrocarburo
alifatico saturado ciclico de C3-s mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno opcional.

Cabe senalar que el término “conjugado” de la presente invencion incluye, pero no sin
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limitarse a, los conjugados representados por el Conjugado No. 1-81, tales como los Conjugados Nos.
1-69 y 74-81, y también incluye conjugados en los cuales las cargas utiles en dichos conjugados se
sustituyen por cargas Utiles diferentes. El conjugado sustituido por una carga util diferente puede
ser, por ejemplo, un conjugado en el cual la carga util (DOTA, DOTALu, SulfoCy5, DOTAZr, DOTALu-df,
DOTALu-dnle, DOTALu-t4amCh, DOTALu-F, DOTALu-Nle, SulfoCy5-PEG8c, DOTACu, DOTAGA,
dDOTAGA, rNOTAGA, DOTA-#Ga (Ga (galio) unido a DOTA) y DOTALa (La (lantano) unido a DOTA))
de los Conjugados Nos. 1-81 mostrados en el Cuadro 8 o el Cuadro 18 (en una modalidad, los
Conjugados No. 1-69 y 74-81) se sustituye por otra carga (util.

El conjugado descrito como el Conjugado No. 1 puede, por ejemplo, modificarse de modo
que la carga util sulfoCy5 unida al enlazador G-PEG10c-K sea sustituida por un quelante tal como
DOTA, o en el conjugado, un elemento radiactivo esté adicionalmente unido al quelante tal como
DOTA. Alternativamente, en el conjugado, el sulfoCy5 puede unirse a una carga Util distinta de un
radioisétopo, tal como un anticuerpo. Ademas, por ejemplo, en el conjugado descrito como el
Conjugado No. 2, la carga Util, es decir, un quelante DOTA unido mediante el enlazador K, puede estar
adicionalmente unida a un radioisétopo. Por ejemplo, en el conjugado descrito como el Conjugado
No. 4, la carga util, es decir, un quelante DOTA unido mediante el enlazador K, puede estar unida a
1771y, que es un radioisotopo, en lugar de Lu (lutecio no radiactivo).

Carga util

En la presente invencion, la carga util se refiere a una molécula funcional conocida. La
molécula funcional es una molécula que exhibe una funcién deseada cuando se une o actta sobre un
objetivo, sin restriccion particular. Ejemplos de la funcion deseada incluyen, en una modalidad, una
funcién farmacoldgicamente activa, una funcion de marcaje y una funcidon de entrega a un sitio objetivo.

|"

Cabe senalar que ejemplos de la “carga util” incluyen un compuesto farmacolégicamente activo, un
compuesto marcado, una sustancia fluorescente, un péptido, una proteina, un acido nucleico y una
molécula utilizada en un sistema de administracion de farmacos, y la molécula puede ser un compuesto
de bajo peso molecular, un compuesto de peso molecular medio o un compuesto de alto peso
molecular.

El compuesto farmacolégicamente activo se refiere a un compuesto que tiene actividad
farmacoldgica. El compuesto farmacoldgicamente activo es preferiblemente, por ejemplo, un
compuesto de alto peso molecular (por ejemplo, un anticuerpo, una proteina, un acido nucleico), un
compuesto de peso molecular medio (por ejemplo, un péptido) y un compuesto de bajo peso molecular
que tenga actividad farmacoldgica. Ademas, el compuesto puede proporcionarse de modo que un
compuesto de bajo peso molecular con actividad farmacoldgica, etc., esté incluido en un liposoma o
micela, etc.

Asimismo, la “carga util” en el presente documento incluye cualquier agente citotoxico que
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sea tdéxico para las células y, en particular, que las destruya. Ejemplos incluyen, sin limitacion, taxol,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenipdsido,
vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracenodiona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-dihidrotestosterona, glucocorticoide, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol y puromicina, asi como sus analogos u homologos. Ademas, el término “carga
atil” en el presente documento también incluye agentes terapéuticos con actividad anticancerigena,
incluyendo, pero sin limitarse a, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina,
6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, decarbazina); agentes alquilantes (por ejemplo,
mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfaldan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU),
ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C,
cis-diclorodiaminoplatino(II) (DDP), es decir, cisplatino); antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina
(anteriormente denominada “daunomicina”), doxorrubicina); antibiodticos (por ejemplo, dactinomicina
(anteriormente denominada “actinomicina”), bleomicina, mitramicina, antramicina (AMC)); y agentes
antimitoticos (por ejemplo, vincristina, vinblastina). En una modalidad preferida, el agente
terapéutico es un agente citotdxico. En otra modalidad, el agente terapéutico es un agente
inmunosupresor. En otra modalidad adicional, el agente terapéutico es GM-CSF. En una modalidad
preferida, el agente terapéutico es doxorrubicina, cisplatino, bleomicina, sulfato, carmustina,
clorambucilo, ciclofosfamida o ricina A.

El compuesto marcado en el presente documento se refiere a un compuesto marcado con
un colorante, una sustancia fluorescente, una etiqueta o un radioisétopo. Entre ellos, el compuesto
marcado con radioisotopo se refiere a un compuesto (por ejemplo, un compuesto de bajo peso
molecular, de peso molecular medio o un anticuerpo) marcado con un radioisétopo. El compuesto
marcado puede ser un colorante, una sustancia fluorescente, una etiqueta o un radioisétopo en si
mismo. El radioisétopo puede estar coordinado con un quelante tal como DOTA.

El radioisotopo en el presente documento puede ser cualquier radioisétopo conocido. En
una modalidad, ejemplos del radioisétopo incluyen, pero no se limitan a, actinio-225, actinio-227 (?*°Ac,
227Ac), astato-211 (%!!At), bismuto-212 y bismuto-213 (?'?Bi, 213Bi), cobre-61, cobre-62, cobre-64 y
cobre-67 (%'Cu, %2Cu, %*Cu, %7Cu), galio-64, galio-67 y galio-68 (**Ga, ¥’Ga y ®8Ga), indio-111 (!In),
yodo-123, yodo-124, yodo-125 o yodo-131 (123, 1241, 125], 131]), plomo-203, plomo-212 (2%3Pb, 2!2Pb),
rutenio-97 (°’Ru), lutecio-177 (*77Lu), radio-223 (***Ra), samario-153 (%*3Sm), escandio-44 y
escandio-47 (**Sc, 4Sc), hierro-52 (°2Fe), arsénico-72, arsénico-76 (72As, 7°As), erbio-169 (!¢°Er),
estroncio-89, estroncio-90 (8°Sr, %°Sr), tecnecio-99, tecnecio-94 (*°mTc, **mTc), itrio-86 y itrio-90 (&Y,
0Y), cromo-51 (°'Cr), renio-186, renio-188 ('8Re, !®Re), circonio-89 (8°Zr), manganeso-52,
manganeso-51 (*2Mn, 'Mn), terbio-149, terbio-152, terbio-155, terbio-161 (*°Tb, %2Tb, 1>5Tb, 161Tb),
iterbio-169, iterbio-175 (%°Yb, 175Yb), rodio-105 (1°°Rh), disprosio-166 (1%°Dy), holmio-166 (*®°Ho),
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samario-153 (**3Sm), prometio-149 (1*°Pm), prometio-151 (*>'Pm), tulio-172 (*"?Tm), estafio-121
(121Sn), praseodimio-142, praseodimio-143 (142Pr, 143Pr), oro-198, oro-199 (1%8Au, 1%°Au), bromo-75,
bromo-76, bromo-77, bromo-80, bromo-82 (7>Br, 7®Br, 77Br, 8°Br, #Br), fllor-18 (!8F), escandio-43,
escandio-44, escandio-47 (*3Sc, #*Sc, #Sc), astato-211 (?!'At), torio-227, torio-226 (*9’Th, 2?6Th),
lantano-140 (*°La), rubidio-82 (82Rb), fosforo-32 (32P), plata-111 (11'Ag) y erbio-165 (16°Er).

Tal como se usa en el presente documento, el término “quelante” se refiere a un compuesto
organico que se une a un ion metalico para formar una estructura de complejo ciclico con el fin de
unirse de manera estable a un radioisétopo, particularmente un radioisétopo metalico. En una

modalidad, ejemplos del quelante incluyen EDTA (acido etilendiaminotetraacético), DPTA (acido

dietilentriaminopentaacético), 1,4,8,11-tetraazatetradecano, acido
1,4,8,11-tetraazatetradecano-1,4,8,11-tetraacético, acido
1-oxa-4,7,12,15-tetraazaheptadecano-4,7,12,15-tetraacético, DOTAGA (acido
a-(2-carboxietil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) (incluyendo la forma racémica
rDOTAGA), T™MT

(6,6"-bis[N,N",N"'-tetra(carboximetil)aminometil]-4'-(3-amino-4-metoxifenil)-2,2":6',2"-terpiridina),
DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"'-tetraacético), TCMC (derivado tetra-amida

primaria de DOTA), DO3A (1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-tris(acido
acético)-10-(2-tioetil)acetamida), CB-DO2A
(4,10-bis(carboximetil)-1,4,7,10-tetraazabiciclo[5.5.2Jtetradecano), NOTA (acido
1,4,7-triazaciclononano-triacético), Diamsar
(3,6,10,13,16,19-hexaazabiciclo[6.6.6]eicosano-1,8-diamina), DTPA (acido pentético o acido
dietilentriaminopentaacético), CHX-A"-DTPA (acido

[(R)-2-amino-3-(4-isotiocianatofenil)propil]-trans-(S,S)-ciclohexano-1,2-diamina-pentaacético), TETA
(acido 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetraacético), Te2A
(4,11-bis(carboximetil)-1,4,8,11-tetraazabiciclo[6.6.2]hexadecano), HBED, DFO (deferoxamina),
DFOsq (DFO-escuaramida), HOPO (3,4,3-(LI-1,2-HOPQ)), y NODAGA (acido
1,4,7-triazaciclononano-1-glutamico-4,7-acético) (incluyendo la forma racémica rNODAGA), y formas
modificadas de los mismos. Es preferido DOTA, DOTAGA o NODAGA. Si existen isdmeros dpticos
en cada quelante, estan incluidos.

En una modalidad, la carga util es preferiblemente un radioisétopo coordinado con un
quelante. Por ejemplo, sin limitacion, pueden incluirse estructuras en las cuales un isétopo radiactivo
de lutecio, circonio, cobre o galio esta coordinado con DOTA.

En una modalidad, la carga util puede ser un radioisétopo no coordinado con un quelante.
El compuesto puede ser uno utilizado para métodos de evaluacion o imagen utilizando un radioisétopo.

Por ejemplo, sin limitacién, puede ser un compuesto conocido que contiene un radioisétopo, el cual se
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utiliza como un agente de imagen por radioligando en tomografia por emisién de positrones (por
ejemplo, PET, SPECT), como se describe a continuacion. Por ejemplo, sin limitacion, el compuesto
puede ser '8F-fluorodesoxiglucosa (*8F-FDG), '*0-H»0, 'C-metionina, '!C-acido acético, ''C-colina,
UC-racloprida, 'C-flumazenil, 3N-amoniaco, ®F-fluoruro de sodio, 82Rb+ (82RbCl), '8F-flurpiridaz,
1231-IMP, *°mTc-ECD, *°Tc-HMPAQ, 23I-iomazenil, 2I-ioflupano, 1!In-DTPA, *?mTcO4- (Na*’mTc0O4),
P®mTc-MIBI, 29T+ (2'TICI), ?°mcTc-tetrofosmina, *’mcTc-albumina sérica humana, 3'O-adosterol,
PmTc-fitato, °°Y-zevalin, ’Ga+ (°’GaCsHs07), !'!In-ibritumomab tiuxetan, !''In-pentetreotida, o
similares.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina” se refiere a cualquier
proteina que exista /7 vivo o que exhiba una funcién util /7 vivo. Ejemplos incluyen proteinas que
tienen actividad farmacoldgica y proteinas que tienen actividad de reconocimiento molecular.
Especificamente, ejemplos incluyen fibronectina, avidina, anticuerpos, proteinas que tienen una region
Fc, proteinas de puntos de control inmunitario y enzimas tales como enzimas proteoliticas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico” se refiere a cualquier
polimero de nucledtidos. Ejemplos especificos incluyen ADN y/o ARN. Tal como se usa en el
presente documento, el acido nucleico puede estar modificado. Ejemplos de tales modificaciones
incluyen modificacion 2'-metoxietilo (MOE), uso de 2'-desoxinucledsidos en ARN, enlaces
internucledsido mediante enlaces fosforotioato, enlaces internucledsido mediante enlaces fosfodiéster
y conversion de citosina a 5-metilcitosina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sistema de administracién de
farmacos” se refiere a un sistema para administrar un ingrediente activo a una célula objetivo.
Ejemplos incluyen polimeros solubles en agua, particulas de tamafio nanométrico (nanoesferas) y
portadores tales como liposomas y micelas. La molécula del sistema de administracion de farmacos
(DDS) puede contener un medicamento adicional tal como un compuesto de bajo peso molecular, una
proteina, un péptido, un acido nucleico y/o una vacuna.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al conjugado anterior con actividad de
unién a CA9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al uso del conjugado anterior para unirse
a CAo.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al conjugado anterior utilizado para unirse
a CAo.

En la presente invencion, la union del conjugado de la presente invencion a CA9 es una union
/n vitro o in vivo.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccion, a menos que se

indique lo contrario.
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5. Composicidn, etc.

La presente invencidon también se refiere a una composicidon que contiene un péptido o
conjugado de la presente invencidn o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La
composicion no esta limitada y puede ser una composicién farmacéutica (una composicion médica),
una composicion diagnostica o una composicion de investigacion. En una modalidad, la composicion
farmacéutica es una composicion utilizada en radioterapia (una modalidad de composicion terapéutica).

La presente invencion también se refiere a un agente de imagen que contiene el conjugado
de la presente invencion. El agente de imagen también puede utilizarse como una composicion
diagnostica. En una modalidad, la composicion diagndstica es un agente de imagen.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccién, a menos que se
indique lo contrario.

Composicion farmacéutica

En una modalidad, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
contiene el péptido o conjugado anterior, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una modalidad, la composicién farmacéutica anterior tiene actividad de unién a CA9.

En una modalidad, la composicion farmacéutica es una composicion farmacéutica para
prevenir o tratar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

El término “enfermedad o sintoma asociado a CA9” incluye enfermedades o sintomas
asociados a CA9 conocidos. Ejemplos incluyen tumores, especialmente tumores malignos y tumores
sélidos.

En una modalidad, ejemplos de la enfermedad asociada a CA9 incluyen tumores del cuello
uterino y Utero, mama, ovario, tracto digestivo (incluyendo esoéfago, estdbmago, intestino delgado,
colon y recto), rifidn, higado, vesicula biliar y sistema biliar, pancreas (incluyendo conducto pancreatico
y pancreas exocrino), pulmén, cabeza y cuello, glandulas salivales, vejiga y tracto urinario, cavidad
corporal, origen epitelial, etc. Los ejemplos también incluyen canceres de cabeza y cuello, ovario,
trompa de Falopio, peritoneo, vagina, vulva, pene, cuello uterino, miometrio, endometrio, glandula
tiroides, glandula suprarrenal, prdstata, piel y sus anexos; malignidades hematoldgicas; malignidades
limitrofes incluyendo trastornos hematoldgicos premalignos y malignidades hematoldgicas de linaje
linfoide y enfermedades relacionadas; malignidades hematoldgicas de linaje mieloide y enfermedades
relacionadas; tumores de origen mesenquimal; tumores del sistema nervioso central o periférico;
tumores endocrinos; tumores del 0jo y sus anexos; tumores de células germinales y trofoblasticos; y
tumores pediatricos y embrionarios. Preferiblemente, el cancer incluye, sin limitacion, carcinoma de
células renales, cancer de cabeza y cuello, carcinoma urotelial, carcinoma ductal pancreatico y cancer
de colon, etc.

En una modalidad, la composicion farmacéutica es una composicion utilizada en radioterapia
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(una modalidad de composicién terapéutica). En este caso, un componente en la composicion
farmacéutica contiene un radioisétopo.  Preferiblemente, es un conjugado que contiene un
radioisétopo como carga util. Cabe sefialar que la radioterapia es un método de tratamiento en el
cual la irradiacién con radiacion o la administracién de una sustancia emisora de radiacion al area
afectada dafia el ADN y otras sustancias en las células de un tumor, especialmente cancer, y mata las
células.

La composicion farmacéutica puede contener el péptido o el conjugado en si, y puede
contener una sal farmacéuticamente aceptable del péptido, o un isdmero o un solvato del mismo. Los
términos “péptido” y “conjugado” en el presente documento pueden incluir una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un isémero o un solvato del mismo, a menos que se especifique lo contrario.
La composicion farmacéutica contiene preferiblemente una cantidad eficaz del péptido o conjugado
como ingrediente activo.

La forma de dosificacion de la composicion farmacéutica en el presente documento no esta
particularmente limitada y puede administrarse por via oral o parenteral. Ejemplos de la
administracion parenteral incluyen una inyeccién (por ejemplo, una inyeccién intramuscular,
intravenosa o subcutanea) y la administracion transdérmica o transmucosa (nasal, oral, ocular,
transpulmonar, transvaginal, rectal).

La composicién farmacéutica puede modificarse de varias maneras en vista de las
caracteristicas de facil metabolizacién o facil excrecion del polipéptido. Por ejemplo, puede afiadirse
polietilenglicol (PEG) o una cadena de azucar al polipéptido para aumentar el tiempo de permanencia
en sangre y disminuir la antigenicidad. Ademas, por ejemplo, un compuesto de polimero
biodegradable (por ejemplo, acido polilactico glicolico (PLGA)), hidroxiapatita porosa, liposoma,
liposoma modificado en superficie, una emulsion preparada con acido graso insaturado, nanoparticulas
o nanoesferas pueden utilizarse como material base de liberacion sostenida, y el polipéptido puede
encapsularse en ellos. Para la administracion transdérmica, puede aplicarse una corriente eléctrica
débil a la superficie de la piel para la permeacion del estrato cérneo (método de iontoforesis).

La composicion farmacéutica puede convertirse en una preparacion utilizando el ingrediente
activo tal cual, o afiadiendo un portador, excipiente y/o aditivo farmacéuticamente aceptable, etc.
Ejemplos de la forma de dosificacion incluyen liquido (por ejemplo, una inyeccién), dispersion,
suspension, tabletas, pildoras, polvo, supositorios, pulvis, particulas finas, granulos, capsulas, jarabe,
pastillas, inhalante, ungiiento, gotas oftalmicas, gotas nasales, gotas Oticas y cataplasma. La
preparacion puede elaborarse mediante un procedimiento rutinario utilizando, por ejemplo, un
excipiente, un aglutinante, un desintegrante, un lubricante, un agente disolvente, un auxiliar de
disolucion, un colorante, un agente corrector del olor, un estabilizador, un emulsionante, un

potenciador de absorcidn, un tensoactivo, un modificador de pH, un conservante y/o un antioxidante,
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segun corresponda.

Ejemplos de los componentes utilizados para la formulacién incluyen, pero no se limitan a,
agua purificada, solucion salina, tampdén fosfato, dextrosa, glicerol, un solvente organico
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, etanol), aceite animal o vegetal, lactosa, manitol, glucosa,
sorbitol, celulosa cristalina, hidroxipropil celulosa, almiddn, almidén de maiz, silice anhidra, silicato de
aluminio y magnesio, colageno, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, polimero de carboxivinilo,
carboximetilcelulosa sddica, poliacrilato de sodio, alginato de sodio, dextrano soluble en agua, almiddn
carboximetil sddico, pectina, metilcelulosa, etilcelulosa, goma xantana, goma arabiga, tragacanto,
caseina, agar, polietilenglicol, diglicerina, glicerina, propilenglicol, vaselina, parafina, miristato de
octildodecilo, miristato de isopropilo, alcoholes superiores, alcohol estearilico, acido estearico y
albimina sérica humana.

En vista del hecho de que los péptidos son generalmente dificiles de absorber por via
transmucosa, la composicion farmacéutica puede contener un potenciador de absorcidon para mejorar
la absorcion de un agente de baja absorbibilidad. Ejemplos de tal potenciador de absorcion incluyen:
un tensoactivo (por ejemplo, un compuesto de lauril éter de polioxietileno, lauril sulfato de sodio,
saponina); una sal de acido biliar (por ejemplo, acido glicdlico, acido desoxicdlico, acido taurocdlico);
un quelante (por ejemplo, EDTA, acido salicilico); un compuesto de acido graso (por ejemplo, acido
caproico, acido caprico, acido laurico, acido oleico, acido linoleico, una micela mixta); o un derivado
de enamina, un péptido de colageno N-acilo, un N-acilaminoacido, un compuesto de ciclodextrina, un
compuesto de quitosano y un donador de éxido nitrico.

Si la composicion farmacéutica es una pildora o una tableta, puede estar recubierta con un
recubrimiento de azlcar o una sustancia soluble en el estdmago o soluble en el intestino.

Si la composicion farmacéutica es una inyeccion, puede contener agua destilada para
inyeccion, solucion salina fisioldgica, propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal y/o un compuesto
alcohdlico, etc.

Ademas, es posible afiadir un agente humectante, un emulsionante, un dispersante, un estabilizador,
un agente disolvente, un auxiliar de disolucion y/o un conservante, etc.

La composicion farmacéutica puede estar dirigida no solo a humanos sino también a
mamiferos no humanos o aves. Ejemplos de los mamiferos no humanos incluyen primates no
humanos (por ejemplo, monos, chimpancés, gorilas), animales domésticos (por ejemplo, cerdos, vacas,
caballos, ovejas), o perros, gatos, ratas, ratones, cobayos y conejos, etc.

En particular, la dosis cuando se administra a un humano varia dependiendo de los sintomas,
la edad, el sexo, el peso corporal y la sensibilidad del paciente, asi como del método de administracion,
el intervalo de administracion, el tipo de ingrediente activo y el tipo de preparacion. La dosis no esta

limitada y la dosis de, por ejemplo, de 30 ug a 100g, de 100 ug a 500mg, o de 100 ug a 100 mg puede
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administrarse en una o varias porciones separadas. Para inyeccién, pueden administrarse de 1 ug/kg
a 3000 ug/kg o de 3ug/kg a 1000 ug/kg una vez o en varias dosis separadas dependiendo del peso
corporal del paciente.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un método para prevenir o tratar una
enfermedad o sintoma asociado a CA9 mediante la administracién de un péptido o conjugado de la
presente invencién (que comprende una sal farmacéuticamente aceptable, isomero o solvato del
mismo). El método de tratamiento de la presente invencidn comprende, sin limitacion, un paso de
administrar un péptido o conjugado de la presente invencion a un sujeto. El sujeto de administracion
y el método de administracion son sustancialmente los mismos que los descritos en la seccion
“composicién farmacéutica”. Ademas, sin limitacion, el método de tratamiento de la presente
invencion estd destinado a administrar un ingrediente farmacéuticamente activo a cualquier sitio
objetivo (area afectada) utilizando el péptido o conjugado de la presente invencion, y comprende un
paso de administrar el péptido o conjugado de la presente invencidn a un sujeto.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al uso de un péptido o conjugado de la
presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para prevenir o tratar una
enfermedad o sintoma asociado a CA9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al uso de un péptido o conjugado de la
presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la fabricacion de una
composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere al uso de un péptido o conjugado de la
presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como una composicion
farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un péptido o conjugado de la presente
invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para ser utilizado en un método de
prevenir o tratar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un péptido o conjugado de la presente
invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para ser utilizado como una composicion
farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad o sintoma asociado a CAO9.

Composicion diagndstica y agente de imagen

La presente invencion también se refiere a una composicion diagndstica que comprende un
péptido o conjugado de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para
diagnosticar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

El péptido o conjugado de la presente invencién también puede utilizarse como una
composicion para diagnosticar una enfermedad o sintoma asociado a CA9. Como agente diagndstico,

puede ser un agente de deteccion para determinar si un sujeto padece una enfermedad o sintoma
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asociado a CA9, para diagnosticar la gravedad de la enfermedad o para predecir un mal prondstico de
la enfermedad. Cuando se utiliza como agente de deteccidn, el péptido o conjugado puede estar
marcado de forma detectable, puede ser un conjugado que contiene una carga util detectable o puede
ser un conjugado que contiene un agente de imagen conocido como carga Util.

La presente invencion incluye, en una modalidad, un agente de imagen que contiene el
conjugado. El agente de imagen también puede utilizarse como una composicion diagndstica. En
una modalidad, la composicién diagnostica es un agente de imagen. Tal como se usa en el presente

I\\

documento, el “agente de imagen” es un compuesto que tiene una o mas propiedades que permiten
detectar directa o indirectamente su presencia y/o localizacion, permitiendo realizar una imagen
diagndstica. Ejemplos de tal agente de imagen incluyen una proteina, un péptido, un compuesto de
peso molecular medio o pequefio y un radioisétopo en si mismo, todos los cuales incorporan un motivo
de marcaje que permite la deteccion.

La porcidon de marcaje que permite la deteccidon puede ser, por ejemplo, una enzima tal como
peroxidasa o fosfatasa alcalina; un radioisétopo (que puede estar coordinado con un quelante o unido
a un compuesto tal como glucosa); una sustancia fluorescente tal como isotiocianato de fluoresceina
(FITC), rodamina, cloruro de dansilo, ficoeritrina, isotiocianato de tetrametilrodamina, amidita de
fluoresceina (FAM), eosina, carboxifluoresceina, eritrosina, carboxitetrametilrodamina (TAMRA),
tetrametilrodamina (TMR), sulforodamina o materiales fluorescentes en el infrarrojo cercano; o una
sustancia luminiscente tal como luciferasa, luciferina o aequorina. Alternativamente, también puede
utilizarse un anticuerpo marcado con tal sustancia luminiscente o similar. Ademas, puede utilizarse
un anticuerpo marcado con nanoparticulas tales como coloides de oro y puntos cuanticos para la
deteccion.

Por ejemplo, puede prepararse un complejo del anticuerpo y el péptido, y el anticuerpo o el
péptido pueden marcarse para formar un complejo marcado. Mediante la administracién y deteccion
del complejo marcado, puede determinarse la gravedad o similar de una enfermedad o sintoma
asociado a CA9. Asimismo, en inmunoensayo, el péptido puede marcarse con biotina y detectarse
uniendo la biotina a avidina o estreptavidina marcadas con, por ejemplo, una enzima.

Entre los inmunoensayos, un ELISA que utiliza marcaje enzimatico es preferido debido a su
simplicidad y medicion rapida del antigeno. Por ejemplo, un anticuerpo se inmoviliza en un portador
de fase solida, se afiade una muestra y se deja reaccionar, y luego se afiade el péptido marcado y se
deja reaccionar. Después del lavado, puede someterse a una reaccidon con un sustrato enzimatico
para el revelado, y la absorbancia puede medirse para detectar la gravedad o similar de una
enfermedad o sintoma asociado a CA9. Después de la reaccion de la muestra con el anticuerpo
inmovilizado en el portador de fase solida, puede afiadirse un péptido no marcado, y el anticuerpo

contra el péptido puede marcarse con una enzima y afadirse adicionalmente. El anticuerpo puede
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inmovilizarse sobre o dentro de la superficie del portador de fase sélida.

El sustrato enzimatico utilizado puede ser, por ejemplo, 3,3'-diaminobencidina (DAB),
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) u o-fenilendiamina (OPD) en el caso en que la enzima sea
peroxidasa, y puede ser, por ejemplo, p-nitrofenil fosfato (pNPP) en el caso de fosfatasa alcalina.

El “portador de fase solida” en el presente documento no estd limitado siempre que el
portador pueda utilizarse para inmovilizar el anticuerpo. Ejemplos incluyen una placa de
microtitulacion, un sustrato o una perla hecha de vidrio, metal o resina, y una membrana de
nitrocelulosa, nailon o PVDF. La sustancia objetivo puede inmovilizarse en el portador de fase sélida
de acuerdo con un método conocido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “imagen diagndstica” incluye técnicas
de imagen tales como inmunohistoquimica y tincidon por inmunofluorescencia; técnicas de imagen
oOptica tales como tomografia por emision de positrones (PET, incluyendo PET-CT) y tomografia
computarizada por emision de fotdn Unico (SPECT); y técnicas de imagen diagndstica (molecular) no
invasiva incluyendo imagen por resonancia magnética (MRI), nanoparticulas de oxido de hierro y
nanoparticulas de hierro-cobalto recubiertas de carbono. El agente de imagen de la presente
invencion puede utilizarse para cualquier imagen diagndstica seleccionando apropiadamente una
porcion de marcaje que permita la deteccion. Preferiblemente, es un agente de imagen para uso en
PET, PET-CT o SPECT, que es imagen dptica. En una modalidad, la presente invencion se refiere a
un agente de imagen por radioligando que contiene un conjugado de la presente invencién y se utiliza
para tomografia por emisién de positrones.

La presente invencion también se refiere a un kit diagnostico que comprende un péptido o
conjugado de la presente invenciéon. El kit diagndstico comprende un reactivo y una herramienta
(incluyendo, pero sin limitarse a, cualquiera o todos los siguientes: el péptido o conjugado de la
presente invencion, un anticuerpo, un portador de fase sdlida, solucién tampon, solucién de detencién
de reaccion enzimatica y/o un lector de microplacas) necesarios para la deteccion anterior.

La presente invencion se refiere a un método de diagnosticar una enfermedad o sintoma
asociado a CA9, el método comprendiendo usar un péptido o conjugado de la presente invencion. El
“método de diagnostico” incluye métodos de diagndstico /in vivo o in vitro.  El método de la presente
invencién comprende, sin limitacidén, un paso de administrar un péptido o conjugado de la presente
invencion a un sujeto o a una muestra obtenida del sujeto. El método de la presente invencion
comprende, sin limitacién, un paso de administrar un péptido o conjugado de la presente invencién a
un sujeto o a una muestra obtenida del sujeto, y detectar la union del péptido o conjugado de la
presente invencion a CA9. El sujeto de administracion y el método de administracion son
sustancialmente los mismos que los descritos en la seccién “Composicién farmacéutica”. Ejemplos

de la “muestra obtenida del sujeto” incluyen sangre, orina, heces, fluido lagrimal, secrecion nasal y
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secciones de tejido.

La presente invencion también se refiere a un método de detectar una enfermedad mediante
el uso del péptido o conjugado de la presente invenciéon. La enfermedad puede detectarse, por
ejemplo, por técnicos de laboratorio o investigadores distintos de médicos, en institutos de
investigacion (incluyendo instituciones educativas tales como universidades) y empresas, etc. En una
modalidad, el método de detectar una enfermedad no incluye tratamiento médico. El método de
diagnéstico utiliza preferiblemente PET, PET-CT o SPECT.

La presente invencion se refiere al uso de un péptido o conjugado de la presente invencion
para diagnosticar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

La presente invencion se refiere al uso de un péptido o conjugado de la presente invencion
para la fabricacion de una composicion diagndstica para diagnosticar una enfermedad o sintoma
asociado a CA9.

La presente invencion se refiere al uso de un péptido o conjugado de la presente invencion
como una composicion diagndstica para diagnosticar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

La presente invencidn se refiere a un péptido o conjugado de la presente invencidon en uso
de un método de diagnosticar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

La presente invencidn se refiere a un péptido o conjugado de la presente invencidén en uso
como una composicion diagndstica para diagnosticar una enfermedad o sintoma asociado a CA9.

La presente invencion también se refiere a un probador que comprende un péptido o
conjugado de la presente invencién. La presente invencion también se refiere a un probador
diagnéstico o de deteccion que comprende un péptido o conjugado de la presente invencion.

Composicidn de investigacion

La presente invencion también se refiere a una composicion de investigacion que comprende
un péptido o conjugado de la presente invencion. La “composicion de investigacion” incluye aquellas
utilizadas, por ejemplo, por investigadores, técnicos, estudiantes o médicos en institutos de
investigacion (incluyendo instituciones educativas tales como universidades), empresas y hospitales,
etc.

La composicion de investigacion puede utilizarse, por ejemplo, para la deteccion de CA9 o la
deteccidn de una enfermedad o sintoma asociado a CAO9.

El portador para inmovilizar el péptido o conjugado en el presente documento no estad
particularmente limitado. Ejemplos incluyen una placa de microtitulacién, un sustrato o una perla
hecha de vidrio, metal o resina, y una membrana de nitrocelulosa, nailon o PVDF.

La presente invencién también incluye un método de detectar CA9 mediante el uso de un
péptido o conjugado de la presente invencion. El “método de detecciéon” incluye métodos de

deteccioén in vivo o in vitro. El método de la presente invencidon comprende, sin limitacién, un paso
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de administrar un péptido o conjugado de la presente invencidn a un sujeto o a una muestra obtenida
del sujeto. El método de la presente invencién comprende, sin limitacidn, un paso de administrar un
péptido o conjugado de la presente invencién a un sujeto o a una muestra obtenida del sujeto, y
detectar la unién del péptido o conjugado de la presente invencién a CA9. El sujeto de administracién
y el método de administracion son sustancialmente los mismos que los descritos en la seccion
“Composicion farmacéutica”. Ejemplos de la "muestra obtenida del sujeto” incluyen sangre, orina,
heces, fluido lagrimal, secrecion nasal y secciones de tejido.

La presente invencién también incluye el uso de un péptido o conjugado de la presente
invencién para la deteccion de CA9.

La presente invencidon también se refiere a un kit diagndstico o de deteccién que comprende
un péptido o conjugado de la presente invencion. El kit diagndstico o de deteccion comprende un
reactivo y una herramienta (incluyendo, pero sin limitarse a, cualquiera o todos los siguientes: el
péptido de la presente invencidn, un anticuerpo, un portador de fase sélida, solucién tampdn, solucion
de detencion de reaccion enzimatica y/o un lector de microplacas) necesarios para la deteccion anterior.

En una modalidad, la presente invencion incluye un método de administrar cualquier carga
atil a un sujeto mediante el uso de un péptido o conjugado de la presente invencion. El método de
la presente invencion comprende, sin limitacion, un paso de producir un conjugado que contiene un
péptido de la presente invencion y cualquier carga util y administrar el péptido a un sujeto. El sujeto
de administracién y el método de administracion son sustancialmente los mismos que los descritos en
la seccién “Composicion farmacéutica”.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un método de usar un péptido o
conjugado de la presente invencidon para administrar cualquier carga util a cualquier parte (area
afectada) de un sujeto. En el método de la presente invencidn, un método de administrar a cualquier
parte de un sujeto comprende, sin limitacion, un paso de producir un conjugado que contiene un
péptido de la presente invencion y cualquier péptido y administrar el péptido al sujeto. El sujeto de
administracion y el método de administracién son sustancialmente los mismos que los descritos en la
seccion “Composicion farmacéutica”.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccion, a menos que se
indique lo contrario.

7. Método de ensayo

La presente invencion también se refiere a un método de ensayo de un péptido o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende ensayar al menos uno de:

a) solubilidad en un solvente;

b) actividad de union a CA9;

c) toxicidad celular y/o tisular; o
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d) toxicidad para un animal de experimentacién, en donde

el péptido o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo es el péptido o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la presente invencion.

La presente invencion también se refiere a un método de ensayo de un conjugado que
comprende ensayar un conjugado en términos de al menos uno de:

a) solubilidad en un solvente;

b) actividad de union a CA9;

¢) toxicidad celular y/o tisular; o

d) toxicidad para un animal de experimentacion, en donde

el conjugado es un conjugado de la presente invencion.

La “solubilidad en un solvente” puede medirse utilizando métodos conocidos. Al medir la
solubilidad, el solvente no esta limitado y puede seleccionarse libremente dependiendo del propdsito
previsto. En cuanto al método de medicidon de la solubilidad, cualquiera de los métodos conocidos
puede seleccionarse apropiadamente dependiendo del tipo de solvente. Sin limitacion, la solubilidad
puede ser la solubilidad obtenida cuando el péptido o conjugado se disuelve en un solvente conocido
tal como agua, glicerol, PBS o DMSO.

La “actividad de union a CA9” puede medirse, por ejemplo, como se describe en “2.
Péptido”, etc.

La “toxicidad celular y/o tisular” puede medirse utilizando métodos conocidos. Por ejemplo,
el ensayo de la toxicidad celular y/o tisular puede ser un ensayo de evaluacién de toxicidad conocido
utilizando células y/o tejidos, y puede ser un método realizado /n vitro. Las células y/o tejidos pueden
ser, pero sin limitarse a, células y/o tejidos que normalmente se evallan y ensayan para toxicidad de
productos farmacéuticos.

La “toxicidad para un animal de experimentacion” puede medirse utilizando métodos
conocidos. Por ejemplo, el o los animales de experimentacion no estan particularmente limitados
siempre que sean aquellos cominmente utilizados, y ejemplos de los mismos incluyen ratones, ratas,
cobayos, jerbos, hamsters, hurones, conejos, perros, gatos, cerdos, cabras, caballos, ganado vacuno,
aves (por ejemplo, pollos, codornices), monos y primates no humanos (por ejemplo, monos
cynomolgus, tities, monos rhesus).

Ademas, los ensayos de evaluacion de toxicidad anteriores pueden ser, sin limitarse a ello,
estudios de seguridad que se llevan a cabo habitualmente en estudios no clinicos de productos
farmacéuticos. Ejemplos incluyen estudios de toxicidad general (estudios de toxicidad de dosis Unica
y de dosis repetida), estudios de genotoxicidad (ensayo de Ames, ensayo de aberracién cromosdmica,
ensayo de micronucleos in vitro), estudios de carcinogenicidad, estudios de toxicidad reproductiva y

del desarrollo (ICH-I, II, III), estudios de irritacion local (estudios de irritacion ocular y cutanea), otros
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estudios de toxicidad (ensayo de sensibilizacidon cutanea, ensayo de fototoxicidad, ensayo de
antigenicidad) y evaluaciones quimicas y bioanaliticas (TK/PK).

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccién, a menos que se
indique lo contrario.

8. Uso Combinado, Combinacion

El péptido o conjugado de la presente invencidén puede utilizarse en combinacién con un
medicamento para prevenir o tratar otra enfermedad o sintoma asociado a CA9. En una modalidad,
la presente invencion se refiere a una combinacidn del péptido o conjugado y un medicamento para
prevenir o tratar otra enfermedad o sintoma asociado a CA9.

El péptido o conjugado y un medicamento para prevenir o tratar otra enfermedad o sintoma
asociado a CA9 pueden administrarse simultdneamente o secuencialmente. Preferiblemente, el
péptido o conjugado y un medicamento para prevenir o tratar otra enfermedad o sintoma asociado a
CA9 se administran de manera que se logre un efecto aditivo de ambos, preferiblemente un efecto
sinérgico. Cuando se administran secuencialmente, el orden de administracién no importa. Cuando
se administran secuencialmente, es preferible, sin limitacién, que ambos se administren dentro de 2
horas, dentro de 1 hora, dentro de 30 min, dentro de 20 min, dentro de 15 min, dentro de 10 min o
dentro de 5 min.

Los aspectos descritos en otras secciones también se aplican a esta seccion, a menos que se

indique lo contrario.

EJEMPLOS

A continuacion, la presente invencién se describe con mayor detalle con referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, la presente invencidon no se limita a ellos. Los expertos en la materia
pueden realizar facilmente modificaciones y cambios a la presente invencion basandose en la
descripcion del presente documento, y estos estan incluidos en el alcance técnico de la presente
invencion. Cabe sefialar que los nombres de compuestos dados en los siguientes Ejemplos de
Referencia y Ejemplos no siguen necesariamente la nomenclatura IUPAC. Asimismo, cabe sefalar
gue pueden utilizarse abreviaturas para simplificar la descripcion, pero estas abreviaturas son las
indicadas anteriormente.

Las materias primas, bloques de construccion, reactivos, acidos, bases, resinas de fase solida
y solventes utilizados en la sintesis quimica de los compuestos eran productos comercialmente
disponibles tal cual o, cuando se especifica de otro modo, se sintetizaron utilizando quimica organica.
Cabe sefialar que los aminoacidos que contienen grupos protectores eran productos comercialmente

disponibles tal cual.
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En cuanto a la numeracién de los residuos del péptido, el residuo de aminoacido que esta

modificado con ClAc se cuenta como residuo 1, y los residuos posteriores se cuentan como residuo 2,

residuo 3, y asi sucesivamente, hacia la resina.

Los aminoacidos comunes utilizados se enumeran a

continuacién, y cada grupo protector de cadena lateral se indica entre paréntesis.

Fmoc-Ile-OH;
Fmoc-Ser(Trt)-OH,;
Fmoc-Ser(tBu)-OH;
Fmoc-His(Boc)-OH;
Fmoc-Pro-OH;
Fmoc-Asp(OMpe)-OH;
Fmoc-Glu(tBu)-OH;
Fmoc-Y(tBu)-OH;
Fmoc-Gly-OH;
Fmoc-Cys(Trt)-OH;
Boc-Phe-OH;
Fmoc-Lys(Boc)-OH.

Ademas, para los aminoacidos no naturales, se utilizaron los siguientes que aparecen en las

abreviaturas.
Fmoc-da-OH;
Fmoc-de(tBu)-OH;
Fmoc-dgin(Trt)-OH;
Fmoc-dhgl|(tBu)-OH;
Fmoc-dkCOpipzaa(tBu)-OH
Fmoc-Tbg-OH;
Fmoc-3Py6CON-OH;
Fmoc-3Py6NH2(Boc)-OH;
Fmoc-Hgl(tBu)-OH;
Fmoc-alT(tBu)-OH;
Fmoc-Hgn(Trt);
Fmoc-SMe-OH;
Fmoc-DacAc-OH;
Fmoc-KCOpipzaa(tBu)-OH;
Fmoc-N-Me-da-OH,;
Fmoc-PeG-OH;
Fmoc-MeG-OH;

U
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Fmoc-MedkCOpipzaa(tBu)-OH;
Fmoc-Ahp-OH;
Fmoc-pHPeG(tBu)-OH;
Fmoc-pMeOPeG-OH;
Fmoc-MsMeapG-OH;
Fmoc-30MePeG-OH,;
Fmoc-PpG-OH;
Fmoc-pFPeG-OH;
Fmoc-mCPeG-OH;
Fmoc-pCPeG-0OH;
Fmoc-4HPpG-OH;
Fmoc-40MePpG-OH;
Fmoc-4PypG-OH;
Fmoc-4COOPeG(tBu)-OH;
Fmoc-3COOPeG(tBu)-OH;
Fmoc-3FPeG-OH;
Fmoc-Hse(Trt)-OH;
Fmoc-P4Sh(tBu)-OH;
Fmoc-Qmm-OH;
Fmoc-Qdm-OH;
Fmoc-QPEG8Me-OH;
Fmoc-5Inda-OH;
Fmoc-F40OMe-OH;
Fmoc-HseMe-OH;
Fmoc-Acb-OH;
Fmoc-dkAc-OH;
Boc-df-OH;

Boc-dnle-OH;
Fmoc-t4amCh-OH;
Boc-Nle-OH;
Fmoc-N-Me-Cys(Trt)-OH;
Fmoc-N-Me-Ala-OH;
Fmoc-N-Me-Ser(Trt)-OH,;
Fmoc-N-Me-Asn(Trt)-OH;
Fmoc-Hpr-OH;

61
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Boc-PEG8c-OH;

Fmoc-PEG10c-OH;

Fmoc-dk(Boc)-OH;

Fmoc-dp-OH;

Fmoc-dyae(Boc)-OH:

Alloc-dk(Fmoc)-OH;

Boc-PEG8c-OH;

Fmoc-de(Allyl)-OH;

Fmoc-Hgl(Allyl)-OH;

Fmoc-dk(Alloc)-OH;

Fmoc-Qglucamina(acetonide)-OH.

La estructura de cada péptido sintetizado quimicamente se determind mediante ESI-MS(+)
en espectrometria de masas para confirmar el peso molecular calculado considerando los aminoacidos
utilizados de acuerdo con la secuencia objetivo y los bloques de construccion utilizados segun fuera
necesario. Cabe sefialar que el término “ESI-MS(+)” indica espectrometria de masas por ionizacion
por electropulverizacion realizada en modo de ion positivo. Las masas detectadas se reportan en
unidades "m/z"”. Cabe sefialar que cuando el peso molecular era aproximadamente mayor que 1000,

el compuesto se detectaba frecuentemente como un ion divalente o trivalente.

EJEMPLO 1

Sintesis de Péptidos Ciclicos y Sintesis de Conjugados

El péptido sintetizado quimicamente se identificé en funcion del tiempo de retencién obtenido
mediante cualquiera de los siguientes métodos analiticos (deteccién: a una longitud de onda UV de
225 nm; Shimadzu “SPD-M20A").

Condicién analitica A

Columna: Kinetex (marca registrada) EVO C18 2.6 ym, 2.1 ID x 150 mm, 100 A

Fase mavil: A = TFA al 0.025% en agua; B = TFA al 0.025% en CH3CN

Temperatura: 60°C

Caudal: 0.5 ml/min

Gradiente: 20-60/7.15 min, 60-95/0.3 min.

Condicién analitica B

Columna: Kinetex (marca registrada) EVO C18 2.6 pm, 2.1 ID x 150 mm, 100 R

Fase movil: A = TFA al 0.025% en agua; B = TFA al 0.025% en CH3CN

Temperatura: 60°C




10

15

20

25

63

Caudal: 0.5 ml/min

Gradiente: 5-45/7.15 min, 45-95/0.3 min.

La elongacién de la cadena peptidica sobre una resina de fase sélida se realiz6 por el método
Fmoc utilizando una resina comercialmente disponible como material de partida. Especificamente,
los péptidos objetivo se sintetizaron cada uno utilizando resina de amida Sieber (WATANABE
CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.) comenzando con la eliminacién del grupo Fmoc y repitiendo la
introduccién de cada aminoacido Fmoc y la desproteccion del grupo Fmoc. A menos que se indique
lo contrario, la elongacion de la cadena peptidica se realizé mediante sintesis automatizada, y se utilizd
Liberty Blue o Liberty Blue HT de CEM como sintetizador de fase sdlida, y el péptido se sintetizd de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la introduccion de cada residuo, se realizd un
acoplamiento doble repitiendo la reaccion de acoplamiento peptidico dos veces si fuera necesario.
Por otro lado, para la introduccién de algunos aminoacidos, la resina se retird del sintetizador
automatico y la reaccion se llevd a cabo utilizando reactivos preparados en el momento, etc.
(acoplamiento manual).

Por ejemplo, a una cadena peptidica de la cual se habia eliminado el grupo Fmoc y que
estaba inmovilizada sobre una resina de fase sélida, se afiadieron aproximadamente 4 equivalentes de
aminoacidos Fmoc, aproximadamente 8 equivalentes de DIC y aproximadamente 4 equivalentes de
Oxyma Pure, seguido de un paso de agitacion 1-2 veces bajo una de las condiciones de reaccion

enumeradas en el cuadro siguiente, y luego la resina se lavd con DMF,

CUADRO 2
Método Temperatura (°C) Tiempo (min)
1-1 90 3-15
1-2 75 10-30
1-3 25-50 15-60
1-4 105 2-10

La eliminacion del grupo Fmoc se realizd, por ejemplo, segun el siguiente método. La
cadena peptidica que estaba después de la introduccién del aminoacido Fmoc y que estaba
inmovilizada sobre una resina de fase solida se agitd 1-2 veces bajo una de las condiciones mostradas

en el cuadro siguiente, y luego la resina se lavé con DMF.
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CUADRO 3

Método Reactivo Temperatura Tiempo

2-1 Solucién de piperidina al 20% en DMF 50-90°C 1-5 min

2-2 Solucién de piperidina al 20% en DMF Temperatura 1-5 min
ambiente

2-3 Solucién de pirrolidina al 4%/Oxyma Pure 83 mM en | 110°C 1-5 min

DMF

2-4 Solucién de piperidina al 10-25% en DMF 50-90°C 1-5 min

2-5 Solucién de piperidina al 10-25% en DMF Temperatura 1-5 min
ambiente

Siguiendo el método descrito anteriormente, la introduccién de cada aminoacido Fmoc y la
desproteccion del grupo Fmoc se repitieron para elongar la cadena peptidica hasta la cadena peptidica
deseada, y luego se introdujeron grupos cloroacetilo. El método de introduccion es uno de los
métodos enumerados en el cuadro siguiente. Después de eliminar el grupo Fmoc del péptido
protegido con Fmoc inmovilizado en la resina de fase sdlida tal como se obtuvo en el paso anterior, se
afadio a la resina de fase solida una solucién que contenia aproximadamente 5-10 equivalentes de
acido cloroacético, aproximadamente 5-10 equivalentes del agente de condensacion vy
aproximadamente 5-10 equivalentes del aditivo en los siguientes solventes. La mezcla resultante se
agitd a temperatura ambiente durante 30 a 60 min.

CUADRO 4
Método | Agente de | Aditivo Solvente
condensacion
3-1 DIPCI(DIC) HOSu DMF/DCM
3-2 HATU DIPEA DMF
3-3 DIPCI HOSu DCM/NMP

La desproteccion de las cadenas laterales y la escision de la resina de fase sdlida se realizaron

afadiendo uno de los cicteles de agentes de reaccion (mezcla de TFA/H20/TIS/DODT) enumerados
en el cuadro siguiente al péptido unido a la resina después de la introduccion del grupo cloroacetilo, y
agitando la resina a temperatura ambiente durante 30 a 120 min.

CUADRO 5
Método TFA/H20/TIS/DODT(v/v/Vv/V)
4-1 92.5/2.5/2.5/2.5

4-2 90/2.5/2.5/5
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La solucién de reaccidn se filtro luego a través de una frita, se recogid y el filtrado se afadio
a un solvente mixto (por ejemplo, 1/1, v/v) de exceso de éter diisopropilico o éter diisopropilico y
hexano o éter dietilico y hexano enfriado a 0°C para formar un precipitado turbio. Para obtener este
sélido precipitado, se realiz6 centrifugacion y se decanté el sobrenadante. El sélido resultante se lavo
nuevamente con una pequeiia cantidad de éter dietilico enfriado a 0°C y se secd bajo presion reducida.

El sélido obtenido anteriormente se utilizd en una reaccién de ciclizacion peptidica. Para la
reaccion de ciclizacion peptidica, el péptido se disolviéo en DMSO o en un solvente mixto de DMSO/H20,
MeCN/H20 o DMSO/MeCN/H20 hasta una concentracion final de 4mM a 5mM basada en el nimero
de moles de resina de fase sdlida, y se afiadieron 5 a 35 equivalentes de trietilamina. La mezcla se
agitd luego a temperatura ambiente durante 2 horas a toda la noche. La solucién de reaccion
resultante se concentrd bajo presion reducida y luego se purifico.

El residuo obtenido se purificO mediante HPLC preparativa en fase inversa de acuerdo con

uno de los métodos en el cuadro siguiente.

CUADRO 6

Método | Columna Fase movil A Fase movil B Temperatura | Caudal

P-A Waters XBridge (marca|TFA al 0.1% en|TFA al 0.1% en|40°C 120 ml/min
registrada), H20 CHsCN
C18 5 ym, 50x150 mm

P-B Waters XBridge (marca|TFA al 0.1% en|TFA al 0.1% en|40°C 45 ml/min
registrada), H20 CHsCN
C18 5 pm, 30x150 mm

P-C Waters XBridge (marca|TFA al 0.1% en|TFA al 0.1% en|50°C 120 ml/min
registrada), H20 CHs3CN
C18 5 pm, 50x250 mm

P-D Waters XSelect (marca|TFA al 0.1% en|TFA al 0.1% en|40°C 120 ml/min
registrada), H20 CHs3CN
C18 5 ym, 50x150 mm

Las estructuras especificas de los péptidos y conjugados sintetizados, etc. se muestran a

continuacion.

Los Ejemplos 1-1 a 1-3 estan relacionados con la sintesis de cada péptido.




10

15

20

25

66

EJEMPLO 1-1 Sintesis del Péptido SEQ ID No. 45

[Férmula Quimica 5]

NH,
\
_N
i
Ho/\AN
Oj/NH AN

Se utilizd resina de amida Sieber (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.; 0.60 mmol/g,
1.67 g) para sintetizar el péptido objetivo. En ese momento, se utilizd Liberty Blue de CEM como
sintetizador de fase solida para la sintesis de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la eliminacion del Fmoc en la resina de fase sdlida, la reaccion se llevé a cabo una vez
con pirrolidina al 10% (en DMF) a 75°C durante 3 min.

Para la introduccién de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/DIC 1.0 M (en
DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes) por equivalente
de resina, y la reaccion se llevo a cabo una vez durante 10 min a 75°C. Para la introduccion de cada
uno de los residuos 3 y 9, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/DIC 1.0 M (en DMF)/Oxyma pure
0.5 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes), y para cada uno de los residuos 4 y
6, la reaccion se llevo a cabo dos veces durante 20 min a 75°C. La reaccion se llevo a cabo dos veces
para el residuo 12 a 75°C durante 30 min. La reaccion se llevo a cabo una vez para el residuo 13 a
50°C durante 30 min.

Después de la introduccién de cada residuo, la reaccién se llevé a cabo una vez durante 3
min a 75°C con pirrolidina al 4% + Oxyma pure 83 mM (en DMF) sobre la resina de fase sélida que
tenia inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminacién del grupo Fmoc. La reaccion se
llevd a cabo dos veces para el residuo 4 utilizando una solucion de DMF que contenia pirrolidina al
10% a temperatura ambiente durante 5 min. Para cada uno de los residuos 6 y 12, la reaccion se llevo
a cabo, utilizando solucién de DMF con pirrolidina al 10%, una vez a temperatura ambiente durante 5
min y una vez durante 10 min.

El grupo Fmoc del grupo a-amino se elimind mediante la reaccién realizada una vez a 75°C

durante 3 min utilizando solucion de DMF con pirrolidina al 10% para la resina de fase sélida en la que
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estaba inmovilizado el péptido protegido con Fmoc obtenido en el paso anterior.  Esto se agitd ademas
con CIAcNHS 1.0 M (10 equivalentes en DMF) durante 60 min a temperatura ambiente para introducir
el grupo cloroacetilo.

Para la desproteccidn de las cadenas laterales y la escisidon de la resina de fase sdlida, la
resina obtenida después del paso de introduccion del grupo cloroacetilo se lavo primero una vez con
DMF, cloruro de metileno y éter dietilico, y luego se secd bajo presion reducida. Posteriormente, la
resina de fase solida se dividi6 en aproximadamente la mitad. El cdctel de agentes de reaccién (10
ml; una mezcla de TFA/H20O/TIS/DODT en una proporcidn en volumen de 92.5:2.5:2.5:2.5) se anadid
a un recipiente de reaccion, y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 40 min. La solucion
de reaccién se recogié por filtracion a través de una frita. La resina de fase sdlida restante en el
recipiente de reaccion se agitd nuevamente con el cdctel para la escision, y el componente de solucion
se recogid de la frita y se mezcl6 con el filtrado anterior. Cuando el filtrado se dividio en 4 porciones
y cada una se anadié a 40 ml de un solvente mixto de éter dietilico/hexano (1/1), se produjo un
precipitado.

La mezcla resultante se centrifugd y luego se decantd la solucién. El sélido resultante se
lavd nuevamente con éter dietilico y luego se secé bajo presion reducida.  El solido (péptido) obtenido
se utilizd colectivamente en la siguiente reaccion de ciclizacion. La reaccidn de ciclizacion del péptido
se realizd disolviendo el péptido en agua/acetonitrilo (1/1) hasta una concentracion final de 5 mM
basada en el nimero de moles de la resina de fase solida; anadiendo 10 equivalentes de trietilaming;
y agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 60 min.

La reaccion se detuvo afadiendo acido acético a la solucion de reaccién. La solucién de reaccion
resultante se concentrd bajo presion reducida utilizando el Genevac EZ-II Elite.

El producto crudo obtenido se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 50 x 250 mm; fase mévil: A = TFA al 0.1% (en agua),
B = TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 4.2-0.0% durante 0.1min,
0.0-0.0% durante 4.9min, 0.0-4.2% durante 2min, 4.2-28.6% durante 3 min, 28.6-33.7% durante
15min, 33.7-60% durante 3min; caudal: 118-18 ml/min durante 0.1min, 18-18 ml/min durante
4.9 min, 18-118 ml/min durante 2 min, luego 118 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto
objetivo fue del 96.7%.

Condicion analitica A: tiempo de retencion = 2.86 min

ESI-MS(+): observado m/z = 862.37 (M+2H)?*
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EJEMPLO 1-2 Sintesis del Péptido SEQ ID No. 46

[Férmula Quimica 6]

Se utilizé resina amida de Sieber (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.; 0.60 mmol/g,
1.679) para sintetizar el péptido objetivo. En ese momento, se utilizd Liberty Blue de CEM como
sintetizador de fase solida para la sintesis de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la eliminacion del Fmoc en la resina de fase sdlida, la reaccion se llevé a cabo una vez
con pirrolidina al 10% (en DMF) a 75°C durante 3 min.

Para la introduccion de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/HATU 0.5 M
(en DMF)/DIPEA 1.0 M (en DMF) (4.2 equivalentes/4 equivalentes/8 equivalentes) por equivalente de
resing, y la reaccién se llevé a cabo una vez durante 10 min a 75°C. Para la introduccién de cada uno
de los residuos 3 y 9, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/HATU 0.5 M (en DMF)/DIPEA 1.0 M (en
DMF) (4.2 equivalentes/4 equivalentes/8 equivalentes), y para cada uno de los residuos 4, 6 y 12, la
reaccion se llevd a cabo dos veces durante 10 min a 75°C. La reaccion se llevo a cabo una vez para el
residuo 13 a 40°C durante 30 min.

Después de la introducciéon de cada residuo, la reaccién se llevé a cabo una vez durante 3
min a 75°C con pirrolidina al 4% + Oxyma pure 83 mM (en DMF) sobre la resina de fase sélida que
tenia inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminacién del grupo Fmoc. Para cada uno
de los residuos 4, 6 y 12, la reaccion se llevo a cabo, utilizando solucién de DMF con pirrolidina al 10%,
dos veces a temperatura ambiente durante 5min.

El grupo Fmoc del grupo a-amino se elimind mediante la reaccién realizada una vez a 75°C
durante 3 min utilizando solucion de DMF con pirrolidina al 10% para la resina de fase sélida en la que
estaba inmovilizado el péptido protegido con Fmoc obtenido en el paso anterior. Esto se agitd ademas
con CIAcNHS 0.25 M (5 equivalentes en DMF) durante 60 min a temperatura ambiente para introducir

el grupo cloroacetilo.
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Para la desproteccidn de las cadenas laterales y la escisidon de la resina de fase sdlida, la
resina obtenida después del paso de introduccion del grupo cloroacetilo se lavo primero una vez con
DMF, cloruro de metileno y éter dietilico, y luego se secd bajo presion reducida. Posteriormente, la
resina de fase sdlida se dividio en aproximadamente la mitad. El céctel de agentes de reaccion (20 ml;
una mezcla de TFA/H2O/TIS/DODT en una relacion en volumen de 92.5:2.5:2.5:2.5) se anadid
entonces a un recipiente de reaccion, y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. La
solucion de reaccion se recogio por filtracion a través de una frita. La resina de fase sdlida restante
en el recipiente de reaccidn se agitd nuevamente con el coctel para la escision, y el componente de
solucion se recogid de la frita y se mezcld con el filtrado anterior. Cuando el filtrado se dividié en 8
porciones y cada una se aiadié a 40 ml de un solvente mixto de éter diisopropilico/hexano (1/1), se
produjo un precipitado.

La mezcla resultante se centrifugo y luego se decantd el sobrenadante. El sdlido resultante
se lavd nuevamente con éter dietilico y luego se secd bajo presion reducida. El sélido (péptido)
obtenido se utilizd colectivamente en la siguiente reaccion de ciclizacion. La reaccion de ciclizacion
del péptido se realizd disolviendo el péptido en agua/acetonitrilo (1/1) hasta una concentracion final
de 2.5mM basada en el nimero de moles de la resina de fase sodlida; afiadiendo 10 equivalentes de
trietilamina; y agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 16 horas. La reaccién se detuvo
afadiendo acido acético a la solucidn de reaccién. La solucion de reaccién resultante se concentrd
bajo presion reducida utilizando el Genevac HT-12.

El producto crudo resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XSelect (marca registrada) C18 5um 50 x 150 mm; fase movil: A = TFA al 0.1% (en agua), B
= TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 5.0-5.0% durante 2min, 5.0-25.0%
durante 1 min, 25.0-30.0% durante 8 min, 30.0-60.0% durante 1 min; caudal: 20-20 ml/min durante
1min, 20-120 ml/min durante 1min, luego 120 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 96.3%.

Condicion analitica A: tiempo de retenciéon = 3.30 min

ESI-MS(+): observado m/z = 882.36 (M+2H)?*
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EJEMPLO 1-3 Sintesis del Péptido SEQ ID No. 47

[Férmula guimica 7]

‘N\ NH,
(0] 7 ‘
HO/\VAN o o
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Se utilizd resina amida de Sieber (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.; 0.57 mmol/g,
0.53 g) para sintetizar el péptido objetivo. En ese momento, se utilizd Liberty Prime de CEM como

sintetizador de fase solida para la sintesis de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la eliminacion del Fmoc en la resina de fase solida, la reaccion se llevd a cabo una vez
con pirrolidina al 10% (en DMF) a 110°C durante 1 min.

Para la introduccién de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/DIC 2.0 M (en
DMF)/Oxyma pure 0.25 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes) por equivalente
de resina, y la reaccion se llevo a cabo una vez durante 2min a 105°C. Para la introduccion de cada
uno de los residuos 3 y 9, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/DIC 2.0 M (en DMF)/Oxyma pure
0.25 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes), y para el residuo 4, la reaccion se
llevo a cabo dos veces durante 3min a 105°C. Para cada uno de los residuos 6 y 12, la reaccion se
llevé a cabo dos veces a 90°C durante 10 min, y para el residuo 13, una vez a 40°C durante 30 min.

Después de la introduccién de cada residuo, la reaccién se llevé a cabo una vez durante 3
min a 110°C con pirrolidina al 4% + Oxyma pure 83 mM (en DMF) sobre la resina de fase sdlida que
tenia inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminacién del grupo Fmoc. Para cada uno
de los residuos 4, 6 y 12, la reaccion se llevd a cabo, utilizando solucién de DMF con pirrolidina al 10%,
dos veces a temperatura ambiente durante 1 min.

El grupo Fmoc del grupo a-amino se eliminé mediante la reaccion realizada una vez a 110°C
durante 1 min utilizando una solucién de DMF que contenia pirrolidina al 4%/Oxyma pure 83 mM para
la resina de fase solida en la que estaba inmovilizado el péptido protegido con Fmoc obtenido en el
paso anterior. Esto y CIAcOH 0.1M (en DMF)/HATU 0.1M (en DMF)/DIEA 0.2M (en DMF) (5



10

15

20

25

30

35

71

equivalentes/5 equivalentes/10 equivalentes) se agitaron juntos durante 30 min a 25°C para introducir
un grupo cloroacetilo.

Para la desproteccidn de las cadenas laterales y la escisidon de la resina de fase sdlida, la
resina obtenida después del paso de introduccion del grupo cloroacetilo se lavd primero una vez con
DMF, cloruro de metileno y éter dietilico, y luego se secd bajo presion reducida. El cdctel de agentes
de reaccion (14 ml; mezcla de TFA/H20/TIS/DODT en una relacion en volumen de 92.5:2.5:2.5:2.5)
se afnadid entonces al recipiente que contenia la resina de fase sdlida, el cual se agité a temperatura
ambiente durante 60 min. La solucidn de reaccion se recogid por filtracion a través de una frita. La
resina de fase sdlida restante en el recipiente de reaccion se agitdé nuevamente con el coctel para la
escision, y el componente de solucidn se recogié de la frita y se mezcld con el filtrado anterior.
Cuando el filtrado se dividié en 3 porciones y cada una se afiadié a 40 ml de un solvente mixto de éter
diisopropilico/hexano (1/1), se produjo un precipitado.

La mezcla resultante se centrifugd y luego se decantd la solucién. El sélido resultante se
lavd nuevamente con éter dietilico y luego se secé bajo presion reducida.  El solido (péptido) obtenido
se utilizd colectivamente en la siguiente reaccién de ciclizacion. La reaccidn de ciclizacion del péptido
se realizd disolviendo el péptido en agua/DMSO (1/9) hasta una concentracion final de 5mM basada
en el nimero de moles de la resina de fase sdlida; anadiendo 10 equivalentes de trietilamina; y
agitando la mezcla a temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccion se detuvo afiadiendo
acido acético a la solucién de reaccién. La solucion de reaccidn resultante se concentrd bajo presion
reducida utilizando el Genevac HT-12.

El producto crudo resultante se purifico utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 50 x 150 mm; fase mdvil: A = TFA al 0.1% (en agua), B
= TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 5.0-5.0% durante 2min, 5.0-27%
durante 1min, 27-32% durante 8 min, 32-60% durante 1 min; caudal: 20-20 ml/min durante 1min,
20-120 ml/min durante 1 min, luego 120 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo
se recogieron y se liofilizaron, y el producto objetivo se purifico nuevamente usando las siguientes
condiciones (columna: Waters XSelect (marca registrada) C18 5um 30 x 150 mm; fase movil: A =
AcOH al 1.0% (en agua), B = AcOH al 1.0% (en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 2.0-19%
durante 3 min, 19-24% durante 8 min, 24-60% durante 1 min; caudal: 45 ml/min). Las fracciones
que contenian el producto objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 99.6%.

Condicién analitica B: tiempo de retencion = 5.71 min

ESI-MS(+): observado m/z = 855.30 (M+2H)?*
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Los Ejemplos 1-4 a 1-16 estan relacionados con la sintesis de cada conjugado.
EJEMPLO 1-4 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 64

[Férmula Quimica 8]

O

og ff? e
OY MNP —

R
A f
En DMF (4.84ml), se disolvieron el péptido SEQ ID No. 45 (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-S-3Py6NH2-HseMe-dk-Y-MeC) (200 mg) sintetizado en el
Ejemplo 1-1 y DIEA (225mg), y se afiadié DOTA-NHS éster hexafluorofosfato trifluoroacetato (147 mg)
bajo enfriamiento con hielo. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 90 min.
El producto crudo obtenido se purifico utilizando las siguientes condiciones (columna: Waters
XSelect (marca registrada) C18 5um 30 x 150 mm; fase movil: A = TFA al 0.1% (en agua), B = TFA
al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 4.0-0.0% durante 0.1 min, 0.0-0.0% durante
4.9min, 0.0-4.0% durante 1min, 4.0-28.5% durante 3 min, 28.5-33.6% durante 9min, 33.6-60%
durante 1 min; caudal: 44-9 ml/min durante 0.1 min, 9-9 ml/min durante 4.9 min, 9-44 ml/min durante
1min, luego 44ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y se
liofilizaron para obtener el péptido de interés.
La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 97.3%.
Condicion analitica B: tiempo de retencion = 5.74 min
ESI-MS(+): observado m/z = 704.13 (M+3H)3*
EJEMPLO 1-5 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 62
[Férmula Quimica 9]
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En DMF (2.51ml), se disolvieron el péptido SEQ ID No. 46 (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeC) (100 mg) sintetizado en el
Ejemplo 1-2 y DIEA (117 mg), y se anadié DOTA-NHS éster hexafluorofosfato trifluoroacetato (76 mg)
bajo enfriamiento con hielo. La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 120 min.

La mezcla de reaccion obtenida se purifico utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 50 x 250 mm; fase mdvil: A = TFA al 0.1% (en agua), B
= TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 4.2-0.0% durante 0.1 min, 0.0-0.0%
durante 4.9min, 0.0-4.2% durante 2min, 4.2-25.6% durante 3min, 25.6-30.7% durante 15min,
30.7-60% durante 3min; caudal: 118-18 ml/min durante 0.1min, 18-18 ml/min durante 4.9 min,
18-118 ml/min durante 2 min, luego 118 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo
se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 96.6%.

Condicién analitica A: tiempo de retencion = 3.27 min

ESI-MS(+): observado m/z = 717.38 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-6 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 65
[Férmula Quimica 10]
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DOTA (0.42g, CAS: 60239-18-1), DIEA (0.14g) y N-hidroxisuccinimida (0.08g, CAS:
6066-82-6) se disolvieron en agua (3.3ml). Posteriormente, bajo enfriamiento con hielo, se afiadio
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0.13g, CAS: 25952-53-8), disuelto en
agua (1.9ml). La mezcla de reaccion se agitd bajo enfriamiento con hielo durante 30 min.

En DMF (561pl), se disolvieron el péptido SEQ ID No. 47 (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-MeG-Ahp-PeG-S-3Py6NH2-HseMe-dk-Y-MeC) (23 mg) sintetizado en el
Ejemplo 1-3 y DIEA (13.0mg), y la solucién preparada anteriormente (561ul) se afadid bajo
enfriamiento con hielo. La mezcla de reaccién se agitoé a temperatura ambiente durante 1 hora. Se
anadié DIEA (13.0mg) a la solucién de reaccion, la mezcla se agité durante 1 hora, y luego la reaccién
se detuvo.

La mezcla de reaccion resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 19 x 150 mm; fase moévil: A = TFA al 0.1% (en agua),
B = TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 5.0-28% durante 3 min, 28-33%
durante 8 min, 33-60% durante 1 min; caudal: 17 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 97.6%.

Condicion analitica A: tiempo de retenciéon = 3.14 min

ESI-MS(+): observado m/z = 699.33 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-7 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 26

[Férmula Quimica 11]
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DOTA (0.79 g, CAS: 60239-18-1), DIEA (0.34ml) y N-hidroxisuccinimida (0.15g, CAS:
6066-82-6) se disolvieron en agua (7.2ml). Posteriormente, bajo enfriamiento con hielo, se afiadid
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0.25 g, CAS: 25952-53-8), disuelto en agua
(4.17ml). La mezcla de reaccidn se agitd bajo enfriamiento con hielo durante 60 min.

En DMF (1.00ml), se disolvieron el péptido SEQ ID No. 46 (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeC) (40mg) sintetizado en el
Ejemplo 1-2 y DIEA (31.6pl), y la solucion preparada anteriormente (1004 ul) se afiadié bajo
enfriamiento con hielo. La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 60 min. Se
anadi6 DIEA (31.6pl) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante
60 min. A la mezcla de reaccidén se afadieron cloruro de lutecio(III) hexahidratado (86.0mg, CAS:
15230-79-2) y acetato de amonio (17 mg, CAS: 631-61-8) disueltos en agua (4420 ul). La mezcla de
reaccion se agitd a 90°C durante 1 hora.

La mezcla de reaccidn resultante se purificod utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XSelect (marca registrada) C18 5pym 30 x 150 mm; fase moévil: A = AcOH al 1.0% (en agua),
B = AcOH al 1.0% (en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 5.0-27% durante 3 min, 27-32%
durante 8 min, 32-60% durante 1 min; caudal: 45 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 99.4%.

Condicion analitica A: tiempo de retencion = 3.48 min

ESI-MS(+): observado m/z = 774.79 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-8 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 51

[Férmula Quimica 12]
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Se utilizo resina amida de Sieber (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD. 0.60 mmol/g,
0.584 g) para sintetizar el péptido objetivo (secuencia: ClAc-de(PEG8Me)-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-
Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeC) (SEQ ID No. 55). En ese momento, se utilizd Liberty Blue de
CEM como sintetizador de fase sélida para la sintesis de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la eliminacion del Fmoc en la resina de fase solida, la reaccion se llevé a cabo una vez
con pirrolidina al 10% (en DMF) a 90°C durante 1 min.

Para la introduccién de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/DIC 1.0 M (en
DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes) por equivalente
de resina, y la reaccion se llevé a cabo una vez durante 3 min a 90°C. Para la introduccion del residuo
3, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/DIC 1.0 M (en DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2
equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes), y para cada uno de los residuos 4, 6 y 12, la reaccion se
llevd a cabo dos veces durante 10 min a 90°C. La reaccion se llevé a cabo una vez para el residuo 13
a 40°C durante 30min. Para el residuo 1, se utilizd6 Fmoc-de(Allyl)-OH. La resina de fase sdlida
resultante se agitd con Fmoc-OSu 0.19M (en DMF, 5 equivalentes) a temperatura ambiente durante
1hora, y luego se lavd con DMF. La cadena lateral del residuo 1 se desprotegid en DCM (15ml)
utilizando tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (CAS: 14221-01-3)/fenilsilano (CAS: 694-53-1) (0.2
equivalentes/10 equivalentes) por equivalente de resina. La reaccién se llevd a cabo una vez durante
60 min a temperatura ambiente. Después de la desproteccion del grupo Allyl y del lavado con DCM y
DMF, la reaccion de elongacion desde la cadena lateral se llevd a cabo una vez utilizando
H-PEG8Me/DIC/Oxyma pure (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes) por equivalente de
resina obtenida, en DMF (13 ml) a 75°C durante 30 min.

Después de la introduccidon de cada residuo, la reaccion se llevd a cabo una vez durante
1 min a 90°C con pirrolidina al 4% + Oxyma pure 83 mM (en DMF) sobre la resina de fase sdlida que

tenia inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminacién del grupo Fmoc. Para cada uno
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de los residuos 4, 6 y 12, la reaccion se llevd a cabo, utilizando solucién de DMF con pirrolidina al 10%,
dos veces a temperatura ambiente durante 1 min.

El grupo Fmoc del grupo a-amino se elimind mediante la reaccion realizada dos veces a
temperatura ambiente durante 1 min utilizando una solucién de DMF que contenia pirrolidina al 10%
para la resina de fase sdlida en la que estaba inmovilizado el péptido protegido con Fmoc obtenido en
el paso anterior. Esto se agité ademas con CIAcNHS 0.19 M (5 equivalentes en DMF) durante 60 min
a temperatura ambiente para introducir el grupo cloroacetilo.

Para la desproteccidn de las cadenas laterales y la escisidon de la resina de fase sdlida, la
resina obtenida después del paso de introduccion del grupo cloroacetilo se lavo primero una vez con
DMF, cloruro de metileno y éter dietilico, y luego se seco bajo presion reducida. El coctel de agentes
de reaccion (16 ml; mezcla de TFA/H.0Q/TIS/DODT en una relacion en volumen de 92.5:2.5:2.5:2.5)
se afadid entonces a un recipiente de reaccion, el cual se agitd a temperatura ambiente durante
30min. La solucion de reaccion se recogio por filtracion a través de una frita. La resina de fase sélida
restante en el recipiente de reaccion se agitd nuevamente con el coctel para la escision, y el
componente de solucidn se recogié de la frita y se mezclé con el filtrado anterior. Cuando el filtrado
se dividid en 3 porciones y cada una se afiadié a 40 ml de un solvente mixto de éter dietilico/hexano
(1/1), se produjo un precipitado.

La mezcla resultante se centrifugd y luego se decanto la solucion. El sdlido resultante se
lavo nuevamente con éter dietilico y luego se secd bajo presidn reducida.  El sélido (péptido) obtenido
se utilizd colectivamente en la siguiente reaccién de ciclizacion. La reaccidn de ciclizacion del péptido
se realizo disolviendo el péptido en agua/acetonitrilo (1/1) hasta una concentracion final de 3.0mM
basada en el nimero de moles de la resina de fase sélida; anadiendo 10 equivalentes de trietilaming;
y agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 15 horas. La reaccion se detuvo afiadiendo
acido acético a la solucién de reaccién. La solucion de reaccidn resultante se concentrd bajo presion
reducida utilizando el Genevac EZ-II Elite.

El producto crudo obtenido anteriormente se purifico bajo las siguientes condiciones
(columna: Waters XSelect (marca registrada) C18 5um, 50 x 250 mm; fase movil: A = AcOH al 1.0%
(en agua) y B = AcOH al 1.0% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 0-0% durante
5.1 min, 0-4.2% durante 1.9 min, 4.2-25.6% durante 3 min, 25.6-30.7% durante 15.5min, 30.7-60%
durante 1.5min y 60-90% durante 4 min; caudal: 18-18 ml/min durante 8 min, 18-118 ml/min durante
2min, luego 118 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y se
liofilizaron para obtener un péptido ciclico.

El péptido ciclico obtenido se utilizd como materia prima y se sometié a las mismas
condiciones de reaccion y purificacion que en el Ejemplo 1-7 para preparar el péptido objetivo.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
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LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 98.5%.

Condicidén analitica A: tiempo de retencion = 4.12 min

ESI-MS(+): observado m/z = 915.83 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-9 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 35

[Férmula Quimica 13]

Se utilizd resina amida de Sieber (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD. 0.54 mmol/g,
1.39 g) para sintetizar el péptido objetivo (secuencia: ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-D-
3Py6NH2-HseMe-dk(F)-Y-MeC) (SEQ ID No. 56). En ese momento, se utilizo Liberty Blue de CEM
como sintetizador de fase sélida para la sintesis de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la eliminacion del Fmoc en la resina de fase solida, la reaccion se llevd a cabo una vez
con pirrolidina al 10% (en DMF) a 75°C durante 3 min.

Para la introduccién de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/DIC 1.0 M (en
DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes) por equivalente
de resina, y la reaccion se llevd a cabo una vez durante 10 min a 75°C. Para la introduccién del residuo
3, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/DIC 1.0 M (en DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF), y para
la introduccion del residuo 9, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/HATU 0.5 M (en DMF)/1.0M
DIEA (en DMF) (4.2 equivalentes/4 equivalentes/8 equivalentes). La reaccion se llevo a cabo una vez
para el residuo 3 a 75°C durante 30 min. Mientras tanto, la reaccion se llevd a cabo dos veces para los
residuos 4, 6 y 12 a 75°C durante 10 min. La reaccion se llevo a cabo una vez para el residuo 13 a
50°C durante 15min. Para el residuo 11, se utilizd Fmoc-dk(Alloc)-OH. La resina de fase sdlida
resultante se agitdé con Fmoc-OSu 0.38M (en DMF, 5 equivalentes) a temperatura ambiente durante
1hora, y luego se lavd con DMF. La cadena lateral del residuo 11 se desprotegié en DCM/HFIP
(30ml/0.3ml) utilizando tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (CAS: 14221-01-3)/fenilsilano (CAS:
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694-53-1) (0.2 equivalentes/10 equivalentes) por equivalente de resina. La reaccion se llevo a cabo
una vez durante 60 min a temperatura ambiente. Después de la desproteccion del grupo Alloc y del
lavado con DCM y DMF, la reaccidon de elongacion desde la cadena lateral se llevé a cabo una vez
utilizando Boc-F-OH/HATU/DIEA (4.2 equivalentes/4 equivalentes/8 equivalentes) por equivalente de
resina obtenida, en DMF (10ml) a 75°C durante 30 min.

Después de la introduccidon de cada residuo, la reaccién se llevd a cabo dos veces durante
5min a temperatura ambiente con pirrolidina al 10% (en DMF) sobre la resina de fase sdlida que tenia
inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminacién del grupo Fmoc. Para cada uno de
los residuos 9, 10, 11, 12 y 13, la reaccion se llevd a cabo una vez durante 3 min a 75°C con pirrolidina
al 4% + Oxyma pure 83 mM (en DMF).

El grupo Fmoc del grupo a-amino se elimind mediante la reaccion realizada una vez a
temperatura ambiente durante 1 min utilizando una solucién de DMF que contenia piperidina al 10%
para la resina de fase sélida en la que estaba inmovilizado el péptido protegido con Fmoc obtenido en
el paso anterior. Esto se agité ademas con CIACNHS 0.25 M (10 equivalentes en DMF) durante 60
min a temperatura ambiente para introducir el grupo cloroacetilo.

Para la desproteccion de las cadenas laterales y la escision de la resina de fase sdlida, la
resina obtenida después del paso de introduccion del grupo cloroacetilo se lavo primero una vez con
DMF, cloruro de metileno y éter dietilico, y luego se secd bajo presion reducida. Posteriormente, las
resinas de fase solida se dividieron en 3 porciones, y cada una se colocd en un recipiente de reaccion.
El coctel de agentes de reaccion (12 ml; mezcla de TFA/H20/TIS/DODT en una relacién en volumen
de 92.5:2.5:2.5:2.5) se afadid a cada recipiente, y los recipientes de reaccion se agitaron a
temperatura ambiente durante 40 min. La solucion de reaccién se recogié por filtracién a través de
una frita. La resina de fase sdlida restante en el recipiente de reaccion se agitd nuevamente con el
coctel para la escision, y el componente de solucién se recogié de la frita y se mezcl6 con el filtrado
anterior. Cuando el filtrado se dividid en 2 porciones y cada una se afiadié a 30ml de un solvente
mixto de éter diisopropilico/hexano (1/1), se produjo un precipitado.

La mezcla resultante se centrifugo y luego se decantd el sobrenadante. El sdlido resultante
se lavd nuevamente con éter dietilico y luego se secd bajo presion reducida. El sdlido (péptido)
obtenido se utilizd colectivamente en la siguiente reaccion de ciclizacion. La reaccién de ciclizacién
del péptido se realizd disolviendo el péptido en DMSO/agua/acetonitrilo (1/2/2) hasta una
concentracion final de 5.0 mM basada en el nimero de moles de la resina de fase sdlida; anadiendo
10 equivalentes de trietilamina; y agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 1hora. La
reaccion se detuvo afiadiendo acido acético a la solucion de reaccion. La solucién de reaccién
resultante se concentrd bajo presion reducida utilizando el Genevac EZ-1I Elite.

El producto crudo obtenido se purificd usando las siguientes condiciones (columna: Waters
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XBridge (marca registrada) C18 5uym 50 x 250 mm; fase mdvil: A = TFA al 0.1% (en agua), B = TFA
al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 5.3-1.1% durante 0.1 min, 1.1-1.1% durante
4.9min, 1.1-5.3% durante 2min, 5.3-30.7% durante 3 min, 30.7-35.8% durante 15min, 35.8-60%
durante 3 min; caudal: 118-18 ml/min durante 0.1 min, 18-18 ml/min durante 4.9 min, 18-118 ml/min
durante 2 min, luego 118 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y
se liofilizaron para obtener un péptido ciclico.

El péptido ciclico obtenido se utilizd como materia prima y se sometié a las mismas
condiciones de reaccién y purificacion que en el Ejemplo 1-7 para preparar el péptido obijetivo.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 98.7%.

Condicion analitica A: tiempo de retencion = 3.79 min

ESI-MS(+): observado m/z = 819.85 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-10 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 38

[Férmula Quimica 14]
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Se utilizo resina amida de Sieber (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD. 0.60 mmol/g,
0.21 g) para sintetizar el péptido objetivo (secuencia: ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-
5Inda-HseMe-dk(PEG8c)-Y-MeC) (SEQ ID No. 57). En ese momento, se utilizd Liberty Blue de CEM
como sintetizador de fase sélida para la sintesis de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la eliminacion del Fmoc en la resina de fase solida, la reaccion se llevd a cabo una vez
con pirrolidina al 10% (en DMF) a 90°C durante 1 min.

Para la introduccion de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/DIC 1.0 M (en
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DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes) por equivalente
de resina, y la reaccion se llevd a cabo una vez durante 3min a 90°C. Para el residuo 11, se utilizd
Alloc-dk(Fmoc)-OH. Después de la elongacion desde el residuo 13 hasta el residuo 11 y la eliminacién
del grupo Fmoc de la cadena lateral, se utilizd Boc-PEG8c-OH para la reaccidn de elongacion desde la
cadena lateral. La cadena lateral del grupo Alloc de la cadena principal se desprotegié en DCM/HFIP
(5ml/0.1ml) utilizando tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (CAS: 14221-01-3)/borano-dimetilamina
(CAS: 74-94-2) (0.2 equivalentes/10 equivalentes) por equivalente de resina. La reaccion se llevd
a cabo una vez durante 60 min a temperatura ambiente. Las reacciones de elongacién posteriores se
realizaron sobre la resina de fase sdlida obtenida. Para la introduccion del residuo 9, se utilizaron
Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/DIC 1.0 M (en DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2 equivalentes/8
equivalentes/4 equivalentes), y para cada uno de los residuos 4, 6, 7 y 12, la reaccion se llevé a cabo
dos veces durante 10min a 90°C. La reaccion se llevd a cabo una vez para el residuo 13 a 40°C
durante 20 min.

Después de la introduccion de cada residuo, la reaccion se llevo a cabo dos veces durante
1 min a temperatura ambiente con pirrolidina al 10% (en DMF) sobre la resina de fase sélida que tenia
inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminacion del grupo Fmoc. Para cada una de
las cadenas laterales de los residuos 10 y 11, la reaccién se llevo a cabo una vez durante 1 min a 90°C
con pirrolidina al 4% + Oxyma pure 83 mM (en DMF).

El grupo Fmoc del grupo a-amino se elimind mediante la reaccion realizada dos veces a
temperatura ambiente durante 1 min utilizando una solucién de DMF que contenia piperidina al 10%
para la resina de fase sdlida en la que estaba inmovilizado el péptido protegido con Fmoc obtenido en
el paso anterior. Esto se agitd adicionalmente con CIACNHS 0.16 M (5 equivalentes en DMF/DCM =
1/1) durante 60 min a temperatura ambiente para introducir el grupo cloroacetilo.

Para la desproteccion de las cadenas laterales y la escisidon de la resina de fase sdlida, la
resina obtenida después del paso de introduccion del grupo cloroacetilo se lavo primero una vez con
DMF, cloruro de metileno y éter dietilico, y luego se seco bajo presién reducida. El cdctel de agentes
de reaccion (3ml; mezcla de TFA/HO/TIS/DODT en una relacion en volumen de 90:2.5:2.5:5.0) se
afiadié entonces a un recipiente de reaccion, el cual se agitd a temperatura ambiente durante 120 min.
La solucidn de reaccidén se recogio por filtracion a través de una frita. La resina de fase sélida restante
en el recipiente de reaccion se agitd nuevamente con el coctel para la escision, y el componente de
solucion se recogio de la frita y se mezcld con el filtrado anterior. Cuando el filtrado se anadi6é a 35 ml
de un solvente mixto de éter dietilico/hexano (1/1), se produjo un precipitado.

La mezcla resultante se centrifugd y luego se decantd el sobrenadante. El sélido resultante
se lavd nuevamente con éter dietilico y luego se secd bajo presion reducida. El sdlido (péptido)

obtenido se utilizd en la siguiente reaccién de ciclizacion. La reaccion de ciclizacion del péptido se
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realizd disolviendo el péptido en agua/acetonitrilo (1/1) hasta una concentracion final de 5.0mM
basada en el nimero de moles de la resina de fase solida; anadiendo 10 equivalentes de trietilamina;
y agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccion se detuvo afadiendo acido
acético a la solucidn de reaccion. La solucién de reaccion resultante se concentrd bajo presion
reducida utilizando el Genevac EZ-II Elite.

El residuo resultante se disolvié en DMSO/agua (9/1) hasta una concentracién final de 25 mM
basada en el nimero de moles de la resina de fase solida obtenida; se afiadieron DIEA/SulfoCy5-NHS
éster (5 equivalentes/1.2 equivalentes), y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora.
La reaccion se detuvo afiadiendo acido acético a la solucion de reaccién.

La mezcla de reaccién resultante se purificod utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XSelect (marca registrada) C18 5um 19 x 150 mm; fase movil: A = TFA al 0.1% (en agua), B
= TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 60°C; gradiente (%B): 12-37% durante 3 min, 37-42%
durante 8 min, 42-60% durante 1 min; caudal: 17 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma LC/MS
(longitud de onda UV: 225nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo fue
del 96.0%.

Condicién analitica A: tiempo de retencion = 5.12 min

ESI-MS(+): observado m/z = 942.68 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-11 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 67

[Férmula Quimica 15]

Se utilizd resina H-Ser(tBu)-Trt(2-Cl) (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.,
0.78 mmol/g, 1.289) para sintetizar el péptido objetivo (secuencia:
da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeA-MeG) (SEQ ID No. 58). En ese
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momento, se utilizo Liberty Blue de CEM como sintetizador de fase sdlida para la sintesis de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Para la introduccion de cada residuo, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en DMF)/HATU 0.5 M
(en DMF)/DIPEA 1.0 M (en DMF) (4.2 equivalentes/4 equivalentes/8 equivalentes) por equivalente de
resina, y la reaccion se llevd a cabo una vez durante 30min a temperatura ambiente. Para la
introduccién del residuo 3, se utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/HATU 0.5 M (en DMF)/DIPEA 1.0
M (en DMF) (4.2 equivalentes/4 equivalentes/8 equivalentes), para la introduccion del residuo 9, se
utilizaron Fmoc-AA 0.21 M (en NMP)/DIC 1.0 M (en DMF)/Oxyma pure 0.5 M (en DMF) (4.2
equivalentes/8 equivalentes/4 equivalentes), y para la introduccion de cada uno de los residuos 4, 6,
7 y 12, la reaccién se llevd a cabo dos veces a temperatura ambiente durante 30 min. La reaccion se
llevo a cabo una vez para el residuo 9 a temperatura ambiente durante 60 min. La reaccion se llevo a
cabo dos veces para el residuo 13 a temperatura ambiente durante 60 min.

Después de la introduccién de cada residuo, la reaccién se llevé a cabo dos veces durante
5 min a temperatura ambiente con pirrolidina al 10% (en DMF) sobre la resina de fase solida que tenia
inmovilizado el péptido protegido con Fmoc para la eliminaciéon del grupo Fmoc. La reaccion se llevd
a cabo dos veces para el residuo 1 utilizando pirrolidina al 10% (en DMF) a temperatura ambiente
durante 1 min.

Para la escision de la resina de fase sdlida, se anadio el coctel de reactivos HFIP/DCM (9 ml,
1/4), y la mezcla se agit6é durante 60 min a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién resultante
se concentrd bajo presion reducida utilizando Genevac EZ-II Elite.  El residuo se solidificd afadiendo
éter diisopropilico, y después de la centrifugacion, se decantd la solucion. El sdlido resultante se lavd
nuevamente con éter dietilico y luego se secd bajo presion reducida. El residuo resultante se disolvid
en DMF hasta una concentracion final de 5mM basada en el nimero de moles de la resina de fase
sélida; se anadieron DIEA/HATU (5 equivalentes/1.2 equivalentes), y la mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 1hora. La reaccién se detuvo afiadiendo acido acético a la solucién de reaccién.
La mezcla de reaccion resultante se concentrd bajo presion reducida utilizando el Genevac HT-12. Al
residuo resultante se afiadio el coctel de agentes de reaccion (una mezcla de TFA/H20/TIS en una
relacion en volumen de 95/2.5/2.5) y se agitd a temperatura ambiente durante 40 min. Cuando se
anadieron 40 ml de éter diisopropilico a la mezcla de reaccién, se produjo un precipitado.

La mezcla resultante se centrifugo y luego se decantd el sobrenadante.  El sdlido resultante
se lavé nuevamente con éter dietilico y luego se secd bajo presién reducida.

El residuo resultante se purifico utilizando las siguientes condiciones (columna: Waters
XSelect (marca registrada) C18 5um 50 x 150 mm; fase movil: A = TFA al 0.1% (en agua), B = TFA
al 0.1% (en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 5-5% durante 2min, 5-27% durante 1 min,
27-32% durante 8 min, 32-60% durante 1min; caudal: 20-20 ml/min durante 1 min, 20-120 ml/min
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durante 1 min, luego 120 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y
se liofilizaron.

El péptido ciclico obtenido se utilizd como materia prima y se sometid a las mismas
condiciones de reaccién y purificacion que en el Ejemplo 1-7 para preparar el péptido obijetivo.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 99.7%.

Condicidén analitica A: tiempo de retencion = 4.27 min

ESI-MS(+): observado m/z = 768.69 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-12 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 56

[Férmula Quimica 16]

En DMSO (0.50ml), se disolvieron el péptido SEQ ID No. 46 (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeC) (20mg) sintetizado en el
Ejemplo 1-2 y DIEA (26.3ul), y a temperatura ambiente se afiadi® entonces acido
2,2',2"-(10-(2,6-dioxotetrahidro-2H-piran-3-il)-1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4, 7-triltriacético
(8.1mg, CAS: 1375475-53-8). La mezcla de reaccidn se agitdé a temperatura ambiente durante
5horas.

La mezcla de reaccion resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 19 x 150 mm; fase mdvil: A = TFA al 0.1% (en agua),
B = TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 5.0-27% durante 3 min, 27-32%
durante 8 min, 32-60% durante 1 min; caudal: 17 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma

LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
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fue del 97.8%.
Condicion analitica A: tiempo de retencion = 3.40 min
ESI-MS(+): observado m/z = 741.40 (M+3H)3*
EJEMPLO 1-13 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 58

[Férmula Quimica 17]

En DMSO (0.50ml), se disolvieron el péptido SEQ ID No. 46 (secuencia: ClAc-da-Thg-
3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeC) (20 mg) sintetizado en el Ejemplo 1-2 y
DIEA (26.3 ul), y a temperatura ambiente se anadié entonces &acido 2,2'-(7-(1-carboxi-4-((2,5-
dioxopirrolidin-1-il)oxi)-4-oxobutil)-1,4, 7-triazonan-1,4-diil)diacético (14 mg, CAS: 1407166-70-4).
La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 7 horas.

La mezcla de reaccion resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 19 x 150 mm; fase moévil: A = TFA al 0.1% (en agua),
B = TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 5.0-28% durante 3 min, 28-33%
durante 8 min, 33-60% durante 1 min; caudal: 17 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 96.4%.

Condicion analitica A: tiempo de retenciéon = 3.70 min

ESI-MS(+): observado m/z = 1060.97 (M+2H)?*

EJEMPLO 1-14 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 21

[Férmula Quimica 18]
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El Conjugado No.2 (10 mg) obtenido por el mismo método sintético que en el Ejemplo 1-4
se disolvio en DMF (0.40ml), y luego se disolvieron cloruro de cobre(II) dihidratado (0.90mg, CAS:
10125-13-0) y solucién acuosa de acetato de amonio 100mM (0.20ml). La mezcla de reaccion se
agitd a 40°C durante 60 min.

La mezcla de reaccion resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XSelect (marca registrada) C18 5um 30 x 150 mm; fase mdvil: A = AcOH al 1.0% (en agua),
B = AcOH al 1.0% (en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 6.0-31% durante 3 min, 31-36%
durante 8 min, 36-60% durante 1 min; caudal: 45 ml/min). Las fracciones que contenian el producto
objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 97.7%.

Condicién analitica A: tiempo de retencion = 4.32 min

ESI-MS(+): observado m/z = 768.95 (M+3H)3*

EJEMPLO 1-15 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 22

[Férmula Quimica 19]
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En DMF (0.40ml), se disolvid el péptido ciclico (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-PeG-Ahp-PeG-S-3Py6NH2-HseMe-G-Y-MeC-K) (SEQ ID No. 59) (15mg)
sintetizado por un método de sintesis sustancialmente igual al del Ejemplo 1-1, y se afadieron
DOTA-NHS éster hexafluorofosfato trifluoroacetato (7.8 mg) y DIPEA (0.018 ml) bajo enfriamiento con
hielo. La mezcla de reaccidon se agitdé a temperatura ambiente durante 120min. A la mezcla de
reaccion se anadié acetilacetonato de circonio(IV) (5.1 mg, CAS: 17501-44-9), y la mezcla se agitd a
50°C durante 90 min, y luego se afadié DOTA (10 mg).

La mezcla de reaccién obtenida anteriormente se purificd bajo las siguientes condiciones
(columna: Waters XSelect (marca registrada) C18 5um, 50 x 250 mm; fase movil: A = AcOH al 1.0%
(en agua) y B = AcOH al 1.0% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 0-0% durante 5.1 min,
0-4.2% durante 1.9min, 4.2-25.6% durante 3 min, 25.6-30.7% durante 15.5min, 30.7-60% durante
1.5min y 60-90% durante 4min; caudal: 18-18 ml/min durante 5.1 min, 18-118 ml/min durante
1.9 min, luego 118 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y se
liofilizaron para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 99.7%.

Condicion analitica A: tiempo de retencion = 3.66 min

ESI-MS(+): observado m/z = 1165.62 (M+H)?*

EJEMPLO 1-16 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 45

[Férmula Quimica 20]
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Utilizando resina CI-Trt(2-Cl) (WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.) y Fmoc-MeCt
(CAS: 2932449-54-0) como materiales de partida, se utilizd una resina de fase sélida inmovilizada
(1.007 mmol/g, 0.500 g) preparada del mismo modo que se describe en Tetrahedron Letters, 43 (2002)
3419-3421 para sintetizar el péptido objetivo (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk-Y-MeCt) (SEQ ID No. 60). En ese
momento, se utilizo Liberty Blue de CEM como sintetizador de fase sélida para la sintesis de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El péptido ciclico se sintetizd como en el Ejemplo 1-2, y el péptido
objetivo se obtuvo sometiendo el péptido a las mismas condiciones de reaccién y purificacién que en
el Ejemplo 1-7 con respecto a la introduccion de un quelante y un metal.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 99.5%.

Condicion analitica A: tiempo de retencién = 3.85 min

ESI-MS(+): observado m/z = 760.33 (M+3H)3*

EJEMPLO 2 Sintesis de Péptidos Ciclicos y Sintesis de Conjugados

De acuerdo con el método general descrito en el Ejemplo 1, se sintetizaron cada péptido
objetivo y un conjugado que contiene dicho péptido y una carga Util segin se enumeran en los

siguientes cuadros.
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El Cuadro 7 enumera los péptidos objetivo, las condiciones analiticas y los tiempos de
retencion, y los valores observados de ESI-MS(+); y el Cuadro 8 enumera los conjugados objetivo, las
condiciones analiticas y los tiempos de retencion, y los valores observados de ESI-MS(+).

En el Cuadro 7, el término “extremo” indica el grupo funcional C-terminal (en los cuadros,
“-OH" indica COOH y “-NH2" indica CO(NH2)), y el caso en blanco indica que no hay grupo funcional
presente en el extremo C-terminal. Con respecto a “Ciclizacion” en los cuadros, las entradas con la
descripcion “CIAc” representan que la ciclizacion se logré enlazando el aminoacido en la posicion 1 en
el cual se introdujo un grupo cloroacetilo con C o MeC presente en el extremo C-terminal, mientras
que la descripcién “Libre” indica que el grupo amino N-terminal del aminoacido en la posicién 1 esta
enlazado al grupo carboxi C-terminal del aminoacido en la posicion 13 o 14. Ademas,
“Adicional/Enlazador” en los cuadros indica un enlazador o uno o mas aminoacidos adicionales que no
estan incluidos en la estructura ciclica. Por ejemplo, en Ca9 No.1 (SEQ ID No. 3) la secuencia de
aminoacidos X1-X13 forma una estructura ciclica, y glicina se afiade adicionalmente como enlazador
desde el C del X13 C-terminal.

En el Cuadro 8, se aplican las mismas reglas de descripcion que en el Cuadro 7 anterior.
Ademas, en el Cuadro 8, el componente descrito entre paréntesis () representa la carga atil. Por
ejemplo, el conjugado del Conjugado No.1 indica que los residuos de aminoacidos C en X1 y X13
forman una estructura ciclica, que una estructura enlazadora G-PEG10c-K se extiende desde el C en
X13, y que SulfoCy5 estd unida como carga Util a la cadena lateral de la K terminal. Ademas, en el
conjugado del Conjugado No. 6, los residuos de aminoacidos MeC en X1 y X13 forman una estructura
ciclica y la cadena lateral de dk en X1 esta unida a la carga util, es decir, DOTA coordinado con Lu.
Asimismo, en el Conjugado No. 19 listado en el Cuadro 8, los residuos de aminoacidos MeC en X1 y
X13 igualmente forman una estructura ciclica y la cadena lateral de dk en X1 estd unida mediante df
a la carga util, es decir, DOTA coordinado con Lu. Mientras tanto, NT en el Cuadro 8 indica “no
ensayado”.

EJEMPLO 3 Ensayo de Evaluacion de la Interaccidon Intermolecular de Péptido o Conjugado

frente a CA9 Humana mediante Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR)

Las interacciones intermoleculares de los péptidos frente a la proteina CA9 humana se
examinaron mediante resonancia de plasmones superficiales (SPR) para los diversos péptidos o
conjugados sintetizados en los Ejemplos 1 y 2, de acuerdo con los métodos descritos a continuacion.
Los métodos especificos del ensayo se describen a continuacion.

Medicién SPR

Se insert6 un chip sensor Protein A (Cytiva) en Biacore T200 (Cytiva) y se cebd con el tampdn
de corrida: 1x HBS-P+ (Cytiva), DMSO al 1.0% (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) y acetato
de zinc dihidratado 50uM (Hampton Research), y se equilibré a un caudal de 30pul/min. CA9-Fc
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humana 50nM (SinoBiological) diluida con el tampdn de corrida se hizo reaccionar a un caudal de
5 pl/min durante 60s y se captur6 en una celda de flujo.

Una solucién que contenia cada péptido o conjugado sintetizado en el Ejemplo 1 0 2 y
preparada a 1 mM en solucién de DMSO se diluyd con tampdn de corrida a una concentracion final de
100nM. Luego se prepararon soluciones del péptido o conjugado a 25nM y 5nM. Dependiendo de
la afinidad del péptido o conjugado, la solucién se diluyd con tampdn de corrida a una concentracion
final de 40nM. Luego se prepararon soluciones del péptido o conjugado a 10nM y 2 nM.

Utilizando las muestras anteriores, se obtuvieron por medicién SPR las cinéticas de cada
péptido o conjugado frente a CA9 humana. El modelo de evaluacion cinética fue Single Cycle Kinetics,
y el ajuste de curvas se realizo utilizando el Software de Evaluacion Biacore T200 Version 3.0 (Cytiva).
La unidn de cada péptido o conjugado a CA9 humana se evalud realizando un ajuste de curvas por
minimos cuadrados sobre el sensorgrama obtenido para calcular el valor KD.

Los Cuadros 7 y 8 muestran los resultados. Los Cuadros 7 y 8 han demostrado que los
péptidos y conjugados de la presente invencion tienen la actividad de unirse a CA9 humana.

EJEMPLOS DE REFERENCIA Sintesis de aminoacidos no naturales

Los Ejemplos de Referencia muestran ejemplos de sintesis de diversos aminoacidos no

naturales.

En los Ejemplos de Referencia, se utilizaron los siguientes equipos, abreviaturas, condiciones
analiticas, etc., salvo que se especifique lo contrario.

Salvo que se especifiqgue lo contrario, los espectros de resonancia magnética nuclear de
proton (*H-NMR) en los siguientes Ejemplos de Sintesis se midieron utilizando un JNM-ECP300 o
JNM-ECX300 fabricados por JEOL Ltd., o un Ascend™ 500 fabricado por Bruker, en solvente de
cloroformo deuterado o dimetilsulféxido deuterado. Los desplazamientos quimicos se expresaron
como valores & (ppm) con tetrametilsilano como estandar interno (0.0 ppm).

En la descripcion de los espectros NMR, “s” indica singlete, “d” indica doblete, “t” indica
triplete, “q” indica cuarteto, “dd” indica doblete de dobletes, “dt” indica doblete de tripletes, "m” indica
multiplete, “br” indica sefial ancha, “J” indica constante de acoplamiento, “Hz" indica hercios, “CDCl3"
indica cloroformo deuterado y "DMSO-ds” indica dimetilsulfoxido deuterado.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)/espectrometria de masas (MS) se realizd
utilizando Waters ACQUITY UPLC H-Class/QDa, Waters ACQUITY UPLC H-Class/SQD2 o Shimadzu
LC-20AD/Triple Tof5600.

En la descripcion de los datos HPLC/MS, “ESI+” denota el modo positivo de ionizacion por
electropulverizacion y “(M+H)+" denota un ion molecular protonado. “(M-C4H8+H)*” indica un ion
formado por protonacion y eliminacion de un grupo ferc-butilo.

En la descripcion de los datos HPLC/MS, “ESI-” denota el modo negativo de ionizaciéon por
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electropulverizacion y “(M-H)"” denota un ion molecular desprotonado.

Condicién analitica C

Columna: ACQUITY (marca registrada) 1.7 um BEH C18, 2.1 x 100 mm, Waters

Fase movil A: TFA al 0.025% en agua

Fase moévil B: TFA al 0.025% en CH3CN

Temperatura de columna: 60°C

Gradiente (%B): 5-95% durante 5.56 min, luego 95% desde 5.56 min hasta 7.22 min;
caudal: 0.6 ml/min

Deteccién: UV 254 nm

EJEMPLO DE REFERENCIA 1 Sintesis de Fmoc-4COOPeG(tBu)-OH

[Férmula Quimica 21]
0
HJ\OH
o Q
\{(@/\/ \n/
>(O (0]
O

El clorhidrato de 2-aminoacetato de metilo (10g, CAS: 5680-79-5) se disolvid en MeOH
(200ml, CAS: 67-56-1) a temperatura ambiente, y se afadieron trietilamina (16.12g, CAS:
121-44-8) y acrilato de fercbutilo (20.42g, CAS: 1663-39-4). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 2horas y luego se concentrd bajo presion reducida. El residuo
resultante (15g) se disolvié en DCM (150 ml, CAS: 75-09-2), y se afiadieron DIPEA (35.69g, CAS:
7087-68-5) y N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carboniloxi]succinimida (22.12g, CAS: 82911-69-1) bajo

enfriamiento con hielo. Después de agitar a temperatura ambiente durante 2 horas, se afiadid acido

clorhidrico 1M (300ml, CAS: 7647-01-0) para detener la reaccién. Tras la extraccion con DCM, la
fase organica resultante se lavd con solucién salina saturada y se secd sobre sulfato de sodio. La
fase organica se filtro y luego se concentrd bajo presion reducida, y el residuo resultante se purifico
por cromatografia en columna de gel de silice (éter de petréleo/acetato de etilo = 1/1). Las fracciones
que contenian el producto objetivo se concentraron bajo presion reducida.

El producto (31 g) obtenido en la reaccién anterior se disolvié en DCM (300 ml), y se afiadié
una solucion de HCI 4M en 1,4-dioxano (300 ml) bajo enfriamiento con hielo. La mezcla de reaccion
se agitd a temperatura ambiente durante 2horas y luego se concentré bajo presion reducida. El
residuo resultante (259) se disolvid en DCM (150ml) a temperatura ambiente, y se afiadieron
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (18.75g, CAS: 25952-53-8) vy
N-hidroxiftalimida (11.70g, CAS: 524-38-9). La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura

ambiente durante 2horas. La reaccidon se detuvo afiadiendo bicarbonato de sodio acuoso saturado
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(200ml). La mezcla resultante se lavo con solucion salina saturada y se secd sobre sulfato de sodio.
La mezcla se filtro y luego se concentrd bajo presion reducida, y el residuo resultante se purifico por
cromatografia instantanea en columna de gel de silice (éter de petréleo/acetato de etilo = 1/1). Las
fracciones que contenian el producto objetivo se concentraron bajo presion reducida.

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se afiadieron bromuro de niquel(II) trihidratado (4.64 g, CAS:

7789-49-3) y 4,4'-di-terc-butil-2,2'-dipiridilo (4.57g, CAS: 72914-19-3) a N,N-dimetilacetamida
(300ml, CAS: 127-19-5), y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 15min.
Se afadieron 4-bromobenzoato de ferc-butilo (29.19 g, CAS: 59247-47-1) y el producto (30 g) obtenido
en el paso anterior a la mezcla resultante, y se afiadio zinc (18.56g, CAS:  7440-66-6) durante 10 min
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 30 min. La
reaccion se detuvo afiadiendo agua a la mezcla, y el material insoluble se filtré y se lavo con acetato
de etilo. El filtrado se extrajo con acetato de etilo, y la fase organica resultante se lavd con solucién
salina saturada y se secd sobre sulfato de sodio. La fase organica se filtré y luego se concentrd bajo
presion reducida, y el residuo resultante se purificd por cromatografia instantanea en columna de gel
de silice (éter de petroleo/acetato de etilo = 1/1). Las fracciones que contenian el producto objetivo
se concentraron bajo presion reducida.

El producto obtenido (20 g) se disolvié en alcohol isopropilico (600ml, CAS: 67-63-0), y se
anadieron bajo enfriamiento con hielo una solucidon acuosa que contenia cloruro de calcio (68.88g,
CAS: 10043-52-4) (150ml) y una solucién acuosa que contenia hidréxido de litio (3.72g, CAS:
1310-65-2) (50ml). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 16 horas. Se
afadié a la mezcla una solucidon acuosa saturada que contenia dihidrogenofosfato de sodio (CAS:
7558-80-7) para ajustar el pH a 5, y luego la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La fase organica
combinada se lavo con solucidn salina saturada y luego se secd sobre sulfato de sodio. Después de
la filtracién y la concentracion bajo presion reducida, el residuo resultante se purificd por cromatografia
instantanea en columna de gel de silice de fase inversa (columna: gel de silice C18; gradiente:
solucién acuosa de bicarbonato de amonio 10 mM/acetonitrilo = 95/5 a 0/100). Las fracciones que
contenian el producto objetivo se concentraron bajo presion reducida para obtener el compuesto del
titulo (10.1g).

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 12.68 (br, 1H), 7.92-7.86 (m, 2H), 7.86-7.55 (m, 4H), 7.47-
7.00 (m, 6H), 4.52-4.45 (m, 1H), 4.28-4.14 (m, 2H), 4.00-3.69 (m, 2H), 3.56-3.07 (m, 2H), 2.91-
2.41 (m, 2H), 1.55-1.51 (m, 9H).

Condicion analitica C: tiempo de retencion = 5.44min; ESI-MS(+) observado m/z = 446
(M-C4H8+H)*, tedrico m/z = 501.

EJEMPLO DE REFERENCIA 2 Sintesis de Fmoc-3CO0PeG(tBu)-OH

[Férmula Quimica 22]
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Fmoc-3COOPeG(tBu)-OH se obtuvo por un método de sintesis sustancialmente igual al del
Ejemplo de Referencia 1: Fmoc-4COOPeG(tBu)-OH. Sin embargo, en lugar de 4-bromobenzoato de
terc-butilo, se utilizé 3-bromobenzoato de ferc-butilo (CAS: 69038-74-0) como materia prima.

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 12.70 (br, 1H), 7.92-7.82 (m, 2H), 7.81-7.55 (m, 4H), 7.52-
7.10 (m, 6H), 4.51-4.32 (m, 1H), 4.32-4.09 (m, 2H), 4.09-3.74 (m, 2H), 3.53-3.12 (m, 2H), 2.92-
2.46 (m, 2H), 1.55-1.47 (m, 9H).

Condicion analitica C: tiempo de retencion = 5.19 min; ESI-MS(+) observado m/z = 446
(M-C4H8+H)+, tedrico m/z = 501.

EJEMPLO 4 Distribucién 7n Vivo del Conjugado Marcado con %’Ga

Marcaje del Péptido con ®’Ga

Los siguientes conjugados se sintetizaron por el método del Ejemplo 1 0 2 o por un método
sustancialmente igual:

Conjugado No. 65

Conjugado No. 64

Conjugado No. 70 (la porcion de carga util del Conjugado No. 18 es una porcion DOTA sola,
no coordinada con lutecio, en el conjugado (secuencia:
ClAc-de-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-D-3Py6NH2-HseMe-dk(DOTA)-Y-MeC) (DOTA unida a la
cadena lateral de dk en la posicion 11 de la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No.
73))

Conjugado No. 71 (la porcion de carga Util del Conjugado No. 29 es una porcion DOTA sola,
no coordinada con lutecio, en el conjugado (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-D-5Inda-HseMe-dk(DOTA)-Y-MeC) (DOTA unida a Ia
cadena lateral de dk en la posicion 11 de la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No.
77))

Conjugado No. 72 (la porcion de carga util del Conjugado No. 15 es una porcion DOTA sola,
no coordinada con lutecio, en el conjugado (secuencia:
ClAc-dk(DOTA)-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-D-3Py6NH2-HseMe-dg-Y-MeC) (DOTA unida a la
cadena lateral de dk en la posicion 1 de la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No.
70))

Conjugado No. 62



10

15

20

25

96

Conjugado No.73 (la porcién de carga util del Conjugado No.31 es una porcidn
DOTA-t4amCh sola, no coordinada con Ilutecio, en el conjugado (secuencia:
ClAc-da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-PeG-D-5Inda-HseMe-dk(DOTA-t4amCh)-Y-MeC) (DOTA unida
mediante t4amCh a la cadena lateral de dk en la posicion 11 de la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID No. 77))

La solucion de reaccién de marcaje (Cuadro 9) que contenia cada conjugado se calentd a

95°C durante 10 min para el marcaje con %Ga.

CUADRO 9

Composicién de la solucion de reaccién de marcaje

Conjugado 2.8 nmol/50 pl
DMSO 1.43 - 1.69 pI/50 pl
Cloruro de galio (’Ga) 10.36 MBq (ensayo a las 12:00 del dia de marcaje)
Acetato de sodio hidratado 0.40 mol/I
Acido acético 0.27 mol/I
Acido ascorbico 5.6 mg/ml
Acido gentisico 1.28 mg/ml
Radio HPLC

Cada conjugado marcado con 9’Ga (en lo sucesivo, también denominado “sustancia de
ensayo”) sintetizado como se describid anteriormente se mezcld con acetonitrilo, y la pureza
radioguimica se midi6 antes y después de la administracion utilizando TSK gel ODS-80Ts QA (marca
registrada), 4.6 mm ID x 250 mm, 5um (Tosoh Corporation). Los resultados muestran que la pureza
fue del 95.61-91.27%.

Radio TLC

La placa de Gel de Silice TLC 60 RP-18 Fzs4s (Merck, 115389) sobre la cual se aplico la
sustancia de ensayo se desarrolld con una solucion mixta de solucion de acetato de amonio 2
mol/l/acetona (1:1). Posteriormente, se midid la radiactividad utilizando un radiocromatografo
(intervalo de energia:  60-350keV; colimador: 1.0cm; cristal BGO en forma de V; tiempo de
medicion: 10 min). Los resultados muestran que la pureza fue del 96.67-94.27%.

Preparacion de Animales Experimentales (ratones portadores de Tumor HT-29)

Ratones hembra BALB/cSlc-nu/nu de cinco semanas de edad se adquirieron de Japan SLC
(Shizuoka, Japdn) y se utilizaron para la preparacion de animales experimentales. Después de la
aclimatacion, células HT-29 derivadas de cancer de colon humano positivo para CA9 se suspendieron
a 5 x 107 células/ml en una mezcla 1:2 de PBS (pH7.4, 1x; Thermo Fisher Scientific, 10010-023) y
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VitroGel (The Well Bioscience, VHM01). Una porcién de 0.1 ml de la suspension se inoculd por via
subcutanea en el flanco derecho de ratones ratones nude atimicos (de 6 semanas de edad) utilizando
una jeringa desechable con aguja.
El nimero de animales evaluados fue 3 por grupo, para un total de 12 grupos. Los animales
evaluados al momento de uso pesaban 18.2g a 20.7 g y tenian tamafios tumorales de 216 a 908 mm?.
Distribucién n Vivo

Cada sustancia de ensayo se administré como una dosis Unica por via intravenosa a ratones
portadores de tumor HT-29. Se realizaron autopsias a las 4, 24 y 72horas después de la
administracion, y se midid la concentracion de radiactividad (%ID/g) de cada tejido.

Resultados

Los resultados de la distribucion in vivo de cada compuesto marcado con ¢’Ga se muestran
en la Figura 1, Figura 2 y Figura 3. Cabe sefialar que “Conjugado No.XX" en la figura indica cada
conjugado cuya porcion de carga Util en el conjugado descrito en el Conjugado No. correspondiente
es DOTA-%Ga.

Figura 1: Distribucion tisular a las 4 horas después de la administraciéon: %ID/g (media £ SD,
n=23)

Figura 2: Distribucion tisular a las 24 horas después de la administraciéon: %ID/g (media +
SD, n = 3)

Figura 3: Distribucion tisular a las 72 horas después de la administracién: %ID/g (media +
SD, n = 3)

EJEMPLO 5 Distribucién /n Vivo e Imagen PET del Conjugado Marcado con %Cu

Marcaje del Conjugado Peptidico con %4Cu

La solucion de reaccion de marcaje (Cuadro 10) que contiene cada conjugado peptidico
sintetizado en los Ejemplos 1 o 2: Conjugado No. 64, Conjugado No. 62, Conjugado No. 2, Conjugado

No. 56 o Conjugado No. 58 se calentd a 95°C durante 10 min para el marcaje con %*Cu.

CUADRO 10
Composicion de la solucidn de reaccion de marcaje
Conjugado 2.8 nmol/50 pl
DMSO 1.43 - 1.64 pl/50 pl
Cloruro de cobre (¢*Cu) 31.08 MBq (ensayo a las 12:00 del dia de administracion)
Acetato de sodio hidratado 0.31 mol/I
Acido acético 0.21 mol/I
Acido ascorbico 5.6 mg/ml
Acido gentisico 1.28 mg/ml
Radio HPLC

Cada conjugado marcado con ®Cu (en lo sucesivo, también denominado “sustancia de
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ensayo”) sintetizado como se describid anteriormente se mezcld con acetonitrilo, y la pureza
radioguimica se midi6 antes y después de la administracion utilizando TSK gel ODS-80Ts QA (marca
registrada), 4.6 mm ID x 250 mm, 5um (Tosoh Corporation). Los resultados muestran que la pureza
fue del 94.14-100%.

Radio TLC

La placa de gel de silice TLC 60 RP-18 Fas4s (Merck, 115389) sobre la cual se aplico la
sustancia de ensayo se desarrolld con una solucion mixta de solucion de acetato de amonio 2
mol/l/acetona (1:1). Posteriormente, se midid la radiactividad utilizando un radiocromatdgrafo
(intervalo de energia: 60-350 keV; colimador: 1.0 cm; cristal BGO en forma de V; tiempo de medicion:
10 min). Los resultados muestran que la pureza fue del 97.60-98.79%.

Preparacion de Animales Experimentales (ratones portadores de Tumor HT-29)

Ratones hembra BALB/cSlc-nu/nu de cinco semanas de edad se adquirieron de Japan SLC
(Shizuoka, Japon) y se utilizaron para la preparacion de animales experimentales. Después de la
aclimatacion, células HT-29 derivadas de cancer de colon humano positivo para CA9 se suspendieron
a 5 x 107 células/ml en una mezcla 1:2 de PBS (pH 7.4, 1x; Thermo Fisher Scientific, 10010-023) y
VitroGel (The Well Bioscience, VHM01). Una porcion de 0.1 ml de la suspension se inoculd por via
subcutanea en el flanco derecho de ratones nude atimicos (de 6 semanas de edad) utilizando una
jeringa desechable con aguja.

El nimero de animales evaluados fue 3 por grupo, para un total de 12 grupos. Los animales
evaluados al momento de uso pesaban 17.7g a 21.5g y tenian tamafios tumorales de 165 a 523 mm?3.

Distribucion In Vivo e Imagen PET

Cada sustancia de ensayo se administr6 como una dosis Unica por via intravenosa de
80 ul/animal a ratones portadores de tumor HT-29.  Se realizaron autopsias a las 4 y 24 horas después
de la administracion, y se midio la concentracién de radiactividad (%ID/g) de cada tejido para evaluar
la distribucion in vivo. Ademas, se realizaron imagenes PET a 1, 4 y 23.5horas después de la
administracion, y se recolectaron imagenes PET/CT en un Si78 (Bruker BioSpin MRI GmbH) bajo
anestesia con gas isoflurano.

Resultados

Los resultados de la distribucién /n vivo de cada compuesto marcado con %Cu se muestran
en las Figuras 4 a 7.

Figura 4: Distribucion tisular a las 4 horas después de la administracion: %ID/g (media + SD,
n=3)

Figura 5: Distribucion tisular a las 24 horas después de la administracion: %ID/g (media +
SD, n = 3)

Figura 6: Distribucién tisular a las 4 horas después de la administracion: %ID/g (media + SD,
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n=23)

Figura 7: Distribucion tisular a las 24 horas después de la administracion: %ID/g (media +
SD, n = 3)

Imagen PET/CT

Las imagenes PET/CT se recolectaron bajo anestesia con gas isoflurano a 1, 4 y 23.5horas
después de la administracion del compuesto marcado con ®Cu (4.62—4.72 MBg/animal). Los
resultados se muestran en las Figuras 8 a 13. Se observd acumulacion de cada compuesto en el
tumor. Cabe sefalar que las columnas muestran a los mismos individuos, por ejemplo, la columna
izquierda muestra los resultados de los mismos individuos a 1 hora, 4 horas y 23.5horas después de
la administracion. Mientras tanto, cada flecha blanca indica la localizacién del tumor implantado.

Figura 8: Conjugado marcado con %Cu: Conjugado No. 64-%‘Cu

Figura 9: Conjugado marcado con %Cu: Conjugado No. 62-%Cu

Figura 10: Conjugado marcado con %*Cu: Conjugado No. 2-%*Cu

Figura 11: Conjugado marcado con %*Cu: Conjugado No. 56-%*Cu

Figura 12: Conjugado marcado con %*Cu: Conjugado No. 58-%Cu

EJEMPLO 6 Estudio de Eficacia del Conjugado Marcado con ”’Lu

Marcaje del Péptido con 77Lu

La solucidn de reaccion de marcaje (Cuadro 11) que contiene cada conjugado sintetizado en
los Ejemplos 1 o 2: Conjugado No. 64, Conjugado No. 62 o Conjugado No. 65 se calentd a 95°C durante

10 min para el marcaje con 7/Lu.

CUADRO 11

CUADRO 11 Composicion de la sustancia de ensayo

Nombre Compuesto a dosis de 30 MBq Compuesto a dosis de 60 MBq

Conjugado 2.8 nmol/50 pl 2.8 nmol/50 pli

DMSO 1.43 - 1.56 1.56 pl

Cloruro de lutecio 210 MBg/50 pl 420 MBq/50 pl
(ensayo a las 15:00 del dia de | (ensayo a las 15:00 del dia de
marcaje) marcaje)

Hidrato de acetato de | 0.36 - 0.38 mol/l 0.34 mol/I

sodio

Acido acético 0.24 - 0.25 mol/I 0.23 mol/I

Acido ascérbico 5.6 mg/ml 5.6 mg/ml

Acido gentisico 1.28 mg/ml 1.28 mg/ml

Radio HPLC

Cada sustancia de ensayo marcada con '7’Lu (en lo sucesivo, también denominada “sustancia

de ensayo”) sintetizada como se describié anteriormente se mezcld con acetonitrilo, y la pureza
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radioquimica se midio antes y después de la administracion utilizando TSK gel ODS-80Ts QA (marca
registrada), 4.6 mm ID x 250 mm, 5pum (Tosoh Corporation). Los resultados muestran que la pureza
fue del 90.31-100%.

Radio TLC

La placa de gel de silice TLC 60 RP-18 Fas4s (Merck, 115389) sobre la cual se aplico la
sustancia de ensayo se desarrolld con una solucion mixta de solucion de acetato de amonio 2
mol/l/acetona (1:1). Posteriormente, se midid la radiactividad utilizando un radiocromatografo
(intervalo de energia: 60-350 keV; colimador: 1.0 cm; cristal BGO en forma de V; tiempo de medicion:
10 min). Los resultados muestran que la pureza fue del 97.25-98.23%.

Preparacion de Cabozantinib

Como Ejemplo Comparativo, se utilizd cabozantinib, un medicamento conocido para
carcinoma de células renales y carcinoma hepatocelular y también conocido por ser eficaz contra
cancer colorrectal. Cabozantinib (Selleckchem; No. S1119) se disolvi6 en DMSO a 100 mg/ml, se
afnadio en alicuotas, se congeld y se almacend. Esto fue la solucion de Cabozantinib en DMSO. El
dia de la administracion, la soluciéon de Cabozantinib en DMSO se descongeld y se anadié agua para
inyeccion para alcanzar una concentracion de dosificacion de 30mg/ml. Esto fue la solucién de
Cabozantinib.

Preparacion de Animales Experimentales

Ratones hembra BALB/cSlc-nu/nu de cinco semanas de edad se adquirieron de Japan SLC
(Shizuoka, Japon) y se utilizaron para la preparacion de animales experimentales. Después de la
aclimatacion, células HT-29 derivadas de cancer de colon humano se suspendieron a 5 x 107 células/ml
en una mezcla 1:2 de PBS (pH7.4, 1x; Thermo Fisher Scientific, 10010-023) y VitroGel (The Well
Bioscience, VHMO01). Una porcion de 0.1 ml de la suspension se inoculd por via subcutanea en el
flanco derecho de ratones ratones nude atimicos (de 6 semanas de edad) utilizando una jeringa
desechable con aguja. El nUmero de animales evaluados fue 6 por grupo, para un total de 9 grupos.

Los animales evaluados al momento de uso pesaban 16.28g a 20.05g y tenian tamafios
tumorales de 88 a 229 mm?3.

Evaluacion de eficacia

Solucién salina (Saline) y cada péptido marcado con '77Lu se administraron por via
intravenosa a 30 MBg/animal o 60 MBg/animal en ratones portadores de tumor HT-29 en los Dias O,
11y 18. Ademas, el grupo de administracion de cabozantinib se administr6 por via oral diariamente
desde el Dia 0 hasta el Dia 27 a una dosis calculada de 30 mg/kg basada en los datos de peso corporal
del dia de administracién. El peso corporal y el volumen tumoral se midieron dos veces por semana

hasta el Dia 49, y todos los animales sobrevivientes en el Gltimo dia de medicion fueron eutanizados.
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Resultados del Tamafio Tumoral

La evolucion temporal del tamafio tumoral para cada grupo se muestra en la Figura13.
Conjugado No. 64-77Lu (30 MBg/animal, 3 dosis), Conjugado No. 62-'77Lu (30 MBg/animal, 3 dosis) y
Conjugado No. 65-77Lu (60 MBg/animal, una sola dosis) exhibieron excelentes efectos antitumorales.

Resultados del Peso Corporal

La evolucién temporal del peso corporal para cada grupo se muestra en la Figura 14. En
cuanto al Conjugado No. 64-77Lu (30 MBg/animal, 3 dosis), Conjugado No. 62-1"7Lu (30 MBg/animal, 3
dosis) y Conjugado No. 65-77Lu (60 MBg/animal, una sola dosis), que exhibieron excelentes efectos
antitumorales, no se observo pérdida de peso significativa.

EJEMPLO 7 Distribucién /n Vivo del Conjugado Marcado con ®Cu o ”’Lu (en modelo
Xenoinjertado VMRC-RCW)

Marcaje del Péptido con %*Cu o 77Lu

Cada péptido se marco calentando la solucion de reaccion de marcaje con %*Cu (Cuadro 12)
o la solucion de reaccion de marcaje con 77Lu (Cuadro 13) que contenia el Conjugado No. 62 a 95°C
durante 10 min.

Composicion de la solucion de reaccion de marcaje (Conjugado No. 62-%4Cu)

CUADRO 12

Composicion de la solucion de reaccion de marcaje (Conjugado No. 62-54Cu)

Componente Cantidad (en 50 pl)
Conjugado No. 62 1.40 nmol
DMSO 1.52 pl
Cloruro de cobre (¢*Cu) 30.6-31.6MBq
(ensayo a las 12:00 del dia de administracion)
Acetato de sodio hidratado 18.52 pmol
Acido acético 12.34 ymol
Acido ascorbico 0.28 mg
Acido gentisico 64 g

Composicién de la solucién de reaccion de marcaje (Conjugado No. 62-177Lu)
CUADRO 13

Composicién de la solucién de reaccion de marcaje (Conjugado No. 62-177Lu)
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Componente Cantidad (en 50 pl)
Conjugado No. 62 2.79 nmol
DMSO 1.52 pl
Cloruro de lutecio (*7Lu) 39.4MBq (ensayo a las 12:00 del dia de
administracion)
Acetato de sodio hidratado 20.27 pmol
Acido acético 13.51 pmol
Acido ascorbico 0.28 mg
Acido gentisico 64 ug
Radio HPLC

El Conjugado No.62-%*Cu o el Conjugado No.62-7’Lu sintetizado como se describid
anteriormente se mezcld con acetonitrilo, y la pureza radioguimica se midié antes y después de la
administracion utilizando TSK gel ODS-80Ts QA (marca registrada), 4.6 mm ID x 250 mm, 5 ym (Tosoh
Corporation). Los resultados muestran que la pureza fue del 100%.

Radio TLC

La placa de Gel de Silice TLC 60 RP-18 F2s4s (Merck, 115389) sobre la cual se aplico cada
sustancia de ensayo (Conjugado No. 62-%*Cu o Conjugado No. 62-177Lu), se desarrollé con una solucion
mixta de solucion de acetato de amonio 2 mol/l/acetona (1:1). Posteriormente, se midio la
radiactividad utilizando un radiocromatégrafo (tiempo de medicion: 10 min). Los resultados
muestran que la pureza fue del 98.26-99.27%.

Preparacion de Animales Experimentales (Ratones Portadores de Tumor VMRC-RCW)

Ratones hembra BALB/c-nu de cinco semanas de edad se adquirieron de Jackson Laboratory
Japan (Kanagawa, Japon) y se utilizaron para la preparacion de animales experimentales. Después
de la aclimatacion, células VMRC-RCW derivadas de carcinoma de células renales humano se
suspendieron a 5 x 107 células/ml en EMEM (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka,
Japén). Una porcién de 0.1 ml de la suspension se inoculd por via subcutanea en el flanco derecho
de ratones ratones nude atimicos (de 6 semanas de edad) utilizando una jeringa desechable con aguja.

Los animales evaluados al momento de uso pesaban 18.2g a 21g y tenian tamanos
tumorales de 80 a 386 mm?3.

Distribucion In Vivo

Cada sustancia de ensayo se administré como una dosis Unica por via intravenosa a ratones
portadores de tumor VMRC-RCW. Se realizaron autopsias a las 4, 24 y 48 horas después de la
administracion, y se midi6 la concentracién de radiactividad (%ID/g) de cada tejido.

Resultados

La Figura 15 muestra los resultados de la distribucién /n vivo del Conjugado No.62-%*Cu y la
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Figura 16 muestra los resultados de la distribucion /in vivo del Conjugado No. 62-177Lu.

Imagen PET/CT

Las imagenes PET/CT se recolectaron bajo anestesia con gas isoflurano a 1, 4, 23.5 y
47.5horas después de la administracion del Conjugado No. 62-5%Cu, y se encontrd que los tumores se
detectaron claramente. La Figura 17 muestra las imagenes en cada punto temporal. Cabe sefialar
que las columnas muestran a los mismos individuos, por ejemplo, la columna izquierda muestra los
resultados del mismo individuo a 1 hora, 4 horas, 23.5 horas y 47.5 horas después de la administracion.

EJEMPLO 8 Estudio de Eficacia del péptido marcado con ”’Lu (en Modelo Xenoinjertado
VMRC-RCW)

Marcaje del Péptido con 77Lu

Se prepard una solucion de reaccion de marcaje con ’Lu que contenia el Conjugado No. 62
para administracion a 30 MBg/animal o 60 MBg/animal (Cuadro 14), y la reaccion de marcaje se llevod
a cabo calentando a 95°C durante 10 min.

La composicion de la solucion de reaccion de marcaje para el Conjugado No. 62-177Lu

CUADRO 14

Composicion de la solucidn de reaccion de marcaje para el Conjugado No. 62-177Lu

Nombre 30 MBg/animal 60 MBg/animal
Conjugado No. 62-77Lu Conjugado No. 62-177Lu
Conjugado No. 62 1.4 nmol/50 pl 2.8 nmol/50 pl
DMSO 1.52 pl/50 pl 1.52 pl/50 pl
Cloruro de lutecio (en lo sucesivo,|210 MBqg/50 pl 420 MBq/50 pl
177Lu) (ensayo a las 15:00 del dia de | (ensayo a las 15:00 del dia de
(Valor objetivo) marcaje) marcaje)
Acetato de sodio hidratado 0.37 mol/I 0.33 - 0.34 mol/l
Acido acético 0.25 mol/I 0.22 mol/|
Acido ascérbico 5.6 mg/ml 5.6 mg/ml
Acido gentisico 1.28 mg/ml 1.28 mg/ml
Radio HPLC

El Conjugado No.62-'”’Lu sintetizado como se describid anteriormente se mezclé con
acetonitrilo, y la pureza radioguimica se midio antes y después de la administracion utilizando TSK gel
ODS-80Ts QA (marca registrada), 4.6mm ID x 250mm, 5um (Tosoh Corporation). Los resultados
muestran que la pureza fue del 99.6-100%.

Radio TLC

La placa de Gel de Silice TLC 60 RP-18 Fass4s (Merck, 115389) sobre la cual se aplico el
Conjugado No.62-77Lu se desarrolld con una solucion mixta de solucion de acetato de amonio 2

mol/l/acetona (1:1). Posteriormente, se mididé la radiactividad utilizando un radiocromatografo
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(intervalo de energia: 13-250keV; colimador: 1.0cm; cristal BGO en forma de V; tiempo de medicion:
10 min). Los resultados muestran que la pureza fue del 98.1-98.6%.

Preparacion de Cabozantinib

Como Ejemplo Comparativo, Cabozantinib (Selleckchem; No.S1119) se disolvié en DMSO a
100 mg/ml, se afiadid en alicuotas, se congeld y se almacend. Esto fue la solucién de Cabozantinib
en DMSO. El dia de la administracion, la solucién de Cabozantinib en DMSO se descongeld y se afadio
agua para inyeccidon para alcanzar una concentracion de dosificacion de 12.3mg/ml. Esto fue la
solucién de Cabozantinib.

Preparacion de Animales Experimentales (Ratones Portadores de Tumor VMRC-RCW)

Ratones hembra BALB/c-nu de cinco semanas de edad se adquirieron de Jackson Laboratory
Japan (Kanagawa, Japon) y se utilizaron para la preparacion de animales experimentales. Después
de la aclimatacion, células VMRC-RCW derivadas de carcinoma de células renales humano se
suspendieron a 5 x 107 células/ml en EMEM (Medio Minimo Esencial de Eagle, FUJIFILM Wako Pure
Chemical Corporation, Osaka, Japdn). Una porcion de 0.1 ml de la suspension se inoculd por via
subcutanea en el flanco derecho de ratones ratones nude atimicos (de 6 semanas de edad) utilizando
una jeringa desechable con aguja.

Los animales evaluados al momento de uso pesaban 19.3 g a 21.9 g y tenian tamaios
tumorales de 216 a 445 mm?3.

Evaluacion de eficacia

Una dosis unica (80pl/animal) de solucién salina (Saline) y de Conjugado No.62-"7Lu
producido como se describié anteriormente se administrd por via intravenosa en la vena de la cola a
ratones (de 8 semanas de edad en el Dia 0) en cada grupo, como se muestra en el Cuadro 15 a
continuacion.

Relacién entre la Solucion Administrada y el Dia de Administracién para Cada Grupo

CUADRO 15

Relacién entre la solucion administrada y el dia de administracion para cada grupo
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Grupo | Soluciéon administrada Conjugado Dia de administracion

No. 62-1"Lu Dia 0 Dia 7 Dia 14 | Dia 21
Grupo | Solucion salina ) o o -
1
Grupo | 30 MBg/animal 0.2 nmol/animal
3 Conjugado No. 62-177Lu © i ) )
Grupo | 30 MBg/animal 0.2 nmol/animal
4 Conjugado No. 62-177Lu © i © )
Grupo | 30 MBg/animal 0.2 nmol/animal
5 Conjugado No. 62-177Lu © ° © i
Grupo | 30 MBg/animal 0.2 nmol/animal
6 Conjugado No. 62-177Lu © © © ©
Grupo | 60 MBg/animal 0.4 nmol/animal
7 Conjugado No. 62-17Lu © i ) )
Grupo | 60 MBg/animal 0.4nmol/animal
8 Conjugado No. 62-177Lu © ) © i

Se administro en el dia indicado con o. No se administrd en el dia indicado con —.

El grupo de administracion de cabozantinib se administrd por via oral diariamente desde el
Dia 0 hasta el Dia 27 a una dosis calculada de 12.3mg/kg basada en los datos de peso corporal del
dia de administracion.

Resultados del Tamaifio Tumoral

La evolucion temporal del tamafio tumoral para cada grupo se muestra en la Figura 18. El
Conjugado No. 62-177Lu exhibid excelentes efectos antitumorales.

Resultados del Peso Corporal

El cambio porcentual medio del peso corporal para cada grupo se muestra en la Figura 19.

No se observo pérdida de peso significativa en cada grupo tratado con el Conjugado No. 62-177Lu.
EJEMPLO 9 Estudio de Eficacia y Distribucién Zn Vivo del péptido marcado con ?2°Ac
Marcaje del Péptido con 2%°Ac

La solucion de reaccion de marcaje (Cuadro 16) que contenia el Conjugado No. 62 se calentd
a 95°C durante 20 min para el marcaje, para preparar el compuesto marcado con 2%°Ac.

Composicién de la solucién de reaccion de marcaje (50 pl)

CUADRO 16

Composicién de la solucién de reaccion de marcaje (50 pl)
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Péptido 1.5 nmol
DMSO 3.22
Cloruro de actinio (*2°Ac) 227-242 MBq (ensayo a las 10:00 del dia de administracion)
Acetato de sodio hidratado 7.89 pmol
Acido acético 0.0867 pmol
Acido ascorbico 132 pg
Tween (R) 20 0.02 mg
Radio HPLC

La sustancia de ensayo se mezcld con acetonitrilo, y la pureza radioquimica se midié antes
de la administracién utilizando TSK gel ODS-80Ts QA (marca registrada), 4.6 mm ID x 150 mm, 5um
(Tosoh Corporation). Los resultados muestran que la pureza fue del 97.9%.

Radio TLC

La placa de Gel de Silice TLC 60 RP-18 Fasss (Merck, 115389) sobre la cual se aplico la
sustancia de ensayo se desarrolld con una solucion mixta de solucion de acetato de amonio 2
mol/l/acetona (1:1). Posteriormente, se mididé la radiactividad utilizando un radiocromatografo
(intervalo de energia: 180-500 keV; colimador: 1.0 cm; cristal BGO en forma de V; tiempo de medicién:
10 min). Los resultados muestran que la pureza fue del 97.7%.

Preparacion de Animales Experimentales (ratones portadores de Tumor HT-29)

Ratones hembra BALB/cSIc-nu/nu de seis semanas de edad se adquirieron de Japan SLC
(Shizuoka, Japdn) y se utilizaron para la preparacién de animales experimentales. Después de la
aclimatacion, células HT-29 derivadas de cancer de colon humano se suspendieron a 5 x 107 células/ml
en una mezcla 1:2 de PBS (pH7.4, 1x; Thermo Fisher Scientific, 10010-023) y VitroGel (The Well
Bioscience, VHMO01). Una porcion de 0.1 ml de la suspension se inoculd por via subcutanea en el
flanco derecho de ratones nude atimicos (de 7 semanas de edad) utilizando una jeringa desechable
con aguja.

El nimero de animales evaluados fue 3 por grupo, para un total de 3 grupos. Los animales
evaluados al momento de uso pesaban 17.8g a 19.63 g y tenian tamafios tumorales de 151 a 275 mm?.

Distribucion In Vivo

El compuesto marcado con 2%°Ac se administré como una dosis Unica por via intravenosa a
ratones portadores de tumor HT-29 (de 9 semanas de edad). Se realizaron autopsias a las 4, 24 y
48 horas después de la administracion, y se midid la concentracion de radiactividad (%ID/g) de cada
tejido.

Resultados

Los resultados de la distribucion in vivo del compuesto marcado con 22°Ac se muestran en la
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Figura 20.
EJEMPLO 10 Estudio de Eficacia del Péptido Marcado con 225Ac

Marcaje del Péptido con 22°Ac

La solucion de reaccion de marcaje (Cuadro 17) que contenia el Conjugado No. 62 se calentd
a 95°C durante 20 min para el marcaje, para preparar la sustancia de ensayo.

Composicién de la sustancia de ensayo
CUADRO 17

Composicién de la sustancia de ensayo

Componente Volumen
Solucion de péptido 19.7 pl

(10 mg/ml en DMSO)

solucion de disolucion de 22°Ac 20 pl

(en HCl 0.04 mol/l) (14580kBq)
Tampon

Composicion

Tampon de acetato de sodio 0.2 mol/l (pH 6.5) 210.3 pl
Acido ascérbico 3.3 mg/ml

Tween (R) 20 0.05%

Radio HPLC

La sustancia de ensayo se midié para pureza radioquimica antes de la administracion
utilizando Jupiter (marca registrada) C18 5um 4.6 x 150mm (Phenomenex). Los resultados
muestran que la pureza fue del 97.25%.

Radio TLC

La sustancia de ensayo se aplicd en TLC-SG Paper (Agilent, SGI0001), la cual se desarrolld
en un solvente que contenia EDTA 25mM vy acetato de amonio 0.1 mol/l, y la radiactividad se midio
con Bioscan AR-2000 (Eckert & Ziegler). Los resultados muestran que la pureza fue del 99% o
superior.

Preparacidon de Animales Experimentales (Ratones portadores de Tumor HT-29)

Ratones hembra BALB/cSIc nude atimicos de cinco semanas de edad se adquirieron de
Charles River Laboratories (Wilmington, EE.UU.) y se utilizaron para la preparacion de animales
experimentales. Después de la aclimatacion, células HT-29 derivadas de cancer de colon humano se
suspendieron a 5 x 107 células/ml en una mezcla 1:2 de PBS (pH7.4, 1x; Thermo Fisher Scientific,
10010-023) y VitroGel (The Well Bioscience, VHM01). Una porcién de 0.1 ml de la suspension se
inoculé por via subcutanea en el flanco derecho de ratones nude atimicos (de 7 semanas de edad)
utilizando una jeringa desechable con aguja.

El nimero de animales evaluados fue 10 por grupo, para un total de 6 grupos. El dia antes

de la administracion del péptido marcado con ?2°Ac, los animales evaluados pesaban 16.95g a 17.83g
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y tenian tamarios tumorales de 189.08 a 201.72 mm?.

Evaluacion de Eficacia

PBS y el péptido marcado con 2>°Ac se administraron por via intravenosa a ratones portadores
de tumor HT-29 10 dias después de la implantacion de células HT-29, a 30 kBg/animal, 60 MBg/animal,
90 MBg/animal, 120MBg/animal o 150MBg/animal. El peso corporal y el volumen tumoral se
midieron dos veces por semana hasta el Dia 70, y todos los animales sobrevivientes en el Ultimo dia
de medicién fueron eutanizados.

Resultados del Tamafio Tumoral

La evoluciéon temporal del tamano tumoral para cada grupo se muestra en la Figura 21. El
Conjugado No.62 marcado con 22°Ac exhibié excelentes efectos antitumorales dependiendo de la
radiactividad.

Resultados del Peso Corporal

La evolucién temporal del peso corporal para cada grupo se muestra en la Figura 22. No
se observo pérdida de peso significativa por la administracion del Conjugado No. 62 marcado con 22°Ac.

EJEMPLO 11 Sintesis de Péptidos Ciclicos y Sintesis de Conjugados

EJEMPLO 11-1 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 74

[Férmula Quimica 23]

HO__O O<__NH o HN
I >’\/©/OH
>N >N
NH
o) o) | 2
O<__NH S O
HNT YOS
N~

El conjugado peptidico Conjugado No. 62 (10 mg) obtenido en el Ejemplo 1-5 se disolvio en
solucion acuosa de acetato de sodio 100mM (0.465ml), y luego se disolvid cloruro de lantano(III)
heptahidratado (25.9mg, CAS: 10025-84-0). La mezcla de reaccion se agitd a 45°C durante 60 min.

La mezcla de reaccion obtenida anteriormente se purificd bajo las siguientes condiciones

(columna: Waters XSelect (marca registrada) C18 5um, 50 x 250 mm; fase movil: A = TFA al 0.1%
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(en agua) y B = TFA 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 0—0% durante 5min, 0-
4.2% durante 2min, 4.2-24.6% durante 3min, 24.6-29.7% durante 15.5min, 29.7-60% durante
1.5min y 60—-90% durante 4 min; caudal: 18-18 ml/min durante 5.0 min, 18-118 ml/min durante 2 min,
luego 118 ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y se liofilizaron
para obtener el péptido de interés.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 96.5%.

Condicion analitica A: tiempo de retencion = 3.54 min

ESI-MS(+): observado m/z = 1143.45 (M+2H)?*

EJEMPLO 11-2 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 75

[Férmula Quimica 24]

Os__NH HN o o
T (e ]
N HN S0 O, °N N\
AN
O
WO ﬁ)//\/\”
HO__O Os__NH o HN
I >_\/®/OH
N >N
NH
o) o i 2
NS Os__NH LS o}
N~ NH HN 0

El péptido SEQ ID No.46 (10 mg) obtenido en el Ejemplo 1-2, DIEA (15.7 ul) y DOTA-NHS
éster hexafluorofosfato trifluoroacetato (5.04 mg) se disolvieron en DMF (0.50 ml) a 0°C. La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 60 min, y luego se afadieron cloruro de galio(III)
(3.52mg, CAS: 13450-90-3) y solucion acuosa de acetato de sodio 50mM (0.40ml) a la mezcla de
reaccion. La mezcla de reaccion se agitd a 90°C durante 1 hora.

La mezcla de reaccion resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XBridge (marca registrada) C18 5um 30 x 150 mm; fase mdvil: A = TFA al 0.1% (en agua),
B = TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 5.0-27% durante 3 min, 27-32%
durante 8 min, 32-60% durante 1 min; caudal: 45 ml/min). Las fracciones que contenian el producto

objetivo se recogieron y se liofilizaron para obtener el péptido de interés.
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La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacién de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 99.5%.

Condicién analitica A: tiempo de retencion = 3.24 min

ESI-MS(+): observado m/z = 1108.94 (M+2H)?*

EJEMPLO 11-3 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 78

[Férmula Quimica 25]

Se utilizo sustancialmente el mismo método que para el Conjugado No. 67 para sintetizar un
péptido ciclico (secuencia:
da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk(Alloc)-Y-MeA-MeG) (SEQ ID No.103).
Se utiliz6 Fmoc-dk(Alloc)-OH en lugar de Fmoc-dk(Boc)-OH.

La purificacion se realizd utilizando las siguientes condiciones (columna: Waters XBridge
(marca registrada) C18 5um 50 x 150 mm; fase moévil: A = TFA al 0.1% (en agua), B = TFA al 0.1%
(en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 8-8% durante 2 min, 8-33% durante 1 min, 33-38%
durante 8 min, 38-60% durante 1 min; caudal: 20-20 ml/min durante 1min, 20-120 ml/min durante
1min, luego 120ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y se
liofilizaron.

El péptido ciclico (38 mg) obtenido por el método anterior se disolvié en DMF (0.65ml); se
anadié una solucion en DMF (58.7 ul) que contenia 2,4,6-trimetilpiridina (25.8 ul, CAS: 108-75-8) y
HATU 0.5 M, y la mezcla se agit6é a 25°C durante 5min. Fmoc-Qglucamina-NH: (50 mg) se disolvié en
DMSO (0.94ml); se anadid TEA (0.20ml) y la mezcla se agité a 60°C durante 1hora; la mezcla se

concentré a presion reducida utilizando V-10 de Biotage; se realizd trituracion con éter metil terc
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butilico; se afadid una solucion de DMSO (0.50ml) que contenia H-Qglucamina-NHz (7.9 mg)
sintetizada por el método anterior a la solucion de reaccion que contenia el péptido ciclico anterior, y
la mezcla se agité durante 2horas. Se afnadié agua (50 ul) y luego la mezcla se concentrd a presion
reducida utilizando V-10 de Biotage. La mezcla resultante se disolvié en DMF (0.67 ml); se anadieron
fenilsilano (25ul, CAS: 694-53-1) y Pd(PPhs3)s (4.6 mg, CAS: 14221-01-3), y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 50 min. A la mezcla resultante se anadieron DIPEA (68 pl) y DOTA-NHS
sal TFA (36mg, CAS: 2832911-57-4). La mezcla se agitd a 25°C durante toda la noche. Después
de anadir agua (100 pl), la mitad de la mezcla resultante se diluyé con DMSO (1 ml) y agua (1ml). La
mezcla se agitd con solucion acuosa de acetato de amonio que contenia cloruro de lutecio(III) 0.5M
(2.4ml, pH5.0) a 90°C durante 1hora. La suspension resultante se concentré a presion reducida
utilizando V-10 de Biotage y se disolvi6 en DMSO/agua (9/1, 4 ml).

La solucion acuosa resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XSelect (marca registrada) C18 5um 50 x 250 mm; fase mdvil: A = TFA al 0.1% (en agua), B
= TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 0—-0% durante 5min, 0—4.2% durante
2min, 4.2-19.5% durante 3min, 19.5-24.6% durante 15.5min, 24.6-60% durante 1.5min; caudal:
18-18 ml/min durante 5 min, 18-118 ml/min durante 2 min, luego 118 mi/min). Las fracciones que
contenian el producto objetivo se recogieron y se liofilizaron.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 97.7%.

Condicién analitica B: tiempo de retencién = 5.72 min

ESI-MS(+): observado m/z = 865.85 (M+3H)3*

EJEMPLO 11-4 Sintesis del Conjugado SEQ ID No. 79

[Férmula Quimica 26]




10

15

20

112

Se utilizo sustancialmente el mismo método que para el Conjugado No. 67 para sintetizar un
péptido ciclico (secuencia:
da-Tbg-3Py6CON-Hgl-Meda-Ahp-pHPeG-S-5Inda-HseMe-dk(Alloc)-Y-MeA-MeG) (SEQ ID No.103).
Se utilizd Fmoc-dk(Alloc)-OH en lugar de Fmoc-dk(Boc)-OH.

La purificacion se realizd utilizando las siguientes condiciones (columna: Waters XBridge
(marca registrada) C18 5um 50 x 150 mm; fase movil: A = TFA al 0.1% (en agua), B = TFA al 0.1%
(en MeCN); temperatura: 40°C; gradiente (%B): 8-8% durante 2 min, 8-33% durante 1 min, 33-38%
durante 8 min, 38-60% durante 1 min; caudal: 20-20 ml/min durante 1min, 20-120 ml/min durante
1min, luego 120ml/min). Las fracciones que contenian el producto objetivo se recogieron y se
liofilizaron.

El péptido ciclico (38 mg) obtenido por el método anterior se disolvié en DMF (0.65ml); se
afnadié una disolucién en DMF (58.7 ul) que contenia 2,4,6-trimetilpiridina (25.8 ul, CAS: 108-75-8) y
HATU 0.5 M a 25°C, y la mezcla se agitd durante 5min. Se anadié una solucion de DMSO (0.50 ml)
que contenia H-KCOpipzaa(Mpe)-NHz (10.2 mg) a la solucion de reaccion que contenia el péptido ciclico
anterior, y la mezcla se agit6 durante 1.5horas. Se afiadié agua (50 pl) y luego la mezcla se concentro
a presion reducida utilizando V-10 de Biotage. La mezcla resultante se disolvio en TFA/TIS/H20
(95/2.5/2.5, 0.5ml) y se agitd durante 30min. La mezcla resultante se anadi6 a éter
diisopropilico/heptano (1/1, 5ml), y el sélido resultante se centrifugd. Se elimind el sobrenadante y
el resto se lavd con éter diisopropilico/heptano (1/1, 5ml). El material resultante se secé a presion
reducida y se disolvié en DMF (0.67ml). Se anadieron fenilsilano (25 pl, CAS: 694-53-1) y Pd(PPhz)4
(4.6 mg, CAS: 14221-01-3), y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 50 min. A la mezcla
resultante se afiadieron DIPEA (68 pl) y DOTA-NHS sal TFA (36 mg, CAS: 2832911-57-4). La mezcla
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se agitd a 25°C durante toda la noche. Después de anadir agua (100ul), la mitad de la mezcla
resultante se diluyé con DMSO (1ml) y agua (1ml). La mezcla se agitd con solucion acuosa de
acetato de amonio que contenia cloruro de lutecio(III) 0.5M (2.4 ml, pH5.0) a 90°C durante 1 hora.
La suspension resultante se concentrd a presion reducida utilizando V-10 de Biotage y se disolvio en
DMSO/agua (9/1, 4ml).

La soluciéon acuosa resultante se purificd utilizando las siguientes condiciones (columna:
Waters XSelect (marca registrada) C18 5pum 50 x 250 mm; fase moévil: A = TFA al 0.1% (en agua), B
= TFA al 0.1% (en MeCN); temperatura: 50°C; gradiente (%B): 0—-0% durante 5min, 0—4.2% durante
2min, 4.2-19.5% durante 3min, 19.5-24.6% durante 15.5min, 24.6—-60% durante 1.5min; caudal:
18-18 ml/min durante 5 min, 18-118 ml/min durante 2 min, luego 118 ml/min). Las fracciones que
contenian el producto objetivo se recogieron y se liofilizaron.

La pureza del producto objetivo se calculd a partir de la relacion de areas del cromatograma
LC/MS (longitud de onda UV: 225 nm) bajo las condiciones analiticas. La pureza del producto objetivo
fue del 96.6%.

Condicién analitica B: tiempo de retencién = 5.70 min

ESI-MS(+): observado m/z = 867.91 (M+3H)3*

EJEMPLO 11-5 Sintesis del Conjugado

De acuerdo con el método general descrito en el Ejemplo1 y en los Ejemplos11-1/2, se

sintetizaron cada péptido objetivo y un conjugado que contiene dicho péptido y una carga (til, tal

como se enumeran en el cuadro siguiente.
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CUADRO 18
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El Cuadro18 lista los conjugados objetivo, las condiciones analiticas y los tiempos de
retencion, y los valores observados de ESI-MS(+).

En el Cuadro 18, el “extremo” indica el grupo funcional C-terminal (en el cuadro, “-OH" indica
COOH y "-NH2" indica CO(NHz)), y el caso en blanco indica que no hay un grupo funcional presente
en el extremo C-terminal. Con respecto a “Ciclizacion” en los cuadros, las entradas con la descripcion
“CIAc” representan que la ciclizacion se logré enlazando el aminoacido en la posicién 1 en el cual se
introdujo un grupo cloroacetilo con C o MeC presente en el extremo C-terminal, mientras que la
descripcion “Libre” indica que el grupo amino N-terminal del aminoacido en la posicidn 1 esta enlazado
al grupo carboxi C-terminal del aminoacido en la posicion 13 o 14. Ademas, por ejemplo, en el
conjugado del Conjugado No. 75, los residuos de aminoacidos de C en X1 y X13 forman una estructura
ciclica y la cadena lateral de dk en X11 esta unida a la carga util, es decir, DOTA coordinado con Ga.
Asimismo, en el Conjugado No. 76 listado en el Cuadro8, los residuos de aminoacidos de MeG en X1
y X14 igualmente forman una estructura ciclica y la cadena lateral de dk en X11 esta unida a la carga

util, es decir, DOTA coordinado con Lu.
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CUADRO 19-1
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CUADRO 19-2
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CUADRO 20-1
CO":;G:: ' | SEQIDNo.
1 2
2 4(59)
3 4(62)
4 4(59)
5 4(62)
6 63
7 64
8 65
9 a7
10 66
11 67
12 68
13 69
14 45
15 70
16 71
17 72
18 73
19 70
20 72
21 4(59)
22 4(59)
23 74

24 74
25 74
26 46
27 75
28 76
29 77
30 78
31 77
32 76
33 76
34 76
35 76(56)
36 76
37 45
38 46(57)
39 79
40 80
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CUADRO 20-2
41 81
42 80
43 82
a4 82
45 60
46 83
47 84
48 85
49 88(86)
50 87
51 55
52 89
53 90
54 45
55 45
56 46
57 45
58 46
59 91
60 91
61 92
62 46
63 46
64 45
65 47
65 93
67 58
68 95
69 96
70 73
71 77
72 70
73 77
74 46
75 46
76 97
77 98
78 99
79 100
80 101
81 10z

El Cuadro 19 muestra Unicamente las secuencias de aminoacidos de los péptidos o porciones
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peptidicas contenidas en los conjugados tal como se sintetizaron en los Ejemplos2 y11-3. Ademas,
el Cuadro 20 muestra un cuadro de correspondencia entre los conjugados sintetizados y evaluados en
este Ejemplo y las SEQ ID Nos. de las secuencias de aminoacidos contenidas en las porciones
estructurales ciclicas de los conjugados correspondientes. Cabe sefalar que los Conjugados No. 2-5,
21, 22, 35, 38 049 corresponden a uno de 4(59), 4(62), 76(55), 46(57) 088(86). Esto indica, por
ejemplo, que en el Conjugado No. 2, la secuencia de aminoacidos contenida en la porcion estructural
ciclica corresponde a la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID No.4, y que el complejo
péptido-enlazador, en el cual K (lisina), que sirve como enlazador para unir la carga util DOTA, esta
unido al extremo C-terminal, corresponde a la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
No.59. Esto indica, por ejemplo, que en el Conjugado No. 35, la secuencia de aminoacidos contenida
en la porcion estructural ciclica corresponde a la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
No. 76, y que el complejo péptido-enlazador, en el cual F (fenilalanina), que sirve como enlazador para
unir la carga atil DOTALu, estd unido a la cadena lateral de dk en la posicién 11 de la secuencia de
aminoacidos contenida en esta porcion estructural ciclica, corresponde a la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID No.56. Asimismo, en el Conjugado No.38, la secuencia de aminoacidos
contenida en la porcién estructural ciclica corresponde a la secuencia de aminoacidos establecida en
la SEQ ID No.46, y que el complejo péptido-enlazador, en el cual PEG8c, que sirve como enlazador
para unir la carga util SulfoCy5, esta unido a la cadena lateral de dk en la posicion 11 de la secuencia
de aminodacidos contenida en esta porcién estructural ciclica, corresponde a la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID No.57. Es decir, el nimero mostrado entre paréntesis en el
Cuadro 20 indica el nimero de secuencia de aminoacidos SEQ ID No. cuando el enlazador o aminoacido
adicional esta unido.

Por ejemplo, el Conjugado No. 1 tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
No. 2 como porcion estructural ciclica, y es un complejo en el cual la carga util, SulfoCy5, esta unida a
través de un enlazador (es decir, G, PEG10c, K) afadido al extremo C-terminal. Aqui, tanto la
secuencia de aminoacidos ciclica sola, como se muestra en el Cuadro 7, como el conjugado con alguna
carga util, como se muestra en el Cuadro8, tienen capacidad de union a CA9. Ademas, existen
multiples conjugados que tienen la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID No.45 como
porcién estructural ciclica pero que difieren Unicamente en la carga Util (Conjugados No. 14, 37, 55,
57 y 64). Incluso SEQ ID No.45, sin ninguna carga Util, posee capacidad de unidén a CA9, y los
conjugados en los cuales diversos quelantes tales como DOTA, estructuras que tienen iones metalicos
coordinados a tales quelantes, o sustancias de bajo peso molecular tales como SulfoCy5 estan unidas,
poseen igualmente capacidad de unién a CA9. Es decir, cuando un determinado conjugado posee
capacidad de unidn a CA9, es evidente que un péptido ciclico que tiene la secuencia de aminoacidos

de la porcién estructural ciclica contenida en el conjugado pero que carece de una carga util, asi como
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conjugados que difieren Unicamente en la carga Util, también poseen capacidad de unién a CA9.

Asi, los péptidos de la presente invencion tienen capacidad de union a CA9
independientemente de la presencia o ausencia de la carga Util y del tipo de carga Util.

EJEMPLO DE REFERENCIA 3 Sintesis de Fmoc-Qglucamina-NH;

[Férmula Quimica 27]

OH OH 0 0

RO \ NH.,

OH OH HN.
Fmoc

Se afnadieron DIPEA (0.14 ml) y HATU (0.19 mg) a una soluciéon de DMF (3.3 ml) que contenia
N2-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N5-((2S)-2-hidroxi-2-((4'R,55)-2,2,2',2'-tetrametil-[4,4'-bi(1,3-
dioxolan)]-5-il)etil)-L-glutamina (200mg, CAS: 1227510-37-3) y cloruro de amonio (34.9mg, CAS:
12125-02-9), y la mezcla se agitdé a 0°C durante lhora. La purificacion se realizd mediante
cromatografia instantanea en columna de silice (DCM/MeOH = 100/0 a 80/20), y se recolectaron las
fracciones que contenian el producto objetivo. Una porcion del compuesto resultante (111 mg) se
disolvié en DCM (2.7 ml) y etanol (1.8 ml) y se agité con TFA (1 ml) a 25°C durante una semana. La
suspension resultante se diluyd en éter metil terc-butilico y se centrifugd. Tras eliminar el
sobrenadante, se realizo trituracion con éter metil terc-butilico para obtener el compuesto del titulo.

ESI-MS(+): m/z observado = 532.2 (M+H)+

EJEMPLO DE REFERENCIA 4 Sintesis de H-KCOpipzaa(Mpe)-NH>

[Férmula Quimica 28]

Q
T
g WN H,
O MH
Se afadieron DIPEA (0.14 ml) y HATU (0.18 mg) a una solucién de DMF (3.2 ml) que contenia
N2-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N6-(4-(2-((3-metilpentan-3-il)oxi)-2-oxoetil)piperazin-1-carbon
i)-L-lisina (200mg, CAS: 2973753-38-5) y cloruro de amonio (34.4mg, CAS: 12125-02-9), vy la
mezcla se agitd a 25°C durante 2 horas. La purificacion se realizé mediante cromatografia instantanea
en columna de silice (DCM/MeOH = 100/0 a 90/10), y se recolectaron las fracciones que contenian el
producto objetivo. Una porcion (100 mg) del compuesto obtenido se disolvido en DMSO (1.6 ml); se
anadié TEA (0.34ml) y la mezcla se agitd a 60°C durante 1hora. La mezcla se concentrd a presion
reducida utilizando V-10 de Biotage. Posteriormente, se realizd trituracion con éter metil terc-butilico
para obtener el compuesto del titulo.
ESI-MS(+): m/z observado = 400.3 (M+H)+
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Aplicabilidad industrial
Los péptidos y conjugados de la presente invencion tienen actividad de unién a CA9 y pueden
utilizarse como composiciones farmacéuticas, composiciones diagnosticas y composiciones de

investigacién para la prevencion o tratamiento de sintomas asociados a CA9, etc.



