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La presente invencion esta relacionada con
compuestos de Férmula | que se unen a ILK y
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DESCRIPCION

COMPUESTOS QUE SE UNEN A LA ILK Y MODULAN LA INTERACCION ILK/ALFA-
PARVINA Y LA POLIMERIZACION DE ACTINA

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion esta relacionada con el campo de compuestos bioactivos de interés
en el sector farmacéutico y en medicina. Mas concretamente, la invencién esta relacionada
con compuestos capaces de unirse a la Quinasa Ligada a Integrinas (ILK), modular su
interaccion con alfa-parvina y modular la actividad de la ILK sobre la polimerizacion de

actina.

ESTADO DE LA TECNICA

La Quinasa Ligada a Integrinas (ILK) es un componente central de las adhesiones focales,
también conocidas como adhesiones a la matriz extracelular (ECM), que se expresa
ampliamente y se conserva evolutivamente. Las adhesiones focales son complejos
supramoleculares que unen la matriz extracelular a los filamentos de actina y regulan la
organizacion del citoesqueleto y las respuestas celulares diversas dependientes de éste,
tales como la adhesién celular, el cambio de la forma celular, migracién, proliferaciéon y
supervivencia. Como proteina adaptadora intracelular, la ILK actia a través de interacciones
proteina-proteina uniendo los receptores de adhesion celular, integrinas y factores de
crecimiento al citoesqueleto de actina y a una variedad de vias de sefializacion. Por ello, la
ILK regula la unién integrina-actina, el ensamblaje en los focos de adhesion, la organizacion
del citoesqueleto, la dinamica de los microtubulos y la sefalizaciéon. Las proteinas en las
adhesiones focales tienen funciones sinérgicas, pero trabajos recientes indican que estas
proteinas podrian tener también roles separados dentro de la célula. Funcionan como
reguladores de la transcripcién de genes o la adhesion célula-célula. Estas funciones son

esenciales para procesos tales como la migracion celular y la remodelacion de la ECM.

La ILK ha sido ampliamente reconocida como una diana terapéutica ya que esta implicada
notablemente en la progresion del cancer, diabetes, fallo renal, inflamacién y enfermedades
cardiovasculares. El descubrimiento reciente de que los niveles de la ILK estan
incrementados en varios canceres, y que la inhibicion de la expresion y actividad de la ILK

es antitumoral, hace de la ILK una diana atractiva para la terapia del cancer. La ILK es una
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seudoquinasa que contiene un sitio seudoactivo incapaz de llevar a cabo la catalisis,
imposibilitando el desarrollo de farmacos inhibidores de quinasa especificos para la ILK. A
pesar de la falta de actividad kinasa, la ILK une Mg-ATP en el centro seudoactivo y es capaz
de utilizarlo para transducir sefiales no cataliticas para la modulacion del citoesqueleto y de
la dindmica de la adhesion celular. Como proteina adaptadora, la ILK se une a otras dos
proteinas, PINCH vy alfa-parvina, a través de interacciones proteina-proteina (PPIls) para
formar un complejo trimero necesario para el desarrollo de las funciones de sefializacion y
andamiaje celular. Una manera de modular las PPIs es a través de una molécula capaz de
unirse a una de las proteinas en la zona de interaccion, impidiendo la formacion del
complejo, o en un lugar distinto, provocando en este caso un cambio conformacional de la
proteina que afecta a la conformacién de la misma en la superficie de interaccién, impidiendo
o favoreciendo la formacion del complejo. Dado que la ILK estd muy regulada positivamente
en varias enfermedades, es posible actuar terapéuticamente sobre estas enfermedades a
través de compuestos capaces de modular los efectos de la ILK. Mas concretamente, estos
compuestos son capaces de modular el efecto que la ILK produce sobre la polimerizaciéon
de actina y, en consecuencia, sobre vias importantes y procesos celulares disfuncionales
en tales enfermedades. Ademas, como la ILK no tiene isoformas y esta altamente
concentrada especialmente en las adhesiones focales, los compuestos que alteran la
adhesion celular dependiente de ILK pueden ser altamente efectivos en el tratamiento de
enfermedades mediadas por esta proteina adaptadora, tal y como se recoge en los distintos
ejemplos y aplicaciones que aparecen en las publicaciones y patentes internacionales desde
1998.

La técnica biofisica de resonancia de plasmén superficial (SPR) permite realizar medidas de
afinidad y cinética entre dos moléculas (o biomoléculas) en tiempo real con una alta
sensibilidad sin necesidad de ningun tipo de marcaje enzimatico, fluorescente o radioactivo
y utiliza cantidades de biomoléculas muy inferiores a las necesarias para realizar analisis
similares por microcalorimetria de titulacion isotérmica (ITC). Por ello, esta técnica se ha
utilizado fundamentalmente en la determinacién de la afinidad de un sustrato o un inhibidor
por una enzima o entre dos proteinas, asi como de moduladores de las PPls. La SPR utiliza
biosensores sobre los que se inmoviliza la proteina o el ligando y se hace pasar una
disolucion del ligando o la proteina, respectivamente. En algunos métodos de esta técnica
se pueden realizar medidas de la ruptura de un complejo proteina-proteina por un ligando o

la ruptura de un complejo ligando-proteina por otra proteina. La técnica se basa en un
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fendmeno 6ptico que permite la deteccion de cambios en el indice de refraccion en las
proximidades de la interfase entre un metal y un medio dieléctrico donde se encuentra el
analito. Estos cambios, que son dependientes de las variaciones en la masa cuando tiene
lugar la interaccién, daran lugar a una variacibn en el angulo de resonancia. La
representacion de la respuesta (en unidades de resonancia, RU) frente al tiempo da lugar a
lo que se denomina sensograma, el cual proporciona informacién sobre la capacidad de
interaccion de las moléculas ensayadas con la proteina inmovilizada. Cuando un ligando se
une a dicha proteina y da una respuesta en SPR, se pueden determinar su afinidad (KD) y
cinética mediante la determinacién de la respuesta en funcién de la concentraciéon de
ligando. De esta manera, la técnica de SPR puede determinar si un ligando se une a la ILK
y la afinidad con la que lo hace. Un ligando que interfiera en las PPIs de la ILK debe también
modular las funciones biolégicas controladas por dicha interaccion y, por ello, puede
utilizarse como farmaco para el tratamiento de enfermedades relacionadas con dicha

funcion.

Entre las distintas enfermedades en las cuales la ILK esta implicada se ha descrito que en
el area del cancer la ILK participa en: el desarrollo de un fenotipo agresivo en tumores
Phyllodes de mama via transicion mesénquima-epitelio; la proliferacion, migracion e
invasion en cancer de ovario; el comportamiento biolégico maligno del cancer de ovario; la
modulacion del comportamiento metastatico del cancer de epitelio ovarico; la progresion de
tumor y resistencia a antitumorales en cancer humano de células madre; la leucemia
mieloide aguda, cronica y leucemia linfocitica cronica; la induccion de respuesta angiogénica
en mieloma multiple; el cancer de mama; la modulacion del desarrollo del cancer de mama
CSC (células madre cancerosas); el cancer de vejiga; la EMT de cancer de vejiga; el cancer
de pancreas y promocion de su progresion; la proliferacién y EMT (transicion epitelio-
mesénquima) de células de glioma; el glioma; los procesos de invasion y metastasis de
glioma; la proliferacién, metastasis y capacidad de invasion de células de cancer colorrectal;
el carcinoma oral de células escamosas; la sensibilidad a la quimioterapia de la linea celular
A549 de cancer de pulmén; la resistencia a farmacos en cancer de pulmén; el carcinoma de
células renales; los carcinomas renales de células claras; la progresién maligna del cancer
de estdmago; el cancer colorrectal; el osteosarcoma; el cancer de pulméon de células no

pequeias; el cancer de laringe; y los canceres agresivos de tiroides.
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También se ha descrito que la ILK juega un papel importante en el area de los trastornos
cardiovasculares como: cardiomiopatia arritmogénica (arritmia ventricular, fallo cardiaco y
muerte subita cardiaca); infarto de miocardio (mejora de la funcién y reorganizacién cardiaca
en el tratamiento postinfarto); fibrosis de miocardio; enfermedad aterosclerética; hipertrofia
cardiaca; enfermedad coronaria; miocarditis viral; cardiomiopatia dilatada; desarrollo de la
hipertension pulmonar hipoxica. Ademas, la ILK interviene en otros efectos de naturaleza
cardiovascular: modulacién de los efectos de angiotensina Il en células de la musculatura
lisa vascular; mejora de la funcién cardiaca dependiente de la edad; desarrollo adecuado de

los vasos linfaticos.

En relacion con el sistema renal, la ILK participa en: la progresion de la enfermedad renal
cronica; fibrosis en la enfermedad renal poliquistica; desarrollo renal-estromal y vascular;
morfogénesis de las ramificaciones renales; senescencia renal de células del rinon;
desarrollo y mantenimiento de la fibrosis renal; nefropatia obstructiva; disfuncion endotelial

y uremia; enfermedad renal inflamatoria.

La ILK también es un actor importante en trastornos relacionados con: diabetes y resistencia
baja a la insulina; captaciéon de glucosa y sensibilidad a insulina periférica; opacificacion de
la capsula posterior; resistencia a insulina hepatica; retinopatia diabética; mejora de la

recuperacion funcional de la cistopatia diabética.

A nivel de cerebro y sistema nervioso, la ILK esta implicada en: la neurogénesis y la
recuperacion de la memoria (enfermedad de Alzheimer); discapacidad en memoria y
plasticidad sinaptica en el trastorno del espectro alcohdlico fetal en ratas; desarrollo,
proliferacion y diferenciacion de las células precursoras de oligodendrocitos; regulacién del
citoesqueleto de oligodendrocitos, crecimiento del cono y dindmicas de adhesion; regulacién

de la maduracion del podosoma y estabilidad en células dendriticas.

También, a nivel de la piel, la modulacién de ILK controla: la contraccion de heridas
cutaneas; curacién de quemaduras; prevencién de infeccidn cutanea por Staphylococcus;

proliferacion de queratinocitos y diferenciacion; formacion de escaras hipertréficas.

Oftras enfermedades no menos importantes en las que la relacion con la ILK ha sido, de

momento, menos estudiada, son: en el sistema reproductivo, la patogénesis de la
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endometriosis, la adenomiosis y la funcion eréctil; en los ojos, la formacién de
neovascularizacion coroidea, y la supervivencia de las células epiteliales del cristalino; en el
envejecimiento, actuando sobre la longevidad y senescencia celular prematura inducida por
estresantes celulares, y sobre la senescencia celular inducida por hiperfosfatemia; y en el

mantenimiento del balance reduccién/oxidacion celular (estrés oxidativo).

Algunos documentos de la literatura patente relacionados con la presente invencion son:

1. WO 2019147552 que se refiere a compuestos moduladores de la integrina ligada a
quinasa (ILK), y métodos para tratar enfermedades con ellos, pero dichos compuestos no
contienen aminoacidos.

2. WO 2012071310 que se refiere a inhibidores de integrina ligada a quinasa de férmula

donde el resto “X” puede incluir aminoacidos, como agentes antitumorales.

3. W0O2011057397 que se refiere a métodos para tratar o prevenir el dafo cardiaco con
composiciones de quinasa ligada a integrina.

4. W02003045380 que se refiere a inhibidores de ILK para el tratamiento de la enfermedad
renal.

5. W02003045379 que se refiere a la preparacion de hidrazono-diamino-pirazoles como
inhibidores de la quinasa unidos a integrina con actividad antiproliferativa.

6. WO2003045432, que se refiere al tratamiento de la enfermedad oftalmica neovascular

utilizando inhibidores de la quinasa unidos a integrina.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Esta invencion esta relacionada con compuestos capaces de activar la interaccion entre la

ILK y la alfa-parvina y que activan la polimerizacién de actina.

Mas concretamente, en un primer aspecto, la invencion se refiere a heptapéptidos que se

corresponden con la Férmula |

H-AA1- -Tyr-AA3- -Val-Pro-Leu - -His-OH
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donde:

- AA1 y AA3 son Ala y Phe respectivamente, o

- AA1 y AA3 son Gly y Ala respectivamente.

Los compuestos de la invencién se pueden preparar mediante la técnica de sintesis de
péptidos en fase sdlida recogida en el modo de realizacién de esta invencién, pero su
preparacion no se limita a este modo de realizacién, sino que se refleja en esta invencién a
modo de ejemplo, pudiendo prepararse también por la técnica de sintesis de péptidos en
disolucion, bien conocida entre los expertos en la materia en cualquiera de sus estrategias
Fmoc/t-Bu o Boc/Bzl. Por otra parte, la técnica de sintesis de péptidos en fase sdlida
ejemplificada en esta invencién, no se limita a la resina cloruro de poliestiril-2-clorotritilo
(Merrifield 2-clorotritilo), pudiéndose utilizar cualquier otro polimero funcionalizado de los
que se usan habitualmente para la sintesis de péptidos a través de la estrategia conocida

por los expertos en la materia como estrategia Fmoc/t-Bu o Boc/Bzl.

Por otro lado, los péptidos de la invencion pueden definirse mediante los cdodigos y
abreviaturas correspondientes a cada aminoacido y se indican en la lista de aminoacidos

anteriormente mostrada.

Los compuestos de Férmula | son capaces de unirse a ILK. La union de dichos compuestos
se establece de forma no covalente y puede determinarse mediante la técnica biofisica de
resonancia de plasmoén de superficie (SPR). Para ello, los compuestos de Féormula | se
hacen pasar, disueltos en una disolucién tampoén a una misma concentracion, a través de
un biosensor que contiene ILK humana completa inmovilizada y se leen las unidades (RU)
de respuesta en el equipo de SPR. Cuando este experimento se repite a concentraciones
variables del compuesto permite determinar los parametros cinéticos de la union, los cuales
se pueden determinar a partir de las constantes cinéticas (ajuste cinético) o a partir de la
respuesta en el equilibrio (ajuste por afinidad). El ajuste cinético se realiza tras sustraer la
respuesta de fondo al fluir el analito y ajustarse a un modo de interaccién uno-uno o
Langmuir. El modelo de Langmuir define el proceso de unién entre el analito y el ligando
mediante las constantes cinéticas de asociacién (Kon) y disociacion (Koff). Cuando se
alcanza el equilibrio, las velocidades de asociacion y disociacion se igualan y permiten
calcular la constante termodinamicas de afinidad. No obstante, en determinadas situaciones

los datos del ajuste cinético pueden estar sometidos a un gran error ya que los procesos de
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asociacion y disociacién son muy rapidos. En esta ultima situacion se recurre al ajuste por

afinidad que se lleva a cabo cuando se ha alcanzado el estado estacionario de la interaccion.

Los compuestos de la invencion actuan como activadores de la polimerizacion de actina. En
este sentido, el efecto que los compuestos de la invencion ejercen sobre la polimerizacién
de actina puede ser examinado mediante la observacién de la integridad de los filamentos
de actina por microscopia confocal y cuantificada mediante el analisis densitométrico. Esto
es lo que se ha demostrado en células mesangiales humanas (CMH) fijadas y tefiidas con
faloidina-FITC, pero el analisis no esta restringido a estas células, sino que puede llevarse
a cabo sobre cualquier otra linea celular que exprese ILK en cantidad suficiente para la
observacioén del efecto. Un aumento de la polimerizacién de actina es indicativo de que ILK
esta activada y, al contrario, una disminucion de la polimerizacién de actina es indicativo de

que ILK esta inhibida.

Algunos compuestos de Férmula | son capaces de aumentar la polimerizacion de actina.
Los métodos por los que dicho aumento de la polimerizacion se puede detectar y cuantificar,
como se ha indicado, mediante la observacion de la integridad de los filamentos de actina

por microscopia confocal y cuantificada mediante el andlisis densitométrico.

La invencidn también se refiere al compuesto definido anteriormente para su uso en
medicina. De forma preferente se refiere alcompuesto para su uso en el que dicho
compuesto se une a la proteina ILK, y de forma mas preferente, el compuesto interfiere en
la unién entre las proteinas ILK y alfa-parvina, y dicho compuesto activa la polimerizacion

de actina.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto definido anteriormente o una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto, o
un profarmaco del compuesto, o un polimorfo de cualquiera de los anteriores, o un solvato

de cualquiera de los anteriores, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El compuesto definido anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del
compuesto, o un profarmaco del compuesto, o un polimorfo de cualquiera de los anteriores,

o un solvato de cualquiera de los anteriores o la composicion farmacéutica que comprede
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cualquiera de los anteriores son utiles en la prevencion o tratamiento de una enfermedad en

cuya patogénesis esta implicada la ILK.

Las enfermedades en las cuales la ILK esta implicada se seleccionan de la lista que
comprende: tumores solidos, discrasias de células hematolégicas, enfermedades

autoinmunes y enfermedades croénicas.

El tumor sdlido puede estar seleccionado entre cancer de mama, cancer de ovario, cancer
de vejiga, cancer de pancreas, glioma, cancer colorrectal, carcinoma oral, carcinoma renal,
cancer de pulmén, cancer de estdmago, osteosarcoma, cancer de laringe, cancer de
tiroides, cancer de prostata, astrocitomas, gliomas, cancer de mama, cancer de piel y

mieloma.

La discrasia de células hematologicas puede estar seleccionada entre leucemia mieloide,

leucemia linfoide y mieloma.

La enfermedad autoinmune puede estar seleccionada entre colitis ulcerosa, psoriasis,

esclerodermia, lupus eritematoso y artritis reumatoide.

La enfermedad cronica puede estar seleccionada entre hipertensién, cardiomiopatia
hipertensiva e isquémica, arteriosclerosis, hipertension pulmonar, fibrosis pulmonar,
enfermedad renal crénica, enfermedad renal poliquistica, diabetes y sus complicaciones,
resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, enfermedades neurodegenerativas y diabetes

insipida.

Segun una realizacién preferente de la invencion, la enfermedad es enfermedad renal

cronica.

La invencion también se refiere a la composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento
de las enfermedades en las que interviene la ILK sera en una cantidad terapéuticamente

efectiva.
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Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en
dichas composiciones son los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la

materia y utilizados habitualmente en la elaboracion de composiciones terapéuticas.

Los compuestos de la invencion, sus sales farmacéuticamente aceptables, sus profarmacos
- polimorfos de cualquiera de los anteriores, o solvatos de cualquiera de los anteriores, asi
como las composiciones farmacéuticas que los contienen, pueden ser utilizados junto con
otros farmacos, o principios activos, adicionales para proporcionar una terapia de
combinacion. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicién
farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicion
separada para su administracion simultanea o no a la de la composicion farmacéutica que
comprende un compuesto de la presente invencion o un profarmaco, solvato, derivado o una
sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva”
se refiere a la cantidad del agente o compuesto capaz de desarrollar la accion terapéutica
determinada por sus propiedades farmacoldgicas, calculada para producir el efecto deseado
y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de los
pacientes, incluyendo la edad, estado del paciente, la severidad de la alteracion o trastorno,

y de la ruta y frecuencia de administracion.

Dicha composicion terapéutica se puede preparar como una forma soélida o suspension
acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable. La composicion terapéutica
proporcionada por esta invencién puede ser administrada por cualquier via de
administracién apropiada, para lo cual dicha composicién se formulard en la forma
farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida. En una realizacion particular, la
administracion de la composicion terapéutica proporcionada por esta invencion se efectua
por via oral, tépica, rectal o parenteral (incluyendo subcutanea, intraperitoneal, intradérmica,
intramuscular, intravenosa, etc.). Una revision de las distintas formas farmacéuticas de
administracion de medicamentos y de los excipientes necesarios para la obtencion de las
mismas puede encontrarse, por ejemplo, en el “Tratado de Farmacia Galénica”, C. Fauli i
Trillo, 1993, Luzan 5, S.A. Ediciones, Madrid, o en otros habituales o similares de las
Farmacopeas Espafiola y de Estados Unidos. Dado que los péptidos de la invencién son

péptidos solubles en agua una forma particular de administracion es por via intravenosa de
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sus disoluciones acuosas para evitar hidrélisis en estomago, intestino y asegurar una

concentracion adecuada en sangre.

La presente invencion se refiere también a un método para prevenir o tratar una enfermedad
en cuya patogénesis interviene la ILK con un compuesto definido en la reivindicacion 1, una
sal farmacéuticamente aceptable, un solvato o profarmaco de dicho compuesto, 0 una
composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto, sal farmacéuticamente
aceptable, solvato o profarmaco del mismo, que comprende administrar a un individuo una

cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto, sal, solvato o profarmaco del mismo.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean

limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Sensograma de los péptidos PEP1 (SEQ_ID: 1) a PEP7 (SEQ_ID: 7) a
concentracion 500 pM.

Fig. 2. Sensograma de los experimentos de afinidad para el compuesto PEP1.

Fig. 3. Sensograma de los experimentos de afinidad para el compuesto PEP2 (SEQ_ID: 2).
Fig. 4. Sensograma de los experimentos de afinidad para el compuesto PEP4 (SEQ_ID: 4).
Fig. 5. Sensograma de los experimentos de afinidad para el compuesto PEP5 (SEQ_ID: 5).
Fig. 6. Sensograma del experimento de competicion entre alfa-parvina y el compuesto
PEP4.

Fig. 7. Efecto de los compuestos PEP2 y PEP4 sobre la polimerizacién de actina después
de 24 horas de tratamiento. Las células fueron incubadas con una concentracion 50 uM de
cada péptido durante 24 horas y fijadas y tefidas con faloidina-FITC. La integridad de los
filamentos de actina fue analizada mediante microscopia confocal y su cuantificacion
mediante andlisis densitométrico. En la parte superior se muestra una fotografia
representativa de cada tratamiento y en la parte inferior el analisis densitométrico de todos
los experimentos. Los resultados son la media £ error estandar de seis experimentos

independientes.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1. Procedimiento general. La preparacion de los compuestos de Formula | puede
realizarse en fase sélida. El procedimiento comprende las siguientes etapas:

1. Anclaje del aminoacido C-terminal a una resina. La resina de Merrifield funcionalizada con
un grupo 2-clorotritilo (cloruro de poliestiril 2-clorotritilo, 1.27-1.55 mmol/g, 100 mg, 0.127-
0.155 mmol) hinchada previamente con N,N-dimetilformamida (DMF), se mezcla con una
disolucion del Fmoc-aminoacido que se encuentra en la posicion C-terminal del
correspondiente péptido (1.5 equivalentes, 0.22 mmol) en DMF anhidra (30 mL/g de resina)
y etildiisopropilamina (DIPEA, 3 equivalentes, 60 mg). La suspensién se agita durante 1.5
horas a temperatura ambiente. A continuacién, se afiade metanol (0.8 mL/g de resina) y se
agita durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla se filtra y la resina se lava
consecutivamente con DMF (3 x 3 mL x 3 min), metanol (3 x 3 mL x 3 min) y diclorometano
(3 x 3 mL x 3 min).

2. Desproteccion del grupo Fmoc. La resina obtenida en la etapa anterior se lava con una
disolucién de piperidina al 20% en DMF (3 mL) y se agita durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, la mezcla se filtra y la resina se lava consecutivamente con DMF

(3 x 3 mL x 3 min), metanol (3 x 3 mL x 3 min) y diclorometano (3 x 3 mL x 3 min).

3. Acoplamiento del segundo aminoacido. La resina obtenida en la etapa anterior, hinchada
previamente con N,N-dimetiformamida (DMF), se trata con una mezcla formada por el
Fmoc-AA2 (3 equivalentes) que se encuentra en la posicidn siguiente al extremo C-terminal,
HCTU (3 equivalentes) y DIPEA (6 equivalentes) disueltos en DMF (30 mL/g de resina) y la
mezcla se agita 3 horas a temperatura ambiente hasta que el test de Kaiser indica que la
reaccion se ha completado. A continuacion, la mezcla se filtra y la resina se lava
consecutivamente con DMF (3 x 3 mL x 3 min), metanol (3 x 3 mL x 3 min) y diclorometano
(3 x 3 mL x 3 min).

4. Desproteccién del grupo Fmoc. La resina obtenida en la etapa anterior se lava con una
disolucion de piperidina al 20% en DMF (3 mL) y se agita durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, la mezcla se filtra y la resina se lava consecutivamente con DMF

(3 x 3 mL x 3 min), metanol (3 x 3 mL x 3 min) y diclorometano (3 x 3 mL x 3 min).
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5. Elongacion de la cadena. La resina obtenida en la etapa anterior se trata tal y como se ha
descrito en las etapas 4 y 5 con los sucesivos aminoacidos que componen los péptidos de
Formula | seguido de la desproteccion del grupo Fmoc, hasta alcanzar la longitud del

correspondiente péptido.

6. Desanclaje de la resina y desproteccion de las cadenas laterales. La resina obtenida en
la etapa anterior se trata con una mezcla formada por una disolucion de TFA/TIPS/H.0
9:0.5:0.5 (3 mL, 30 mL/g de resina) y se agita durante 3 horas a temperatura ambiente. A
continuacion, la mezcla se filtra, se evaporan los disolventes y el residuo se precipita con
éter dietilico para dar un sdlido blanco. La mezcla se centrifuga, se decanta el disolvente y
se lava con éter dos veces. Finalmente, si es necesario, el producto se purifica mediante

HPLC preparativo en fase reversa utilizando un gradiente de MeOH/agua.

Ejemplo 2. H-Gly-Tyr-Phe-Val-Pro-Leu-His-OH (PEP1)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.33 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sélido
blanco (23 mg, 46%) con un 100% de pureza (214 nm); H RMN (500 MHz, CD OD): & 8.72
(d, J = 1.3 Hz, 1H, Ar-H3 His), 7.35 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Ar-H5 His), 7.29 — 7.17 (m, 5H, ArH
Phe), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H2 y H6 Tyr), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H3 y H5 Tyr), 4.72
(dd, J=7.7,5.0 Hz, 1H, Ha His), 4.61 (tap, J = 14.1, 7.0 Hz, 1H, Ha Phe ), 4.60 (dd, J=9.2,
5.3 Hz, 1H, Ha Tyr), 4.41 (m, 2H, Ha Pro y Val), 4.26 (dd, J = 9.6, 5.6 Hz, 1H, Ha Leu), 3.78
(m, 1H, CH2ad Pro), 3.70 — 3.66 (m, 1H, CH2bd Pro solapado con CHza Gly), 3.63 (dd, J =
16.5 Hz, 2H, CHz Gly), 3.32 —3.29 (m, 1H, CH.a His, solapado con disolvente), 3.16 (dd, J
=15.3, 7.7 Hz, 1H, CHzb His), 3.10 (dd, J = 14.4, 8.0 Hz, 1H, CHa Phe), 3.02 (dd, J = 14.1,
5.2 Hz, 1H, CH.a Tyr), 2.94 (dd, J = 13.8, 8.0 Hz, 1H CHzb Phe), 2.74 (dd, J = 14.1, 9.2 Hz,
1H, CHz2b Tyr), 2.20 (dd, J = 12.1, 7.8 Hz, 1H, CHzap Pro), 2.10 — 2.00 (m, 2H, CH Val y
CH2bB Pro solapado), 2.00 — 1.87 (m, 2H, CHyy Pro), 1.75 (dd, J = 13.5, 7.4 Hz, 1H, CH
Leu), 1.68 — 1.53 (m, 2H, CHz Leu), 1.00 (d, , = 6.7 Hz, 3H, CH3 Val), 0.97 (d, J = 6.6 Hz,
6H, 2 x CH3 Leu), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 Val); C RMN (125 MHz, CD30D): 6 174.63
(CO), 174.41 (CO), 173.35 (CO), 173.12 (CO), 172.81 (CO), 172.60 (CO), 172.10 (CO),
167.00 (CO TFA), 157.41 (Ar-C4 Tyr), 138.10 (Ar-C1 Phe), 134.77 (Ar-C2 His), 131.35 (Ar-
C5 His), 131.23 (Ar-C2 and C6 Tyr), 130.42 (Ar-C3 and C5 Phe), 129.39 (Ar-C2 and C6
Phe), 128.63 (Ar-C1 Tyr), 127.81 (Ar-C4 Phe), 118.53 (Ar-C4 His), 116.25 (Ar-C3 and C5
Tyr), 61.31 (Ca Pro), 57.84 (Ca Val), 56.34 (Ca Tyr), 55.76 (Ca Phe), 53.76 (Ca Leu), 53.09
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(Ca His), 48.76 (CH20 Pro), 41.53 (Ca Gly), 41.35 (CH2 Leu), 38.83 (CH Phe), 38.27 (CH-
Tyr), 32.01 (CH Val), 30.56 (CH2B Pro), 28.02 (CH His), 25.98 (CHzy Pro), 25.76 (CH Leu),
23.39 (CHjs Leu), 22.05 (CHs Leu), 19.70 (CHs Val), 19.01 (CHs Val); HRMS (ESI-TOF) m/z
calculado para Ca2HssNgOg [M+H]+: 832.4352. Encontrado [M+H]+: 832.4336.

Ejemplo 3. H-Ala-Tyr-Phe-Val-Pro-Leu-His-OH (PEP2)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.27 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sélido
blanco (66 mg, 90%) con un 70% de pureza (214 nm); H NMR (500 MHz, CDsOD): 6 8.71
(d, J=0.9 Hz, 1H, Ar-H3 His), 7.35 (s, 1H, Ar-H5 His), 7.28 — 7.20 (m, 5H, ArH Phe), 7.06
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H2 y H6 Tyr), 6.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H3 y H5 Tyr), 4.70 (dd, J =
7.7,5.0 Hz, 1H, Ha His), 4.61 (tap, J = 14.1, 7.0 Hz, 1H, Ha Phe ), 4.59 (dd, J = 9.2, 5.5 Hz,
1H, Ha Tyr), 4.42 (m, 2H, Ha Pro y Val), 4.27 (dd, , = 9.6, 5.5 Hz, 1H, Ha Leu), 3.84 — 3.79
(m, 1H, CH28 Pro solapado con q, 1H, J=14.2, 7.1 Hz, CH Ala), 3.68 — 3.64 (m, 1H, CH25
Pro), 3.32 — 3.29 (m, 1H, CH.a His, solapado con disolvente), 3.16 (dd, J = 15.3, 7.8 Hz, 1H,
CH2b His), 3.10 (dd, J = 13.9, 6.3 Hz, 1H, CHz2a Phe), 3.03 (dd, J = 14.0, 5.4 Hz, 1H, CH.a
Tyr), 2.94 (dd, J = 13.8, 7.8 Hz, 1H CHzb Phe), 2.79 (dd, J = 14.1, 9.2 Hz, 1H, CH2b Tyr),
2.24 - 2.18 (m, 1H, CH.ap Pro), 2.10 — 1.99 (m, 2H, CH Val y CH2bf3 Pro solapado), 1.98 —
1.91 (m, 2H, CHyy Pro), 1.81 — 1.73 (m, CH Leu), 1.68 — 1.54 (m, 2H, CH Leu), 1.43 (d, J =
7.1 Hz, CHs Ala), 1.00 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 Val), 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 6H, CHs Leu and
CHs Val), 0.93 (d, J=6.7 Hz, 3H, CH3 Leu); C RMN (125 MHz, CD30D): 174.63 (CO), 174.41
(CO), 173.35(CO), 173.12 (CO), 172.81 (CO), 172.60 (CO), 172.10 (CO), 167.00 (CO TFA),
156.11 (Ar-C4 Tyr)*, 138.63 (Ar-C1 Phe), 134.77 (Ar-C2 His), 131.35 (Ar-C5 His), 131.23
(Ar-C2 y C6 Tyr), 131.38 (Ar-C3 y C5 Phe), 130.39 (Ar-C1 Tyr), 129.35 (Ar-C2 y C6 Phe),
127.61 (Ar-C4 Phe)*, 118.08 (Ar-C4 His), 116.25 (Ar-C3 y C5 Tyr), 61.26 (Ca Pro), 57.20
(Ca Val), 56.43 (Ca Tyr), 55.66 (Ca Phe), 53.76 (Ca Leu), 53.09 (Ca His), 50.03 (Ca Ala),
49.63 (CH20 Pro), 41.35 (CH2 Leu), 38.83 (CH2 Phe), 38.27 (CH2 Tyr), 32.01 (CH Val), 30.56
(CH2B Pro), 28.22 (CH His), 25.98 (CHzy Pro), 25.76 (CH Leu), 23.39 (CHs Leu), 22.05 (CHs
Leu), 19.70 (CHs Val), 19.01 (CHs Val), 17.69 (CHs Ala). *No se observa en C RMN rutinario.
Se asigna mediante experimentos gHMBC y gHSQC; HRMS (ESI-TOF) m/z calculado para
Ca3Hs9NgOg [M+H]+: 846.4509. Encontrado [M+H]+: 846.4513 y [M+2/2]+: 423.7305.
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Ejemplo 4. H-Gly-Ala-Phe-Val-Pro-Leu-His-OH (PEP3) (SEQ_ID: 3)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.33 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sélido
blanco (54 mg, 64%) con un 50% de pureza (214 nm); H RMN (500 MHz, CD30D): & 8.42
(d, J = 0.8 Hz, 1H, Ar-H3 His), 7.30 — 7.22 (m, 6H, 5 x ArH Phe y Ar-H5 His), 4.68 (dd, J =
7.9, 6.5 Hz, 1H, Ha His), 4.61 (tap, J = 14.1, 7.0 Hz, 1H, Ha Phe ), 4.44 — 4.42 (m, 2H, Ha
Pro y Ha Val), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 1H, Ha Ala), 4.26 (dd, J = 9.7, 5.5 Hz, 1H, Ha Leu), 3.78
- 3.75 (m, 1H, CH2ad Pro), 3.69 (s, 2H, CH: Gly), 3.67 - 3.65 (m, 1H, CH2bd Pro), 3.28-3.24
(m, 1H, CHza His), 3.16 (dd, J = 6.7, 3.0 Hz, 1H, CHzb His), 3.10 (dd, J = 14.3, 8.1 Hz, 1H,
CH>a Phe), 2.96 (dd, J = 13.8, 8.0 Hz, 1H, CH2b Phe), 2.24 — 2.18 (m, 1H, CH2a Pro), 2.07
—2.02 (m, 2H, CH Val y CH2bp Pro), 1.97 — 1.93 (m, 2H, CHzy Pro), 1.81 —1.71 (m, 1H, CH
Leu), 1.68 — 1.53 (m, 2H, CH- Leu), 1.32 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CHs Ala), 1.00 (d, J = 6.8 Hz,
3H, CHs Val), 0.98 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHs Leu), 0.96 (d, J= 6.7 Hz, 3H, CH3 Val), 0.93 (d, J
= 6.7 Hz, 3H, CHs Leu); C RMN (125 MHz, CD3s0OD): 6 174.63 (CO), 174.41 (CO), 173.35
(CO), 173.12 (CO), 172.81 (CO), 172.60 (CO), 172.10 (CO), 167.00 (TFA), 136.38 (Ar-C1
Phe), 133.80 (Ar-C2 His), 131.35 (Ar-C5 His), 130.23 (Ar-C3 y C5 Phe), 129.98 (Ar-C2 y C6
Phe), 126.39 (Ar-C4 Phe), 118.53 (Ar-C4 His), 60.27* (Ca Pro), 56.62* (Ca Val), 52.83 (Ca
Phe), 52.46* (Ca Leu), 53.09 (Ca His), 49.13 (Ca Ala), 47.63 (CH20 Pro), 40.04 (Ca Gly),
40.14 (CHz Leu), 37.15 (CH2 Phe), 30.72 (CH Val), 29.19 (CHp Pro), 27.15 (CH2 His), 24.58
(CH2y Pro), 24.41 (CH Leu), 21.93 (CHs Val), 20.57 (CHs Leu), 18.18 (CHs Val), 17.48 (CH3
Leu), 16.72 (CHs Ala). *No se observa en C RMN rutinario. Se asigna mediante
experimentos gHMBC y gHSQC; HRMS (ESI-TOF) m/z calculado para CzsHs4NgOg [M+H]+:
740.409. Found [M+H]+: 740.4065.

Ejemplo 5. H-Gly-Tyr-Ala-Val-Pro-Leu-His-OH (PEP4)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.55 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sdélido
blanco (23 mg, 46%) con un 100% de pureza (214 nm); H RMN (500 MHz, CDs0OD): 6 8.72
(d, J=1.3 Hz, 1H, Ar-H3 His), 7.35 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Ar-H5 His), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
Ar-H2 y H6 Tyr), 6.71 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H3 y 5 Tyr), 4.69 (dd, J = 7.7, 5.0 Hz, 1H, Ha
His), 4.64 (tap, J = 9.6, 5.0 Hz, 1H, Ha Tyr ), 4.45 —4.38 (m, 2H, Ha Pro y Val), 4.40 (q, J =
7.4 Hz, 1H, Ha Ala), 4.27 (dd, J = 9.7, 5.5 Hz, 1H, Ha Leu), 3.90 (m, 1H, CH.ad Pro), 3.72 —
3.69 (m, 1H, CH2bd Pro solapado con CH.a Gly), 3.63 (dd, J = 16.5 Hz, 2H, CH2 Gly), 3.32-
3.29 (dd, J = 15.3, 7.7 Hz, 1H, CH2a His, solapado con disolvente), 3.17 (dd, J = 15.3, 7.7
Hz, 1H, CHzb His), 3.11 (dd, J = 14.4, 8.0 Hz, 1H, CHza Tyr), 2.79 (dd, J = 14.2, 9.6 Hz, 1H,
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CHzb Tyr), 2.21 (m, 1H, CH2a Pro), 2.10 — 2.04 (m, 2H, CH Val, CH2bf3 Pro solapado), 2.00
—1.87 (m, 2H, CHyy Pro), 1.75 (m, 1H, CH Leu), 1.66 — 1.54 (m, 2H, CHz Leu), 1.34 (d, J =
7.1 Hz, 3H, CH3 Ala), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3 Val), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 Val),
0.97 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHzs), 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs); C RMN (125 MHz, CDs0OD): &
172.45 (CO), 172.06 (CO), 171.20 (CO), 165.69 (CO TFA), 156.00 (Ar-C4 Tyr), 138.10 (Ar-
C1 Tyr), 134.23 (Ar-C2 His), 129.93 (Ar-C5 His), 129.97 (Ar-C2 y C6 Tyr), 118.53 (Ar-C4
His), 114.86 (Ar-C3 y C5 Tyr), 60.93* (Ca Pro), 57.84 (Ca Val), 54.94 (Ca Tyr), 52.29 (Ca
Leu), 51.95 (Ca His), 48.88 (CHa Ala), 48.79 (CH20 Pro), 40.12 (CH Leu), 39.56 (Ca Gly),
38.83 (CH2 Phe), 38.27 (CH2 Tyr), 30.47 (CH2B Pro), 29.10 (CH Val), 26.71 (CHzy Pro), 24.32
(CH Leu), 23.39 (CHs Leu), 22.05 (CHs Leu), 19.70 (CHs Val), 19.01 (CHs Val), 16.48 (CHs
Ala). *No se observa en C RMN rutinario. Se asigna mediante experimentos gHMBC y
gHSQC; Cuatro grupos CO no se observan en C NMR experiments; HRMS (ESI-TOF) m/z
calculado por CssHs4NoOg [M+H]+: 756.4039, [M+2/2]+: 378.7056. Encontrado [M+H]+:
756.4071 and [M+2/2]+: 378.7083.

Ejemplo 6. H-Gly-Tyr-Phe-Ala-Pro-Leu-His-OH (PEP5)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.55 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sélido
blanco (29 mg, 52%) con un 100% de pureza (214 nm); H RMN (500 MHz, CD30OD): & 8.75
(d, J = 1.3 Hz, 1H, Ar-H3 His), 7.34 (d, J = 1.1 Hz, 1H, Ar-H5 His), 7.27 — 7.18 (m, 5H, ArH
Phe), 7.02 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H2 y H6 Tyr), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H3 y H5 Tyr), 4.70
(dd, J=7.9, 5.1 Hz, 1H, Ha His), 4.64 — 4.60 (m, 2H, Ha Phe y Ala solapado), 4.56 (dd, J =
9.0, 5.7 Hz, 1H, Ha Tyr), 4.42 (dd, J = 8.2, 4.4 Hz, 1H, Ha Pro), 4.28 (dd, J= 9.7, 5.5 Hz, 1H,
Ha Leu), 3.70 — 3.66 (m, 2H, CH2d Pro solapado con CH.a Gly), 3.63 (dd, J = 16.1 Hz, 2H,
CHz Gly), 3.32 3.30 (m, 1H, CHqa His, solapado con disolvente), 3.18 — 3.12 (m, 1H, CHzb
His solapado con 1H, CH2a Phe), 2.97 (dd, J = 14.1, 5.7 Hz, 1H, CHa Tyr), 2.91 (dd, J =
13.9, 8.7 Hz, 1H CHzb Phe), 2.73 (dd, J = 14.1, 9.0 Hz, 1H, CH2b Tyr), 2.20 (m, 1H, CH.af3
Pro), 2.07 — 1.94 (m, 1H, CHzbB Pro solapado con 2H, CHyy Pro), 1.72 (m, 1H, CH Leu),
1.68 — 1.53 (m, 2H, CH: Leu), 1.35 (d, J =7.0 Hz, 3H, CH3 Ala), 0.98 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3
Leu), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHs Leu); C RMN (125 MHz, CD3OD): & 167.14 (CO TFA),
157.41 (Ar-C4 Tyr), 138.10 (Ar-C1 Phe), 134.77 (Ar-C2 His), 131.35 (Ar-C5 His)*, 131.12
(Ar-C2 y C6 Tyr), 130.42 (Ar-C3 y C5 Phe), 129.40 (Ar-C2 y C6 Phe), 128.63 (Ar-C1 Tyr),
127.81 (Ar-C4 Phe)*, 118.86 (Ar-C4 His), 116.25 (Ar-C3 y C5 Tyr), 61.31 (Ca Pro), 56.35
(Ca Tyr), 55.96 (Ca Phe), 53.41 (Ca Leu), 53.09 (Ca His), 48.75 (CH20 Pro)*, 47.31 (Ca
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Ala)*, 41.53 (Ca Gly), 40.63 (CH- Leu), 38.83 (CH: Phe), 38.27 (CH; Tyr), 32.01 (CH Val),
30.56 (CH2B Pro), 28.71 (CH2 His)*, 25.98 (CH.y Pro), 25.76 (CH Leu), 23.39 (CHs Leu),
21.63 (CHs Leu), 16.48 (CHs Ala). *No se observa en C RMN rutinario. Se asigna mediante
experimentos gHMBC y gHSQC; No se observan los grupos CO del esqueleto mediante C
RMN de rutina; HRMS (ESI-TOF) m/z calculado para CsoHssNgO9 [M+H]+: 804.4039.
Encontrado [M+H]+: 804.4045 and [M+2/2]+: 402.7057.

Ejemplo 7. H-Gly-Tyr-Phe-Val-Pro-Ala-His-OH (PEP6) (SEQ_ID: 6)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.55 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sélido
blanco (43 mg, 64%) con un 100% de pureza (214 nm); H RMN (500 MHz, CDsOD): & 8.71
(d, J=1.2 Hz, 1H, Ar-H3 His), 7.37 (d, J = 0.7 Hz, 1H, Ar-H5 His), 7.31 - 7.17 (m, 5H, ArH
Phe), 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H2 y H6 Tyr), 6.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H3 y H5 Tyr), 4.71
—4.65 (m, 2H, Ha Phe y His), 4.60 (dd, J = 9.2, 5.3 Hz, 1H, Ha Tyr), 4.41 (m, 2H, Ha Proy
Val solapados), 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 1H, Ha Ala), 3.82-3.78 (m, 1H, CH2ad Pro), 3.70 — 3.65
(m, 1H, CH2bd Pro solapado con CH.a Gly), 3.62 (dd, J = 16.5 Hz, 2H, CH. Gly), 3.32-3.29
(m, 1H, CH.a His, solapado con disolvente), 3.17 (dd, J = 15.3, 7.1 Hz, 1H, CH.b His), 3.10
(dd, J =13.7, 7.5 Hz, 1H, CH2a Phe), 3.02 (dd, J = 14.1, 5.2 Hz, 1H, CH.a Tyr), 2.94 (dd, J
=14.1, 9.3 Hz, 1H CHzb Phe), 2.74 (dd, J = 14.1, 9.2 Hz, 1H, CHzb Tyr), 2.22 (dd, J = 16.9,
9.9 Hz, 1H, CHa Pro), 2.10 — 2.01 (m, 3H, CH Val, CH2bp y CHzay Pro solapados), 2.00 —
1.87 (m, 1H, CHzby Pro), 1.39 (d, J = 7.2, 3H, CHs3 Ala), 1.02 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHs Val),
0.98 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 Val); C RMN (125 MHz, CD30D): 6 162.23 (CO TFA), 157.21
(Ar-C4 Tyr), 138.12 (Ar-C1 Tyr), 136.77 (Ar-C2 His), 131.35 (Ar-C5 His), 131.23 (Ar-C2 y C6
Phe), 130.42 (Ar-C3 y C5 Phe), 129.79 (Ar-C4 Phe), 128.99 (Ar-C1 Phe), 127.95 (Ar-C3 y
C5 Tyr), 118.51 (Ar-C4 His), 114.73 (Ar-C2 y C6 Tyr), 61.41 (Ca Pro), 57.64 (Ca Val), 56.34
(Ca Tyr), 55.71 (Ca Phe), 54.22 (Ca Leu), 53.09 (Ca His), 50.23 (Ca Ala), 47.96 (CH25 Pro),
41.95 (Ca Gly), 39.91 (CH2 Phe), 38.29 (CH: Tyr), 32.01 (CH Val), 28.32 (CH: His)*, 30.54
(CH2B Pro), 25.94 (CHzy Pro), 19.70 (CHs Val), 19.01 (CHs Val), 14.29 (CHs Ala). **No se
observa en C RMN rutinario. Se asigna mediante experimentos gHMBC y gHSQC; Grupos
CO y CH; de His no se observan en C RMN de rutina.; HRMS (ESI-TOF) m/z calculado para
C39Hs52N9Og [M+H]+: 790.3883. Encontrado [M+H]+: 790.3875.
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Ejemplo 8. H-Gly-Tyr-Phe-Val-Pro-Leu-Ala-OH (PEP7)

Como se describe en el método general de sintesis de péptidos, utilizando la resina cloruro
de 2-clorotritilo (1.55 mmol/g), con HCTU como agente de acoplamiento, se obtuvo un sélido
blanco (66 mg, 78%) con un 100% de pureza (214 nm); H NMR (500 MHz, CD30OD): & 7.27
—7.21 (m, 5H, ArH Phe), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-H2 y H6 Tyr), 6.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
Ar-H3 y H5 Tyr), 4.65 (tap, J = 14.1, 7.0 Hz, 1H, Ha Phe ), 4.60 (dd, J = 9.2, 5.3 Hz, 1H, Ha
Tyr), 4.43 (m, 2H, CHa Pro and Val), 4.36 (m, 2H, Ha Leu y Ha Ala, solapados), 3.77 (m,
1H, CH.ad Pro), 3.70 — 3.65 (m, 1H, CH2bd Pro solapado con CH.a Gly), 3.60 (dd, J = 16.5
Hz, 2H, CH; Gly), 3.11 (dd, J = 14.4, 8.0 Hz, 1H, CHza Phe), 3.02 (dd, J = 14.1, 5.2 Hz, 1H,
CHoa Tyr), 2.94 (dd, J = 13.8, 8.0 Hz, 1H CH2b Phe), 2.74 (dd, J = 14.1, 9.2 Hz, 1H, CH.a
Tyr), 2.20 (dd, J=12.1, 7.8 Hz, 1H, CHzaf} Pro), 2.08 — 2.00 (m, 3H, CH Val, CH2bf3 Pro and
CH.ay Pro solapados), 1.96 — 1.93 (m, 1H, CHzby Pro), 1.75 (dd, J = 13.5, 7.4 Hz, 1H, CH
Leu), 1.68 — 1.53 (m, 2H, CH- Leu), 1.41 (d, J = 7.3 Hz, 3H, CHs Ala), 1.00 (d, J = 6.7 Hz,
3H, CHs; Val), 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 6H, 2 x CH3 Leu), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3 Val); C
RMN (125 MHz, CDs;0OD): & 174.30 (CO), 174.14 (CO), 173.12 (CO), 172.80 (CO), 172.03
(CO), 167.00 (CO TFA), 157.42 (Ar-C4 Tyr), 138.13 (Ar-C1 Tyr), 131.23 (Ar-C2 y C6 Phe),
130.42 (Ar-C3 y C5 Phe), 129.39 (Ar-C4 Phe), 128.64 (Ar-C1 Phe), 127.80 (Ar-C3 y C5 Tyr),
116.26 (Ar-C2 y C6 Tyr), 61.40 (Ca Pro), 57.76 (Ca Val), 56.38 (Ca Tyr), 55.84 (Ca Phe),
53.19 (Ca Leu), 50.11 (Ca Ala)*, 48.76 (CH25 Pro), 41.99 (Ca Gly), 41.38 (CH2 Leu), 38.81
(CH2 Phe), 38.24 (CH_ Tyr), 31.99 (CH Val), 30.54 (CHzB Pro), 25.95 (CH.y Pro), 25.70 (CH
Leu), 23.39 (CHs Leu), 22.05 (CHs Leu), 19.78 (CHs Val), 18.87 (CHs Val), 17.92 (CHs Ala).
*No se observa en C RMN rutinario. Se asigna mediante experimentos gHMBC y gHSQC;
Dos grupos CO no se observan en C RMN de rutina; HRMS (ESI-TOF) m/z calculado para
CaoHs7N7O9 [M+H]+: 766.4134, [M+2/2]+: 383.7087. Encontrado [M+H]+: 766.4105 y
[M+2/2]+: 383.709.

Ejemplo 9. Resonancia de plasmoén de superficie (Figs. 1 a 6)

Para los experimentos SPR se utilizé un aparato Biacore X-100 (Biacore, GE Healthcare
Life Sciences) a temperatura ambiente con tampén Tris como eluyente (50 mM Tris pH 7.5,
50 mM NaCl, 2 mM CaCl, with 20 mM EDTA and 2% of DMSOQ). La ILK recombinante (59.92
kDa) se obtuvo de Randox Life Sciences. La proteina se inmovilizé sobre un chip sensor
CMS5 (Biacore, GE) siguiendo el método estandar de acoplamiento de aminas. En el cribado
se evaluan los compuestos a una concentracién de 500 micromolar. Los resultados de este
primer cribado se muestran en la Fig. 1. El compuesto PEP2 proporcion6é la mayor

respuesta, seguido de PEP4. Los resultados indican que los compuestos se unen a ILK. Sin
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embargo, el numero de unidades de respuesta no es indicativo de la afinidad con la que los

compuestos se unen a la ILK.

Las medidas de afinidad se hicieron mediante una serie de concentraciones distintas
inyectadas a concentraciones entre 0.22 y 75 micromolar en el chip sensor a un flujo de 90
ML/min durante 1 minuto, seguido de un tiempo de disociacion de 1 min. Después de la
disociacion, se hace un lavado extra con 50% DMSO. No se necesitd regeneracion. Los
datos de los sensogramas se referenciaron doblemente y se corrigieron para el disolvente
utilizando el programa BlAevaluation X-100 (Biacore, GE Healthcare Life Sciences). Los
resultados se muestran en las Figs. 2 a 5y en la tabla 1. El compuesto PEP4 es el que tiene
mayor afinidad por ILK con una constante de afinidad (Kp) de 2.1 uM. Los sensogramas de
los compuestos PEP4 (Fig 4) y PEP5 (Fig. 5) indican que se disocian de la proteina de
forma lenta (larga cola en los sensogramas) a diferencia de PEP1 (Fig. 2) y PEP2 (Fig. 3).
Esto sugiere que los compuestos PEP4 y PEP5 pueden producir un efecto de larga duracién

debido al largo tiempo que se mantienen interaccionando con la ILK en el chip.

Tabla 1
Compuesto  Secuencia Kb (UM)
PEP1 GYFVPLH 9990
PEP2 AYFVPLH 69
PEP4 GYAVPLH 2.1
PEPS GYFAPLH 8.8

Para el experimento de competicion se realizaron inyecciones de disoluciones que contienen
una concentracion fija de alpha-parvina y concentraciones crecientes del compuesto PEP4
(10 a 1000 micromolar). El sensograma de resultados se recoge en la Fig.6 donde la sefial
producida por la unién de alfa-parvina (100 nM) a la ILK inmobilizada en el chip, disminuye a
medida que aumenta la concentracién del péptido hasta llegar a una inhibicibn maxima
(inhibidor 500 pM). Una concentracion mayor de inhibidor (1 mM) no aumenta el
desplazamiento de la union de alfa-parvina a ILK. Asi, este experimento confirma que la
unién de alfa-parvina a ILK puede activarse por el péptido. Esto implica que, o bien el

péptido se une a la superficie de ILK que interacciona con alfa-parvina, o bien se une a otro
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sitio de ILK que provoque un cambio conformacional en ILK que afecta a la unién a alfa-

parvina.

Ejemplo 10. Cultivo de células mesangiales humanas

Las células mesangiales humanas (CMH) se cultivaron siguiendo los procedimientos
descritos en la bibliografia (Diez-Marqués, M.L. y col 1995). Se recogieron porciones de
corteza renal sanas, de un rifidn humano obtenido por nefrectomia por carcinoma renal. Se
aislaron los glomérulos por procedimientos mecanicos y se trataron con colagenasa tipo IA
(Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Las CMH se mantuvieron en placas Petri de plastico con
medio RPMI 1640 (Lonza, Walkersville, M.D., EEUU), suplementado con un 10% de suero
fetal bovino, L-glutamina (1mm), penicilina (0,66 pg/mL), estreptomicina sulfato (60 ug/mL)
(Gibco, Paisley, Reino Unido), y tamponado con HEPES y bicarbonato, a pH 7.4 en una
atmosfera con 5% de CO.. El medio de cultivo se cambid cada dos dias. Para la realizacion

de los ensayos, se sembraron CMH en placas de 6 pocillos y se trataron en medio sin FBS.

Ejemplo 11. Efecto de los compuestos sobre la polimerizacion de actina en CMH (Fig.
7)

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre el citoesqueleto, se analizé la polimerizacion
de actina en CMH mediante técnicas de inmunofluorescencia y microscopia confocal. Para
ello, las CMH fueron cultivadas sobre cubreobjetos circulares de cristal estériles (Microscope
Cover Glass 12 mm; Thermo Scientific; Chicago, IL, EEUU), a una densidad de 100.000
células/pocillo, en medio con 10% FBS. Al dia siguiente, las células se deprivaron de suero
y se les afnadié el tratamiento con los péptidos durante 1 hora y 24 horas. Finalizado el
tiempo de tratamiento, las células se lavaron 2 veces con PBS 1X y se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS 1X durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, las células se lavaron 2 veces con PBS y se trataron los cubres durante 10
minutos con PBS/0,1% triton X-100 a temperatura ambiente. Se lavaron 2 veces con PBS y
se bloquearon los cubres durante 30 minutos con una solucién de bloqueo (5% BSA) en
PBS/0,1% tritdn X-100 a temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron incubados con el
anticuerpo de faloidina (Sigma) diluido en PBS con 0,5% BSA:1000 durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se lavaron y se montaron con liquido
de montaje ProLong® Gold antifade Reagement (Invitrogen Ltd, Paisley, Reino Unido) que
incorpora tincion de nucleos celulares con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Las muestras

se observaron en microscopio confocal LEICA TCS-SP5 (Leica Microsystems; Wetzlar,
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Alemania) utilizando laser de excitacion a 560 nm para detectar el producto fluorescente, y
el diodo de 405 nm para detectar el DAPI. Las imagenes fueron captadas y la intensidad de

la fluorescencia se midid por densitometria con programa Imaged (http://rsbweb.nih.govl/ij/).

Los resultados para los compuestos PEP2 y PEP4 se representan en forma de porcentaje

con respecto al control en la Fig. 7.

Referencias

Diez-Marques et al. (1995), Effects of somatostatin on cultured human mesangial cells,
Endocrinology, 136(8):3444-51.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula I:

H-AA1- Tyr-AA3-Val-Pro-Leu-His-OH

donde:

- AA1 y AA3 son Ala y Phe respectivamente, o
- AA1 y AA3 son Gly y Ala respectivamente.

2. Compuesto definido en la reivindicacién anterior para su uso en medicina.

3. Compuesto para su uso segun la reivindicacion anterior en el tratamiento de

enfermedad renal crénica.

4. Composicion farmacéutica que comprende el compuesto definido en la

reivindicacion 1, para uso en el tratamiento de enfermedad renal cronica.
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