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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "SISTEMAS
DE TRIAZOIS MACROCICLICOS".
REFERENCIA CRUZADA

Este pedido de patente reivindica o beneficio do pedido de pa-
tente provisério n® US 60/903.073, depositado em 23 de fevereiro de 2007,

que é aqui incorporado como referéncia.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
Os petideos estdo se tornando crescentemente importantes em

aplicagbes farmacéuticas. Os peptideos nao-modificados sofrem frequente-
mente de estabilidade metabdlica deficiente, penetrabilidade de células defi-
ciente, e ligagdo promiscua devido a flexibilidade conformacional. Para me-
lhorar estas propriedades, os pesquisadores geraram peptideos ciclicos e
peptidomiméticos por uma série de métodos, incluindo formagéo de ligagbes
dissulfeto, formagéo de ligagdes amida, e formagdo de ligagdes carbono-
carbono (Jackson et al. J. Am. Chem. Soc. 113:9391-9392 (1991); Phelan et
al, J. Am. Chem. Soc. 119:455-460 (1997); Tailor, Biopolymers 66:49-75
(2002); Brunel et al., Chem. Commun. (20):2552-2554 (2005); Hiroshige et
al, J. Am. Chem. Soc. 117:11590-11591 (1995); Blackwell et al., Angew.
Chem. Int. Ed. 37:3281-3284 (1998); Schafmeister et al., J. Am. Chem. Soc.
122:5891-5892 (2000)). As limitagoes destes métodos incluem estabilidade
metabdlica deficiente (ligagbes dissulfeto e amida), penetrabilidade de célu-
las deficiente (ligagGes dissulfeto e amida), e 0 uso de metais potencialmen-
te toxicos (para formagéo de ligagbes carbono-carbono). Assim sendo, ha
uma necessidade significativa de se obter métodos aperfeigoados para pro-
duzir peptideos ou peptidomiméticos que possuem maior rigidez conforma-
cional, estabilidade metabdlica e penetrabilidade de células. A presente in-
vencgao dedica-se a estas e outras necessidades nessas técnicas.
SUMARIO DA INVENCAO

Esta invengao fornece macrociclos peptidomiméticos da Formula

I, em que:
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R, Rg

/N
Al-{B},-[C
pd [Ak-[B)-[CE El,

Ry R2
L (Férmula 1)
cada A, C, D, e E é independentemente um aminoacido natural ou nio-
natural;
R38 € um aminoacido natural ou n3o-natural, analogo de aminoa-
Ay
cido, O , [F-NH-L3-CO-], [-NH-L3-SO>-], ou [-NH-L3-];

R1 e Rz sdo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila,
nao-substituidos ou substituidos com halo—;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
clo-arila, opcionalmente substituidos com Rs;

L € um ligante formador de macrociclos da férmula

N VAl

Ly

L1, L2 e L3 s&o independentemente alquileno, alquenileno, alqui-
nileno, heteroalquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, cicloarileno, he-
terocicloarileno, ou [-R4-K-R4-],, sendo cada um opcionalmente substituido
com Rs;

cada R4 € alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno,
cicloalquileno, heterocicloalquileno, arileno, ou heteroarileno;
cadaKé O, S, SO, SO,, CO, CO,, ou CONR3;
cada Rs € independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rg)2, -SRe,
-SORs, -SO2Rs, -CO2Rg, um grupamento fluorescentee, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;

cada Rs é independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,

arilalquila, cicloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente,
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um radiois6topo ou um agente terapéutico;

. Ry é-H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, hete-
roalqunla cicloalquilalquila, heterocicloalquila, cicloarila, ou heterocicloarila,
opcmnalmente substituidos com Rs, ou parte de uma estrutura ciclica com
um residuo D;

Rs € —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, ciclo-alquila, he-
teroalquila, cicloalquil-alquila, heterociclo-alquila, ciclo-arila, ou heterociclo-
arila, opcionalmente substituidos com Rs, ou parte de uma estrutura ciclica
com um residuo E;

v € um numero inteiro entre 1-1.000;

W € um numero inteiro entre 1-1.000;

X € um numero inteiro entre 0-10;

y € um numero inteiro entre 0-10;

Z € um numero inteiro entre 0-10; e

n € um numero inteiro entre 1-5.
S—L, 7 N—L2—§

Em algumas modalidades, L ¢é ou

é—h—w\/\pﬁs Z—\—Lz—é

N==N . Em outras modalidades,
s—u, N/NB\—Lz g
AW . Em outras modalidades, pelo menos um entre Ry e R, é al-
quila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroal-
quila, ou heterocicloalquila, ndo-substituidos ou substituidos com halo—. Em
modalidades afins, Ry e R, sdo independentemente alquila, alquenila, alqui-
nila, aril-alquila, ciclo-alquila, ciclo-alquil-alquila, heteroalquila, ou heteroci-
clo-alquila, néo-substituidos ou substituidos com halo—. Por exemplo, pelo
menos um entre Ry e R, pode ser alquila, ndo-substituida ou substituida com
halo—. Em algumas modalidades, R, e também R, sdo independentemente
alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em outras modalidades,
pelo menos um entre Ry e R, € metila. Em ainda outras modalidades, R4 e
também R, sao metila.
Em algumas modalidades, pelo menos um entre D e E é um a-

mino&cido natural ou ndo-natural substituido com um lipideo ou hidrocarbo-
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neto de alto peso molecular. Em outras modalidades, pelo menos um entre
D e E esta anexado a um ligante formador de macrociclo adicional. Em ainda
outras modalidades, uma estrutura secundaria do macrociclo peptidomiméti-
co € mais estavel do que uma estrutura secundaria correspondente de um
polipeptideo ndo-macrociclico correspondente. Em algumas modalidades, o
macrociclo peptidomimético compreende uma hélice a. A hélice o pode
compreender, por exemplo, entre 1 volta e 5 voltas. Em outras modalidades,
a hélice o € mais estavel do que uma hélice a de um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente. O ligante formador de macrociclo pode abarcar
entre 1 volta e 5 voltas da hélice a, tal como aproximadamente 1,2, 3, 40u5
voltas da hélice a. O comprimento do ligante formador de macrociclo pode
ser, por exemplo, cerca de 5 A e cerca de 9 A por volta da hélice . Em al-
gumas modalidades, o ligante formador de macrociclo abarca aproximada-
mente 1 volta da hélice a. Nessas modalidades, o comprimento do ligante
formador de macrociclo pode ser aproximadamente igual ao comprimento de
cerca de 6 ligagbes carbono-carbono a cerca de 14 ligagbes carbono-
carbono, ou pode ser igual ao comprimento de cerca de 8 ligagées carbono-
carbono a cerca de 12 ligagdes carbono-carbono. Em modalidades afins, o
macrociclo pode compreender um anel de cerca de 18 atomos a 26 atomos.

Em outras modalidades, o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 2 voltas da hélice a. Em algumas modalidades, o compri-
mento do ligante formador de macrociclo pode ser aproximadamente igual
ao comprimento de entre cerca de 8 ligagdes carbono-carbono e cerca de 16
ligagbes carbono-carbono, ou pode ser aproximadamente igual ao compri-
mento de cerca de 10 ligagdes carbono-carbono a cerca de 13 ligagdes car-
bono-carbono. Em modalidades afins, o macrociclo pode compreender um
anel de cerca de 29 atomos a cerca de 37 atomos.

Em algumas modalidades, um aminoacido util na sintese do ma-

crociclo peptidomimético da invengdo € um composto da Férmula lla ou llb:
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T
IN
Q, Ry Qn R
R, Ra\
\T C02R11 C()2R11
R10 R10
lla IIb

em que

R1 e Rz sdo independentemente alquila, alquenila, alquinila, ari-
lalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, ndo-substituida
ou substituida com halo—;

cada Q e T é selecionado independentemente no grupo que
consiste em alquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, arileno, heteroari-
leno e [-Rs-K-R4-Jn,cada um deles sendo nao-substituido ou substituido com
Rs;

KéO, S, SO, SO, CO, CO,, ou CONR3;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, aril-alquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituidos com Rs;

R4 € alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, cicloal-
quileno, heterocicloalquileno, arileno, ou heteroarileno;
cada Rs € independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rs)2, -SRe,
-SORg, -SO2Rg, -CO2Rg, um grupamento fluorescente, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;
cada Rs € independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila,
cicloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente, um radioi-
s6topo ou um agente terapéutico;

Rz e Rg sédo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquilalquila, heteroalquilalquila, ou heterocicloalquila;

R10 € Rq1 s&@o independentemente —H ou qualquer grupo protetor

apropriado para a sintese de peptideos;
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g e h s&o independentemente um nimero inteiro entre 0 e 5, on-
de g+h é maiordo que 1; e

n € um ndmero inteiro entre 1 e 5.

Em algumas modalidades, o composto € um composto da Foér-
mula lla e Ry € alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em outras
modalidades, o composto é um composto da Férmula lib e R; é alquila, ndo-
substituida ou substituida com halo—. Em ainda outras modalidades, o com-
posto € um composto da Férmula lla e R, é alquila ndo-substituida. Por e-
xemplo, Ry pode ser metila. Em ainda outras modalidades, o composto é um
composto da Formula Ilb e R, é alquila ndo-substituida. Por exemplo, R; po-
de ser metila. Em algumas modalidades dos compostos da invengéo, pelo
menos um entre Ro e Ryp € um grupo protetor apropriado para a sintese de
peptideos. Em outro aspecto, a presente invengdo fornece ainda kits que
compreendem os compostos da invengdo ou outros analogos de aminoaci-
dos uteis na preparagéo dos macrociclos peptidomiméticos da invengao jun-
to com reagentes de macrociclizagdo como aqui descritos.

Em algumas modalidades, a invengdo fornece um kit que com-
preende:

.- a) pelo menos um composto selecionado no grupo que consiste

em compostos das Formulas lla e llb:

\\ “

\
Tg
~
Qh R1 Qh R2
R )4 Re N )4
CO,R 44 T COzR44
R1o R1o
lla lib

em que
R1 e Rz sdo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, nao-

substituida ou substituida com halo-:
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cada Q e T € independentemente selecionado no grupo que
consiste em alquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, arileno, heteroari-
leno e [-Rs-K-R4-]n, cada um deles sendo ndo-substituido ou substituido com
Rs;

Ke O, S, SO, SO,, CO, CO,, ou CONR3;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituida com Rs;

R4 € alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, cicloal-
quileno, heterocicloalquileno, arileno, ou heteroarileno:
cada Rs € independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rg)2, -SRe,
-SORs, -SO2Rs, -COzRs, um grupamento fluorescente, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;
cada Re € independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila,
cicloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente, um radioi-
sotopo ou um agente terapéutico;

Rz e Rg sdo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquilalquila, heteroalquilalquila, ou heterocicloalquila;

R10 € Ry1 sd0 independentemente —H ou qualquer grupo protetor
apropriado para a sintese de peptideos;

g e h sdo independentemente um numero inteiro entre 0 e 5;

n € um numero inteiro entre 1 e 5; e

b) um reagente de macrociclizagao.

Em algumas modalidades, o kit compreende um composto da
Férmula lla e Ry é alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em
modalidades afins, Ry é alquila ndo-substituida. Por exemplo, Ry pode ser
metila. Em outras modalidades, o kit compreende um composto da Formula
llb e R, é alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em modalidades
afins, Rz € alquila ndo-substituida. Por exemplo, R, pode ser metila.

Em algumas modalidades, um kit compreende pelo menos um
composto da Férmula lla e pelo menos um composto da Férmula llb. Um kit

da invengao pode compreender também um composto da Férmula lla ou
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Fc')rmula llb no qual pelo menos um entre Ry e Ryp € um grupo protetor apro-
priado para a sintese de peptideos. Em modalidades especificas do kit da
invengao, o reagente de macrociclizagdo é um reagente de Cu. Em ainda
outras modalidades do kit da invengéo, o reagente de macrociclizagdo é um
reagente de Ru.

A presente invengao fornece também um método para sintetizar
um macrociclo peptidomimético, sendo que o método compreende as etapas

de colocar um precursor de peptidomimético da Férmula 11l ou Formula IV:

O
Rz Re
[D]v/ [A]x'[B]y'[C]z [E]w
Ry Ly '-Iz R2
Il N3
Ri2 (Férmula i)
O
Rz Re
[D]v/ [A]x_[B]y—[C]Z [E]W
Ri L4 2 Ro
N5, [ ]
R1 (Férmula IV)

em contato com um reagente de macrociclizagao;
emquev,w, XY,z A B, C D,E, Ry, R, R;, Rg, L1 e L, sdo como definidos
acima; R12 € —H quando o reagente de macrociclizagdo & um reagente de Cu
e Rq2 € —H ou alquila quando o reagente de macrociclizagdo é um reagente
de Ru; e ainda onde a dita etapa de colocar em contato resulta em uma liga-
¢ao covalente sendo formada entre o alquino e o grupamento azida na Fér-
mula 1l ou Férmula 1V. Por exemplo, R, pode ser metila quando o reagente
de macrociclizagéo é um reagente de Ru.

Em algumas modalidades do método da invengdo, pelo menos
um entre Ry e Rz € alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, ciclo-
alquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, ndo-substituida ou substitu-

ida com halo—. Em modalidades afins, R; e R, sdo independentemente alqui-
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la, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila,
ou heterocicloalquila, ndo-substituida ou substituida com halo—-.

Por exemplo, pelo menos um entre Ry e R, pode ser alquila,
ndo-substituida ou substituida com halo—. Em outro exemplo, Ry e também
Rz séo independentemente alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—
. Em algumas modalidades, pelo menos um entre Ry e R, € metila. Em ou-
tras modalidades, R e Rz sdo metila. O reagente de macrociclizagdo pode
ser um reagente de Cu. Alternativamente, o reagente de macrociclizagdo
pode ser um reagente de Ru.

Em algumas modalidades, o precursor peptidomimético é purifi-'
cado antes da etapa de colocar em contato. Em outras modalidades, o ma-
crociclo peptidomimético é purificado depois da etapa de colocar em contato.
Em ainda outras modalidades, o macrociclo peptidomimético & redobrado
depois da etapa de colocar em contato. O método pode ser realizado em
solugdo, ou, alternativamente, o método pode ser realizado sobre um supor-
te solido.

Esta previsto também nesta invencéo realizar o método da in-
vengao na presenga de uma macromolécula-alvo que se liga ao precursor
peptidomimético ou macrociclo peptidomimético sob condicdes que favore-
cem a dita ligagdo. Em algumas modalidades, o método é realizado na pre-
senga de uma macromolécula-alvo que se liga preferencialmente ao precur-
sor peptidomimético ou macrociclo peptidomimético sob condigdes que favo-
recem a dita ligagdo. O método pode ser aplicado também para sintetizar
uma biblioteca de macrociclos peptidomiméticos.

O macrociclo peptidomimético resultante de um método da in-
vengao pode compreender uma hélice a em solugédo aquosa. Por exemplo, o
macrociclo peptidomimético pode apresentar maior estrutura helicéide a em
solugdo aquosa em comparagédo com um polipeptideo ndo-macrociclico cor-
respondente. Em algumas modalidades, o macrociclo peptidomimético apre-
senta maior estabilidade térmica em comparagcdo com um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente. Em outras modalidades, o macrociclo pepti-

domimetico apresenta maior atividade bioldgica em comparagdo com um
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polipeptideo ndo-macrociclico correspondente. Em ainda outras modalida-
des, o macrociclo peptidomimético apresenta maior resisténcia contra de-
gradagéo proteolitica em comparagédo com um polipeptideo ndo-macrociclico
correspondente. Em ainda outras modalidades, o macrociclo peptidomiméti-
co apresenta maior capacidade de penetrar em células vivas, em compara-
¢ao com um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente.

Em algumas modalidades, o grupamento alquino do precursor
peptidomimeético da Férmula Il ou Férmula IV é uma cadeia lateral de um
aminoacido selecionada no grupo que consiste em L-propargilglicina, D-
propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentindico, acido (R)-2-amino-2-
metil-4-pentindico, acido (S)-2-amino-2-metil-5-hexindico, acido (R)-2-amino-
2-metil-5-hexindico, &acido (S)-2-amino-2-metil-6-heptindico, acido (R)-2-
amino-2-metil-6-heptindico, acido (S)-2-amino-2-metil-7-octinbico, acido (R)-
2-amino-2-metil-7-octindico, acido (S)-2-amino-2-metil-8-nonindico, acido
(R)-2-amino-2-metil-8-nonindico e o grupamento azida do precursor pepti-
domimeético da Férmula il ou Férmula IV é uma cadeia lateral de um amino-
acido selecionado no grupo que consiste em e-azido-L-lisina, e-azido-D-
lisina, e-azido-alfa-metil-L-lisina, 8-azido-alfa-metil-D-lisina, 5-azido-alfa-metil-
L-ornitina, e §-azido-alfa-metil-D-ornitina.

Em algumas modalidades, x+y+z é 3, e A, B e C s3do indepen-
dentemente aminoéacidos naturais ou ndo-naturais. Em outras modalidades,
x+y+z € 6, e A, B e C sédo independentemente aminoacidos naturais ou nio-
naturais.

Em algumas modalidades, o reagente de macrociclizagdo & um
reagente de Cu e a etapa de colocar em contato é realizada em um solvente
selecionado no grupo que consiste em solvente protico, solvente aquoso,
solvente organico, e misturas deles. Por exemplo, o solvente pode ser esco-
lhido no grupo que consiste em H,0, THF/H,0, tBuOH/H,O, DMF, DIPEA,
CH;CN, CH:Clz, CICH,CH,CI ou uma mistura deles. Em outras modalidades,
o reagente de macrociclizagdo é um reagente de Ru e a etapa de colocar em
contato e realizada em um solvente organico. Por exemplo, o solvente pode
ser DMF, THF, CH3CN, CH,Cl, ou CICH,CH,CI. O solvente pode ser um sol-
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vente que favorece a formagéao de hélices.
Em algumas modalidades, o macrociclo peptidomimético resul-

tante da realizagdo do método da invengao tem a Férmula (1):
0 0

R7 RB

/N
Al -[B).-[C
o1 Akl (CL [Elw

R4 Ry
L (Férmula )

ondev,w, xYy,zA,B,C,D, E, Ry, Ry, R, Rg, e L sdo como de-
finidos acima.
INCORPORACAO POR REFERENCIA

Todas publicagdes, patentes, e pedidos de patente mencionados

neste relatorio descritivo sdo aqui incorporados como referéncia até o mes-
mo grau como se cada publicagdo, patente ou pedido de patente individual
fosse especifica e individualmente indicado para ser incorporado como refe-
réncia.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Definigdes

Como aqui utilizado, o termo "macrociclo” refere-se a uma molé-

cula que tem uma estrutura quimica que inclui um anel ou ciclo formado por
pelo menos 9 atomos ligados de forma covalente.

Como aqui utilizado, o termo "macrociclo peptidomimético" refe-
re-se a um composto que compreende uma pluralidade de residuos de ami-
noacidos unidos por uma pluralidade de ligagbes peptidicas e pelo menos
um ligante formador de macrociclo que forma um macrociclo entre o carbono
a de um residuo de aminoacido de ocorréncia natural ou de um residuo de
aminoacido de ocorréncia nédo-natural ou de um residuo de analogo de ami-
noacido e o carbono a de outro residuo de aminoacido de ocorréncia natural
ou de um residuo de aminoacido de ocorréncia ndo-natural ou de um resi-
duo de andlogo de aminoacido. Os macrociclos peptidomiméticos incluem
opcionalmente uma ou mais ligagbes nao-peptidicas entre um ou mais resi-

duos de aminoacidos e/ou residuos de analogos de aminodcidos, e incluem
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opcionalmente um ou mais residuos de aminoacidos de ocorréncia nio-
natural, ou residuos de analogos de aminoacidos além daqueles que formam
0 macrociclo.

Como aqui utilizado, o termo "estabilidade" refere-se a manuten-
¢do de uma estrutura secundéria definida em solugdo por um macrociclo
peptidomimeético da invengdo, medida por dicroismo circular, RMN ou outra
medida biofisica, ou resisténcia a degradagao proteolitica in vitro ou in vivo.
Os exemplos n&o-limitativos de estruturas secundarias contempladas nesta
invengao sao hélices a, voltas B, folhas  pregueadas.

Como aqui utilizado, o termo "estabilidade helicoide" refere-se a
manutengao de uma estrutura helicdide a por um macrociclo peptidomiméti-
co da inveng&o, medida por dicroismo circular. Por exemplo, em algumas
modalidades, os macrociclos peptidomiméticos da invengao apresentam pe-
lo menos um aumento de 1,25, 1,5, 1,75 ou 2 vezes em helicidade a, deter-
minada por dicroismo circular, em comparagdo com um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente.

O termo "a-aminoacido” ou simplesmente "aminoacido" refere-se
a uma molécula que contém um grupo amino e também um grupo carboxila
ligados a a um carbono que é designado carbono a. Os aminoacidos apro-
priados incluem, sem limitagbes, os isbmeros D e L dos aminoacidos de o-
corréncia natural, bem como aminoacidos de ocorréncia nio-natural prepa-
rados por sintese orgénica ou outras rotas metabdlicas. A menos que o con-
texto indique especificamente e forma diferente, o termo aminoacido, como
aqui utilizado, pretende incluir analogos de aminodcidos.

O termo "aminoécido de ocorréncia natural” refere-se a qualquer
um dos vinte aminoacidos encontrados comumente em peptideos sintetiza-
dos na natureza, e conhecidos pelas abeviaturas de uma letra A, R, N, C, D,
QEGHILLKMFPSTW,YeV.

O termo "anédlogo de aminoacido” refere-se a uma molécula que
€ estruturalmente similar a um aminoacido e que pode ser substituido por
um aminoacido na formagado de um macrociclo peptidomimético. Os analo-

gos de aminoacidos incluem, sem limitacbes, os compostos que sdo estrutu-
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ralmente idénticos a um aminoacido, como aqui definido, exceto pela inclu-
sao de um ou mais grupos metileno adicionais entre o grupo amino e carbo-
xila (por exemplo, a-amino-B-carbéxi-acidos), ou pela substituicdo o grupo
amino ou carboxila por um grupo similarmente reativo (por exemplo, substi-
tuicdo da amina primaria por uma amina secundaria ou terciaria, ou substitu-
icdo do grupo carboxila por um éster).

Um residuo de aminoacido "ndo-essencial" é um residuo que
pode ser alterado a partir de uma sequéncia do tipo selvagem de um poli-
peptideo (por exemplo, um dominio BH3 ou o dominio ligante p53 MDM2)
sem abolir ou alterar substancialmente sua atividade bioldgica ou bioquimica
essencial (por exemplo, ligagdo ou ativagdo de receptor). Um residuo de a-
minoacido "essencial" é um residuo que, quando alterado a partir da se-
quéncia do tipo selvagem do polipeptideo, resulta em abolir ou abolir subs-
tancialmente a atividade bioldgica ou biogimica essencial do polipeptideo.

Uma "substitui¢do conservativa de aminoacido” é uma na qual o
residuo de aminoacido é substituido por um residuo de aminoacido que tem
uma cadeia lateral similar. As familias de residuo de aminoéacidos que tém
cadeias laterais similares foram identificadas nessas técnicas. Estas familias
incluem aminoacidos com cadeias laterais basicas (por exemplo, K, R, H),
cadeias laterais acidas (por exemplo, D, E), cadeias laterais polares sem
carga (por exemplo, G, N, Q, S, T, Y, C), cadeias laterais apolares (por e-
xemplo, A, V, L, |, P, F, M, W), cadeias laterais beta-ramificadas (por exem-
plo, T, V, 1) e cadeias laterais aromaticas (por exemplo, Y, F, W, H). Assim
sendo, um residuo de aminoacido nao-essencial previsto em um polipepti-
deo BH3, por exemplo, é de preferéncia substituido por outro residuo de a-
minoacido da mesma familia de cadeia lateral.

O termo "membro”, como aqui utilizado,em conjunto com macro-
ciclos ou ligantes formadores de macrociclos, refere-se aos atomos que for-
mam ou podem formar o macrociclo, e exclui &tomos de substituintes ou ca-
deias laterais. Por analogia, ciclodecano, 1,2-diflGor-decano e 1,3-dimetil-
ciclodecano sao todos considerados macrociclos com dez membros, pois os

substituintes hidrogénio ou flior ou as cadeias laterais metila no participam
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da formagao do macrociclo.

O simbolo / quando utilizado como parte de uma estrutura
molecular refere-se a uma ligagdo simples ou uma ligagdo dupla trans ou cis.

O termo "cadeia lateral de aminoéacido” refere-se a um grupa-
mento anexado ao carbono a em um aminoéacido. Por exemplo, a cadeia
lateral de aminoéacido para alanina é metila, a cadeia lateral de aminoacido
para fenilalanina & fenil-metila, a cadeia lateral de aminoacido para cisteina é
tiometila, a cadeia lateral de aminoacido para aspartato é carboxi-metila, a
cadeia lateral de aminoacido para tirosina é 4-hidroxi-fenil-metila, etc. Outras
cadeias laterais de aminoacidos de ocorréncia ndo-natural também estio
incluidas, por exemplo, aquelas que ocorrem na natureza (por exemplo, um
metabolito de aminoacido) ou aquelas que sdo fabricadas sinteticamente
(por exemplo, um aminoacido a,a-dissubstituido).

O termo "polipeptideo” engloba dois aminoacidos de ocorréncia
natural ou ndo-natural unidos por uma ligagao covalente (por exemplo, uma
ligagédo amida). Os polipeptideos, como aqui descritos, incluem proteinas de
comprimento inteiro (por exemplo, proteinas completamente processadas),
bem como sequéncias de aminoacidos mais curtas (por exemplo, fragmen-
-tos de proteinas de ocorréncia natural ou fragmentos de polipeptideos sinté-
ticos).

O termo "reagente de macrociclizagio", como aqui utilizado, re-
fere-se a qualquer reagente que pode ser usado para preparar um macroci-
clo peptidomimético da invengéo, mediando a reagdo entre uma azida e um
alquino. Tais reagentes incluem, sem limitagdes, reagentes de Cu, tais como
os reagentes que produzem uma espécie Cu(l) reativa, tal como CuBr, Cul
ou CuOTf, bem como sais de Cu(ll) tais como Cu(CO2CHz)z, CuSO., e CuCl,
que podem ser convertidos in situ em um reagente Cu(l) reativo pela adicéo
de um agente redutor, tal como acido ascorbico ou ascorbato de sodio. Os
reagentes de macrociclizagdo incluem adicionalmente, por exemplo, reagen-
tes de Ru conhecidos nessas técnicas tais como Cp*RuCl{PPhs),,
[Cp*RuCl]s ou outros reagentes de Ru que podem produzir uma espécie

Ru(ll) reativa.
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O termo "halo" ou "halogénio” refere-se a fltior, cloro, bromo ou
iodo ou um seu radical.

O termo "alquila” refere-se a uma cadeia hidrocarbdnica que é
uma cadeia linear ou cadeia ramificada, que contém o nimero indicado de
atomos de carbono. Por exemplo, C4-C4q indica que o grupo tem entre 1 e 10
(inclusive) atomos de carbono nele. Na auséncia de qualquer designacao
numeérica, "alquila” é uma cadeia (linear ou ramificada) que tem 1 a 20 (in-
clusive) atomos de carbono nela.

O termo "alquileno” refere-se a uma alquila bivalente (isto &, -R-).

O termo "alquenila” refere-se a uma cadeia hidrocarbénica que é
uma cadeia linear ou cadeia ramificada que tem uma ou mais ligacdes du-
plas carbono-carbono. O grupamento alquenila contém o niimero indicado
de atomos de carbono. Por exemplo, C»-C+ indica que o grupo tem entre 2 e
10 (inclusive) atomos de carbono nele. O termo "alquenila inferior" refere-se
a uma cadeia alquenila de C,-Cs. Na auséncia de qualquer designagdo nu-
mérica, "alquenila” é uma cadeia (linear ou ramificada) que tem 2 a 20 (in-
clusive) atomos de carbono nela.

O termo "alquinila” refere-se a uma cadeia hidrocarbénica que &

-uma cadeia.linear ou cadeia ramificada que tem uma ou mais ligacoes triplas

carbono-carbono. O grupamento alquinila contém o nimero indicado de a-
tomos de carbono. Por exemplo, C,-C+ indica que o grupo tem entre 2 e 10
(inclusive) atomos de carbono nele. O termo "alquinila inferior" refere-se a
uma cadeia alquinila de C,-Cs. Na auséncia de qualquer designagao numeéri-
ca, "alquinila” € uma cadeia (linear ou ramificada) que tem 2 a 20 (inclusive)
atomos de carbono nela.

O termo "arila" refere-se a um sistema anelar aromatico monoci-
clico com 6 carbonos ou biciclico com 10 carbonos, onde 0, 1, 2, 3, ou 4 a-
tomos de cada anel sdo substituidos com um substituinte. Os exemplos de
grupos arila incluem fenila, naftila e similares. O termo "arilalquila” ou o ter-
mo "aralquila” refere-se a alquila substituida com uma arila. O termo "arilal-
coxi" refere-se a um alcoxi substituido com arila.

"Arilalquila” refere-se a um grupo arila, como definido acima, on-
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de um dos atomos de hidrogénio do grupo arila foi substituido por um grupo
alquila de C4-Cs, como definido. Os exemplos representativos de um grupo
arilalquila incluem, porém sem limitagdes, 2-metilfenila, 3-metilfenila, 4-metil-
fenila, 2-etilfenila, 3-etilfenila, 4-etilfenila, 2-propilfenila, 3-propilfenila, 4-
propilfenila, 2-butilfenila, 3-butilfenila, 4-butilfenila, 2-pentilfenila, 3-
pentilfenila, 4-pentilfenila, 2-isopropilfenila, 3-isopropilfenila, 4-isopropilfenila,
2-isobutilfenila,  3-isobutilfenila, 4-isobutilfenila, 2-sec-butilfenila, 3-sec-
butilfenila, 4-sec—butilfenila, 2-t-butilfenila, 3-t-butilfenila e 4-t-butilfenila.

"Arilamido" refere-se a um grupo arila, como definido acima, on-
de um dos atomos de hidrogénio do grupo arila foi substituido por um ou
mais grupos -C(O)NH,. Os exemplos representativos de um grupo aril-amido
incluem 2-C(O)NH2-fenila, 3-C(O)NH-fenila, 4-C(O)NH,-fenila, 2-C(O)NH,-
piridila, 3-C(O)NH.-piridila, e 4-C(O)NHz-piridila.

"Alquil-heterociclo” refere-se a um grupo alquila de C4-Cs, como

definido acima, onde um dos dtomos de hidrogénio do grupo alquila de C4-Cs
foi substituido por um heterociclo. Os exemplos representativos de um grupo
alquil-heterociclo incluem, porém sem limitagdes, -CH,CHz-morfolina, -
CH2CH,-piperidina, -CH,CH,CH,-morfolina, e -CH,CH,CH,-imidazol.
- — ——- "Alquilamido” refere-se a um grupo alquila de_C;-Cs, como defi-
nido acima, onde um dos atomos de hidrogénio do grupo alquila de C4-Cs foi
substituido por um grupo -C(O)NH,. Os exemplos representativos de um
grupo alquilamido incluem, porém sem limitagdes, -CHy-C(O)NH,, -CH,CH,-
C(O)NH2, -CH2CH,CH,C(O)NH,, -CH,CH,CH,CH,C(O)NH,, -CH,CH,CH,
CH2CH2C(O)NHz,  -CHCH(C(O)NH3)CH3,  -CH2CH(C(O)NH2)CHLCH3, -
CH(C(O)NH2)CH,CHj3 e -C(CH3),CH,C(O)NH..

"Alcanol" refere-se a um grupo alquila de C4-Cs, como definido
acima, onde um dos atomos de hidrogénio do grupo alquila de C4-Cs foi
substituido por um grupo hidroxila. Os exemplos representativos de um gru-
po alcanol incluem, porém sem limitagbes, -CH,OH, -CH,CH,OH, -
CH,CH,CH,OH,  -CH,CH,CH,CH,OH, -CH,CH,CH, CH,CH,OH, -
CH,CH(OH)CHj3, -CH;CH(OH)CH,CHg, -CH(OH)CH3 e -C(CH3),CH,0OH.

"Alquilcarboxi” refere-se a um grupo alquila de C4-Cs, como defi-
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nido acima, onde um dos 4tomos de hidrogénio do grupo alquila de C4-Cs foi
substituido por um grupo --COOH. Os exemplos representativos de um gru-
po alquilcarbdxi  incluem, porém sem limitagbes, -CH,COOH,
-CH2CH,COOH, -CH,;CH,CH,COOH, -CH,CH,CH,CH,COOH,
-CH2CH(COOH)CHj3, -CH,CH,;CH,CH,CH,COOH, -CH,CH(COOH)CH,CHj,
-CH(COOH)CH,CHj3 e -C(CH3),CH,COOH.

O termo "cicloalquila", como aqui empregado, inclui grupos hi-
drocarbénicos ciclicos saturados e parcialmente insaturados que tém 3 a 12
carbonos, de preferéncia 3 a 8 carbonos, e mais preferivelmente, 3 a 6 car-
bonos, onde o grupo cicloalquila é além disso opcionalmente substituido.
Alguns grupos cicloalquila incluem, sem limitacdes, ciclopropila, ciclobutila,
ciclopentila, ciclopentenila, ciclo-hexila, ciclo-hexenila, ciclo-heptila, e ciclo-
octila.

O termo "heteroarila" refere-se a um sistema anelar aromatico
monociclico com 5-8 membros, biciclico com 8-12 membros, ou triciclico
com 11-14 membros, tendo 1-3 heteroatomos caso monociclico, 1-6 hete-
roatomos caso biciclico, ou 1-9 heteroatomos caso triciclico, sendo os ditos
heteroatomos selecionados entre O, N, ou S (por exemplo, atomos de car-
bono 1-3, 1-6, ou 1-9 heterodtomos de O, N, ou S caso monociclico, bicicli-
co, ou triciclico, respectivamente), onde 0, 1, 2, 3, ou 4 atomos de cada anel
s@o substituidos com um substituinte. Os exemplos de grupos heteroarila
incluem piridila, furila ou furanila, imidazolila, benzimidazolila, pirimidinila,
tiofenila ou tienila, quinolinila, indolila, tiazolila, e similares.

O termo "heteroaril-alquila” ou o termo "heteroaralquila" refere-se
a uma alquila substituida com uma heteroarila. O termo "heteroaril-alcoxi"
refere-se a um alcdxi substituido com heteroarila.

O termo "heteroarilalquila" ou o termo "heteroaralquila" refere-se
a uma alquila substituida com uma heteroarila. O termo "heteroarilalcoxi"
refere-se a um alcoxi substituido com heteroarila.

O termo "heterociclila” refere-se a um sistema anelar nao-
aromatico monociclico com 5-8 membros, biciclico com 8-12 membros, ou

triciclico com 11-14 membros, tendo 1-3 heteroatomos caso monociclico, 1-6
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heteroatomos caso biciclico, ou 1-9 heteroatomos caso triciclico, sendo os
ditos heteroatomos selecionados entre O, N, ou S (por exemplo, dtomos de
carbono e 1-3, 1-6, ou 1-9 heteroatomos de O, N, ou S caso monociclico,
biciclico, ou ftriciclico, respectivamente), onde 0, 1, 2 ou 3 atomos de cada
anel s&o substituidos com um substituinte. Os exemplos de grupos heteroci-
clila incluem piperazinila, pirrolidinila, dioxanila, morfolinila, tetra-
hidrofuranila, e similares.

O termo "substituintes” refere-se a um grupo "substituido"de um
grupo alquila, cicloalquila, arila, heterociclila, ou heteroarila em qualquer a-
tomos desse grupo. Os substituintes apropriados incluem, sem limitagées, os
grupos halo, hidroxi, mercapto, oxo, nitro, haloalquila, alquila, alcarila, arila,
aralquila, alcoxi, tioalcéxi, arildxi, amino, alcoxicarbonila, amido, carbdxi, al-
canossulfonila, alquilcarbonila, e ciano.

Em algumas modalidades, os compostos desta invengdo contém
um ou mais centros assimétricos, e assim sendo, ocorrem como racematos
e misturas racémicas, enantidmeros individuais, diastereocisdmeros individu-
ais e misturas diastereocisoméricas. Todas estas formas isoméricas destes
compostos estao incluidas na presente invengdo, a menos que expressa-
mente indicado. de forma diferente. Em algumas modalidades, os compostos
desta inveng&o sdo representados também em multiplas formas tautoméri-
cas, e em tais casos, a invengao inclui todas formas tautoméricas dos com-
postos aqui descritos (por exemplo, caso a alquilagdo de um sistema anelar
resulte em alquilagdo em multiplos sitios, a invengao inclui todos esses pro-
dutos da reagéo). Todas essas formas isoméricas desses compostos estdo
incluidas na presente invengdo, a menos que expressamente indicado de
forma diferente. Todas formas cristalinas dos compostos aqui descritos es-
tao incluidas na presente invengdo, a menos que expressamente indicado
de forma diferente.

Como aqui utilizados, os termos "aumento” e "decréscimo” signi-
ficam, respectivamente, causar um aumento ou decréscimo estatisticamente
significante (isto é, p < 0,1) de pelo menos 5%.

Como aqui utilizada, a citagcdo de uma faixa numérica para uma
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variavel pretende inferior que a invengao pode ser praticada com a variavel
igual a qualquer um dos valores dentro daquela faixa. Assim sendo, para
uma variavel que é inerentemente distinta, a variavel é igual a qualquer valor
de numero inteiro dentro da faixa numérica, incluindo os limites da faixa. Si-
milarmente, para uma variavel que é inerentemente continua, a variavel é
igual a qualquer valor real dentro da faixa numérica, incluindo os limites da
faixa. Como um exemplo, e sem limitagdes, uma variavel é descrita como
tendo valores entre 0 e 2 toma os valores 0, 1 ou 2 caso a variavel seja ine-
rentemente distinta, e toma os valores 0,0, 0,1, 0,01, 0,001, ou quaisquer
outros valores reais 2 0 e < 2 caso a variavel seja inerentemente continua.

Como aqui utilizada, a menos que especificamente indicado de
forma diferente, a palavra "ou" é utilizada no sentido inclusivo de "e/ou" e
nao no sentido excludente de "um ou outro".

Os detalhes de uma ou mais modalidades especificas da inven-
¢ao estdo enunciados nos desenhos e na descrigdo abaixo. Outras caracte-
risticas, objetos, e vantagens da inveng&o ficardo evidentes a partir da des-
cricéo e dos desenhos, e a partir das reivindicagdes.

Macrociclos Peptidomiméticos da Invencao

A presente invengao fornece um macrociclo peptidomimético da

Férmula (1):
o] O
R7 Rg

N aq—N
[D]v/ [Al-[B)-[CE

[Elw

(Férmula 1)
em que:
cada A, C, D, e E é independentemente um aminoacido natural ou nio-
natural;
. B € um aminoacido natural ou ndo-natural, andlogo de aminoa-
AN
cido, " O ,[-NH-L3-CO-], [-[NH-L3-SO,-], ou [-NH-Ls-]:

R1 e Ry séo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
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arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila,
nao-substituidos ou substituidos com halo—;

R3 € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituidos com Rs;

L é um ligante formador de macrociclos da formula

y‘“\L1 ) z/ﬁv
(/\/A/NH
=N/ ;

L+, L2 e L3 s&o independentemente alquileno, alquenileno, alqui-
nileno, heteroalquileno, ciclo-alquileno, heterociclo-alquileno, ciclo-arileno,
heterociclo-arileno, ou [-R4-K-R4-]n, sendo cada um opcionalmente substitui-
do com Rs;
cada R4 € alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, cicloalquileno,
heterocicloalquileno, arileno, ou heteroarileno;

cadaKé O, S, SO, SO,, CO, CO,, ou CONR;3;

cada Rs é independentemente halogénio, alquila, -ORg, -N(Re)2,

-SRg, -SORs, -SO2Rg, -CO2R6, um grupamento fluorescentee, um radioisoto-

po_ou um agente terapéutico; i .

cada Rs € independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
aril-alquila, ciclo-alquil-alquila, heterociclo-alquila, um grupamento fluores-
cente, um radioisétopo ou um agente terapéutico;

Rz € —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, hete-
roalquila, cicloalquilalquila, heterocicloalquila, cicloarila, ou heterocicloarila,
opcionalmente substituidos com Rs, ou parte de uma estrutura ciclica com
um residuo D;

Rs € —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, hete-
roalquila, cicloalquilalquila, heterocicloalquila, cicloarila, ou heterocicloarila,
opcionalmente substituidos com Rs, ou parte de uma estrutura ciclica com
um residuo E;

VvV € um numero inteiro entre 1-1.000;

w € um numero inteiro entre 1-1.000;



10

15

20

25

30

21

X € um ndmero inteiro entre 0-10;

y € um numero inteiro entre 0-10;

Z € um numero inteiro entre 0-10; e

n € um namero inteiro entre 1-5.

Em algumas modalidades da invengédo, x+y+z é pelo menos 3.
Em outras modalidades da invengdo, x+y+z é 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10.
Cada ocorréncia de A, B, C, D ou E em um macrociclo ou precursor de ma-
crociclo da invengéo € selecionado independentemente. Por exemplo, uma
sequéncia representada pela formula [Alx, quando x é 3, engloba modalida-
des nas quais 0s aminoacidos nédo s&o idénticos, por exemplo, GIn-Asp-Ala,
bem como modalidades nas quais os aminoacidos sdo idénticos, por exem-
plo, GIn-GIn—GiIn. Isto se aplica para qualquer valor de x, y, ou z nas faixas
indicadas.

Em algumas modalidades, o macrociclo peptidomimético da in-
vengao compreende uma estrutura secundaria que é uma hélice a, e Rg é —
H, permitindo a ligagdo hidrogénio intra-helicéide.

Em outras modalidades, o comprimento do ligante formador de
macrociclo, L, medido a partir de um primeiro Ca até um segundo Ca ¢ sele-
cionado para estabilizar uma estrutura peptidica secundaria, tal como uma
hélice a formada por residuos do macrociclo peptidomimético incluindo, po-
rém n&o necessariamente limitados aquelas entre o primeiro Ca e o segundo
Ca.

Em algumas modalidades, o macrociclo peptidomimético com-
preende pelo menos um modelo de hélice a. Por exemplo, A, B e/ou C no
composto da Formula | incluem uma ou mais hélices a. Como regra geral, as
hélices a incluem entre 3 e 4 residuos de aminoacidos por volta. Em algu-
mas modalidades, a hélice a do macrociclo peptidomimético inclui 1 a 5 vol-
tas e, portanto, 3 a 20 residuos de aminoacidos. Em modalidades especifi-
cas, a hélice a inclui 1 volta, 2 voltas, 3 voltas, 4 voltas, ou 5 voltas. Em al-
gumas modalidades, o ligante formador de macrociclo estabiliza um modelo
de hélice a incluido dentro do macrociclo peptidomimético. Assim sendo, em

algumas modalidades, o comprimento do ligante formador de macrociclo, L,



10

15

20

25

30

22

a partir de um primeiro Ca até um segundo Ca é selecionado para aumentar
a estabilidade de uma hélice a. Em algumas modalidades, o ligante formador
de macrociclo abarca entre 1 volta e 5 voltas da hélice a. Em algumas moda-
lidades, o ligante formador de macrociclo abarca aproximadamente 1 volta, 2
voltas, 3 voltas, 4 voltas, ou 5 voltas da hélice a. Em algumas modalidades,
o comprimento do ligante formador de macrociclo é aproximadamente 5 A a
9 A por volta da hélice a, ou aproximadamente 6 A a 8 A por volta da hélice
a. Quando o ligante formador de macrociclo abarca aproximadamente 1 vol-
ta de uma hélice a, o comprimento ¢é igual a aproximadamente 5 ligagdes
carbono-carbono a 13 ligagdes carbono-carbono, aproximadamente 7 liga-
¢Oes carbono-carbono a ligagdes carbono-carbono, ou aproximadamente 9
ligagdes carbono-carbono. Quando o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 2 voltas de uma hélice a, o comprimento é igual a aproxi-
madamente 8 ligagbes carbono-carbono a 16 ligagbes carbono-carbono, a-
proximadamente 10 ligagdes carbono-carbono a ligagdes 14 carbono-
carbono, ou aproximadamente 12 ligagcdes carbono-carbono. Quando o li-
gante formador de macrociclo abarca aproximadamente 3 voltas de uma hé-
lice a, o comprimento é igual a aproximadamente 14 ligagdes carbono-
carbono a ligagdes 22 carbono-carbono, aproximadamente 16 ligagbes car-
bono-carbono a 20 ligagbes carbono-carbono, ou aproximadamente 18 liga-
¢Oes carbono-carbono. Quando o ligante formador de macrociclo abarca a-
proximadamente 4 voltas de uma hélice a, o comprimento é igual a aproxi-
madamente 20 ligagbes carbono-carbono a 28 ligagdes carbono-carbono,
aproximadamente 22 ligagdes carbono-carbono a 26 ligagbes carbono-
carbono, ou aproximadamente 24 ligagbes carbono-carbono. Quando o li-
gante formador de macrociclo abarca aproximadamente 5 voltas de uma hé-
lice a, o comprimento é igual a aproximadamente 26 ligagdes carbono-
carbono a 34 ligagbes carbono-carbono, aproximadamente 28 ligagdes car-
bono-carbono a 32 ligagdes carbono-carbono, ou aproximadamente 30 liga-
¢Oes carbono-carbono. Quando o ligante formador de macrociclo abarca a-
proximadamente 1 volta de uma hélice q, a ligagdo contém aproximadamen-

te 4 atomos a 12 atomos, aproximadamente 6 atomos a 10 atomos, ou apro-
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ximadamente 8 atomos. Quando o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 2 voltas da hélice q, a ligagdo contém aproximadamente 7
atomos a 15 atomos, aproximadamente 9 atomos a 13 atomos, ou aproxi-
madamente 11 atomos. Quando o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 3 voltas da hélice q, a ligagdo contém aproximadamente
13 atomos a 21 atomos, aproximadamente 15 atomos a 19 atomos, ou apro-
ximadamente 17 atomos. Quando o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 4 voltas da hélice q, a ligagdo contém aproximadamente
19 atomos a 27 atomos, aproximadamente 21 atomos a 25 &tomos, ou apro-
ximadamente 23 atomos. Quando o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 5 voltas da hélice a, a ligacdo contém aproximadamente
25 atomos a 33 atomos, aproximadamente 27 atomos a 31 atomos, ou apro-
ximadamente 29 atomos. Quando o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 1 volta da hélice a, o macrociclo resultante forma um anel
que contém aproximadamente 17 membros a 25 membros, aproximadamen-
te 19 membros a 23 membros, ou aproximadamente 21 membros. Quando o
ligante formador de macrociclo abarca aproximadamente 2 voltas da hélice
a, o macrociclo resultante forma um anel que contém aproximadamente 29
membros a 37 membros, aproximadamente 31 membros a 35 membros, ou
aproximadamente 33 membros. Quando o ligante formador de macrociclo
abarca aproximadamente 3 voltas da hélice a, o macrociclo resultante forma
um anel que contém aproximadamente 44 membros a 52 membros, aproxi-
madamente 46 membros a 50 membros, ou aproximadamente 48 membros.
Quando o ligante formador de macrociclo abarca aproximadamente 4 voltas
da hélice a, o macrociclo resultante forma um anel que contém aproximada-
mente 59 membros a 67 membros, aproximadamente 61 membros a 65
membros, ou aproximadamente 63 membros. Quando o ligante formador de
macrociclo abarca aproximadamente 5 voltas da hélice a, o macrociclo resul-
tante forma um anel que contém aproximadamente 74 membros a 82 mem-
bros, aproximadamente 76 membros a 80 membros, ou aproximadamente
78 membros.

As modalidades explificativas do ligante formador de macrociclo
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Em outras modalidades, D e/ou E sdo ainda modificados para
facilitar a absorgdo celular. Em algumas modalidades, lipidar ou "PEGuila-
¢ao" um macrociclo peptidomimético facilita a absorgao celular, aumenta a
biodisponibilidade, aumenta a circulagdo sanguinea, altera a farmacocinéti-
ca, diminui a imunogenicidade e/ou diminui a frquéncia necessaria de admi-
nistragao.

Em uma modalidade, um macrociclo peptidomimético apresenta
melhores propriedades biolégicas tais como estabilidade estrutural, afinidade
aumentada por um alvo, maior resisténcia @ degradacido proteolitica e/ou

penetrabilidade celular aumentada quando comparado com um polipeptideo
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nao-macrociclico correspondente. Em outra modalidade, um macrociclo pep-
tidomimeético compreende uma ou mais hélices a em solugdes aquosas e/ou
apresenta um maior grau de helicidade a em comparagdo com um polipepti-
deo ndo-macrociclico correspondente. Em algumas modalidades, um ligante
formador de macrociclo aumenta a permeabilidade celular do macrociclo
peptidomimético. Sem desejar ficar ligado a qualquer teoria, conjectura-se
que o ligante formador de macrociclo pode aumentar o carater hidrofébico
global do macrociclo peptidomimético em relagdo a um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente.

Qualquer proteina ou polipeptideo com uma sequéncia de ami-
noacidos primaria conhecida que contém uma estrutura secundaria que su-
postamente confere atividade biolégica € o tema da presente invengéo. Por
exemplo, a sequéncia do polipeptideo pode ser analisada e os analogos de
aminoacidos que contém azida e que contém alquino da invengdo podem
ser susbtituidos nas posigdes apropriadas. As posi¢bes apropriadas sdo de-
terminadas averiguando qual superficie (ou superficies) molecular(es) da
estrutura secundaria é (sdo) necessaria(s) para a atividade biologica e, por-
tanto, através das quais outra(s) superficie(s) os ligantes formadores de ma-
crociclos da invengdo podem formar um macrociclo sem bloquear esterica-
mente a(s) superficie(s) necessarias para a atividade biolégica. Tais deter-
minagoes sao feitas usando métodos tais como cristalografia a raios X de
complexos entre a estrutura secundaria e um parceiro de ligagdo natural pa-
ra visualizar residuos (e superficies) criiticos para a atividade; por mutagé-
nese sequencial de residuos na estrutura secundaria para identificar funcio-
nalmente residuos (e superficies) criticos para a atividade; ou por outros mé-
todos. Por tais determinagtes, os aminoacidos apropriados sio substituidos
pelos analogos de aminoacidos e ligante formador de macrociclos da inven-
¢éo. Por exemplo, para uma estrutura secundaria helicoide a, uma superficie
da hélice (por exemplo, uma superficie molecular que se estende longitudi-
nalmente ao longo do eixo da hélice e radialmente 45-135° ao redor do eixo
da hélice) pode ser necessaria para fazer contato com outra biomolécula in

vivo ou in vitro para a atividade bioldgica. Nesse caso, um ligante formador
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de macrociclo é desenhado para ligar dois carbonos a da hélice, e ao mes-
mo tempo, estendendo-se longitudinalmente ao longo da superficie da hélice
na parte da superficie ndo diretamente necessaria para a atividade.

Em algumas modalidades da invencdo, a sequéncia peptidica é
derivada da familia BCL-2 de proteinas. A familia BCL-2 é definida pela pre-
senga de ate quatro dominios de homologia (BH) de BCL-2 conservados
designados BH1, BH2, BH3, e BH4, todos os quais incluem segmentos heli-
coides a (Chittenden et al., EMBO 14:5589 (1995); Wang et al., Genes Dev.
10:2859 (1996)). As proteinas antiapoptoticas, tais como BCL-2 e BCL-X|,
apresentam conservagao de sequéncia em todos dominios BH. As proteinas
pro-apoptdticas séo divididas em membros da familia "multidominio” (por
exemplo, BAK, BAX), que possuem homologia nos dominios BH1, BH2, e
BH3, e membros da familia "apenas dominio BH3" (por exemplo, BID, BAD,
BIM, BIK, NOXA, PUMA), que contém homologia de sequéncia exclusiva-
mente no segmento helicdide o anfipatico BH3. Os membros da familia BCL-
2 tém a capacidade de formar homodimeros e heterodimeros, sugerindo que
a ligagédo competitiva e a relagdo entre os niveis de proteinas pro-
apoptoticas e antiapoptoéticas dita a suscetibilidade a estimulos de morte. As
proteinas antiapoptéticas funcionam para proteger células contra excesso
pré-apoptotico, isto €, morte celular programada excessiva. As medidas de
"seguranga” adicional incluem regular a transcrigdo de proteinas pro-
apototicas e manté-las como conférmeros inativos, requerendo ativagéo pro-
teolitica, desfosforilagdo, ou mudanga conformacional induzida por ligantes
para ativar fungdes pré-morte. Em certos tipos de células, os sinais de morte
recebidos na membrana plasmatica disparam apoptose por intermédio da via
mitocondrial. As mitocdndrias podem servir como "gatekeeper” da morte ce-
lular sequestrando o citocromo c, um componente critico de um complexo
citosolico que ativa caspase 9, levando a episodios proteoliticos fatais a ju-
sante. As proteinas multidominios tais como BCL-2/BCL-X, e BAK/BAX de-
sempenham papéis duelisticos de guardiads e executoras na membrana mi-
tocondrial, sendo suas atividades reguladas ainda mais por membros ape-

nas BH3 a montante da familia BCL-2. Por exemplo, BID é um membro da
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familia do dominio apenas BH3 de proteinas pré-apoptéticas, e transmite
sinais de morte recebidos na membrana plasmatica para proteinas efetoras
pro-apoptoticas na membrana mitocondrial. BID tem a capacidade de intera-
gir com proteinas pré-apoptéticas e também antiapoptéticas, e depois da
ativagao por caspase 8, dispara a liberagdo do citocromo ¢ e apoptose mito-
condrial. Estudos de delegdo e mutagénese determinaram que o segmento
BH3 helicoide a anfipatico de membros da familia pré-apoptética podem fun-
cionar como um dominio de morte, e assim sendo, podem representar um
modelo estrutural critico para interagir com proteinas apoptéticas multidomi-
o. Estudos estruturais demonstraram que a hélice BH3 pode interagir com
proteinas antiapoptéticas inserindo em um sulco hidrofébico formado pela
interface dos dominios BH1, 2 e 3. BID ativado pode ser ligado e sequestra-
do por proteinas antiapoptética (por exemplo, BCL-2 e BCL-X,) e pode dis-
parar a ativagdo das proteina pré-apoptéticas BAX e BAK, levando a libera-
¢ao do citocromo ¢ e um programa de apoptose mitocondrial. BAD é também
um membro da familia pré-apoptética apenas do dominio BH3, cuja expres-
sdo dispara a ativagdo de BAX/BAK. Em contraste com BID, entretanto, BAD
apresenta ligacao preferencial a membros da familia antiapoptética, BCL-2 e
BCL-X.. Embora o dominio BAD BH3 apresente alta ligagdo por afinidade ao
peptideo BCL-2, BAD BH3 é incapaz de ativar a liberagdo do citocromo ¢ a
partir de mitocdndrias in vitro, sugerindo que BAD nio é um ativador direto
de BAX/BAK. As mitocdndrias que superexpressam BCL-2 s3o resistentes a
liberagdo do citocromo ¢ induzida por BID, mas o cotratamento com BAD
pode restaurar a sensibilidade de BID. A indugdo da apoptose mitocondrial
por BAD parece resultar de: (1) deslocamento de ativadores de BAX/BAK
tais como BID e proteinas semelhantes a BID, a partir da bolsa de ligagao de
BCL-2/BCL-XL, ou (2) ocupagéo seletiva da bolsa de ligagdo de BCL-2/BCL-
XL por BAD para impedir o sequestro de proteinas semelhantes a BID por
proteinas antiapoptoticas. Assim sendo, duas classes de proteinas apenas
de dominio BH3 emergiram, proteinas semelhantes a BID que ativam dire-
tamente a apoptose mitocondrial, e proteinas semelhantes a BAD que tém a

capacidade de sensibilizar mitocondrias para pré-apoptéticas semelhantes a
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ocupando as bolsas de ligagdo de proteinas antiapoptéticas multidominio.
Varios domominio helicéides a de proteinas-membros da familia BCL-2 sus-
cetiveis @ metodologia aqui descrita foram descritas (Walensky et al. (2004),
Science 305:1466; e Walensky et al., publicagido de patente n® US
2005/0250680, cujos teores inteiros s&o aqui incorporados como referéncia).
Em outras modalidades, a sequéncia peptidica é derivada da
propteina p53 supressora de tumores que se liga a proteina oncogene
MDM2. O sitio de ligagdo de MDM2 fica localizado dentro de uma regido do
supressor de tumor p53 que forma uma hélice a. Na patente n® US
7.083.983, cujo teor inteiro € aqui incorporado como referéncia, Lane et al.
descrevem que a regido de p53 responsavel pela ligagdo a MDM2 é repre-
sentada aproximadamente pelos aminoacidos 13-31 (PLSQETFSDLWKLL-
PENNV) da proteina P53 humana madura. Outras sequéncias modificadas
descritas por Lane também estdo contempladas na presente invengao. Além
disso, a interagdo de p53 e MDM2 foi discutida por Shair et al. (1997), Chem.
& Biol. 4:791, cujo teor inteiro é aqui incorporado como referéncia, e muta-
¢Oes no gene de p53 foram identificadas em virtualmente metade de todos
casos relatados de cancer. Como tensbes sdo impostas sobre uma célula,
acredita-se que p53 orquestre uma resposta que leva a detengéo do cicloce-
lular e reparo do DNA, ou morte celular programada. Da mesma forma que
as mutagoes no gene de p53 que alteram a fungio da proteina p53 direta-
mente, p53 pode ser alterada por mudangas em MDM2. A proteina MDM2
demonstrou ligar-se a p53 e romper a ativagéo transcricional associando-se
com o dominio de transativagédo de p53. Por exemplo, um peptideo com 11
aminoacidos derivado do dominio de transativagcio de p53 forma uma hélice
a anfipatica de 2,5 voltas que se insere dentro da fenda de MDM2. Assim
sendo, em algumas modalidades, as estruturas inusitadas da hélice a gera-
das pelo método da presente invengdo sdo arquitetadas para gerar estrutu-
ras que se ligam firmemente ao aceptor da hélice e rompem as interagdes
proteina nativa-proteina. Estas estruturas sdo entdo triadas usando técnicas
de alto volume de produgao para identificar peptideos de moléculas peque-

nas ideais. As estruturas inusitadas que rompem a interacdo de MDM2 s3o
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uteis para muitas aplicagdes, incluindo, porém sem limitagées, controle de

sarcomas de tecidos mols (que superexpressa MDM2 na presenga de p53

do tipo selvagem). Estes canceres sdo entdo, em algumas modalidades,

mantidos em cheque com moléculas pequenas que interceptam MDM2, im-

pedindo desta forma a supressdo de p53. Adicionalmente, em algumas mo-

dalidades, os rompedores de moléculas pequenas de interagdes MDM2-p53

sao usados como terapia adjuvante para ajudar a controlar e modular o grau

da resposta de apoptose dependente de p53 em quimioterapia convencional.

Uma lista exemplificative ndo-limitativa de sequéncias peptidicas

apropriadas para uso na presente invencgao é fornecida abaixo:

Tabela 1

Sequéncia

(negrito = residuos criticos)

Sequéncia Reticulada

link)

(X = residuo x-

BID-BH3

QEDIIRNIARHLAQVGDSMDRSIPP

QEDIIRNIARHLAXVGDXMDRSIPP

BIM-BH3

DNRPEIWIAQELRRIGDEFNAYYAR

DNRPEIWIAQELRXIGDXFNAYYAR

BAD-BH3

NLWAAQRYGRELRXMSDXFVDSFKK

PUMA-BH3

NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKK

EEQWAREIGAQLRRMADDLNAQYER

EEQWAREIGAQLRXMADXLNAQYER

Hrk-BH3

RSSAAQLTAARLKALGDELHQRTM

RSSAAQLTAARLKXLGDXLHQRTM

NOXAA-BH3

AELPPEFAAQLRQUIGDKVYCTW

AELPPEFAAQLRXIGDXVYCTW

NOXAB-BH3

VPADLKDECAQLRRIGDKVNLRQKL

VPADLKDECAQLRXIGDXVNLRQKL

BMF-BH3

QHRAEVQIARKLQCIADQFHRLHT

QHRAEVQIARKLQXIADXFHRLHT

BLK-BH3

SSAAQLTAARLKALGDELHQRT

SSAAQLTAARLKXLGDXLHQRT

BIK-BH3

CMEGSDALALRLACIGDEMDVSLRA

CMEGSDALALRLAXIGDXMDVSLRA

Bnip3

DIERRKEVESILKKNSDWIWDWSS

DIERRKEVESILKXNSDXIWDWSS

BOK-BH3

GRLAEVCAVLLRLGDELEMIRP

GRLAEVCAVLLXLGDXLEMIRP

BAX-BH3

PQDASTKKSECLKRIGDELDSNMEL

PQDASTKKSECLKXIGDXLDSNMEL

BAK-BH3

PSSTMGQVGRQLAIIGDDINRR

PSSTMGQVGRQLAXIGDXINRR

BCL2L1-BH3

KQALREAGDEFELR

KQALRXAGDXFELR

BCL2-BH3

LSPPVVHLALALRQAGDDFSRR

LSPPVVHLALALRXAGDXFSRR
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Sequéncia

Sequéncia Reticulada

Nome

BH3

(negrito = residuos criticos)

(X = residuo x-link)

BCL-XL-BH3 EVIPMAAVKQALREAGDEFELRY EVIPMAAVKQALRXAGDXFELRY
BCL-W-BH3 PADPLHQAMRAAGDEFETRF PADPLHQAMRXAGDXFETRF
MCL1-BH3 ATSRKLETLRRVGDGVQRNHETA ATSRKLETLRXVGDXVQRNHETA
MTD-BH3 LAEVCTVLLRLGDELEQIR LAEVCTVLLXLGDXLEQIR
MAP-1-BH3 MTVGELSRALGHENGSLDP MTVGELSRALGXENGXLDP
NIX-BH3 VVEGEKEVEALKKSADWVSDWS VVEGEKEVEALKXSADXVSDWS

41CD(ERBB4)-BH3

SMARDPQRILVIQGDDRMKL

SMARDPQRILVXQGDXRMKL

Tabela 1 lista sequéncias humanas que assestam o sitio de ligagdo de BH3

e estdo implicadas em canceres, distarbios autoimunes, doengas metabdli-

cas e outras condigbes de doengas humanas.

Tabela 2

Nome

Sequéncia

Sequéncia reticulada

BH3 -

Poptideos |

(negrito = residuos criticos)

(X = residuo x-link)

BID-BH3

QEDIIRNIARHLAQVGDSMDRSIPP

QEDIIRNIXRHLXQVGDSMDRSIPP

BIM-BH3

DNRPEIWIAQELRRIGDEFNAYYAR

DNRPEIWIXQELXRIGDEFNAYYAR

BAD-BH3

NLWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKK

NLWAAQRYXRELXRMSDEFVDSFKK

PUMA-BH3

EEQWAREIGAQLRRMADDLNAQYER

EEQWAREIXAQLXRMADDLNAQYER

Hrk-BH3

RSSAAQLTAARLKALGDELHQRTM

RSSAAQLTXARLXALGDELHQRTM

NOXAA-BH3

AELPPEFAAQLRQUIGDKVYCTW

AELPPEFXAQLXQUIGDKVYCTW

NOXAB-BH3

VPADLKDECAQLRRIGDKVNLRQKL

VPADLKDEXAQLXRIGDKVNLRQKL

BMF-BH3

QHRAEVQIARKLQCIADQFHRLHT

QHRAEVQIXRKLXCIADQFHRLHT

BLK-BH3

SSAAQLTAARLKALGDELHQRT

SSAAQLTXARLXALGDELHQRT

BIK-BH3

CMEGSDALALRLACIGDEMDVSLRA

CMEGSDALXLRLXCIGDEMDVSLRA

Bnip3

DIERRKEVESILKKNSDWIWDWSS

DIERRKEVXSILXKNSDWIWDWSS
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Sequéncia Sequéncia reticulada

Nome (negrito = residuos criticos) (X = residuo x-link)
Peptideos .
BH3
BOK-BH3 GRLAEVCAVLLRLGDELEMIRP GRLAEVXAVLXRLGDELEMIRP
BAX-BH3 PQDASTKKSECLKRIGDELDSNMEL _|PQDASTKKXECLXRIGDELDSNMEL
BAK-BH3 PSSTMGQVGRQLAIIGDDINRR PSSTMGQVXRQLXIIGDDINRR
BCL2L1-BH3 KQALREAGDEFELR XQALXEAGDEFELR
BCL2-BH3 LSPPVVHLALALRQAGDDFSRR LSPPVVHLXLALXQAGDDFSRR
BCL-XL-BH3 EVIPMAAVKQALREAGDEFELRY  |[EVIPMAAVXQALXEAGDEFELRY
BCL-W-BH3 PADPLHQAMRAAGDEFETRF PADPLXQAMXAAGDEFETRF
MCL1-BH3 ATSRKLETLRRVGDGVQRNHETA _ |ATSRKXETLXRVGDGVQRNHETA
MTD-BH3 LAEVCTVLLRLGDELEQIR LAEVXTVLXRLGDELEQIR
MAP-1-BH3 MTVGELSRALGHENGSLDP MTVGELXRALXHENGSLDP
NIX-BH3 VVEGEKEVEALKKSADWVSDWS  [VVEGEKEXEALXKSADWVSDWS
4ICD(ERBB4)-BH3 [SMARDPQRILVIQGDDRMKL SMARDPXRILXIQGDDRMKL

Tabela 2 lista sequéncias humanas que assestam o sitio de ligagdo de BH3

e estdo implicadas em cénceres, disturbios auto-imunes, doengas metabdli-

cas e outras cond

icoes de doengas humanas.

Tabela 3

Sequéncia (negrito resi-

Sequéncia Reticulada (X =

Nome duos criticos) residuo x-link)
Peptideos P53

hp53 pepti-|

deo_muitocurto LSQETFSDLWKLLPEN XSQEXFSDLWKLLPEN
hp53 peptideo_curto  [PPLSQETFSDLWKLLPENN PPXSQEXFSDLWKLLPENN
hp53-P27S peptideo-

curto PPLSQETFSDLWKLLSENN PPXSQEXFSDLWKLLSENN

hp53 peptideo_ Longo

DPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENN-
VLSPLP

DPSVEPPXSQEXFSDLWKLLPENN-
VLSPLP

hp53-P27S peptideo_|
Longo

DPSVEPPLSQETFSDLWKLLSENN-
VLSPLP

DPSVEPPXSQEXFSDLWKLLSENN-
VLSPLP

hp53 pepti-

deo_muitocurtc

LSQETFSDLWKLLPEN

LSQETFSDLWXLLPXN

PPLSQETFSDLWKLLPENN

PPLSQETFSDLWXLLPXNN

hp53 peptideo_curto
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Sequéncia (negrito = resi-Sequéncia Reticulada (X =
Nome duos criticos) residuo x-link)
Peptideos P53 |- A . .
hp53-P27S  peptideo-
curto PPLSQETFSDLWKLLSENN PPLSQETFSDLWXLLSXNN
DPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENN-  |DPSVEPPLSQETFSDLWXLLPXNN-
hp53 peptideo_ Longo VLSPLP VLSPLP
hp53-P27S  peptideo_|DPSVEPPLSQETFSDLWKLLSENN- [DPSVEPPLSQETFSDLWXLLSXNN-
Longo VLSPLP VLSPLP

Tabela 3 lista sequéncias humanas que assestam o sitio de ligagdo de p53
de MDM2/X e estao implicadas em canceres.
Tabela 4

Sequéncia Sequéncia reticulada

Nome

(negritov= residuos criticos)| (X = residuo -link)

Ligantes de peptideo

GPCR .
Angiotensina |l DRVYIHPF DRXYXHPF
Bombesina EQRLGNQWAVGHLM EQRLGNXWAVGHLX
Bradiquinina RPPGFSPFR RPPXFSPFRX

C5a ISHKDMQLGR ISHKDMXLGRX
C3a ARASHLGLAR IARASHLXLARX
Horménio estimulante de

a-melandcitos SYSMEHFRWGKPV SYSMXHFRWXKPV

Tabela 4 lista sequéncias que assestam receptores acoplados & proteina G
humana e estdo implicadas em inimeras condigdes doentias humanas
(Tyndall et al. (2005), Chem. Rev. 105:793-826).

Métodos para Preparar os Macrociclos Peptidomiméticos da Invencao

Os meétodos para sintetizar os macrociclos peptidomiméticos da
invengdo estdo aqui descritos. Em algumas modalidades, a sintese destes
macrociclos peptidomiméticos envblve um processo em multiplas etapas que
efetua a sintese de um precursor peptidomimético que contém um grupa-
mento azida e um grupamento alquino; em seguida, colocando em contato o
precursor peptidomimético com um reagente de macrociclizagio para gerar
um macrociclo peptidomimético ligado a triazol. Os macrociclos ou precur-
sors de macrociclos séo sintetizados, por exemplo, por métodos em fase de

solugéo ou fase solida, e podem conter aminoacidos de ocorréncia natural e
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também ocorréncia ndo-natural. Vide, por exemplo, Hunt, "The Non-Protein
Aminoacidos” em "Chemistry and Biochemistry of the Aminoacids", editado
por G.C. Barrett, Chapman and Hall, 1985.

Em algumas modalidades, uma azida é ligada ao carbono a de
um residuo e um aiquino é anexado ao carbono a de outro residuo. Em al-
gumas modalidades, os grupamentos azida sdo azido-analogos dos aminoa-
cidos L-lisina, D-lisina, alfa-metil-L-lisina, alfa-metil-D-lisina, L-ornitina, D-
ornitina, alfa-metil-L-ornitina ou alfa-metil-D-ornitina. Em outra modalidade, o
grupamento alquino é L-propargilglicina. Em ainda outras modalidades, o
grupamento alquino € um aminoacido selecionado no grupo que consiste em
L-propargilglicina, D-propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentindico,
acido  (R)-2-amino-2-metil-4-pentindico,  acido  (S)-2-amino-2-metil-5-
hexindico, acido (R)-2-amino-2-metil-5-hexindico, acido (S)-2-amino-2-metil-
6-heptindico, acido (R)-2-amino-2-metil-6-heptindico, acido (S)-2-amino-2-
metil-7-octindico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octindico, acido (S)-2-amino-2-
metil-8-nonindico, e acido (R)-2-amino-2-metil-8-nonindico.

Em algumas modalidades, a invengdo fornece um método para
sintetizar um macrociclo peptidomimético, sendo que o método compreende
as etapas de colocar em contato um precursor peptidomimético da Formula

Il ou Férmula 1V:

Rz Re
- [Al[Bl,[Cl, -

D},
Ry L4 '-’2 R;
Il N3

Ri2 (Formula Ill)
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Rz Re
7 [A] x'[B]y'[ C]z [ E]w

Re (Férmula IV)

Com um reagente de macrociclizagéo;
emquev,w,XxY,zA, B,C,D, E, Ry, Ry, Ry, Rg, Ly e L, sd0 como definidos
acima; Rs2 € —H quando o reagente de macrociclizacdo é um reagente de Cu
e Ry2 € —H ou alquila quando o reagente de macrociclizagdo € um reagente
de Ru; e ainda onde a dita etapa de colocar em contato resulta em uma liga-
¢ao covalente ser formada entre o grupamento alquino e azida na Férmula 11
ou Férmula IV. Por exemplo, R1, pode ser metila quando o reagente de ma-
crociclizagdo € um reagente de Ru.

Em algumas modalidades do método da invengdo, pelo menos
um entre Ry e Rz € alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, ciclo-
alquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, ndo-substituida ou substitu-
ida com halo—. Em modalidades afins, R; e R; sdo independentemente alqui-
la, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila,
ou heterociclo-alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—.

Por exemplo, pelo menos um entre Ry e R, pode ser alquila,
nao-substituida ou substituida com halo—. Em outro exemplo, R, e também
Rz s&o independentemente alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—
. Em algumas modalidades, pelo menos um entre R; e R, é metila. Em ou-
tras modalidades, R; e R, sdo metila. O reagente de macrociclizagdo pode
ser um reagente de Cu ou um reagente de Ru.

Em algumas modalidades, o precursor peptidomimético & purifi-
cado antes da etapa de colocar em contato. Em outras modalidades, o ma-
crociclo peptidomimetico ¢ purificado depois da etapa de colocar em contato.

Em ainda outras modalidades, o macrociclo peptidomimétic & redobrado de-



10

15

20

25

30

36

pois da etapa de colocar em contato. O método pode ser realizado em solu-
¢do, ou, alternativamente, o método pode ser realizado sobre um suporte
solido.

Esta previsto também nesta invengao realizar o método da in-
vengao na presenga de uma macromolécula-alvo que se liga ao precursor
peptidomimético ou macrociclo peptidomimético sob condigées que favore-
cem a dita ligagdo. Em algumas modalidades, o método é realizado na pre-
senga de uma macromolécula-alvo que se liga preferencialmente ao precur-
sor peptidomimético ou macrociclo peptidomimético sob condig¢des que favo-
recem a dita ligagdo. O método pode ser aplicado também para sintetizar
uma biblioteca de macrociclos peptidomiméticos.

O macrociclo peptidomimético resultante de um método da in-
vengao pode compreender uma hélice a em solugdo aquosa. Por exemplo, o
macrociclo peptidomimético pode apresentar maior estrutura helicdide a em
solugédo aquosa em comparagdo com um polipeptideo ndo-macrociclico cor-
respondente. Em algumas modalidades, o macrociclo peptidomimético apre-
senta maior estabilidade térmica em comparagdo com um polipeptideo nio-
macrociclico correspondente. Em outras modalidades, o macrociclo pepti-
domimético apresenta maior atividade -biolégica em comparagdo com um
polipeptideo nao-macrociclico correspondente. Em ainda outras modalida-
des, o macrociclo peptidomimético apresenta maior resisténcia contra de-
gradacao proteolitica em comparagéo com um polipeptideo ndo-macrociclico
correspondente. Em ainda outras modalidades, o macrociclo peptidomiméti-
co apresenta maior capacidade de penetrar em células vivas, em compara-
¢ao com um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente.

Em algumas modalidades, o grupamento alquino do precursor
peptidomimético da Férmula Il ou Formula IV é uma cadeia lateral de um
aminoacido selecionada no grupo que consiste em L-propargilglicina, D-
propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentindico, acido (R)-2-amino-2-
metil-4-pentindico, acido (S)-2-amino-2-metil-5-hexindico, acido (R)-2-amino-
2-metil-5-hexindico, &cido (S)-2-amino-2-metil-6-heptindico, &acido (R)-2-

amino-2-metil-6-heptingdico, acido (S)-2-amino-2-metil-7-octindico, acido (R)-
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2-amino-2-metil-7-octindico, &acido (S)-2-amino-2-metil-8-nonindico, Aacido
(R)-2-amino-2-metil-8-nonindico e o grupamento azida do precursor pepti-
domimético da Férmula Il ou Férmula IV é uma cadeia lateral de um amino-
acido selecionado no grupo que consiste em e¢-azido-L-lisina, e-azido-D-
lisina, e-azido-alfa-metil-L-lisina, &-azido-alfa-metil-D-lisina, §-azido-alpha-
metil-L-ornitina, e §-azido-alfa-metil-D-ornitina.

Em algumas modalidades, x+y+z é 3, e A, B e C sao indepen-
dentemente aminoacidos naturais ou ndo-naturais. Em outras modalidades,
x+y+z € 6, e A, B e C sdo independentemente aminoacidos naturais ou nao-
naturais.

Em algumas modalidades, a etapa de colocar em contato é rea-
lizada em um solvente selecionado no grupo que consiste em solvente proti-
co, solvente aquoso, solvente organico, e misturas deles. Por exemplo, o
solvente pode ser escolhido no grupo que consiste em H,O, THF/H,0, tBu-
OH/H20, DMF, DIPEA, CH3CN, CH.Cl,, CICH,CH,CI ou uma mistura deles.
O solvente pode ser um solvente que favorece a formagao de hélices.

Em algumas modalidades, o macrociclo peptidomimético resul-

tante da realizagdo do método da invengao tem a Férmuia (1):

0 - 0
R, Rg
N —N

Al-[B}L-[CL
[D]v/ [Al-[B}-[C] EL

L (Féormula |)

emquev,w, XY,z A, B, C,D,E, Ry, Rz, R, Rg, € L sd3o como
definidos acima.

Grupos protetores, grupos de saida ou reagentes alternativos
porém equivalentes sdo substituidos, e certas etapas de sintese s3o realiza-
das em sequéncias ou ordens alternativas para produzir os compostos dese-
jados. As transformacbes da quimica de sintese e as metologias de grupos

protetores (protecao e desprote¢éo) Uteis para sintetizar os compostos aqui
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descritos incluem, por exemplo, aquelas descritas em Larock, "Comprehen-
sive Organic Transformations", VCH Publishers (1989); Greene e Wuts,
"Protective Groups in Organic Synthesis", 22 Edigdo, John Wiley & Sons
(1991); Fieser e Fieser, "Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthe-
sis”, John Wiley & Sons (1994); e Paquette, editor, "Enciclopedia of Rea-
gents for Organic Synthesis", John Wiley & Sons (1995), e suas edicoes
subsequentes.

Os macrociclos peptidomiméticos da invengdo sdo fabricados,
por exemplo, por métodos de sintese quimica, tais como descritos em Fields
et al., Capitulo 3 em "Synthetic Peptides: A User's Guide", editor Grant, W.
H. Freeman & Co., New York, NY, 1992, pagina 77. Assim sendo, por exem-
plo, os peptideos sdo sintetizados usando as técnicas automatizadas de
Merrifield de sintese em fase sélida com a amina protegida por quimica de
tBoc ou Fmoc usando aminoacidos protegidos na cadeia lateral em, por e-
xemplo, um sintetizador de peptideos automatizado (por exemplo, Applied
Biosystems (Foster City, CA), Modelo 430A, 431, ou 433).

Uma maneira para produzir os precursores peptidomiméticos e
macrociclos peptidomiméticos aqui descritos usa sintese de peptideos em
fase solida (SPPS). O aminoacido do terminal C é afixado a uma resina de
poliestireno reticulada por intermédio de uma ligagao labil a acidos com uma
molecula ligante. Esta resina € insoluvel nos solventes usados para a sinte-
se, tornando relativamente simples rapido remover por lavagem reagentes
em excesso e subprodutos. O terminal N é protegido com o grupo Fmoc, que
€ estavel em acido, mas removivel por base. Os grupos funcionais da cadeia
lateral s&o protegidos conforme necesséario com grupos estaveis a bases, e
labeis a acidos.

Precursores peptidomiméticos mais longos sdo produzidos, por
exemplo, conjuntando peptideos sintéticos individuais, usando ligagcdo qui-
mica nativa. Alternativamente, os peptideos sintéticos mais longos s&o bios-
sintetizados por técnicas bem conhecidas de DNA recombinante e expres-
séo de proteinas. Tais técnicas sdo fornecidas em manuais padronizados

bem conhecidos com protocolos detalhados. Para construir um gene que
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codifica um precursor peptidomimético desta invengéo, a sequéncia de ami-
nodcidos € traduzira inversamente para obter uma sequéncia de acidos nu-
cléicos que codifica a sequéncia de aminoacidos, de preferéncia com cédons
que s&o iotimos para o organismo no qual o gene vai ser expressado. A se-
guir, um gene sintético é produzido, tipicamente sintetizando oligonucleoti-
deos que codificam o peptideo e quaisquer elementos reguladores, caso
necessario. O gene sintético é inserido em um vetor de clonagem apropriado
e transfectado em uma célula hospedeira. O peptideo é entdo expressado
sob condigGes apropriadas para o sistema de express&o e hospedeiro sele-
cionado. O peptideo é purificado e caracterizado por métodos padronizados.

Os precursores peptidomiméticos sdo produzidos, por exemplo,
de uma maneira combinatorial em um alto volume de produgéo, usando, por
exemplo, um sintetizador combinatério policanais de alto volume de produ-
¢ao (por exemplo, o sintetizador de peptideos multicanais Modelo Apex 396
da AAPPTEC, Inc., Louisville, KY).

Os esquemas de sintese que se seguem sio fornecidos unica-
mente para ilustrar a presente invengdo e ndo pretendem limitar o ambito da
inveng@o, como aqui descrita. Para simplificar os desenhos, os esquemas
ilustrativos representam analogos de azido-aminoacidos e-azido-a-metil--L-
lisina e e-azido-a -metil-D-lisina, e analogos de alquino-aminoacidos L-
propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil--4-pentindico, e acido (S)-2-
amino-2-metil--6-heptindico. Assim sendo, nos esquemas de sintese que se
seguem, cada R4, Rz, R; e Rg é -H; cadal é -(CH>)s-; e cada L, é -(CH,)-.
Entretanto, como assinalado na descrigdo detalhada inteira acima, podem
ser empregados muitos outros analogos de aminoéacidos nos quais R+, Ry,
Rz, Rs, L1 € L2 podem ser selecioandos independentemente entre as varias
estruturas aqui descritas.

Esquema de Sintese 1:
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R-AA-Ni-BPB

O Esquema de Sintese 1 descreve a preparagéo de varios com-
postos da invengdo. Complexos de Ni(ll) de bases de Schiff derivados da
(S)-2-[N-(N'-benzilprolil}-amino]-benzofenona (BPB) quiral auxiliar e aminoa-
cidos tais como glicina ou alanina sdo preparados como descrito em Belokon
et al. (1998), Tetrahedron Asymm. 9:4249-4252. Os complexos resultants
séo subsequentemente reagidos com reagentes alquilantes que compreen-
dem um grupo azida ou alquinila para produzir compostos enriquecidos em
termos enantioméricos da invencéo. Caso desejado, os compostos resultan-

tes podem ser protegidos para uso na sintese de peptideos.
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Esquema de Sintese 2:
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H H
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\ \
oH CH
N Fmoc < 3
Fmoc N~ ScoH MOC N SCoH
H H
S - - acido N-a-Fmoc-(S)- _
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propargilglicina pentindico
— —
_— —
. oH R u\CHa
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H H
acido N-a-Fmoc{S)-2- . &cido N-a-Fmoc(S)-2- Desproteger &
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\xgén R=H ou Me \xss \\ R=H ou Me
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N
H [e]
(AAk Sy A

)
=N

No método genérico para a sintese de macrociclos peptidomimé-
ticos, ilustrado no Esquema de Sintese 2, o precursor peptidomimético con-
tém um grupamento azida e um grupamento alquino e é sintetizado por sin-
tese de peptideos em fase de solugéo ou fase sélida (SPPS) usando o ami-
noacido disponivel comercialmente N-a-Fmoc-L-propargilglicina e as formas
N-a-Fmoc-protegidas dos aminoacidos &cido (S)-2-amino-2-metil--4-
pentinoico, acido (S)-2-amino-6-heptindico, &acido (S)-2-amino-2-metil--6-
heptindico, N-metil-e-azido-L-lisina, e N-metil-e-azido-D-lisina. O precursor
peptidomimético é entdo desprotegido e clivado da resina em fase sélida por
condigbes padronizadas (por exemplo, acido forte, tal como TFA a 95%). O

precursor peptidomimético é reagido como uma mistura bruta ou & purificado
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antes da reagdo com um reagente de macrociclizagdo, tal como Cu(l), em
solugdes organicas ou aquosas (Rostovtsev et al. (2002), Angew. Chem. Int.
Ed. 41:2596-2599; Tornoe et al. (2002), J. Org. Chem. 67:3057-3064; Deiters
et al. (2003), J. Am. Chem. Soc. 125:11782-11783; Punna et al. (2005), An-
gew. Chem. Int. Ed. 44:2215-2220). Em uma modalidade, a reacdo formado-
ra de triazol € realizada sob condigdes que favorecem a formagdo de hélice
a. Em uma modalidade, a etapa de macrociclizagdo é realizada em um sol-
vente escolhido no grupo que consiste em H,O, THF, CH3CN, DMF , DIPEA,
tBuOH ou uma mistura deles. Em outra modalidade, a etapa de macrocicli-
zagao e realizada em DMF. Em algumas modalidades, a etapa de macroci-
clizagéo é realizada em um solvente aguoso ou parcialmente aquoso tampo-
nado.

Esquema de Sintese 3:
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No método genérico para a sintese.de macrociclos peptidomimé-
ticos, ilustrado no Esquema de Sintese 3, o precursor peptidomimético con-
tém um grupamento azida e um grupamento alquino e é sintetizado por sin-
tese de peptideos em fase sdlida (SPPS), usando o aminoacido disponivel
comercialmente N-a-Fmoc-L-propargilglicina e as formas N-a-Fmoc-
protegidas dos aminoacidos &cido (S)-2-amino-2-metil--4-pentindico, acido
(S)-2-amino-6-heptindico, acido (S)-2-amino-2-metil--6-heptindico, N-metil-¢-
azido-L-lisina, e N-metil-e-azido-D-lisina. O precursor peptidomimético é rea-
gido com um reagente de macrociclizagdo, tal como um reagente de Cu(l)
sobre a resina como uma mistura bruta (Rostovtsev et al. (2002), Angew.
Chem. Int. Ed. 41:2596-2599; Tornoe et al. (2002), J. Org. Chem. 67:3057-
3064; Deiters et al. (2003), J. Am. Chem. Soc. 125:11782-11783; Punna et
al. (2005), Angew. Chem. Int. Ed. 44:2215-2220). O macrociclo peptidomi-
mético que contém triazol resultante é entdo desprotegido e clivado da resi-
na em fase sdlida por condigdes padronizadas (por exemplo, acido forte, tal
como TFA a 95%). Em algumas modalidades, a etapa de macrociclizagao &
realizada em um solvente escolhido no grupo que consiste em CH,Cl,, Ci-
CH,CH,CI, DMF, THF, NMP, DIPEA, 2,6-lutidina, piridina, DMSO, H,O ou
uma mistura deles. Em algumas modalidades, a etapa de macrociclizagao é

realizada em um solvente aquoso ou parcialmente aquoso tamponado.
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Esquema de Sintese 4:
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\ - sélido

H 2 H Q
[AA]n/N?eJ\[AA]m/N::éRk[AA]o
\Rxs,s n()\ R=H ou Me
Ny N\

n\j’g
AALn 3 % [AA]o

R,S n()\\ R=H ou Me

N3

Ru (II)

No método genérico para a sintese de macrociclos peptidomimé-
ticos, ilustrado no Esquema de Sintese 4, o precursor peptidomimético con-
tém um grupamento azida e um grupamento alquino e é sintetizado por sin-
tese de peptideos em fase de solugao ou fase sélida (SPPS), usando o ami-
noacido disponivel comercialmente N-a-Fmoc-L-propargilglicina e as formas
(S)-2-amino-2-metil--4-

pentinoico, acido (S)-2-amino-6-heptindico, acido (S)-2-amino-2-metil--6-

N-a-Fmoc-protegidas dos aminoacidos 4acido
heptindico acid, N-metil-e-azido-L-lisina, e N-metil-e-azido-D-lisina. O precur-
sor peptidomimeético é entédo desprotegido e clivado da resina em fase sélida
por condigbes padronizadas (por exemplo, acido forte, tal como TFA a 95%).
O precursor peptidomimético é reagido como uma mistura bruta ou é purifi-

cado antes da reagdo com um reagente de macrociclizagao, tais como rea-



10

45

gentes de Ru(ll), por exemplo, Cp*RuCI(PPh;), or [Cp*RuCl]; (Rasmussen et
al. (2007), Org. Lett. 9:5337-5339; Zhang et al. (2005), J. Am. Chem. Soc.
127:15998-15999). Em algumas modalidades, e etapa de macrociclizagdo &
realizada em um solvente escolhido no grupo que consiste em DMF, CH;CN
e THF.

Esquema de Sintese 5:

/_1\ ”
HaC, 2
Fmoc~ Fmoc\N)'\

COzH CO,H
H

N-a-Fmoc-C-a-metll N-a-Fmoc-C-a-metil /“\(ﬁ\ N \(ﬁ\ /O
e-azido-L-lisina g-azido-D-lisina [AAL [AAlT 3 [AAL,
R=H ou Me

[ [ \Rxss n(\\
Y X N
Fmoc\N H Fmoc. AU CHa
H

P

z

CO;H H COH
N-a-Fmoc-L- acido N-a-FmocS)-2-
propargilglicina amino 2-metil-4-pentindico
= =
N MH N ..\CH3
Fmoc N~ CO,H Fmoc N"  CO.H
H H
acido N-a-Fmoc<{S}2-  &cido N-o-Fmoc{(S)-2- . Ro (1
@ino-ﬁ-heptnéico amino-2-metil-6-heptnoico u (1)

[AA], /N\/U\[AA],,, ?éK[AA]o [AA]n/N}(ﬁ\[AAJm Xﬁ\[N\lo :
\xss/é R=H ou Me \xss/é R=H ou Me

Desproteger
& clivar do
B
H\(ﬁ\ Suporte solido
AR
() R
R=H ou Me

No método genérico para a sintese de macrociclos peptidomimé-
ticos, ilustrado no Esquema de Sintese 5, o precursor peptidomimético con-
tém um grupamento azida e um grupamento alquino e é sintetizado por sin-
tese de peptideos em fase de solugéo ou fase sélida (SPPS), usando o ami-
noacido disponivel comercialmente N-a-Fmoc-L-propargilglicina e as formas
N-a-Fmoc-protegidas dos aminoacidos 4&cido  (S)-2-amino-2-metil--4-

pentindico, acido (S)-2-amino-6-heptindico, acido (S)-2-amino-2-metil--6-



10

15

46

heptindico, N-metil-e-azido-L-lisina, e N-metil-e-azido-D-lisina. O precursor
peptidomimético € reagido com um reagente de macrociclizagao, tais como
um reagente de Ru(ll) sobre a resina como uma mistura bruta. Por exemplo,
o reagente pode ser Cp*RuCl(PPhs), ou [Cp*RuCl], (RasmusSen et al.
(2007), Org. Lett. 9:5337-5339; Zhang et al. (2005), J. Am. Chem. Soc.
127:15998-15999). Em algumas modalidades, a etapa de macrociclizagéo é
realizada em um solvente escolhido no grupo que consiste em CH,Cl,, CI-
CH,CH_CI, CH3CN, DMF, e THF.

Varios macrociclos peptidomiméticos exemplificativos estdo indi-
cados na Tabela 5. Para estes macrociclos, um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente é o fragmento de sequéncia de polipeptideo
BID BH3, DIIRNIARHLAQVGDSMDRSI. "Nle" representa norleucina e subs-
titui um residuo de metionina. Prevé-se que ligantes similares sdo usados
para sintetizar macrociclos peptidomiméticos basados em sequéncias de

polipeptideos descritas na Tabela 1 até Tabela 4.
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TABELA 5

H
N )
Ac- DIRNIARHLA™ \(ﬂ\veo/ ?(E\NleDRs»-NH2
\ CH3f/‘ CH,

Ac-DIRNIARHLA™ N \(ﬁ\veo/ \(ﬁ\NIeDRSI -NH,
SN

Ac-DIIRNIARHLA™ \(U\vc;o \ekNleDRSI -NH,
\;ia\ I CHs

Ac-DIRNIARHLA” \el\veo \(U\NIeDRSI -NH,

ql CH,
N, N

MW = 2464

MW = 2464

MW = 2478

MW = 2478

N
AC-DIRNIARHLA }(ﬁ\veo/ \(ﬁ\NIeDRSI -NH, MW = 2402

q; | O

H
N
Ac-DIRNIARHLA™ \(u\veo \(U\NIeDRSINHg MW = 2492

c:H3
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H H
Ac-DuRNlARHLA/Nﬁ(ﬁ\VGD/N§(ﬁ\NleDRsn-NHz MW = 2464
$ CHG‘/—/ CH,
>\N
Ac-DIRNIARHLA™ \(ﬁ\veo/ N\(R\Nleoﬂsum2 MW = 2464
\C{N ,g Chy
Ac-DIRNIARHLA™ \(ﬁ\veo/ \(B\MeoRsmH, MW = 2478
CHa /\) CHa
\(N
Ac-DIRNIARHLA™ \(ﬁ\veo/ \(E\NleDRSI-NHz MW = 2478
\\CHL ( CH,

Ac-DIRNIARHLA” \(ﬁ\VGD’N\(ﬁ\ NIeDRSINH, MW = 2492

CHg CH,
K% .

N
N
Ac-DIRNIARHLA™ \(ﬁ\ven/ \‘(ﬁ\NleDRSI-NHz MW = 2492

- (

Tabela 5 ilustra macociclos peptidomiméticos exemplificativos da invengao.
"Nle" representa norleucina.

Analogos de Aminoacidos

A presente invengdo contempla o uso de aminoacidos de ocor-
réncia ndo-natural e analogos de aminoacidos na sintese dos macrociclos
peptidomiméticos aqui descritos. Qualquer aminoacido ou analogo de ami-
noacido suscetivel aos métodos de sintese empregados para a sintese de
macrociclos peptidomiméticos que contém triazol estaveis pode ser usado
na presente invengéo. Por exemplo, L-propargilglicina esta contemplada co-
mo um aminoécido util na presente invengao. Entretanto, outros aminoacidos
que contém alquino, contendo uma cadeia lateral de aminoacido diferente
também sé&o uteis na invengéo. Por exemplo, L-propargilglicina contém uma
unidade metileno no carbono a do aminoacido e o alquino da cadeia lateral
do aminoacido. A invengdo contempla também o uso de aminoacidos com

multiplas unidades metileno o carbono a e o alquino. Além disso, os azido-
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analogos de aminoacidos L-lisina, D-lisina, alfa-metil--L-lisina, e alfa-metil-D-
lisina estdao contemplados como aminoacidos Gteis na presente invengao.
Entretanto, outros azido-aminoacidos que contém uma cadeia lateral de a-
minoacido diferente também sdo Uteis na invengdo. Por exemplo, o azido-
analogo de L-lisina contém quatro unidades metileno entre o carbono a do
aminoacido e o terminal azida da cadeia lateral do aminoéacido. A invengao
contempla também o uso de aminoacidos com menos ou mais do que quarto
unidades metileno entre o carbono a e a azida terminal. A Tabela 6 indica
alguns aminoacidos Uteis na preparagdo de macrociclos peptidomiméticos

da invengéo.

¢ J
Fmoe~\ e oM F"'°°‘N>\co,H
H H
N-a-Fmoc-L-propargil glicina N-a-Fmoc-D-propargil glicina
CH3 H3C, {
F ~ L\ Fmoc~ >\
MO~ o H N~ CO,H
H H
4cido N-o-Fmoc-(S)-2-amino-2- 4cido N-a-Fmoc<{R)-2-amino-2-
metil-4-pentandico metil-4-pentandico
AN //
Fmoc. X Fmoc~, A~
MO~ Co,H N~ COH
H H
acido N-a-Fmoc-~(S)-2-amino-2- 4cido N-a-Fmoc-(R)-2-amino-2-
metil-5-hexindico metil-5-hexindico
CHy H3C>_\:
Fmoc. X Fmoc~, A
MO~ co,H N~ COH
H H
acido N-a-Fmoc{S)-2-amino-2- 4cido N-a-Fmoc-{R)-2-amino-2-
metil-6-heptindico metil-6-heptindico
/ N\
o~ AN Fmoc. A~
Fmoe~y““copH N COo,H
H H
acido N-a-Fmoc-{S)-2-amino-2- acido N-a-Fmoc~(R)-2-amino-2-
metil-7-octindico metil-7-octindico
CH;, H3C, :\(l
Fmoc., A Fmoc~, A~
N COxH N° CO.H
N 2 N 2
acido N-o-Fmoc-(S)-2-amino-2- acido N-a-Fmoc-(R)-2-amino-2-
metil-8-nonindico metil-8-nonindico
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N-a-Fmoc-¢-azido-a-metil-L-
lisina

N-a-Fmoc-¢-azido-a-metil-L-
ornitina

N 3 N 3
Fmoc~, A~ o X
N"coH  FMOCsSeo
H H
N-a-Fmoc-g-azido-Ldisina N-a-Fmoc-¢-azido-DHisina
N3 N3
:\CH 3 H3C>i
Fmoc-~ < <
N" " CoH Fmoc N"coH

N-a-Fmoc-e-azido-a-metil-D-
lisina

N 3 N 3
y fo
Fmoc~, < X
N COH  Fmoes\y "o p
H H
N-a-Fmoc-8-azido-L-ornitina N-a-Fmoc-s-azido-D-ornitina
N3 N3
o “&K
Fmoc. .~ Fmoc. >
N” "COH N~ “copH

N-a-Fmoc-g-azido-a-metil-D-
anitina

Tabela 6 indica aminoacidos exemplificativos Uteis na preparacéo de ma-
crociclos peptidomiméticos da invencgao.

Em algumas modalidades, os aminoacidos e anaalogos de ami-
noacidos tém a configuragdo D. Em outras modalidades, eles tém a configu-
ragéo L. Em algumas modalidades, alguns dos aminoacidos e analogos de
aminoacidos contidos no peptidomimético tém a configuragdo D, enquanto
que alguns dos aminoacidos e analogos de aminoacidos tém a configuragio

L. Em algumas modalidades, os andlogos de aminoacidos sdo a,o-
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dissubstituidos,  tais como  a-metil--L-propargilglicina,  a-metil--D-
propargilglicina, e-azido-alfa-metil--L-lisina, e e-azido-alfa-metil-D-lisina. Em
algumas modalidades, os analogos de aminoacidos sdo N-alquilados, por
exemplo, N-metil--L-propargilglicina, N-metil--D-propargilglicina, N-metil-¢-
azido-L-lisina, e N-metil-g-azido-D-lisina.

Em algumas modalidades, o grupamento -NH do aminoacido é
protegido usando um grupo protetor, incluindo sem limitagdes -Fmoc e -Boc.
Em outras modalidades, o aminoacido ndo é protegido antes da sintese do
macrociclo peptidomimético.

Em algumas modalidades, um aminoacido util na sintese do ma-

crociclo peptidomimeético da invengéo é um composto da Férmula lla ou lib:

\ .

\
L
g
N, R ~a,
R7 )4 Re )4
\N CO2R 1 COzR 4
R1o R10
lla llb

em que

R1 e Rz s&o independentemente alquila, alquenila, alquinila, ari-
lalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, ndo-substituida
ou substituida com halo—;
cada Q e T € selecionado independentemente no grupo que consiste em
alquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, arileno, heteroarileno e [-Rs-K-
Rs-]n,cada um deles sendo ndo-substituido ou substituido com Rs;

KeéO,S, SO, SO,, CO, CO,, ou CONRg;

Rs € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituidos com Rs;

R4 € alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, ciclo-

alquileno, heterociclo-alquileno, arileno, ou heteroarileno;
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cada Rs € independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rs)2, -SRs,
-SORg, -SO2Rs, -CO2Rs, um grupamento fluorescente, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;

cada Rs € independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila,
cicloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente, um radioi-
sotopo ou um agente terapéutico;

R7 e Rg s@o independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquilalquila, heteroalquilalquila, ou heterocicloalquila;

R1o0 € Ry1 sdo independentemente —~H ou qualquer grupo protetor
apropriado para a sintese de peptideos;

g e h sdo independentemente um nimero inteiro entre 0 e 5, on-
de g+h é maiordo que 1; e

n € um ndamero inteiro entre 1 e 5.

Em algumas modalidades, o composto ¢ um composto da Fér-
mula lla e Ry € alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em outras
modalidades, o composto € um composto da

Formula IIb e R; é alquila, ndo-substituida ou substituida com
halo—. Em ainda outras modalidades, o composto € um composto da Formu-
la lla e Ry € alquila ndo-substituida. Por exemplo, Ry pode ser metila. Em
ainda outras modalidades, o composto € um composto da Formula Ilb e R, é
alquila ndo-substituida. Por exemplo, R, pode ser metila.

Em algumas modalidades dos compostos da invencéo, pelo me-
nos um entre Ry € Rig € um grupo protegido apropriado para a sintese de
peptideos.

Kits

Em outro aspecto, a presente invengdo fornece ainda kits que
compreendem compostos da invengao ou outros analogos de aminoacidos
Uteis na preparagdo dos macrociclos peptidomiméticos da invengéo junto
com reagentes de macrociclizagdo, como aqui descritos.

Em algumas modalidades, a invengdo fornece um kit que com-
preende:

a) pelo menos um composto selecionado no grupo que consiste
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g e h sdo independentemente um nimero inteiro entre 0 e 5, on-
de g+h é maiordo que 1; e

n é um numero inteiro entre 1 e 5; e

b) um reagente de macrociclizagéo.

Em algumas modalidades, o kit compreende um composto da
Férmula lla e Ry é alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em
modalidades afins, Ry € alquila ndo-substituida. Por exemplo, Ry pode ser
metila. Em outras modalidades, o kit compreende um composto da Formula
IIb e Rz € alquila, ndo-substituida ou substituida com halo—. Em modalidades
afins, R> € alquila ndo-substituida. Por exemplo, R, pode ser metila.

Em algumas modalidades, um kit compreende pelo menos um
composto da Férmula lla e pelo menos um composto da Férmula Ilb. Um kit
da invengdo pode compreender também um composto da Férmula lla ou
Formula llb onde pelo menos um entre Ry e Ryo € um grupo protegido para a
sintese de peptideos. Em modalidades especificas do kit da invengao, o re-
agente de macrociclizagdo é um reagente de Cu ou um reagente de Ru. Em
algumas modalidades, o kit contém uma pluralidade de compostos da For-
mula lla e/ou Férmula Ilb. Em algumas modalidades, o kit compreende um
ou mais recipientes que mantém um ou mais analogos de aminoacidos como
aqui descritos. Em outras modalidades, o kit compreende um ou mais recipi-
entes que mantém um ou mais reagentes de macrociclizagdo como aqui
descritos. Em ainda outras modalidades, o kit compreende um ou mais reci-
pientes que mantém um ou mais andlogos de aminoacidos como aqui des-
critos, bem como um ou mais recipientes que mantém um ou mais reagentes
de macrociclizagdo como aqui descritos.

Por exemplo, em algumas modalidades, o kit compreende um
recipiente que mantém pelo menos dois analogos de aminoacidos, como
descritos acima, pelo menos um que tem uma cadeia lateral alquino e pelo
menos um que tem um grupamento azida no terminal da cadeia lateral, sen-
do o analogo de aminoacido opcionalmente protegido e apropriado para as
sinteses aqui descritas. Em algumas modalidades, o analogo de aminoacido

€ selecionado no grupo que consiste em L-propargilglicina, D-
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propargilglicina, acido (S)-2-amino-2-metil-4-pentindico, acido (R)-2-amino-2-
metil-4-pentindico, acido (S)-2-amino-2-metil-5-hexindico, acido (R)-2-amino-
2-metil-5-hexindico, &cido (S)-2-amino-2-metil-6-heptindico, acido (R)-2-
amino-2-metil-6-heptindico, acido (S)-2-amino-2-metil-7-octindico, acido (R)-
2-amino-2-metil-7-octinéico, &cido (S)-2-amino-2-metil-8-nonindico, 4&cido
(R)-2-amino-2-metil-8-nonindico, e-azido-L-lisina, e-azido-D-lisina, s-azido-
alfa-metil-L-lisina, 8-azido-alfa-metil-D-lisina, d-azido-alfa-metil-L-ornitina, e
d-azido-alfa-metil-D-ornitina, e todas formas adequadamente protegidas para
a sintese de peptideos em fase liquida ou sélida.

Em algumas modalidades, o kit compreende um recipiente que
mantém pelo menos um aminoacido de ocorréncia ndo-natural, ou analogo
de aminoécido, ligado a um suporte sélido compativel com as sinteses aqui
descritas para macrociclos peptidomiméticos. Em algumas modalidades, o
kit compreende um recipiente que mantém um analogo de aminoacido da
invengédo que inclui um grupamento alquino terminal em combinagao com
um recipiente que mantém um andlogo de aminoacido da invengdo que in-
clui um grupamento azida terminal em combinagdo com um reagente de ma-
crociclizagéo da invencgao.

Ensaios

As propriedades dos macrociclos peptidomiméticos da invencao
s&do testadas, por exemplo, usando os métodos descritos abaixo. Em algu-
mas modalidades, um macrociclo da invengao tem propriedades intensifica-
das em relagao a um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente. Um po-
lipeptideo n&o-macrociclico correspondente &, por exemplo, um precursor de
um macrociclo peptidomimético, tal como um composto da Férmula 1l ou IV
que € convertido no dito macrociclo. Alternativamente, um polipeptideo néo-
macrociclico correspondente € uma sequéncia de polipeptideo, tal como
uma sequéncia de polipeptideo natural que tem substancial sobreposi¢ao de
sequéncias com o macrociclo da invengéo. IniUmeros exemplos de polipepti-
deos naturais correspondentes ao polipeptideo macrociclico sdo conhecidos
nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

Em geral, um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente po-
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de ser também um polipeptideo natural marcado ou precursor peptidomimé-
tico marcado. Essa marcagéo, por exemplo, por marcagio fluorescente ou
radioativa, € usada caso necessario em alguns dos ensaios descritos abaixo.
Em tais ensaios, o macrociclo e também o polipeptideo ndao-macrociclico
correspondente sdo tipicamente marcados por métodos similares ou funcio-
nalmente equivalentes.

Ensaio para Determinar Helicidade a

Em solugéo, a estrutura secundaria dos polipeptideos com do-
minios helicoides a atingirdo um equilibrio dindmico entre estruturas helicoi-
dais aleatorias e estruturas helicdides a, frequentemente expressado como
"helicidade percentual”. Assim sendo, por exemplo, os dominios BH3 pro-
apoptoticos ndo-modificados sdo predominantemente espirais aleatérias em
solugdo, com teor helicéide a usualmente abaixo de 25%. Os macrociclos
peptidomimeticos com ligantes otimizados, por outro lado, possuem, por e-
xemplo, uma helicidade alfa que é pelo menos duas vezes maior do que um
polipeptideo ndo-macrociclico correspondente. Em algumas modalidades, os
macrociclos da invengéo possuirdo uma helicidade alfa maior do que 50%.
Para testar a helicidade de macrociclos peptidomiméticos da invencgao, tais
como macrociclos baseados em dominios BH3, os compostos sdo dissolvi-
dos em uma solugdo aquosa(por exemplo, solugdo de fosfato de potassio 50
mM em pH 7, ou H,O destilada, até concentragdes 25-50 uM). Os espectros
de dicroismo circular (CD) sdo obtidos em espectropolarimetro (por exemplo,
Jasco J-710), usando pardmetros de medigao padronizados (por exemplo,
temperatura, 20 °C; comprimento de onda, 190-260 nm; resolugéo da etapa,
0,5 nm; velocidade, 20 nm/s; acumulagdes, 10; resposta, 1 s; largura da
banda, 1 nm; comprimento do trajeto, 0,1 cm). O Teor helicdide a de cada
peptideo € calculado dividindo a elipticidade média do residuo (por exemplo,
[®]2220bs) pelo valor relatado para um modelo helicdide decapeptideo
(Yang et al. (1986), Métodos Enzymol. 130:208)).

Ensaio para Determinar a Temperatura de Fusdo (Tm).

Um macrociclo peptidomimético da invengdo, que comprende

uma estrutura secundaria, tal como uma hélice a, apresenta, por exemplo,
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uma temperatura de fusdo mais alta do que um polipeptideo n3o-
macrociclico correspondente. Tipicamente, os macrociclos peptidomiméticos
da invengéo apresentam Tm > 60 °C, representando uma estrutura altamen-
te estavel em solugbes aquosas. Para testar o efeito da formagao de macro-
ciclo dobre a temperatura de fusdo, os macrociclos peptidomiméticos ou po-
lipeptideos ndo-modificados s&o dissolvidos em H,O destilada (por exemplo,
em uma concentragéo final 50 yM) e a Tm é determinada medindo a mudan-
¢a em elipticidade em uma faixa de temperatura (por exemplo, 4 a 95 °C)em
um espectropolarimetro (por exemplo, Jasco J-710), usando parametros pa-
dronizados (por exemplo, comprimento de onda 222 nm; resolucdo da etapa,
0,5 nm; velocidade, 20 nm/s; acumulagGes, 10; resposta, 1 s; largura da
banda, 1 nm; taxa de aumento da temperatura: 1°C/min; comprimento do
trajeto, 0,1 cm).

Ensaio de Resisténcia a Proteases

A ligagdo amida da estrutura principal do peptideo é suscetivel a
hidrdlise por proteases, tornando desta forma os compostos peptidicos vul-
neraveis a degradacao rapida in vivo. A formagéo de hélice do peptideo, en-
tretanto, tipicamente esconde a estrutura principal da amida, e portanto, po-
de blinda-la contra clivagem proteolitica. Os macrociclos peptidomiméticos
da presente inveng&o podem ser submetidos & protedlise in vitro por tripsina
para avaliar qualquer mudanga na taxa de degradagdo em comparacio com
um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente. Por exemplo, o macroci-
clo peptidomimético e um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente sio
incubados com tripsina agarose e as reagées sdo interrompidas rapidamente
em varios pontos no tempo por centrifugagio e subsequente injecdo em H-
PLC para quantificar o substrato residual por absor¢ao de ultravioleta a 280
nm. Resumidamente, o macrociclo peptidomimético e o precursor peptido-
mimético (5 mcg) séo incubados com tripsina agarose (Pierce) (S/E ~125)
por 0, 10, 20, 90, e 180 minutos. As reagbes sao interrompidas rapidamente
por centrifugagdo em bancada em alta velocidade; o substrato remanescente
no sobrenadante isolado € quantificado por detecgdo de picos baseada em

HPLC a 280 nm. A reagéo proteolitica apresenta cinética de primeira ordem
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e a constante de taxa, k, é determinada a partir de uma plotagem de In[S]
versus tempo (k=-1Xslope).
Ensaio de Estabilidade Ex Vivo

Os macrociclos peptidomiméticos com ligantes otimizados pos-

suem, por exemplo, uma meia-vida ex vivo que é pelo menos duas vezes
maior do que aquela de um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente, e
possuem uma meia-vida ex vivo de 12 horas ou mais. Para estudos de esta-
bilidade sérica ex vivo, uma série de ensaios pode ser usada. Por exemplo,
um macrociclo peptidomimético e um polipeptideo nao-macrociclico corres-
pondente (em um exemplo especifico, o polipeptideo natural corresponden-
te) (2 mcg) séo incubados com soro fresco de camundongo, rato e/ou huma-
no (2 mL) a 37 °C por 0, 1, 2, 4, 8, e 24 horas. Para determinar o nivel de
compost intacto, o seguinte procedimento pode ser usado: As amostras sio
extraidas transferindo 100 L de soros para tubos de centrifugagéo de 2 mL,
e em seguida, adicdo de 10 pL de acido formico a 50% e 500uL de acetoni-
trila e centrifugagéo a 14.000 rpm por 10 min a 4 + 2 °C. Os sobrenadantes
s&o entdo transferidos para tubos de 2 mL frescos e evaporados em Turbo-
vap sob N; < 68,95 kPa (10 psi), 37 °C. As amostras sdo reconstituidas em
100uL de acetonitrila:agua 50:50 e submetidas & nalise por LC-MS/MS.

Ensaios de Ligacéo In vitro

Para avaliar a ligagéo e afinidade de macrociclos peptidomiméti-
cos e precursores peptidomiméticos para proteinas aceptoras, em ensaio de
polarizagao por fluorescéncia (FPA) é usado, por exemplo. A técnica de FPA
mede a orientagdo molecular e mobilidade usando luz polarizada e tragador
fluorescente. Quando excitados com luz polarizada, os tragadores fluores-
centes (por exemplo, FITC) afixados a moléculas com pesos moleculares
aparentes altos (por exemplo, peptideos marcados com FITC ligados a uma
proteina grande) emitem niveis mais altos de fluorescéncia polarizada devi-
do a suas velocidades mais lentas de rotagdo em comparagio com tragado-
res fluorescentes afixados a moléculas menores (por exemplo, peptideos
marcados com FITC que estdo livres em solugio).

Por exemplo, os macrociclos peptidomiméticos fluoresceinados
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(25 nM) sé&o incubados com a protein aceptora (25-1.000 nM) em tampéao de
ligagéo (NaCl 140 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) por 30 minutos a temperatu-
ra ambiente. A atividade de ligagdo é medida, por exemplo, por polarizagao
de fluorescéncia em um espectrofotdémetro de luminescéncia (por exemplo,
Perkin-Elmer LS50B). Os valores de Kd podem ser determinados por analise
de regressdo nao-linear usando, por exemplo, o software Graphpad Prism
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Um macrociclo peptidomimético
da invengao apresenta, em alguns casos, Kd similar ou mais baixa do que
um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente.

As proteinas aceptoras para peptideos BH3, tais como BCL-2,
BCL-X., BAX ou MCL1, podem ser, por exemplo, usadas neste ensaio. As
proteinas aceptoras para peptideos p53, tais como MDM2 ou MDMX, tam-
bém podem ser usadas neste ensaio.

Ensaios de Deslocamento /n vitro para Caracterizar Antagonistas de Intera-

coes Peptideo-Proteina

Para avaliar a ligagdo e afinidade ‘de compostos que antagoni-
zam a interag&o entre um peptideo (por exemplo, um peptideo BH3 ou um
peptideo p53) e uma proteina aceptora, um ensaio de polarizagdo por fluo-
rescéncia (FPA) que utiliza um macrociclo peptidomimético fluoresceinado
derivado de uma sequéncia de precursor peptidomimético, é usado, por e-
xemplo. A técnica de FPA mede a orientagdo molecular e mobilidade usando
luz polarizada e tragador fluorescente. Quando excitados com luz polarizada,
os tragadores fluorescentes (por exemplo, FITC) afixados a moléculas com
pesos moleculares aparentes altos (por exemplo, peptideos marcados com
FITC ligados a uma proteina grande) emitem niveis mais altos de fluores-
céncia polarizada devido a suas velocidades mais lentas de rotacdo em
comparagao com tracadores fluorescentes afixados a moléculas menores
(por exemplo, peptideos marcados com FITC que estdo livres em solugao).
Um composto que antagoniza a interagdo entre o macrociclo peptidomiméti-
co fluoresceinado e uma proteina aceptora sera detectado em um experi-
mento de FPA de ligacao competitiva.

Por exemplo, compostos antagonistas putativos (1 nM a 1 mM) e
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um macrociclo peptidomimético fluoresceinado (25 nM) s&o incubados com a
proteina aceptora (50 nM) em tampao de ligagdo (NaCl 140 mM, Tris-HCI 50
mM, pH 7,4) por 30 minutos a temperatura ambiente. A atividade de ligago
de antagonistas é medida, por exemplo, por polarizagdo com fluorescéncia
em um espectrofotdmetro de luminescéncia (por exemplo, Perkin-Eimer
LS50B). Os valores de Kd podem ser determinados por analise de regressio
n&o-linear usando, por exemplo, o software Graphpad Prism (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA).

Qualquer classe de molécula, tais como moléculas organicas
pequenas, peptideos, oligonucleotideos ou proteinas podem ser examinadas
como antagonistas putativos neste ensaio. As proteinas aceptoras para pep-
tideos BH3, tais como BCL2, BCL-XL, BAX ou MCL1, podem ser usadas
neste ensaio. As proteinas aceptoras para peptideos p53, tais como MDM2
ou MDMX, podem ser usadas enste ensaio.

Ensaios de Ligagdo em Células Intactas
E possivel medir a ligacdo de peptideos ou macrociclos pepti-

domiméticos aos seus acceptores naturais em células intactas por experi-
mentos de imunoprecipitagdo. Por exemplo, células intactas sdo incubadas
com compostos fluoresceinados (marcados com FITC) por 4 h na auséncia
de soro, e em seguida, substituigdo do soro e incubagéo adicional que dura
4-18 h. As células sdo entdo peletizadas e incubadas em tampao de lise
(Tris 50mM [pH 7,6], NaCl 150 mM, 1% de CHAPS e coquetel de inbidores
de proteases) por 10 minutos a 4 °C. Os extratos sdo centrifugados a 14.000
rpm por 15 minutos e os sobrenadantes s&o coletados e incubados com 10
UL de anticorpo caprino anti-FITC por 2 h, girando a 4 °C, e em seguida,
mais 2 h de incubagéo a 4 °C com proteina A/Sepharose G (50 pL de lama
de pérolas a 50%. Depois de rapida centrifugacéo, os péletes sdo lavados
em tampéo de lise contendo cpncentragdo crescente de sais (por exemplo,
150, 300, 500 mM). As pérolas sdo entdo reequilibradas em NaCl 150 mM
antes da adigdo de tampao de amostras contendo SDS e fervura. Depois da
centrifugagdo, os sobrenadantes passam opcionalmente por eletroforese

usando gradiente de 4%-12% de géis de Bis-Tris, € em seguida, transferén-
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cia para dentro de membranas Immobilon-P. Depois de bloquear, as man-
chas sao opcionalmente incubadas com um anticorpo que detecta FITC e
também com um ou mais anticorpos que detectam proteinas que se ligam ao
macrociclo peptidomimético, incluindo BCL2, MCL1, BCL-XL, A1, BAX, BAK,
MDM2 ou MDMX.

Ensaios de Permeabilidade Celular

Um macrociclo peptidomimético &, por exemplo, mais permeavel
a celulas em comparagdo com um polipeptideo ndo-macrociclico correspon-
dente. Em algumas modalidades, os macrociclos peptidomiméticos sdo mais
permeaveis a células do que um polipeptideo ndo-macrociclico correspon-
dente. Os macrociclos peptidomiméticos com ligantes otimizados possuem,
por exemplo, permeabilidade cellular que é pelo menos duas vezes maior do
que um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente, e frequentemente
20% ou mais do peptide aplicado serdo observados como tendo penetrados
na celula depois de 4 horas. Para medir a permeabilidade celular de macro-
ciclos peptidomiméticos e polipeptideos ndo-macrociclicos correspondentes,
células intactas s&o incubadas com macrociclos peptidomiméticos ou poli-
peptideos n&o-macrociclicos correspondentes fluoresceinados (10 uM) por 4
h em meios isentos de soro a 37 °C, lavados com meios e incubados com
tripsina (0,25%) por 10 min a 37 °C. As células sdo lavadas novamente e
recolcoadas em suspenséo em PBS. A fluorescéncia celular é analisada, por
exemplo, usando um citdmetro de fluxo FACSCalibur ou a leitora Cellomics’
QuineticScan ® HCS Reader.
Ensaios da Eficacia Celular

A eficacia de certos macrociclos peptidomiméticos é determina-
da, por exemplo, em ensaios de exterminagio baseados em células, usando
uma série de linhagens de células tumorigénicas e nao-tumorigénicas e célu-
las primarias derivadas de populagbes de células humanas ou do camun-
dongo. A viabilidade celular € monitorada, por exemplo, durante 24-96 h de
incubagdo com macrociclos peptidomiméticos (0,5 a 50 yM) para identificar
aqueles que exterminam em CEso <10 pM. Varios ensaios-padrao que me-

dem a viabilidade cellular estdo disponiveis comercialmente e sdo usados
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opcionalmente para avaliar a eficacia dos macrociclos peptidomiméticos.
Além disso, ensaios que medem a ativagdo de Anexina V e caspases sdo
opcionalmente usados para avaliar se os macrociclos peptidomiméticos ex-
terminam células ativando a maquinaria apoptoética.

Ensaio de Estabilidade /n Vivo

Para investigar a estabilidade in vivo dos macrociclos peptido-
miméticos, os compostos sdo, por exemplo, administrados a camundongos
e/ou ratos belas vias IV, IP, PO ou inalagdo em concentragdes na faixa entre
0,1 e 50 mg/kg e espéciemes de sangue sio retiradas em 0', 5', 15', 30", 1 h,
4 h, 8 h e 24 horas apés a injegdo. Os niveis de composto intact em 25 pL
de cada soro fresco sdo entao medidos por LC-MS/MS como acima.

Eficacia In vivo em Modelos Animais

Para determinar a atividade antioncogénica de macrociclos pep-
tidomiméticos da invengdo in vivo, os compostos sio, por exemplo, dados
isoladamente (vias IP, 1V, PO, por inalagdo ou nasal) ou em combinagéo
com doses abaixo da 6tima de quimioterapia relevante (por exemplo, ciclo-
fosfamida, doxorrubicina, etoposida). Em um exemplo, 5 x 108 RS4;11 célu-
las (estabelecidas a partir da medula éssea de um paciente com leucemia
linfoblastica aguda) que expressam de forma estavel luciferase recebem in-
jecao pela veia da cauda em camundongos NOD-SCID 3 h depois que eles
foram submetidos a irradiagdo do corpo total. Caso deixada nao-tratada, es-
ta forma de leucemia é fatal em 3 semanas neste modelo. A leucemia é fa-
cilmente monitorada, por exemplo, injetando os camundongos com D-
luciferina (60 mg/kg) e reproduzindo imagens dos animais anestesiados (por
exemplo, Xenogen In Vivo Imaging System, Caliper Life Sciences, Hopquin-
ton, MA). A bioluminescéncia de corpo total € quantificada por integracéo de
fluxo foténico (fétons/s) pelo Software de Imagens Vivas (Caliper Life Scien-
ces, Hopkinton, MA). Os macrociclos peptidomiméticos isoladamente ou em
combinacdo com doses abaixo da 6tima de agentes quimioterapicos relevan-
tes sdo, por exemplo, administrados a camundongos leucémicos (10 dias
depois da injecao/Dia 1 do experimento, em faixa de bioluminescéncia de

14-16) pela veia da cauda ou IP em doses na faixa entre 0,1mg/kg e 50
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mg/kg por 7 a 21 dias. Opcionalmente, os camundongos passam por repro-
dugéo de imagens durante o tratamento inteiro a cada dois dias e a sobrevi-
da foi monitorada diariamente durante a duragdo do experimento. Os ca-
mundongos expirados s&o opcionalmente submetidos a necropsia no final do
experimento. Outro modelo animal em implantagdo em camundongos NOD-
SCID de DoHH2, uma linhagem de células derivada de linfoma folicular hu-
mano, que expressam de forma estavel luciferase. Estes testes in vivo ge-
ram opcionalmente dados farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicoldgi-
cos.

Ensaios Clinicos

Para determinar a adequabilidade dos macrociclos peptidomimé-
ticos da invengdo para tratamento de humanos, sdo realizados ensaios clini-
cos. Por exemplo, pacientes diagnosticados com cancer e em necessidade
de tratamento sdo selecionados e separados em tratamento e um ou mais
grupos de controle, onde o grupo de tratamento recebe administracdo de um
macrociclo peptidomimético da invengado, enquanto que os grupos de contro-
le recebem placebo ou um farmaco anticancer conhecido. A seguranga e do
tratamento e a eficacia dos macrociclos peptidomiméticos da invengéo po-
dem ser assim avaliadas realizando comparagdes de grupos de pacientes
com respeito a fatores tais como sobrevida e qualidade de vida. Neste e-
xemplo, o grupo de pacientes tratados com um macrociclo peptidomimético
apresenta melhor sobrevida de longo prazo em comparagdo com um grupo
de pacientes de controle tratado com placebo.

Composig¢des Farmacéuticas e Vias de Administracio

Os macrociclos peptidomiméticos da invengdo incluem também
seus serivados ou pro-farmacos farmaceuticamente aceitaveis. Um "deriva-
do farmaceuticamente aceitavel" significa qualquer sal, éster, sal de um és-
ter, pro-farmaco, ou outro derivado farmaceuticamente aceitavel de um com-
posto desta invengéo que, ap6s administragdo a um recebedor, é capaz de
produzir (direta ou indiretamente) um composto desta invencdo. Sdo deriva-
dos farmaceuticamente aceitaveis particularmente favorecidos aqueles que

aumentam a biodisponibilidade dos compostos da invengdo quando adminis-
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trados a um mamifero (por exemplo, aumentando a absorg¢do no sangue de
um composto administrado por via oral) ou que aumenta a distribuigdo do
composto ativo para um compartimento biolégico (por exemplo, o cérebro ou
sistema linfatico) em relagdo a espécie originaria. Alguns derivados farma-
ceuticamente aceitaveis incluem um grupo quimico que aumenta a solubili-
dade aquosa ou o transporte ativo através da mucosa gastrointestinal.

Em algumas modalidades, os macrociclos peptidomiméticos da
invengao sao modificados juntando de forma covalente ou ndo-covalente
grupos funcionais apropriados, para melhorar as propriedades bioldgicas
seletivas. Tais modificagbes incluem aquelas que aumentam a penetragéo
biolégica em um dado compartimento biologico (por exemplo, sangue, sis-
tema linfatico, sistema nevoso central), aumentam a disponibilidade oral,
aumentam a solubilidade para permitir a administragdo por injegdo, alteram o
metabolismo, e alteram a teaxa de excecgéo.

Os sais farmaceuticamente aceitaveis dos compostos desta in-
veng&o incluem aqueles derivados de acidos e bases inorganicas e organi-
cas farmaceuticamente aceitaveis. Os exemplos de sais de acidos apropria-
dos incluem acetato, adipato, benzoato, benzenessulfonato, butirato, citrato,
digliconato, dodecilsulfato, formiato, fumarato, glicolato, hemissulfato, hepta-
noato, hexanoato, cloridrato, bromidrato, iodidrato, lactato, maleato, malona-
to, metanossulfonato, 2-naftalenossulfonato, nicotinato, nitrato, palmoato,
fosfato, picrato, pivalato, propionato, salicilato, succinato, sulfato, tartarato,
tosilato e undecanoato. Os sais derivados de bases apropriadas incluem sais
de metais alcalinos (por exemplo, s6dio), metais alcalino terrosos (por e-
xemplo, magneésio), aménio e sais de N-(alquila)s”.

Para preparar composi¢des farmacéuticas a partir dos compos-
tos da presente invengéo, os carreadores farmaceuticamente aceitaveis in-
cluem carreadores solidos ou liquidos. As preparagdes na forma sélida in-
cluem pos, comprimidos, pilulas, capsulas, hdstias, supositérios, e granulos
dispersaveis. Um carreador sélido pode ser uma ou mais substancias, que
atuam também como diluentes, sabores, aglutinantes, conservantes, agen-

tes desintegradores de comprimidos, ou um material de encapsulacdo. Os
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detalhes sobre as técnicas para formulagdo e administragdo estdo bem des-
critos na literatura cientifica e de patentes; vide, por exemplo, a tltima edigao
de "Remington's Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co, Easton,
PA.

Em pés, o carreador € um sélido finamente dividido, que esta em
mistura com o componente ativo finamente dividido. Em comprimidos, o
componente ativo é misturado com o carreador com as propriedades ligan-
tes necessarias em proporgoes apropriadas e compactado no formato e ta-
manho desejados.

Os excipientes soélidos apropriados sdo cargas de carboidratos
ou proteinas incluem, porém sem limitagbes, agucares, incluindo lactose,
sacarose, manitol, ou sorbitol; amido de milho, trigo, arroz, batata, ou outras
plantas; celulose tal como metilcelulose, hidroxipropilmetil-celulose, ou car-
boximetil-celulose sédica; e gomas, incluindo goma-arabica e tragacanto;
bem como proteinas tais como gelatina e colageno. Caso desejado, agentes
desintegradores ou de solubilizacdo sdo adicionados, tais como poli(vinil-
pirrolidona) reticulada, agar, &cido alginico ou um seu sal, tal como alginato
de sddio.

As preparagdes na forma liquida incluem solugdes, suspensdes,
e emulsdes, por exemplo, solugdes em agua ou agua/propilenoglicol. Para
injec@o parenteral, as preparagdes liquidas as preparagdes liquidas podem
ser formuladas em solugdo em solugdo aquosa de polietilenoglicol.

A preparagdo farmacéutica esta de preferéncia na forma de do-
sagem unitaria. Nesta forma a preparagéo ¢ subdividida em doses unitarias
que contém quantidades apropriadas do componente ativo. A forma de do-
sagem unitaria pode ser uma preparag@o embalada, a embalagem contendo
quantidades distintas de preparagao, tais como comprimidos, capsulas, e
p6s embalados em frasocs ou ampolas. Além disso, a forma de dosagem
unitaria pode ser uma cépsula, comprimido, héstia, pastilha em si, ou ela
pode ser o numero apropriado de qualquer deles na forma embalada.

Quando as composi¢cdes desta invengdo compreendem uma

combinagéo de macrociclo peptidomimético e um ou mais agentes terapéuti-
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cos ou profilaticos adicionais, o composto e o agente adicional devem estar
presentes em niveis de dosagem entre cerca de 1 e 100%, e mais preferi-
velmnente entre cerca de 5 e 95% da dosagem normalmente administrada
em um esquema de monoterapia. Em algumas modalidades, os agentes a-
dicionais sao administrados separadamente, como parte de um esquema e
multiplas doses, dos compostos desta invencgao. Alternativamente, esses
agentes sao parte de uma forma de dosagem unica, misturados com os
compostos desta invengdo em uma Gnica composigao.
Métodos de Uso

Em um aspecto, a presente invengao fornece macrociclos pepti-

domimeéticos inusitados que s&o lteis em ensaios de ligagdo competitiva pa-
ra identificar agentes que se ligam ao(s) ligante(s) natural(ais) das proteinas
ou peptideos sobre os quais os macrociclos peptidomiméticos sdo modela-
dos. Por exemplo, no sistema de p53 MDM2, os macrociclos peptidomiméti-
cos estabilizados marcados baseados na p53 sido usados em um ensaio de
ligagédo de MDM2 junto com moléculas pequenas que se ligam competitiva-
mente a MDM2. Estudos de ligagdo competitive permitem a répida avaliagdo
in vitro e determinagéo de candidatos a farmacos especificos para o sistema
p53/MDM2. Similarmente, no sistema antiapoptético BH3/BCL-X,, os macro-
ciclos peptidomiméticos marcados baseados em BH3 podem ser usados em
um ensaio de ligagdo de BCL-X_ junto com moléculas pequenas que se li-
gam competitivamente a BCL-X.. Estudos de ligagdo competitiva permitem a
rapida avaliag&o in vitro e determinagdo de candidatos a farmacos especifi-
cos para o sistema BH3/BCL-X,. A invengao fornece ainda a geragdo de an-
ticorpos contra os macrociclos peptidomiméticos. Em algumas modalidades,
estes anticorpos se ligam especificamente ao macrociclo peptidomimético e
também ao precursor de p53 ou BH3 peptidomimético apds o que os macro-
ciclos peptidomimeéticos sdo derivados. Tais anticorpos, por exemplo, rom-
pem os sistemas p53/MDM2 ou BH3/BCL-XL, respectivamente.

Em outros aspectos, a presente invengao fornece métodos profi-
laticos e tambem terapéuticos para tratar um individuo em risco de (ou sus-

cetivel a) um distarbio ou que tem um distirbio associado a express3o de
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membro da familia de BCL-2 aberrante (por exemplo, insuficiente ou exces-
siva) ou atividade (por exemplo, anormalidades da via apoptotica extrinseca
ou intrinseca). Acredita-se que alguns distirbios do tipo BCL-2 so causa-
dos, pelo menos em parte, por um nivel anormal de um ou mais membros da
familia BCL-2 (por exemplo, superexpress&o ou subexpressio), ou pela pre-
senga de um ou mais mebros da familia BCL-2, que apresentam atividade
anormal. Assim sendo, a redugdo no nivel e/ou atividade do membro da fa-
milia BCL-2 ou a intensificagdo do nivel e/ou atividade do membro da familia
BCL-2, é usada, por exemplo, para melhorar ou reduzir os sintomas adver-
sos do disturbio.

Em outro aspecto, a presente invengdo fornece métodos para
tratar ou prevenir doenga hiperproliferativa interferindo com a interagdo ou
ligagdo entre p53 e MDM2 em células tomorosas. Estes métodos compreen-
dem administrar uma quantidade eficaz de um composto da invengao a um
animal homeotermo, incluindo um humano, ou as células tumorosas que
contém p53 do tipo selvagem. Em algumas modalidades, a administragao
dos compostos da presente inveng&o induz a detengdo do crescimento celu-
lar ou apoptose. Em outras modalidades, a presente invengdo ¢ usada para
tratar doenga e/ou células tumorosas que compreendem niveis elevados de
MDM2. O termo "niveis elevados de MDM2", como aqui utiulizado, refere-se
a niveis de MDM2 maiores do que aqueles encontrados em células que con-
tém um numero de copias mais do que o normal (2) de mdm2 ou acima cer-
ca de 10.000 moléculas de MDM2 por célula, medido por ELISA e ensaios
similares (Picksley et al. (1994), Oncogene 9, 2523 2529).

Como aqui utilizado, o termo "tratamento” é definido como a a-
plicagéo ou administragdo de um agente terapéutico a um paciente, ou apli-
cagao ou administracdo de um agente terapéutico a uma célula ou linhagem
de células isolada a partir de um paciente, que tem uma doenca, um sintoma
de doenga ou uma predisposi¢do para uma doenga, com o proposito de cu-
rar, cicatrizar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, melhorar, amenizar ou afetar
a doenca, os sintomas da doenga ou a predisposigdo para a doenga.

Em algumas modalidades, os macrociclos peptidomiméticos da
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invenga@o sdo usados para tratar, prevenir, e/ou diagnosticar canceres e con-
dicdes neoplasicas. Como aqui utilizados, os termos "cancer”, "hiperprolife-
rativa” e "neoplasica” referem-se a células que tém a capacidade de cresci-
mento auténomo, isto é, um estado ou condigdo anormal caracterizada por
crescimento celular rapidamente proliferante. Os estados doentios hiperproli-
ferativos e neoplasicos podem ser classificados como patolégicos, isto &,
caracterizando ou constituindo um estado doentio, ou podem ser classifica-
dos como nao-patoldgicos, isto &, um desvio do normal, mas n&o associado
com um estado doentio. O termo pretende incluir todos tipos de crescimen-
tos cancerosos ou processos oncogénicos, tecidos metastaticos ou células,
tecidos ou dérgéos transformados de forma maligna, independentemente do
tipo ou estagio histopatolégico de invasdo. Um tumor metastatico pode advir
de uma multiplicidade de tipos de tumores primérios, incluindo, porém sem
limitagGes, aqueles de origem mamaria, pulmonar, hepatica, colénica e ova-
riana. As células "patolégicas hiperproliferativas” ocorrem em estados doen-
tios caracterizados por rescimento de tumores malignos. Os exemplos de
células ndo-patolégicas hiperproliferativas incluem a proliferagdo de células
associadas ao reparo de feridas. Os exemplos de distarbios celulares prolife-
rativos e/ou diferenciadores incluem cancer, por exemplo, carcinoma, sar-
coma, ou disturbios metastaticos. Em algumas modalidades, os macrociclos
peptidomiméticos sdo agentes terapéuticos inusitados para controlar cancer
de mama, cancer de ovario, cancer de célon, cancer de pulm3o, metastases
de tais canceres e similares.

Os exemplos de cénceres ou condigbes neoplasicas incluem,
porém sem limitagdes, um fibrossarcoma, miossarcoma, lipossarcoma, con-
drossarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiossarcoma, endotelios-
sarcoma, linfangiossarcoma, linfangioendoteliossarcoma, sinovioma, meso-
telioma, tumor de Ewing, leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma, cancer gas-
trico, cancer esofagico, cancer retal, cancer pancreatico, cancer ovariano,
cancer prostatico, cancer uterino, cancer da cabega e pescogo, cancer cuta-
neo, cancer cerebral, carcinoma de células escamosas, carcinoma de glan-

dulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistadenocarci-
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noma, carcinoma medular,carcinoma broncogénico, carcinoma de células
renais, hepatoma, carcinoma do duto biliar, coriocarcinoma, seminoma, car-
cinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer cervical, cancer testicular, carci-
noma pulmonar de células pequenas, carcinoma pulmonar de células nio-
pequenas, carcinoma da bexiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma,
meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblas-
toma, neuroma de acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma,
neuroblastoma, retinoblastoma, leucemia, linfoma, ou sarcoma de Kaposi.

Os exemplos de distarbios proliferativos incluem distarbios neo-
plasicos hematopoieticos. Como aqui utilizado, o termo "disturbios neoplasi-
cos hematopoieticos” inclui doengas que envolvem células hiperplasi-
cas/neoplasicas de origem hematopoiética, por exemplo, advindas de linha-
gens mieldde, linféide ou eritréide, ou células precursoras delas. De prefe-
réncia, as doengas advém de leucemias agudas deficientemente diferencia-
das, por exemplo, leucemia eritroblastica e leucemia aguda megacarioblasti-
ca. Os disturbios mieldides exemplificativos adicionais incluem, porém sem
limitagGes, leucemia promieléide aguda (APML), leucemia mielégena aguda
(AML) e leucemia mielégena cronica (CML) (revisado em Vaickus (1991),
Crit Rev. Oncol./Hemotol. 11:267-97); as malignidades linféides incluem, po-
rém sem limitagbes, leukemia linfoblastica aguda (ALL) que inclui ALL de
linhagem B e ALL de linhagem T, leucemia linfocitica crénica (CLL), leuce-
mia prolinfocitica (PLL), leucemia de células pilosas (HLL) e macroglobuli-
nemia de Waldenstrom (WM). As formas adicionais de linfomas malignos
incluem, porém sem limitagdes, linfoma n&o-Hodgkin e variantes dele, linfo-
mas de células T periféricas, leucemia/linfoma de células T adultas (ATL),
linfoma de células T cutaneas (CTCL), leucemia linfocitica granular grande
(LGF), doenga de Hodgkin e doenga de Reed-Stemberg.

Os exemplos de disturbios celulares proliferativoss e/ou de dife-
renciagdo da mama incluem, porém sem limitagdes, doenca mamaria prolife-
rative, incluindo, por exemplo, hiperplasia epitelial, adenose esclerosante, e
papilomas de dutos pequenos; tumores, por exemplo, tumores estromais tais

como fibroadenoma, tumor filodes, e sarcomas, e tumores epiteliais tais co-
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mo papiloma de dutos grandes; carcinoma da mama, incluindo carcinoma in
situ (ndo-invasivo) que inclui carcinoma ductal in situ (incluindo doenca de
Paget) e carcinoma lobular in situ, e carcinoma invasivo (infiltrante) incluindo,
porém sem limitagbes, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasi-
vo, carcinoma medular, carcinoma coldide (mucinoso), carcinoma tubular, e
carcinoma papilar invasivo, e neoplasmas malignos miscelaneos. Os distur-
bios na mama masculina incluem, porém sem limitagdes, ginecomastia e
carcinoma.

Os exemplos de disturbios celulares proliferativos e/ou de dife-
renciagdo do pulmé&o incluem, porém sem limitagdes, carcinoma broncogéni-
co, incluindo sindromes paraneoplasicas, carcinoma bronquioalveolar, tumo-
res neuroendocrinos, tais como carcindide brénquico, tomores miscelaneos,
e tumores metastaticos; patologias da pleura, incluindo efusées pleurais in-
flamatorias, efusbes pleurais nao-inflamatérias, pneumotérax, e tumores
pleurais, incluindo tumores fibrosos solitarios (fibroma pleural) e mesotelioma
maligno.

Os exemplos de distarbios celulares proliferativos e/ou de dife-
renciagéo do colon incluem, porém sem limitagées, polipos ndo-neoplasicos,
adenomas, sindromes familiais, carcinogénese colorretal, carcinoma colorre-
tal, e tumores carcindides.

Os exemplos de disturbios celulares proliferativos e/ou de dife-
renciagao do figado incluem, porém sem limitagées, hiperplasias nodulares,
adenomas, e tumores malignos, incluindo carcinoma primario do figado e
tumores metastaticos.

Os exemplos de disturbios celulares proliferativos e/ou de dife-
renciagao do ovario incluem, porém sem limitagdes, tumores ovarianos tais
como epitélio celdmico, tumores serosos, tumores mucinosos, tumores en-
dometridides, adenocarcinoma de células claras, cistadenofibroma, tumor de
Brenner, tumores epiteliais superficiais; tumores de células germinativas tais
como teratomas maduros (benignos), teratomas monodérmicos, teratomas
malignos imaturos, disgerminoma, tumores do seio endodérmico, coriocarci-

noma; tumores dos corddes sexuais-estoma tais como tumores de células
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da granulosa-teca, tecomafibromas, androblastomas, tumores de células
hilares, e gonadoblastoma; e tumores metastaticos tais como tumores de
Krukenberg.

Em outras modalidades, os macrociclos peptidomiméticos aqui
descritos s&o usados para tratar, prevenir ou diagnosticar condicdes caracte-
rizadas por morte celular hiperativa ou morte celular devido a insulto fisiol6-
gico, etc. Alguns exemplos de condigbes caracterizadas por morte celular
prematura ou indesejada sao proliferagdes celular alternativamente indese-
jada ou excessiva incluem, porém sem limitagGes, condigdes hipocelula-
res/hipoplasicas, acelulares/aplasicas, ou hipercelulares/hiperplasicas. Al-
guns exemplos incluem disturbios hematolégicos, incluindo, porém sem limi-
tacoes, anemia de Fanconi, anemia aplasica, talaessemia, neutropenia con-
génita, mielodisplasia

Em outras modalidades, os macrociclos peptidomiméticos da
invengédo, que atuam para diminuir apoptose, sdo usados para tratar distr-
bios associados a um nivel indesejado de morte celular. Assim sendo, em
algumas modalidades, os macrociclos peptidomiméticos antiapoptéticos da
invengdo sao usados para tratar disturbios tais como aqueles que levam a
morte celular associada a infecgéo viral, por exemplo, infeccéo associada ao
virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Varias doencas neurolégicas s3o
caracterizadas pela perda gradual de conjuntos especificos de neurénios, e
os macrociclos peptidomiméticos antiapoptéticos da invengdo sdo usados,
em algumas modalidades, no tratamento destes distirbios. Tais distdrbios
incluem doencga de Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose lateral amio-
trofica (ALS), retinite pigmentosa, atrofia muscular espinhal, e varias formas
de degeneracgéo cerebelar. A perda de células nestas doengas ndo induz
uma resposta inflamatoria, e a apoptose parece ser um mecanismo de morte
celular. Além disso, inUmeras doengas hematoldgicas estdo associadas a
uma produgdo diminuida de células sanguineas. Estes distirbios incluem
anemia associada a doenga cronica, anemia aplasica, neutropenia cronica, e
sindromes mielodisplasicas. Os disturbios de produgdo células sanguineas,

tais como sindrome mielodisplasica e algumas formas de anemia aplasica,
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estdo associados a maior morte celular apoptética dentro da medula éssea.
Estes disturbios poderiam resultar da ativagdo de genes promovem apopto-
se, deficiéncias adquiridas em células do estroma ou fatores de sobrevivén-
cia hematopoiéticos, ou os efeitos diretos de toxinas e mediadores de res-
postas imunes. Dois disturbios comuns associados & morte celular sdo infar-
tos do miocardio e acidente vascular cerebral. Em ambos distarbios, as célu-
las dentro da é&rea central da isquemia, que é produzida no caso de perda
aguda de fluxo sanguineo, parecem morrer rapidamente como resultado de
necrose. Entretanto, for a da zona isquémica central, as células morrem du-
rante um periodo de tempo mais prolongado e morfologicamente parecem
morrer por apoptose. Em outras modalidades, os macrociclos peptidomimé-
ticos antiapoptéticos da invengdo sdo usados para tratar todas as doengas
associadas a morte celular indesejavel.

Alguns exemplos de disturbios imunolégicos que sdo tratados
com os macrociclos peptidomiméticos aqui descritos incluem, porém sem
limitagGes, rejeigcao a transplantes de 6rgaos, artrite, lupus, IBD, doenca de
Crohn, asma, esclerose multipla, diabetes, etc.

Alguns exemplos de disturbios neurolégicos que sdo tratados
com os macrociclos peptidomiméticos aqui descritos incluem, porém sem
limitagGes, doenga de Alzheimer, sindrome de Down, Amiloidose de Hemor-
ragia Cerebral Hereditaria do Tipo Holandés, Amiloidose Reativa, Nefropatia
Amildide Familial com Urticaria e Surdez, Sindrome de Muckle-Wells, Mie-
loma Idiopatico; Mieloma Associado a Macroglobulinemia, Polineuropatia
Amildide Familial,
Cardiomiopatia Amildide Familial, Amildide Cardiaco Isolado, Amiloidose
Senil Sistémica, Diabetes de Inicio no Adulto, Insulinoma, Amildide Atrial Iso-
lado, Carcinoma Medular da Tiredide, Amiloidose Familial, Hemorragia Ce-
rebral Hereditaria Com Amiloidose, Polineuropatia Amiloidética Familial, S-
crapie, Doenca de Creutzfeldt-Jacob, Sindrome de Gerstmann Straussler-
Scheinker, Encefalite Espongiforme Bovina, uma doega mediada por prions,
e Doenca de Huntington.

Alguns exemplos de disturbios endocrinolégicos que sao trata-
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dos com os macrociclos peptidomiméticos aqui descritos incluem, porém
sem limitagdes, diabetes, hipotireoidismo, hipopituitarismo, hipoparatireoi-
dismo, hipogonadismo, etc. '

Os exemplos de disturbios cardiovasculares (por exemplo, dis-
tarbios inflamatérios) que séo tratados ou prevenidos com os macrociclos
peptidomiméticos da invengéo incluem, porém sem limitagdes, aterosclero-
se, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, trombose, aneurisma,
insuficiéncia cardiaca, doenga cardiac isquémica, angina do peito, morte
cardiaca repentina, doenga cardiaca hipertensiva; doenga de vaso ndo-
coronario, tais como arteriolosclerose, doenga de vasos pequenos, nefropa-
tia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, xantomatose,
asma, hipertensao, enfesima e doenga pulmonar crénica; ou uma condicéo
cardiovascular associada a procedimentos de intervencdo ("traumatismo
vascular procedimental”), tais como restenose apds angioplastia, colocagao
de um desvio, sonda, enxertos de excisdo sintéticos ou naturais, sonda de
demora, valvula ou outros dispositivos implantaveis. Os distdrbios cardiovas-
culares preferidos incluem aterosclerose, infarto do miocardio, aneurisma, e

acidente vascular cerebral.

Exemplos
A segéo que se segue fornece exemplos ilustrativos da presente

invencgao.
Exemplo 1. Preparacdo de Aminoacidos Alfa,Alfa-Dissubstituidos

Composto 1
7S Na

O Composto 1 foi preparado por uma sequéncia de duas etapas
de acordo com Yao et al. (2004) J. Org. Chem, 69:1720-1722. Adicionou-se
azida de sddio (0,53 g, 8,2 mmol) a 1-iodo-4-cloro-butano (1 mL, 8,2 mmol)
em dimetil-formamida (10 mL), e a reagéo foi agitada a temperatura ambien-
te de um dia para o outro. A reagao foi entdo diluida com acetato de etila e
agua. A camada orgénica foi lavada com agua (3 vezes), secada com sulfato
de magnesio e concentrada sob vacuo para dar 1-azido-4-cloro-butano com

rendimento de 80%. A azida foi diluida com acetona (38 mL), e iodeto de
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sodio (1,98 g, 13,00 mmol) foi adicionado, e a reagdo foi aquecida no refluxo
de um dia para o outro. Depois disso, a reago foi diluida com agua e o pro-
duto foi extraido com éter (trés vezes). Os extratos organicos combinados
foram lavados com bicarbonato de sédio e saimoura. Os extratos organicos
foram secados com sulfato de magnésio e contrados sob vacuo. O produto 1

foi purificado passando-o através de um leito de alumina neutra. O rendi-

')
e

S-Ala-Ni-BPB

mento foi 89%.

Composto 2

O Composto 2 foi preparado por uma sequéncia de trés etapas
de acordo com Belokon et al. (1998), Tetrahedron Asymm. 9:4249-4252.
Uma solugéo de S-prolina (100 g, 0,869 mol) e KOH (172 g, 2,61 mol) em
isopropanol (600 mL) foi preparada sob agitagéo a 40 °C. Tao logo a solugao
ficou transparente, adicionou-se cloreto de benzila (156 mL, 1,34 mol) na
mesma temperatura. Depois de completada a adigdo (3,5 h), a reacgéo foi
agitada de um dia para o outro a 40 °C. A reagao foi neutralizada com HCI
concentrado (110 mL) atél pH 5, e depois adicionou-se cloroférmio (400 mL)
a mistura da reagdo e a mistura foi deixada agitando de um dia para o outro.
A mistura foi entéo filtrada e o precipitado foi lavado com CHCI. As solugdes
em CHCL3 foram combinadas e evaporadas, o residuo foi tratado com ace-
tona e o precipitado do produto bruto foi filtrado e lavado adicionalmente com
acetona. O produto benzil-prolina foi isolado com rendimento de 75%.

Adicionou-se cloreto de tionila (18,34 mL, 0,25 mmol) uma solu-
¢aode benzil-prolina (41 g, 0,2 mol) em cloreto de metileno (200 mL) sob agi-
tagdo a -20 °C a -30 °C durante um periodo de 10 min. A agitacéo foi conti-
nuada a -10 °C até a mistura reativa ficar quase transparente. Depois, uma

solugao de 2-amino-benzofenona (25 g, 0,125 mol) em cloreto de metileno
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(100 mL) foi adicionada & mistura da reagéo a -30 °C sob agitagdo. A agita-
¢éo foi continuada a temperatura ambiente por mais 10 h e uma solugéo de
carbonato de sodio (40 g) em agua (150 mL) foi adicionada a mistura da re-
agdo sob agitagdo a 0 °C. A camada orgénica foi separada, a camada aquo-
sa foi extraida varias vezes com cloreto de metileno e as solugdes organicas
foram combinadas e evaporadas. O produto (aduto de benzil-prolina/amino-
benzofenona) foi cristalizado em etanol e foi isolado com rendimento de
85%.

Uma solugéo de KOH (23,1 g, 0,35 mol) em metanol (75 ml) foi
vertida para dentro de uma mistura sob agitagdo do aduto de benzil-
prolina/amino-benzofenona (19,5 g, 0,05 mol) e nitrato de niquel hexa-
hidratado (29,1 g, 0,1 mol), L-Ala (8,9 g, 0,1 mol) em metanol (175) sob ni-
trogénio a 40-50 °C. A mistura reativa foi agitada a 55C-65 °C por 2 h e de-
pois neutralizada com acido acético (20 mL). O volume da regéo foi diluido
com agua (500 mL). Depois de 6 h, o sélido cristalino separado foi filtrado e
lavado com &gua (2x) para dar o composto 2 puro (sélido vermelho, 22 g).
M+H obs. 512.4, M+H calc.512.1.

Composto 3
| O

%N\ .Oﬁ/

#Ni

N N "’//\/\N:3
O

Ao composto 2 (5,122g, 10,0 mmols) adicionou-se dimetilforma-
mida (45 mL), que foi desgaseificada por intermédio de um ciclo de conge-
lamento-descongelamento. A solugéo foi resfriada até 4 °C com um banho
de gelo e adicionou-se KOH em p6 (6,361g, 100 mmols) em uma parcela. O
banho gelado foi removido e o composto 1 (3,375 g, 15 mmols) dissolvido
em dimetilformamida (4,0 mL) foi adicionado por intermédio de uma seringa.
A reagdo foi agitada & temperatura ambiente por 40 min. A reacao foi entdo
interrompida rapidamente adicionando-a lentamente a uma solugdo aquosa
gelada de acido acético a 5 % (200 mL). O produto bruto foi coletado por
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filtragcdo e lavado trés vezes com agua gelada. O produto foi purificado por
cromatografia rapida usando uma coluna de silica Biotage e hexano/acetato
de etila como eluente. O Composto 3 foi obtido como um sélido vermelho
(51% de rendimento), M+H calc.609.2, M+H obs.609.37. A pureza foi deter-
minada como sendo 98% por UV 254 nm.
Composto 4

RE——

Adicionou-se iodeto de sddio (14,321 g, 95,54 mmols) a uma
solug&o de 5-cloro-pentino (5 g, 47,8 mmols) em acetona (80 mL). A reagao
foi aquecida no refluxo de um dia para o outro. Depois disso, a reagao foi
diluida com agua e o produto foi extraido com éter (trés vezes). Os extratos
organicos combinados foram lavados com bicarbonato de sodio e salmoura.
Os extratos orgénicos foram secados com sulfato de magnésio e concentra-
dos sob vacuo. O produto 4 foi purificado passando-o através de um leito de

alumina neutra. O rendimento foi de 92%.

O

T
O \

Adicionou-se dimetilfformamida (23 mL) ao composto 2 (2,561 g,

Composto 5

5,0 mmols), que foi desgaseificada por intermédio de um ciclo de congela-
mento-descongelamento. A solugdo foi resfriada até 4 °C com um banho de
gelo e adicionou-se KOH em p6 (3,181 g, 50 mmols) em uma parcela. O ba-
nho gelado foi removido e o composto 4 (1,94 g, 10 mmols)) dissolvido em
dimetil-formamida (2,0 mL) foi adicionado por intermédio de uma seringa. A
reacgao foi agitada a temperatura ambiente pdr 40 min. A reagao foi entdo
interrompida rapidamente adicionando-alentamente a uma solugdo aquosa
gelada de acido acético a 5% (100 mL). O produto bruto foi coletado por fil-
tragdo e lavado trés vezes com agua gelada. O produto foi purificado por

cromatografia rapida usando uma coluna de silica Biotage e hexano/acetato
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de etila como eluente. O Composto 5 é um sélido vermelho, 1,4 g (rendimen-
to 48%). M+H calc.578.19 , M+H 0bs.578.69. A pureza foi determinada como
sendo 97% por UV 254 nm.

Composto 6

0
HO

FmocHN™ "/~ "N,

Uma solugéo do Composto 3 (1 g, 1,65 mmol) em MeOH (3mL)
foi adicionada a uma solugdo (12 mL) de de HCI/MeOH 1/13 N a 70 °C sob a
forma de gotas. O material de partida desapareceu dentro de 5-10 min. A
mistura reativa foi entdo concentrada sob vacuo e o solvente residual foi re-
movido em uma bomba de alto vacuo. O residuo bruto foi diluido com solu-
¢ao aquosa a 10% de Na,CO; (16 mL) resfriada até 0 °C com um banho de
gelo. Fmoc-OSu (0,84 g, 2,5 mmol) dissolvido em dioxano (16 mL) foi adi-
cionado e a reag&o foi deixada aquecer até a temperatura ambiente sob agi-
tacdo de um dia para o outro. Depois disso, a reagdo foi diluida com acetato
de etila e HCI 1 N. A camada organica foi lavada com HCl 1 N (3 vezes). A
camada organica foi entdo secada com sulfato de magnésio e concentrada
sob vacuo. O produto puro foi isolado depois de uma purificagao por croma-
tografia rapida com uma coluna de silica Biotage e acetato de etila/hexano e
cloreto de metileno/metanol como eluentes, para dar um 6leo viscoso com
rendimento global de 36% para ambas etapas. M+Na obs 431.89, M+H calc
(409.18). A pureza foi determinada como sendo 98% UV 254 nm.
Composto 7

O
HO

FmocHN™ 7~ >

Adicionou-se uma solugdo do Composto 5 (1,4 g, 2,4 mmol) em
MeOH (4 mL) a uma solugdo (18 ml) de HCI/MeOH 1/13 N a 70 °C scob a
forma de gotas. O material de partida desapareceu dentro de 5-10 min. A
mistura reativa foi entdo concentrada sob vacuo e o solvente residual foi re-
movido em uma bomba de alto vacuo. O residuo bruto foi diluido com solu-
¢ao aquosa a 10% de Na,COj; (24 mL) resfriada até 0 °C com um banho de
gelo. Fmoc-OSu (0,98 g, 2,9 mmol) dissolvido em dioxano (24 mL) foi adi-
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cionado e a reagdo foi deixada aquecer até a temperatura ambiente sob agi-
tagdo de um dia para o outro. Depois disso, a reagdo foi diluida com acetato
de etila e HCl 1 N. A camada orgénica foi lavada com HCI 1 N (3 vezes). A
camada organica foi entdo secada com sulfato de magnésio e concentrada
sob vacuo. O produto puro foi isolado (30% de rendimento para ambas eta-
pas) depois de uma purificagdo por cromatografia rapida com uma coluna de
silica Biotage e acetato de etila/hexano e cloreto de metileno/metanol como
eluentes. O produto foi obtido como um 6leo viscoso, que solidifica depois de
descansar. M+H calc. 378.16, M+Na obs 400.85.

Inimeras modalidades da invengdo foram descritas. Contud,
deve-se entender que varias modificagdes podem ser feitas sem fugir do
espirito e d&mbito da invengdo. Consequentemente, outras modalidades es-

tdo dentro do dmbito das reivindicagbes que se seguem.
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1. Macrociclo peptidomimético, caracterizado pelo fato de que

apresenta a Formula (1):
0 0

Ry Rg

N /N
Al-[BL-[C
[D]v/ [Ak-[By-ICL EL,

R4 R2
L (Férmula l)

em que:
cada A, C, D, e E é independentemente um aminoacido natural ou nao-
natural;

. B é um aminoacido natural ou nao-natural, analogo de aminoa-

R

cido, 7 0O ,[-NH-Lz-CO-], [-NH-L5-SO»-], ou [-NH-Ls-];

R1 e Rz sé&o independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquila, cicloalquilaiquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila,
nao-substituidos ou substituidos com halo—;

Rs é hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituidos com Rs;

L. € um ligante formador de macrociclos de formula

H“\L1 . 2/%
(/\/A/NH
N:N/ ;

L4, L> e L3 s&o independentemente alquileno, alquenileno, alqui-
nileno, heteroalquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, cicloarileno, he-
terocicloarileno, ou [-Rs-K-Rs-],, sendo cada um opcionalmente substituido
com Rs;
cada R4 é alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, cicloalquileno,
heterociclo-alquileno, arileno, ou heteroarileno;
cadaKé O, S, SO, SO,, CO, CO,, ou CONR;;

cada Rs é independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rs)2, -SRe,
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-SORg, -SO2Rs, -CO2Rs, um grupamento fluorescentee, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;

cada Rs € independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila,
cicloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente, um radioi-
s6topo ou um agente terapéutico;

R7 é —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, hete-
roalquila, cicloalquilalquila, heterocicloalquila, cicloarila, ou heterocicloarila,
opcionalmente substituidos com Rs, ou parte de uma estrutura ciclica com
um residuo D;

Rs é —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, hete-
roalquila, cicloalquilalquila, heterocicloalquila, cicloarila, ou heterocicloarila,
opcionalmente substituidos com Rs, ou parte de uma estrutura ciclica com
um residuo E;

v € um numero inteiro entre 1-1.000;

w é um numero inteiro entre 1-1.000;

X € um numero inteiro entre 0-10;

y € um nimero inteiro entre 0-10;

z € um numero inteiro entre 0-10; e

n € um numero inteiro entre 1-5;

em que o macrociclo peptidomimético compreende uma hélice a

ou folha
2. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao 1,
g—L,%N_Lz_g s_L1_N/§—L2—§
caracterizado pelo fato de que L é N""_—N/ ou \N=N .

3. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicacao 1,

S—, \ L— ¢—L—N L—¢
Z /
" \N \ .

4. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizado pelo fato de que L é

caracterizado pelo fato de que pelo menos um entre Ry e R, é alquila, al-
quenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou
heterocicloalquila, cada grupo sendo opcionalmente substituido com halo.

5. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que R4y e R; sdo independentemente alquila, al-
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quenila, alquinila, arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou
heterocicloalquila, cada grupo sendo opcionalmente substituido com halo.

6. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um entre Ry e R é alquila, opcio-
nalmente substituida com halo.

7. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que R e R; sdo independentemente alquila, op-
cionalmente substituidos com halo.

8. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um entre R; e R; é metila.

9. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que Ry e R sdo metila.

10. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicacao
1, caracterizado pelo fato de que pelo menos um entre D e E € um aminoa-
cido natural ou ndo-natural substituido com um lipideo ou hidrocarboneto de
alto peso molecular.

11. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que pelo menos um entre D e E é anexado a
um ligante formador de macrociclo adicional.

12. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que uma estrutura secundaria do macrociclo
peptidomimético é mais estavel do que uma estrutura secundaria correspon-
dente de um polipeptideo ndo-macrociclico correspondente.

13. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizado pelo fato de que o macrociclo peptidomimético compreende
uma hélice a.

14. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que a hélice a compreende entre 1 volta e 5
voltas.

15. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que a hélice a € mais estavel do que uma hé-

lice a de um polipeptideo um polipeptideo nao-macrociclico correspondente.
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16. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que o ligante formador de macrociclo abarca
entre 1 volta e 5 voltas da hélice a.

17. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagéao
13, caracterizado pelo fato de que o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 1, 2, 3, 4 ou 5 voltas da hélice a.

18. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que o comprimento do ligante formador de
macrociclo é cerca de 5 A a cerca de 9 A por volta da hélice a.

19. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que o ligante formador de macrociclo abarca
aproximadamente 1 volta da hélice a.

20. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicacao
13, caracterizado pelo fato de que o comprimento do ligante formador de
macrociclo é aproximadamente igual ao comprimento de entre cerca de 6
ligacbes carbono-carbono e cerca de 14 ligagées carbono-carbono.

21. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicacao
19, caracterizado pelo fato de que o comprimento do ligante formador de
macrociclo é aproximadamente igual ao comprimento de entre cerca de 8
ligagbes carbono-carbono e cerca de 12 ligagbes carbono-carbono.

22. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagcao
19, caracterizado pelo fato de que o macrociclo compreende um anel de cer-
ca de 18 atomos a 26 atomos.

23. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
13, caracterizado pelo fato de que a hélice o compreende cerca de 2 voltas.

24. Macrociclo peptidomimético, de acordo com a reivindicagao
23, caracterizado pelo fato de que o comprimento do ligante formador de
macrociclo é aproximadamente igual ao comprimento de entre cerca de 8
ligagbes carbono-carbono e cerca de 16 ligagdes carbono-carbono.

25. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
23, caracterizado pelo fato de que o comprimento do ligante formador de

macrociclo é aproximadamente igual ao comprimento de entre cerca de 10
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ligagbes carbono-carbono e cerca de 13 ligagdes carbono-carbono.

26. Macrociclo peptidomimético de acordo com a reivindicagao
23, caracterizado pelo fato de que o macrociclo compreende um anel de cer-
ca de 29 atomos a cerca de 37 atomos.

27. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a For-

mula lla ou lib:

\ y

\
T T
g I
\Qh R1 Qh RZ
R7\ )4 RS\ )4
N CO,R4 T CO,R
R1o R1O
lla Ilb

em que

R1 e R; sao independentemente alquila, alquenila, alquinila, ari-
lalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, ndo-substituida
ou substituida com halo—;
cada Q e T é selecionado independentemente no grupo que consiste em
alquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, arileno, heteroarileno e [-R4-K-
Rs-]n,cada um deles sendo nao-substituido ou substituido com Rs;

KéO,S, SO, SO, CO, CO,, ou CONR3;

R3 € hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituidos com Rs;

R4 é alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, cicloal-
quileno, heterocicloalquileno, arileno, ou heteroarileno; |
cada Rs é independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rg)2, -SRs,
-SORg, -SO2R6, -CO2Rs, um grupamento fluorescente, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;
cada Rs é independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila,

cicloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente, um radioi-
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s6topo ou um agente terapéutico;

R7 e Rg sédo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquilalquila, heteroalquilalquila, ou heterociclo-alquila;

R10 € Ry1 séo independentemente —H ou qualquer grupo protetor
apropriado para a sintese de peptideos;

g e h sao independentemente um namero inteiro entre 0 e 5, on-
de g+h é maiordo que 1; e

n € um numero inteiro entre 1 e 5.

28. Composto de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado
pelo fato de que o composto € um composto da Férmula lla e Ry € alquila,
nao-substituida ou substituida com halo—.

29. Composto de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado
pelo fato de que o composto € um composto da Férmula llb e R; € alquila,
nao-substituida ou substituida com halo—.

30. Composto de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado
pelo fato de que o composto € um composto da Férmula lla e Ry é alquila
nao-substituida.

31. Composto de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado
pelo fato de que o composto € um composto da Férmula llb e R, é alquila
nao-substituida.

32. Composto de acordo com a reivindicagéo 27, caracterizado
pelo fato de que o composto € um composto da Férmula lla e Ry é metila.

33. Composto de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado
pelo fato de que o composto € um composto da Férmula llb e R, é metila.

34. Composto de acordo com a reivindicagao 27, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um entre Ry e Ryp € um grupo protegido apro-
priado para a sintese de peptideos.

35. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) pelo menos um composto selecionado no grupo que consiste

em compostos de Férmulas lla e llb:
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T T
g IS
\Qh R1 Qh R2
R7\ R8\

T COzR 11 T COzR 4
R1o Rio
lla Ib

em que

R1 e Rz sado independentemente alquila, alquenila, alquinila, ari-
lalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila, ndo-substituida
ou substituida com halo—;
cada Q e T é selecionado independentemente no grupo que consiste em
alquileno, cicloalquileno, heterocicloalquileno, arileno, heteroarileno e [-R4-K-
Rs-]n,cada um deles sendo nao-substituido ou substituido com Rs;

KéO,S, SO, SO, CO, CO,, ou CONR3;

Rs é hidrogénio, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, heteroal-
quila, cicloalquila, heterocicloalquila, cicloalquilalquila, cicloarila, ou heteroci-
cloarila, opcionalmente substituidos com Rs;

R4 € alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno, cicloal-
quileno, heterocicloalquileno, arileno, ou heteroarileno;
cada Rs é independentemente halogénio, alquila, -ORs, -N(Rs)2, -SRes,
-SORs, -SO2Rs, -CO2R6, um grupamento fluorescente, um radioisétopo ou
um agente terapéutico;
cada Rs é independentemente H, alquila, alquenila, alquinila, arilalquila, ci-
cloalquilalquila, heterocicloalquila, um grupamento fluorescente, um radiois6-
topo ou um agente terapéutico;

R7 e Rg séo independentemente —H, alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquilalquila, heteroalquilalquila, ou heterocicloalquila;

R1o0 € Ry1 sa@o independentemente —H ou qualquer grupo protetor
apropriado para a sintese de peptideos;

g e h sao independentemente um numero inteiro entre 0 e 5, on-



10

15

20

25

30

de g+h é maiordo que 1; e

n € um numero inteiro entre 1 e 5; e

b) um reagente de macrociclizacao.

36. Kit de acordo com a reivindicagao 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende um composto da Férmula lla e R4 é alquila, nao-
substituida ou substituida com halo.

37. Kit de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende um composto da Férmula lib e R; é alquila, nao-
substituida ou substituida com halo.

38. Kit de acordo com a reivindicagcao 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende um composto da Férmula lla é Ry é alquila nao-
substituida.

39. Kit de acordo com a reivindicagédo 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende um composto da Férmula Ilb e R, é alquila n&o-
substituida.

40. Kit de acordo com a reivindicagao 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende um composto da Férmula lla e Ry é metila.

41. Kit de acordo com a reivindicagao 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende um composto da Férmula llb e R, é metila.

42. Kit de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado pelo fato
de que pelo menos um entre Rg € R1p € um grupo protegido apropriado para
a sintese de peptideos.

43. Kit de acordo com a reivindicagado 35, caracterizado pelo fato
de que o kit compreende pelo menos um composto da Férmula lla e pelo
menos um composto da Férmula llb.

44. Kit de acordo com a reivindicacdo 35, caracterizado pelo fato
de que o reagente de macrociclizacao € um reagente de Cu.

45. Kit de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado pelo fato
de que o reagente de macrociclizagdo € um reagente de Ru.

46. Método para sintetizar um macrociclo peptidomimético com-
preendendo uma hélice a ou folha 8, caracterizado pelo fato de que o méto-

do compreende as etapas de colocar um precursor peptidomimético de For-
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(0]
R R
[D]v/ [A]X—[ B]y_[C]Z [E]w

~!

Ri L4 llz R2
Il N3
Rz (Férmula 1)
0]
Rz Re
[D}v/ [Alx1{Bly-IC], [EL,
Ri 1[1 2 Rz
Ns I
Rz (Férmula V)

em contato com um reagente de macrociclizacao;
emquev,w,XY,zA,B,C,D, E, Ry, Ry, R7, Rg, L1 € L, sdo como definidos
na reivindicacao 1,

R12 € H ou alquila;

ainda em que Ri2 € H quando o reagente de macrociclizagcao é
um reagente de Cu e R4z € —H ou alquila quando o reagente de macrocicli-
zagao & um reagente de Ru; e
a dita etapa de colocar em contato resulta em uma ligagdo covalente ser
formada entre o grupamento alquino e azida na Férmula Il ou Férmula IV.

47. Método de acordo com a reivindicagéo 46, caracterizado pe-
lo fato de que pelo menos um entre Ry e R; é alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila,
cada grupo sendo opcionalmente substituido com halo.

48. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que Ry e Ry sdo independentemente alquila, alquenila, alquinila,
arilalquila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heteroalquila, ou heterocicloalquila,
cada grupo sendo opcionalmente substituido com halo.

49. Método de acordo com a reivindicagéo 46, caracterizado pe-
lo fato de que pelo menos um entre Ry e R; é alquila, opcionalmente substi-

tuida com halo.
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50. Método de acordo com a reivindicagdo 46, caracterizado pe-
lo fato de que R1 e R; s&do independentemente alquila, opcionaimente substi-
tuida com halo.

51. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que pelo menos um entre Rq e R, é metila.

52. Método de acordo com a reivindicacdo 46, caracterizado pe-
lo fato de que R¢ e R, sdo metila.

53. Método de acordo com a reivindicacao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o reagente de macrociclizagdo &€ um reagente de Cu.

54. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o reagente de macrociclizagao € um reagente de Ru.

55. Método de acordo com a reivindicacéo 46, caracterizado pe-
lo fato de que o precursor peptidomimético € purificado antes da etapa de
colocar em contato.

56. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético é purificado depois da etapa de
colocar em contato.

57. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético é redobrado depois da etapa de
colocar em contato.

58. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o método é realizado em solucgéao.

59. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o método é realizado sobre um suporte sélido.

60. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o método é realizado na presenga de uma macromolécula-
alvo que se liga ao precursor peptidomimético ou macrociclo peptidomiméti-
co sob condi¢des que favorecem a dita ligacao.

61. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o método € realizado na presenga de uma macromolécula-
alvo que se liga preferencialmente ao precursor peptidomimético ou macro-

ciclo peptidomimético sob condigdes que favorecem a dita ligacao.
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62. Método de acordo com a reivindicacao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o método é aplicado para sintetizar uma biblioteca de macro-
ciclos peptidomiméticos.

63. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético compreende uma hélice a em
solugao aquosa.

64. Método de acordo com a reivindicagcao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético apresenta maior estrutura heli-
céide a em solugdo aquosa, em comparagdo com um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente.

65. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético apresenta maior estabilidade
térmica em comparacao com um polipeptideo nao-macrociclico correspon-
dente.

66. Método de acordo com a reivindicacao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético apresenta maior atividade biolo-
gica em comparagao com um polipeptideo nao-macrociclico correspondente.

67. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético apresenta maior resisténcia a
degradagao proteolitica em comparagao com um polipeptideo néao-
macrociclico correspondente.

68. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o macrociclo peptidomimético apresenta maior capacidade
para penetrar em células vivas, em comparagao com um polipeptideo nao-
macrociclico correspondente.

69. Método de acordo com a reivindicac&o 46, caracterizado pe-
lo fato de que o grupamento alquino do precursor peptidomimético da For-
mula lll ou Férmula IV é uma cadeia lateral de um aminoacido selecionado
no grupo que consiste em L-propargilglicina, D-propargilglicina, acido (S)-2-
amino-2-metil-4-pentindico, acido (R)-2-amino-2-metil-4-pentindico, acido
(S)-2-amino-2-metil-5-hexindico, acido (R)-2-amino-2-metil-5-hexindico, aci-

do (S)-2-amino-2-metil-6-heptindico, acido (R)-2-amino-2-metil-6-heptindico,
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acido (S)-2-amino-2-metil-7-octindico, acido (R)-2-amino-2-metil-7-octinéico,
acido (S)-2-amino-2-metil-8-nonindico, e acido (R)-2-amino-2-metil-8-
noninoéico, e o grupamento azida do precursor peptidomimético da Férmula
Il ou Férmula IV é uma cadeia lateral de um aminoacido selecionado no
grupo que consiste em g-azido-L-lisina, e-azido-D-lisina, e-azido-alfa-metil-L-
lisina, &-azido-alfa-metil-D-lisina, 6-azido-alpha-metil-L-ornitina, e &-azido-
alfa-metil-D-ornitina.

70. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que x+y+z € 3, e A, B e C sao independentemente aminoacidos
naturais ou nao-naturais.

71. Método de acordo com a reivindicacao 46, caracterizado pe-
lo fato de que x+y+z € 6, e A, B e C sao independentemente aminoacidos
naturais ou nao-naturais.

72. Método de acordo com a reivindicagéo 46, caracterizado pe-
lo fato de que o reagente de macrociclizagao é um reagente de Cu e a etapa
de colocar em contato é realizada em um solvente selecionado no grupo que
consiste em solvente prético, solvente aquoso, solvente organico, e misturas
deles.

73. Método de acordo com a reivindicagéo 72, caracterizado pe-
lo fato de que o solvente é H,O, THF/H,O, tBuOH/H,O, DMF, DIPEA,
CH3CN, CH,ClI, ou CICH,CHCI.

74. Método de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado pe-
lo fato de que o reagente de macrociclizagao é um reagente de Ru e a etapa
de colocar em contato é realizada em um solvente organico.

75. Método de acordo com a reivindicagao 74, caracterizado pe-
lo fato de que o solvente € DMF, THF, CH3CN, CH,Cl; ou CICH,CH,CI.

76. Método de acordo com a reivindicagao 72, caracterizado pe-
lo fato de que o solvente € um solvente que favorece a formacao de hélice.

77. Método para sintetizar um macrociclo peptidomimético, ca-
racterizado pelo fato de que o método compreende as etapas de colocar um

precursor peptidomimético de Férmula Il ou Férmula 1V:
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0
Rz Re
DL [ALBl,ACl, Bl

Il N3
Ri2 (Foérmula 1)
/ﬁ% [Alx- [Bly-[c:158>(ﬁ\ (EL,
R ‘11 Rz
Ns f
Ru (Férmula 1V)

em contato com um reagente de macrociclizagdo baseado em ruténio;

emquev,w,XY,zA B,C,D, E, Ry, Rz, R7, Rg, L1 e L, sdo como definidos

na reivindicacao 1;

R12 € H ou alquila; e

5 a dita etapa de colocar em contato resulta em uma ligagdo cova-

lente ser formada entre o grupamento alquina e azida na Férmula Il ou Fér-

mula V.

78. Método de acordo com a reivindicagao 46 ou 77, caracteri-

zado pelo fato de que o macrociclo peptidomimético compreende uma hélice

10 a.




RESUMO
Patente de Invengao: "MACROCICLO PEPTIDOMIMETICO, COMPOSTO,
KIT E METODOS PARA SINTETIZAR UM MACROCICLO PEPTIDOMIME-
TICO".
A presente invencao refere-se a macrociclos peptidomiméticos
inusitados e métodos para sua preparagdo e uso, bem como analogos de

aminoacidos e ligantes formadores de macrociclos, e kits uteis na sua pro-

ducao.



Listagem de Sequéncia
<110> AILERON THERAPEUTICS, INC.
<120> SISTEMAS DE TRIZOIS MACROCICLICOS
<130> 35224-707.601
<140> PCT/US08/054922
<141> 2008-02-25
<150> 60/903,073
<151> 2007-02-23
<160> 99
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu
1 5 10 15

Asn Asn Val

<210> 2
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Gln Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly
1 5 10 15
Asp Ser Met Asp Arg Ser Ile Pro Pro
20 25
<210> 3
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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15

20

25

30

<400> 3
Asp Asn Arg Pro Glu Ile Trp Ile Ala Gln Glu Leu Afé Arg Ile ély
1 5 10 15
Asp Glu Phe Asn Ala Tyr Tyr Ala Arg
20 25
<210> 4
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Asn Leu Trp Ala Ala Gln Arg Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Arg Met Ser
1 5 10 15
Asp Glu Phe Val Asp Ser Phe Lys Lys
20 25
<210> 5
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 5
Glu Glu Gln Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln Leu Arg Arg Met Ala
1 5 10 15
Asp Asp Leu Asn Ala Gln Tyr Glu Arg
20 25
<210> 6
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 6
Arg Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Ala Leu Gly
1 5 10 15
Asp Glu Leu His Gln Arg Thr Met

20



10

15

20

25

30

<210> 7
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 7
Ala Glu Leu Pro Pro Glu Phe Ala Ala Gln Leu Arg Lys Ile Gly Asp
1 5 10 15
Lys Val Tyr Cys Thr Trp
20
<210> 8
<211> 25
<2l2$ PRT
<213> Homo sapiens
<400> 8
Val Pro Ala Asp Leu Lys Asp Glu Cys Ala Gln Leu Arg Arg Ile Gly
1 5 10 15
Asp Lys Val Asn Leu Arg Gln Lys Leu
20 25
<210> 9
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9
Gln His Arg Ala Glu Val Gln Ile Ala Arg Lys Leu Gln Cys Ile Ala
1 5 10 15
Asp Gln Phe His Arg Leu His Thr
20
<210> 10
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10
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15

20

25

30

Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Ala Leu Gly Asp

1 5 10 15

'Glu Leu His Gln Arg Thr

20
<210> 11
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 11
Cys Met Glu Gly Ser Asp Ala Leu Ala Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly
1 5 10 15
Asp Glu Met Asp Val Ser Leu Arg Ala
20 25
<210> 12
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 12
Asp Ile Glu Arg Arg Lys Glu Val Glu Ser Ile Leu Lys Lys Asn Ser
1 5 10 15
Asp Trp Ile Trp Asp Trp Ser Ser
20
<210> 13
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 13
Gly Arg Leu Ala Glu Val Cys Ala Val Leu Leu Arg Leu Gly Asp Glu
1 5 10 15
Leu Glu Met Ile Arg Pro
20

<210> 14



<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14
Pro Gln Asp Ala Ser Thr Lys Lys Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly
1 5 10 15
Asp Glu Leu Asp Ser Asn Met Glu Leu
20 25
<210> 15
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 15
Pro Ser Ser Thr Met Gly Gln Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly
1 5 10 15
Asp Asp Ile Asn Arg Arg
20
<210> 16
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 16
Lys Gln Ala Leu Arg Glu Ala Gly Asp Glu Phe Glu Leu Arg
1 5 10
<210> 17
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 17
Leu Ser Pro Pro Val Val His Leu Ala Leu Ala Leu Arg Gln Ala Gly
1 5 10 15

Asp Asp Phe Ser Arg Arg
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16

20

25

30

20
<210> 18
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 18
Glu Val Ile Pro Met Ala Ala Val Lys Gln Ala Leu Arg Glu Ala Gly
1 5 10 15
Asp Glu Phe Glu Leu Arg Tyr
20
<210> 19
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 19
Pro Ala Asp Pro Leu His Gln Ala Met Arg Ala Ala Gly Asp Glu Phe
1 5 10 15
Glu Thr Arg Phe
20
<210> 20
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20
Ala Thr Ser Arg Lys Leu Glu Thr Leu Arg Arg Val Gly Asp Gly Val
1 5 10 15
Gln Arg Asn His Glu Thr Ala
20
<210> 21
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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16

20

25

30

<400> 21
Leu Ala Glu Val Cys Thr Val Leu Leu Arg Leu Gly Asp Glu Leu Glu
1 5 10 15

Gln Ile Arg

<210> 22

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Met Thr Val Gly Glu Leu Ser Arg Ala Leu Gly His Glu Asn Gly Ser
1 5 10 15

Leu Asp Pro

<210> 23
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 23
Val Val Glu Gly Glu Lys Glu Val Glu Ala Leu Lys Lys Ser Ala Asp
1 5 10 15
Trp Val Ser Asp Trp Ser
20
<210> 24
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24
Ser Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Tyr Leu Val Ile Gln Gly Asp Asp
1 5 10 15
Arg Met Lys Leu

20
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15

20

25

30

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Gln Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa Val Gly

i

25

25

PRT

Homo sapiens

MOD_RES

(14) ..(14)

Cross linked amino acid residue
MOD_RES

(18)..(18)

Cross linked amino acid residue
25

5 10

Asp Xaa Met Asp Arg Ser Ile Pro Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Asp Asn Arg Pro Glu Ile Trp Ile Ala Gln Glu Leu Arg Xaa Ile Gly

1

20 25
26
25
PRT
Homo sapiens
MOD_RES
(14)..(14)
Cross linked amino acid residue
MOD_RES
(18) ..(18)
Cross linked amino acid residue

26

5 10



10

15

20

25

30

Asp Xaa Phe Asn Ala Tyr Tyr Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Asn Leu Trp Ala Ala Gln Arg

1

20 25
27
25
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(14)..(14)

Residuo de aminodcido reticulado

MOD_RES
(18)..(18)
Residuo de aminodcido reticulado

27

5 10

Asp Xaa Phe Val Asp Ser Phe Lys Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

20 25
28
25
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(14) .. (14)

Residuo de aminocdcido reticulado

MOD RES
(18)..(18)
Residuo de aminodcido reticulado

28

Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Xaa Met Ser

15



10

Glu Glu Gln Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln Leu Arg Xaa Met Ala
1 5 10 15

Asp Xaa Leu Asn Ala Gln Tyr Glu Arg

10

15

20

25

30

20 25
<210> 29
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD RES
<222> (14)..(14)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 29

Arg Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Xaa Leu Gly

1

5

Asp Xaa Leu His Gln Arg Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

20
30
22
PRT

Homo sapiens

MOD_RES

(13)..(13)

Met

10

<223> Residuo de aminoé&cido reticulado

<220>
<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)

15



10

15

20

25

30

<223>

<400>

Ala Glu Leu Pro Pro Glu Phe Ala Ala Gln Leu Arg Xaa Ile Gly Asp

1

11

Residuo de aminodcido reticulado

30

5 10

Xaa Val Tyr Cys Thr Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Val Pro Ala Asp Leu Lys Asp

1

20
31
25
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(14)..(14)

Residuo de aminoacido reticulado

MOD_RES
(18)..(18)
Residuo de aminoacido reticulado

31

5 10

Asp Xaa Val Asn Leu Arg Gln Lys Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

20 25
32
24
PRT
Homo sapiens

MOD RES
(14)..(14)

Residuo de aminodcido reticulado

15

Glu Cys Ala Gln Leu Arg Xaa Ile Gly

15



10

15

20

25

30

<221>

<222>

<223>

<400>

Gln His Arg Ala Glu Val Gln Ile Ala Arg Lys Leu Gln Xaa Ile Ala

1

12

MOD_RES
(18)..(18)
Residuo de aminodcido reticulado

32

5 i0

Asp Xaa Phe His Arg Leu His Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Ala Ala Arg Leu Lys Xaa Leu Gly Asp

1

20
33
22
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(13)..(13)

Residuo de aminocécido reticulado

MOD_RES
(17)..(17)
Residuo de aminoacido reticulado

33

5 10

Xaa Leu His Gln Arg Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

20
34
25
PRT
Homo sapiens

MOD_RES

(14)..(14)
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15

20

25

30

13

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 34

Cys Met Glu Gly Ser Asp Ala

1 5

Asp Xaa Met Asp Val Ser Leu
20

<210> 35

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)

<223> Residuo de aminoécido
<220>

<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)

<223> Residuo de aminoacido
<400> 35

Asp Ile Glu Arg Arg Lys Glu

1 5

Asp Xaa Ile Trp Asp Trp Ser
20

<210> 36

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

Leu Ala Leu Arg Leu Ala Xaa Ile Gly

Arg Ala

25

10

reticulado

reticulado

Val Glu Ser Ile Leu Lys Xaa Asn Ser

Ser

10

15

15



o

. ] -
&

10

15

20

<221> MOD_RES

<222> (12)..(12)

<220>
<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)

14

_ <223> Residuo de aminoécido reticulado

<223> Residuo de aminocécido reticulado

<400> 36

Gly Arg Leu Ala Glu Val Cys Ala Val Leu Leu Xaa Leu Gly Asp Xaa

1 5

Leu Glu Met Ile Arg Pro
20

<210> 37

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)

10

<223> Residuo de aminoacido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)

<223> Cross linked amino acid residue
<400> 37
Pro Gln Asp Ala Ser Thr Lys Lys Ser Glu Cys Leu Lys Xaa Ile Gly
1 5 10 15
Asp Xaa Leu Asp Ser Asn Met Glu Leu
20 25
<210> 38
<211> 22

<212> PRT



15

<213> Homo sapiens

":l

<220>

MOD_RES

(14)..(14)

Residuo de amino&cido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
10 <400> 38
Pro Ser Ser Thr Met Gly Gln Val Gly Arg Gln Leu Ala Xaa Ile Gly
1 5 10 15
Asp Xaa Ile Asn Arg Arg
20
16 <210> 39
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
20  <221> MOD_RES
<222> (6)..(6)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD RES
25  <222> (10)..(10)
<223> Cross linked amino acid residue
<400> 39
Lys Gln Ala Leu Arg Xaa Ala Gly Asp Xaa Phe Glu Leu Arg
1 5 10
30  <210> 40
<211> 22

<212> PRT



10

15

20

25

30

16

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 40
Leu Ser Pro Pro Val Val His Leu Ala Leu Ala Leu Arg Xaa Ala Gly
1 5 10 15
Asp Xaa Phe Ser Arg Arg
20
<210> 41
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)..(14)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)
<223> Cross linked amino acid residue
<400> 41
Glu Val Ile Pro Met Ala Ala Val Lys Gln Ala Leu Arg Xaa Ala Gly
1 5 10 15
Asp Xaa Phe Glu Leu Arg Tyr
20

<210> 42



10

15

20

25

30

<211> 20

" <212> PRT

<213> Homo sapiens
<2é0>
<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

17

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (15)..(15)

<223> Residuo de aminoacido reticulado

<400> 42

Pro Ala Asp Pro Leu His Gln Ala Met Arg Xaa Ala Gly Asp Xaa Phe

1 5
Glu Thr Arg Phe

20
<210> 43
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

10

<223> Residuo de aminoacido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (15)..(15)

<223> Residuo de aminoacido reticulado

<400> 43

Ala Thr Ser Arg Lys Leu Glu Thr Leu Arg Xaa Val Gly Asp Xaa Val

1 5

Gln Arg Asn His Glu Thr Ala

10

15

15
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30

18

20
;210; 44
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)..(10)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)..(14)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 44
Leu Ala Glu Val Cys Thr Val Leu Leu Xaa Leu Gly Asp Xaa Leu Glu
1 5 10 15

Gln Ile Arg

<210> 45

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (12)..(12)

<223> Residuo de aminoacido reticulado
<220>

<221> MOD_RES

<222> (16)..(16)

<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 45

Met Thr Val Gly Glu Leu Ser Arg Ala Leu Gly Xaa Glu Asn Gly Xaa
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15

20

25

30

<400>

Ser Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Tyr Leu Val Xaa Gln Gly Asp Xaa

1

20

47

5 10

Arg Met Lys Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Gln Glu Asp Ile Ile Arg Asn

1

20
48
25
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(9)..(9)

Residuo de amino&cido reticulado

MOD_RES
(13)..(13)
Residuo de aminodcido reticulado

48

5 10

Asp Ser Met Asp Arg Ser Ile Pro Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

20 25
49
25
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(9)..(9)

Residuo de aminoAcido reticulado

MOD_RES

15

Ile Xaa Arg His Leu Xaa Gln Val Gly

15
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15

20

25

30

21

<222> (13)..(13)
<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 49

Asp Asn Arg Pro Glu Ile Trp Ile Xaa Gln Glu Leu Xaa Arg Ile Gly

1 5 10
Asp Glu Phe Asn Ala Tyr Tyr Ala Arg
20 25
<210> 50
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 50

Asn Leu Trp Ala Ala Gln Arg Tyr Xaa Arg Glu Leu Xaa Arg Met Ser

1 5 10
Asp Glu Phe Val Asp Ser Phe Lys Lys
20 25
<210> 51
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD _RES
<222> (9)..(9)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

15

15
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25

30

<220>
<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

22

<223> Residuo de amino&cido reticulado

<400> 51

Glu Glu Gln Trp Ala Arg Glu Ile Xaa Ala Gln Leu Xaa Arg Met Ala

1 5

Asp Asp Leu Asn Ala Gln Tyr Glu Arg

20
<210> 52
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES

<222> (9)..(9)

25

10

<223> Residuo de aminoacido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Residuo de aminoacido reticulado

<400> 52

Arg Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Xaa Ala Arg Leu Xaa Ala Leu Gly

1 5

Asp Glu Leu His Gln Arg Thr Met
20

<210> 53

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

10

15

15
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30

<222> (8)..(8)

23

<223> Residuo de aminocdcido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (12)..(12)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 53

Ala Glu Leu Pro Pro Glu Phe Xaa Ala Gln Leu Xaa Lys Ile Gly Asp

1 5
Lys Val Tyr Cys Thr Trp
20
<210> 54
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Residuo de aminoacido
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Residuo de amincéacido
<400> 54

Val Pro Ala Asp Leu Lys Asp

1 5

Asp Lys Val Asn Leu Arg Gln
20

<210> 55

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

10

reticulado

reticulado

Glu Xaa Ala Gln Leu Xaa Arg Ile Gly

Lys Leu

25

10

15

15
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24

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 55
Gln His Arg Ala Glu Val Gln Ile Xaa Arg Lys Leu Xaa Cys Ile Ala
1 5 10 15
Asp Gln Phe His Arg Leu His Thr
20
<210> 56
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> Residuo de aminoédcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<400> 56
Ser Ser Ala Ala Gln Leu Thr Xaa Ala Arg Leu Xaa Ala Leu Gly Asp
1 5 10 15
Glu Leu His Gln Arg Thr
20
<210> 57

<211> 25
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25

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<'221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 57
Cys Met Glu Gly Ser Asp Ala Leu Xaa Leu Arg Leu Xaa Cys Ile Gly
1 5 10 15
Asp Glu Met Asp Val Ser Leu Arg Ala
20 25
<210> 58
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Residuo de aminoéczdo reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Residuo de aminocacido reticulado
<400> 58
Asp Ile Glu Arg Arg Lys Glu Val Xaa Ser Ile Leu Xaa Lys Asn Ser
1 5 10 15
Asp Trp Ile Trp Asp Trp Ser Ser

20
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30

26

<210> 59

<211> 22

<212> PRT

. <213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)..(11)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 59
Gly Arg Leu Ala Glu Val Xaa Ala Val Leu Xaa Arg Leu Gly Asp Glu
1 5 10 15
Leu Glu Met Ile Arg Pro
20
<210> 60
<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)..(9)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> Residuo de amino&cido reticulado
<400> 60
Pro Gln Asp Ala Ser Thr Lys Lys Xaa Glu Cys Leu Xaa Arg Ile Gly

1 5 10 15
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15

20
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30

27

Asp Glu Leu Asp Ser Asn Met Glu Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Pro Ser Ser Thr Met Gly Gln Val Xaa Arg Gln Leu Xaa Ile Ile Gly

1

20 25
61
22
PRT
Homo sapiens
MOD_RES
(9)..(9)
Residuo de aminodcido reticulado
MOD_RES
(13)..(13)
Residuo de aminoadcido reticulado

61

5 10

Asp Asp Ile Asn Arg Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

20
62
14
PRT
Homo sapiens
MOD_RES
(1) .. (1)
Residuo de aminodcido reticulado
MOD_RES
(5)..(5)

Residuo de aminodcido reticulado

62
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30

Xaa Gln Ala Leu Xaa Glu Ala Gly Asp Glu Phe Glu Leu Arg

1

<210>
<éll>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Leu Ser Pro Pro Val Val His Leu Xaa Leu Ala Leu Xaa Gln Ala Gly

1

28

5 10
63
22
PRT
Homo sapiens
MOD_RES
(9)..(9)
Residuo de aminodcido reticulado
MOD_RES
(13)..(13)

Residuo de amino&cido reticulado

63

5 10

Asp Asp Phe Ser Arg Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

20
64
23
PRT
Homo sapiens
MOD_RES
(9) .. (9)
Residuo de aminoacido reticulado
MOD_RES
(13)..(13)
Residuo de aminodcido reticulado

64
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Glu Val Ile Pro Met Ala Ala Val Xaa Gln Ala Leu Xaa Glu Ala Gly

1

29

5 10

Asp Glu Phe Glu Leu Arg Tyr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Pro Ala Asp Pro Leu Xaa Gln Ala Met Xaa Ala Ala Gly Asp Glu Phe

1

20
65
20
PRT
Homo sapiens
MOD_RES
(6)..(6)
Residuo de amino&cido reticulado
MOD_RES
(10)..(10)
Residuo de aminodcido reticulado
65

5 10

Glu Thr Arg Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

20
66
23
PRT
Homo sapiens
MOD RES
(6)..(6)
Residuo de aminoacido reticulado
MOD_RES
(10)..(10)

15

15
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15
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25

30

<223>

<400>

Ala Thr Ser Arg Lys Xaa Glu Thr Leu Xaa Arg Val Gly Asp Gly Val

1

30

Residuo de aminodcido reticulado

66

5 10

Gln Arg Asn His Glu Thr Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Leu Ala Glu Val Xaa Thr Val Leu Xaa Arg Leu Gly Asp Glu Leu Glu

1

20
67
19
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(5)..(5)

Residuo de aminodcido reticulado

MOD RES
(9)..(9)
Residuo de aminocdcido reticulado

67

5 10

Gln Ile Arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

68

19

PRT

Homo sapiens

MOD_RES

(7Y .. (7)

Residuo de aminoacido reticulado



31

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 68

Met Thr Val Gly Glu Leu Xaa Arg Ala Leu Xaa His Glu Asn Gly Ser
1 5 10 15

Leu Asp Pro

<210> 69
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)..(12)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 69
Val Val Glu Gly Glu Lys Glu Xaa Glu Ala Leu Xaa Lys Ser Ala Asp
1 5 10 15
Trp Val Ser Asp Trp Ser
20
<210> 70
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)
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<223> Residuo de aminodcido reticulado
;22d>> ‘
<221> MOD_RES
<222> (11y..(11)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<400> 70
Ser Met Ala Arg Asp Pro Xaa Arg Tyr Leu Xaa Ile Gln Gly Asp Asp
1 5 10 15
Arg Met Lys Leu
20
<210> 71
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 71
Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn
1 5 10 15
<210> 72
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 72
Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro
1 5 10 15

Glu Asn Asn

<210> 73

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 73

Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Ser
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15
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30

1

33

Glu Asn Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu

1

Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu Ser Pro Leu Pro

<210>
<211>
<212$
<213>

<400>

Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu

1

Trp Lys Leu Leu Ser Glu Asn Asn Val Leu Ser Pro Leu Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

74

30

PRT

Homo sapiens

74

5 10

20 25
75
30
PRT
Homo sapiens

75

5 10

20 25
76
16
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(1) .. (1)

Residuo de aminodcido reticulado

MOD_RES

(5)..(5)

30

30

15

15

15
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16
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30

<223>

<400>

Xaa Ser Gln Glu Xaa Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Pro Pro Xaa Ser Gln Glu Xaa Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro

1

34

Residuo de aminodcido reticulado

76

5 10
77
19
PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(3)..(3)

Residuo de aminoacido reticulado

MOD_RES
(7)..(7)
Residuo de aminodcido reticulado

77

5 10

Glu Asn Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

78
19
PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(3)..(3)

Residuo de aminodcido reticulado

MOD_RES

(7) .. (7)

15

15
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16

20

25

30

<223>

<400>

Pro Pro Xaa Ser Gln Glu Xaa Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Ser

1

35

Residuo de aminoAcido reticulado

78

5 10

Glu Asn Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro

1

Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

79
30
PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(8)..(8)

Residuo de aminocdcido reticulado

MOD_RES
(12)..(12)
Residuo de aminodcido reticulado

79

5 10

20 25
80
30
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(8)..(8)

Residuo de aminoacido reticulado

Asn Val Leu Ser Pro Leu Pro

30

15

Xaa Ser Gln Glu Xaa Phe Ser Asp Leu

15



36

<221> MOD_RES

‘ <222> (12)..(12)

<223> Residuo de aminoacido reticulado

_<4bb> 80

Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Xaa Ser Gln Glu Xaa Phe Ser Asp Leu
1 5 10 15

Trp Lys Leu Leu Ser Glu Asn Asn Val Leu Ser Pro Leu Pro

10

15

20

25

30

20 25 30
<210> 81
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)..(11)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (15)..(15)
<223> Residuo de aminoacido reticulado

<400>

Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Xaa Leu Leu Pro Xaa Asn

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

81

5 10
82
19
PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(13)..(13)

Residuo de aminodcido reticulado
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<221> MOD_RES

<222> (17)..(17)

‘<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 82

Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Xaa Leu Leu Pro
1 5 10 15

Xaa Asn Asn

<210> 83

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)..(13)

<223> Residuo de aminoécido reticulado

<220>

<221> MOD_RES

<222> (17)..(17)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 83

Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Xaa Leu Leu Ser
1 5 10 15

Xaa Asn Asn

<210> 84

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MOD_RES

<222> (18)..(18)
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38

<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (22)..(22)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<400> 84
Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu
1 5 10 15
Trp Xaa Leu Leu Pro Xaa Asn Asn Val Leu Ser Pro Leu Pro
20 25 30
<210> 85
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)
<223> Residuo de aminodcido reticulado
<220>
<221> MOD_RES
<222> (22)..(22)
<223> Residuo de aminoacido reticulado
<400> 85
Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gln Glu Thr Phe Ser Asp Leu
1 5 10 15
Trp Xaa Leu Leu Ser Xaa Asn Asn Val Leu Ser Pro Leu Pro
20 25 30
<210> 86
<211> 8
<212> PRT
<213> Seqiiéncia Artificial

<220>
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<223> Descricdo da Seqgiiéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 86

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Phe

1 5

<210> 87

<211> 14

<212> PRT

<213> Seqguéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Seqiiéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 87

Glu Gln Arg Leu Gly Asn Gln Trp Ala Val Gly His Leu Met

1 5 10

<210> 88

<211> 9

<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Seqiiéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 88

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg

1 5

<210> 89

<211> 10

<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Seqiiéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 89

Ile Ser His Lys Asp Met Gln Leu Gly Arg

1 5 10

<210> 90
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30

<211> 10

<212> PRT

40

<213> Seqliéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo da Seqiiéncia Artificial: Peptideo sintético

<400> 90

Ala Arg Ala Ser His Leu Gly Leu Ala Arg

1

<210> 91

<211> 13

<212> PRT

5 10

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Seqiiéncia Artificial: Peptideo sintético

<400> 91

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val

1

<210> 92

<211> 8

<212> PRT

5 10

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Seqliéncia Artificial: Peptideo sintético

<220>
<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<220>
<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Residuo de aminodcido reticulado

<400> 92
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41

Asp Arg Xaa Tyr Xaa His Pro Phe

1

<210>

<2i1>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5
93
14
PRT

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da Seqtiéncia Artificial: Peptideo sintético

MOD_RES
(7) .. (7)

Residuo de aminocicido reticulado

MOD_RES
(14)..(14)
Residuo de aminoécido reticulado

93

Glu Gln Arg Leu Gly Asn Xaa Trp Ala Vval Gly His Leu Xaa

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

5 10
94
10
PRT

Seqiliéncia Artificial

Descricdo da Seqiiéncia Artificial: Peptideo sintético

MOD_RES

(4)..(4)

Residuo de aminoacido reticulado

MOD_RES

(10) .. (10)
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<223>

<400>

42

Residuo de aminodcido reticulado

94

Arg Pro Pro Xaa Phe Ser Pro Phe Arg Xaa

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

5 10
95
11
PRT

Sequéncia Artificial

Descricédo da Seqiéncia Artificial:

MOD_RES
(7)..(7N)

Residuo de aminodcido reticulado

MOD RES
(11)..(11)
Residuo de aminodcido reticulado

95

Peptideo sintético

Ile Ser His Lys Asp Met Xaa Leu Gly Arg Xaa

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

5 10
96
11
PRT
Sequiéncia Artificial
Descrigdo da Seqiiéncia Artificial:
MOD_RES
(7)..(7)

Residuo de aminodcido reticulado

Peptideo sintético
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<221>
<222>
<223>

<400>

43

MOD_RES
(11)..(11)
Residuo de aminoacido reticulado

96

Ala Arg Ala Ser His Leu Xaa Leu Ala Arg Xaa

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

5 10
97
13
PRT

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da Seqiéncia Artificial:

MOD_RES
(5)..(5)

Residuo de aminoadcido reticulado

MOD_RES
(10) ..(10)
Residuo de aminoacido reticulado

97

Peptideo sintético

Ser Tyr Ser Met Xaa His Phe Arg Trp Xaa Lys Pro Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp Ser

1

5 10
98
21
PRT

Seqliéncia Artificial

Descricdo da Seqiiéncia Artificial:

98

5 10

Peptideo sintético

15
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44

Met Asp Arg Ser Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Xaa Val Gly Asp Xaa

1

e

20
99
21
PRT

Seqtiéncia Artificial

Descricdo da Seqliéncia Artificial:

MOD_RES
(12) .. (12)

aminodcido desconhecido

MOD_RES
(16) ..(16)

aminodcido desconhecido

MOD_RES
(17)..(17)
Nle

99

5 10

Xaa Asp Arg Ser Ile

20

Peptideo sintético

15



