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DESCRIPCION
Péptidos inmunomoduladores y antitumorales
Campo de la técnica

La presente invencion esta incluida en el campo de la inmunoterapia contra el cancer. Mas precisamente, los péptidos
derivados de la secuencia 32-51 de la proteina factor anti-LPS de Limulus o sus combinaciones, que no pueden unirse a
lipopolisacéridos y Utiles para tratar el cancer y la metastasis.

Antecedentes

Recientemente se ha notificado el uso de modificadores de la respuesta bioldgica para tratar el cancer principalmente
combinados con las terapias actuales para potenciar el beneficio del tratamiento (documento US 2004/0101511). Por
otra parte, se ha desarrollado el uso de secuencias CpG, el agonista del receptor de tipo Toll 9 (TLR9), como nuevos
farmacos para tratar, controlar y prevenir el cancer como partes de multiples indicaciones de tratamiento, es decir
cancer de pulmén de células no pequefias, melanoma y carcinoma renal (Klinman D. M., et al, (2004)
Immunotherapeutic uses of CpG oligodeoxynucleotides. Nat Rev Immunol. 4: 249-258). En la actualidad, se somete a
prueba un agonista del receptor de tipo Toll 7 (TLR7) en ensayos clinicos de fase | para activar el sistema inmunitario,
con resultados prometedores como un nuevo farmaco para tratar el melanoma y otros tumores (Dudek A. Z., et al (2005)
ASCO Annual Meeting). Los agonistas anteriormente mencionados de los TLR 7 y 9 también se estan evaluando en
infecciones virales, basandose en su capacidad para promover una respuesta inmunitaria eficaz en el huésped.
Ademads, se han desarrollado y fabricado las denominadas proteinas de choque térmico (Hsp) que se unen al TLR4,
como una proteina de fusién para la oncoproteina E7 del virus del papiloma humano (VPH). Este nuevo enfoque
inmunoterapéutico también se conoce como vacunas terapéuticas, con (Chu N. R. et al., (2000) Immunotherapy of a
human papillomavirus (HPV) type 16 E7-expressing tumour by administration of fusion protein comprising
Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guerin (BCG) hsp65 and HPV16 E7. Clin Exp Immunol 121: 216-225) una amplia
perspectiva para tratar enfermedades relacionadas con el virus del papiloma humano. Los receptores de tipo Toll son
moléculas de receptor presentes en las células del sistema inmunitario, que reconocen patrones moleculares asociados
a patégenos, como LPS, &cido lipoteicoico, secuencias CpG no metiladas y ARN viral mono y bicatenario. El
reconocimiento del patégeno invasor por los TLR ayuda al sistema inmunitario a dirigir una respuesta inmunitaria
Th1/Th2 equilibrada para erradicar de manera eficaz la infeccion fuera del organismo. El uso de los agonistas de TLR
como farmacos para tratar el cancer se basa en la activacion de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo, activando
una respuesta inmunitaria Th1 mediada por interferones de tipo | (por ejemplo IFN o y B) e interleucina 12 (IL-12) como
el principal mecanismo. Por tanto, se consigue una respuesta inmunitaria altamente especifica y sostenida (Switaj T.,
Jalili A., et al., (2004) CpG Immunostimulatory oligodeoxynucleotide 1826 enhances antitumor effect of interleukin 12
gene-modified tumor vaccine in a melanoma model in mice. Clinical Cancer Research, Vol. 10:4165-4175). Esta
activacién doble del sistema inmunitario contrasta con varios enfoques inmunoterapéuticos distintos que no pueden
generar un efecto sostenido en la respuesta inmunitaria adaptativa y tampoco activar de manera inespecifica el sistema
inmunitario innato con posteriores efectos no deseados (Speiser D. E, et al. (2005) Rapid and strong human CD8+T cell
responses to vaccination with peptide, IFA, y CpG oligodeoxynucleotide 7909. The Journal of Clinical Invest. Vol. 115

(3))-

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigenos profesionales que unen respuestas inmunitarias
innata y adaptativa mediante interacciones célula a célula y produccion de citocinas. Las CD se clasifican en mieloides y
linfoides segun su origen, basandose en la expresion diferencial de una serie de marcadores moleculares de superficie y
también los TLR. Las CD linfoides, también conocidas como CD plasmocitoides, son la principal fuente de interferones
de tipo I. Considerando estas propiedades, las CD se han manipulado como adyuvantes celulares prometedores para
desarrollar vacunas terapéuticas contra el cancer e infecciones virales cronicas (Santini S.M., et al (2003) A new type |
IFN-mediated pathway for rapid differentiation of monocytes into highly active dendritic cells. Stem Cells, 21:357-362).
Sin embargo, ésta es una técnica muy cara y dificil, con otras estrategias terapéuticas mas practicas y menos caras en
desarrollo (Van Epps H.L. (2005) New hope for tumor vaccines. The Journal of Experimental Medicine, Vol.202:1615).

Descritos al principio por su actividad antiviral, recientemente se ha demostrado que los interferones de tipo | (IFN o, B)
ejercen efectos importantes sobre el sistema inmunitario, promoviendo respuestas inmunitarias celulares y humorales
mediante sus efectos adyuvantes sobre las CD (Bogdan, C. (2000) The function of type | interferons in antimicrobial
immunity. Curr, Opin Immunol. 12: 419-424). Trabajos recientes han sacado a la luz el papel critico de los interferones
de tipo | endégenos en los procesos que median la regresién de un sarcoma murino singénico altamente inmunogénico,
y que protegen al huésped contra la aparicién de tumor carcinogénico primario (Gavin P. Dunn, et al. (2005) A critical
function for type | interferons in cancer immunoediting. Nature Immunology, 12 de junio). Ademas, el IFN-o desempefa
un papel importante en la iniciacién de la respuesta antiviral de linfocitos T mediante la activacién directa de linfocitos T
CD4+ o CD8+ en infecciones virales como la gripe (Fonteneau J.F, et al. (2003) Activation of influenza virus-specific
CD+4 and CD+8 T cells: a new role for plasmacytoid dendritic cells in adaptive immunity. Immunobiology, 101: 3520-
3526).

Hoess (documento WO 95/05393) se refiere en su invencion a sustancias que se unen a LPS con alta afinidad, utiles

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 845 T3

para prevenir o tratar infecciones como septicemia mediada por bacterias Gram-positivas o0 Gram-negativas, infecciones
bacterianas en general e infecciones fungicas. Sustancias de este tipo son péptidos de uniéon a LPS que portan un
dominio de unién a endotoxina (Hoess A., et al, (1993) Crystal structure of an endotoxin-neutralizing protein from the
horseshoe crab, Limulus anti-LPS factor, at 1.5A? resolution. The EMBO J. 12:3351-3356). La estructura cristalina de la
proteina factor anti-LPS de Limulus (LALF) original revela un bucle similar a polimixina B, cargado de manera positiva,
anfipatico y que contiene residuos hidréfobos y aromaticos expuestos. Basandose en este principio, se documento la
capacidad de las secuencias correspondientes a los aminoacidos 31 a 52 en la proteina LALF para unirse y neutralizar
los efectos asociados a heparina, como anticoagulacion, angiogénesis e inhibicién de la proliferacion de células
tumorales y endoteliales. Sin embargo, no existe ningin dato experimental que soporte esta declaracién en la patente
mencionada anteriormente. De hecho, las reivindicaciones concedidas hacen referencia a un dispositivo para eliminar
LPS en disolucion, comprendiendo dicho dispositivo péptidos inmovilizados en un soporte sélido (documento US
6.384.188).

Por otra parte, Vallespi (documento US 6.191.114) se refiere en su invencién al efecto antiviral del péptido LALF31.52
sobre células Hep-2 y MDBK, mediado por la produccién de los interferones o y v, refiriéndose también su invencién al
uso de este péptido para tratar infecciones virales y trastornos relacionados con la inmunosupresion. Ademas, el mismo
autor ha demostrado el efecto antiinfeccioso de este péptido en modelos animales de septicemia (Vallespi M.G., et al.
(2003) A Limulus anti-LPS factor-derived peptide modulates cytokine gene expression and promotes resolution of
bacterial acute infection in mice. International Immunopharmacology, 3:247-256).

Existen varias terapias dirigidas contra el cancer, incluyendo quimioterapia, radiaciones y terapia génica. La toxicidad es
una principal desventaja de todas estas terapias, habiéndose administrado altas dosis durante periodos de tiempo
prolongados para lograr finalmente algin efecto terapéutico beneficioso. Por tanto, ain se requiere el desarrollo de
nuevos farmacos para obtener tratamientos mas eficaces.

Basandose en el papel esencial del sistema inmunitario para detectar y dirigir una respuesta eficaz contra tumores,
farmacos disefiados para activar los mecanismos de defensa innato y adaptativo del huésped pueden convertirse en
herramientas poderosas para agentes terapéuticos contra el cancer.

No existe ninguna sustitucion de aminoacidos anterior descrita para la secuencia HYRIKPTFRRLKWKKYKGKFW de la
proteina LALF, que elimine su capacidad de unién a LPS y que potencie el efecto inmunomodulador, confiriendo
también efectos antitumorales in vivo contra varios tumores.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion resuelve los problemas mencionados anteriormente, proporcionado péptidos derivados de la
regiéon 32-51 de la secuencia de la proteina LALF HYRIKPTFRRLKWKKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 13), en la que se han
sustituido aminodcidos para erradicar la capacidad de union a LPS y potenciar el efecto antitumoral e inmunomodulador.

Péptidos analogos, derivados de dicha secuencia mediante substituciones que prohiben la unién a LPS o heparina y
que también proporcionan efectos antitumorales e inmunomoduladores aumentados en comparaciéon con el péptido
original, consisten en las siguientes secuencias:

HARIKPTFRRLKWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 1)
HYRIKPTARRLKWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 2)
HYRIKPTFRRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 3)
HYRIKPTFRRLKWKYKGKFA (SEQ. ID. NO: 4)

Los péptidos de unién a LPS descritos por Hoess y Vallespi son desventajosos porque desvian un perfil de Th1/Th2
mixto hacia un perfil de Th2 predominante, perjudicial para los pacientes con cancer. Estos pacientes presentan
comunmente infecciones concomitantes debido a inmunodepresion, sin descartar la presencia de particulas de LPS en
la sangre. La administracion de un péptido que induce un perfil de Th2 predominante en presencia de LPS daria como
resultado efectos no deseados, deteriorando adicionalmente el estado inmunoldgico del paciente y empeorando la
respuesta del huésped contra el tumor. Ademas, la unién a LPS del péptido descrito por Vallespi minimizaria el efecto
inmunomodulador de este péptido.

Por otra parte, la falta de uniéon a heparina de los péptidos descritos en la presente invencién los hace superiores a
aquéllos descritos anteriormente por Hoess y Vallespi. En paciente criticos como aquéllos que padecen cardiopatia
isquémica, enfermedad cerebrovascular, enfermedad tromboembolica venosa (trombosis venosa profunda y embolia
pulmonar) e isquemia de extremidades posteriores, se indica la heparina como tratamiento (D. Cabestrero Alonso, et al
(2001) Heparinas de bajo peso molecular en pacientes criticos: usos, indicaciones y tipos. Medicina Intensiva,
Vo0l.95:18-26). Posteriormente, en este contexto podria estar contraindicada la administracién de un péptido de unién a
heparina, debido a la interferencia con el efecto de este farmaco. La asociacion del cancer y las enfermedades
tromboembolicas es un fendmeno bien descrito que puede contribuir significativamente a la morbimortalidad en
pacientes con cancer, como trombosis venosa profunda y embolia pulmonar. Basandose en las razones anteriormente
mencionadas, la disponibilidad de los péptidos que no pueden unirse a heparina y que muestran un efecto antitumoral e
inmunomodulador en el tratamiento de pacientes con céncer es ventajosa, un porcentaje significativo de estos pacientes
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sometidos comlUnmente a cirugia y que presentan otros trastornos como hipercoagulaciéon (Castelli R., et al (2004) The
heparin and cancer: Review of clinical trials and biological properties. Vascular Medicine, Vol.9:1-9).

La invencién también incluye péptidos con dos o mas aminoacidos sustituidos por alanina, que comprenden las
siguientes secuencias de aminoacidos:

HYRIKPTARRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 8)
HARIKPTARRLKWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 9)
HARIKPTFRRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 10)
HARIKPTARRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 11)
HARIKPTARRLAWKYKGKFA (SEQ. ID. NO: 12)

y cualquier otra variante homoéloga o mimética de estos péptidos anteriores, obtenida mediante procedimientos
sintéticos o recombinantes, y como parte de cualquier péptido de fusion. La variante homoéloga hace referencia a
cualquier péptido desprovisto de capacidad de unién a LPS o heparina y que porta un efecto antitumoral e
inmunomodulador. De manera similar, dicha variante mimética hace referencia a cualquier molécula de origen quimico
(no proteico) cuya estructura esta desprovista de la capacidad de unién a LPS o heparina y que mantiene un efecto
antitumoral e inmunomodulador.

En una realizacién preferida de la presente invencién, la composicién farmacéutica contiene uno o mas péptidos y
compuestos quimicos o sus sales farmacéuticamente aceptables respectivas, asi como excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacién preferida de la presente invencién, la composicion farmacéutica contiene adicionalmente un antigeno
seleccionado del grupo que comprende un antigeno bacteriano, viral o de cancer.

De manera similar, los péptidos de la presente invencion podrian usarse en combinacion con tratamientos
convencionales contra el cancer, como quimioterapia, cirugia, radiacioén, etc. La presente invencién también comprende
el uso de estos péptidos y compuestos quimicos para preparar una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir
trastornos inmunoldgicos que requieren una respuesta inmunitaria Th1 eficaz; tratamiento o prevencién del cancer y
para desarrollar una respuesta inmunitaria eficaz contra infecciones de origen bacteriano o viral.

Los péptidos descritos se definieron por estar desprovistos de la capacidad de unién a LPS, en lugar de la secuencia
HYRIKPTFRRLKWKYKGKFW original, descrita anteriormente como un dominio 6ptimo consenso para la unién a LPS
(Hoess et al., (1993) Crystal structure of an endotoxin-neutralizing protein from the horseshoe crab, Limulus anti-LPS
factor, at 1.5A® resolution. The EMBO J. 12:3351-3356). De la misma manera, los péptidos descritos en la presente
invencion potencian el efecto inmunomodulador, mediado por la secrecién de IFN-[], en comparacién con el péptido
derivado de la proteina LALF que comprende los aminoacidos 31 a 51 a los que Vallespi hace referencia en su patente
(documento US 6.191.114) como un péptido antiviral e inmunomodulador.

De manera similar, los péptidos descritos en la invencion pueden administrarse a pacientes inmunosuprimidos y a
aquéllos que requieren una activacion de su estado inmunoldgico, como pacientes que padecen el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y pacientes sometidos a cirugia compleja.

Datos experimentales in vivo demostraron la eficacia de péptidos analogos en tumores implantados en ratones,
derivados estos tumores de células B16 de melanoma murino; células epiteliales pulmonares malignas de ratones
C57BI/6 y células 3LL-D122 obtenidas de cancer de pulmén de ratones.

En otra realizacion, pueden administrarse péptidos para minimizar los acontecimientos metastasicos.
Otros resultados de la presente invencion indican que los péptidos descritos muestran efectos antiproliferativos sobre
lineas celulares tumorales de origen histolégico variado, lo que demuestra un efecto citotoxico directo sobre las células

cancerosas.

En principio, los péptidos descritos pueden usarse solos o combinados con terapias actuales para tratar el cancer, como
cirugia, radiacion o quimioterapia.

De manera similar, los péptidos descritos en la presente invencién, cuando se administran de manera profilactica,
generan una respuesta inmunitaria innata rapida contra el tumor, desarrollando posteriormente una respuesta
inmunitaria especifica de antigeno adaptativa, que pone de relieve su uso en vacunas profilacticas o terapéuticas contra
el cancer.

Breve descripcion de las figuras:

Figura 1: Efecto de los péptidos sobre la capacidad de union a lipopolisacaridos (LPS) bacterianos.
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Figura 1A, se realizaron estos experimentos por triplicado; se muestran las curvas de inhibicién de un experimento. Los
porcentajes de inhibicion mostrados en la figura 1B representan la media de tres experimentos independientes.

Figura 2: Efectos de los péptidos sobre la capacidad para unir el compuesto aniénico heparina. Se muestra la media de
tres experimentos independientes.

Figura 3: Efectos de los péptidos sobre la produccion de interferones a y y e IL-12 en células mononucleares humanas.
Se realizaron tres experimentos con diferentes donantes, se muestran los resultados de uno de ellos.

Figura 4: Efecto antitumoral de los péptidos en el modelo de tumor TC-1.
Figura 5: Efecto antitumoral del péptido L-2 en el modelo de melanoma.

Figura 6: Efecto antitumoral del péptido L-2 analogo en un programa de administracion profilactica del modelo de tumor
TC-1.

Figura 7: Efecto antitumoral del péptido L-2 analogo en un programa de doble exposicion con células tumorales TC-1.
Figura 8: Capacidad antimetastasica del péptido L-2 analogo.

Figura 9: Efecto del péptido L-2 analogo sobre la proliferaciéon de células TC-1, H125 y 1L929.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Sintesis de péptidos

Se sintetizan los péptidos de la invencion siguiendo un procedimiento en fase sélida. Se extrae el péptido bruto con una
disolucién de acido acético al 30%, se liofiliza y se purifica adicionalmente mediante RP-HPLC. Se controlan los pesos
moleculares de los péptidos purificados usando un espectrémetro de masas JEOL JMS-HX110HF con una pistola FAB.
La preparacién resultante es no antigénica, no pirogénica y farmacéuticamente aceptable para la administracion en
animales y seres humanos. Se llevaron a cabo sustituciones introduciendo el aminoacido alanina en cada posicién de la
secuencia original del péptido HYRIKPTFRRLKWKYKGKFW.

Ejemplo 2. Seleccion de péptidos analogos desprovistos de capacidad de union a lipopolisacaridos (LPS).

Este ensayo consiste en una sistema ELISA de competicién ELISA (Hardy E., et al (1994) Enhanced ELISA sensitivity
using TCA for efficient coating of biologically active LPS o Lipid A to the solid phase. J. Immunol. Meth. Vol:176:111-
116). Se recubrieron placas de poliestireno (Costar, EE.UU.) con LPS de E.coli 0111:B4 (1 pg/ml) con acido
tricloracético (TCA) al 0,2%. Se incubaron las placas durante la noche a 37°C y se lavaron adicionalmente diez veces
con solucion salina tamponada con fosfato 1X (PBS 1X) mas Tween 20 al 0,1% (disolucion de lavado). Se evalué la
unién de péptidos analogos al LPS fijado a la superficie sélida mediante un ELISA de competicién con el péptido LALF32.
51 biotinilado a 0,2 uM, obteniendo un 90% de la unién a LPS maxima. Para estimar las curvas de inhibicion, se usaron
diferentes concentraciones de los péptidos analogos, desde 10 uM hasta 0,01 uM y la curva del péptido LALF32.51 como
control experimental. Se incubd el LALF32.51 biotinilado en presencia de los péptidos analogos durante 2 h a 37°C y se
lavaron las placas 5 veces tras ese tiempo con disolucién de lavado. Se detectd el LALF32.51 biotinilado unido a LPS
incubando durante 45 min. a 37°C con un conjugado de estreptavidina-peroxidasa a una dilucién de 1:2.000. Se lavaron
las placas 5 veces con disolucién de lavado y se afadié la disolucion de sustrato (tampén citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5,
1 comprimido de 3,3’,5,5'-tetrametilbencidina y peroxido de hidrégeno al 0,025%). Tras 15 min. de incubacién, se detuvo
la reaccion afiadiendo &cido sulfurico 2 M. Se cuantificd la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Sensident
Scan). Existe una correlacién entre los valores de densidad 6ptica y la capacidad de unién a LPS de péptidos analogos.
Los péptidos analogos con mayor capacidad de union a LPS muestran curvas de inhibicién de D.O inferior en
comparacién con la curva de inhibicion del péptido LALF32.51.

Los péptidos analogos con menor capacidad de unién a LPS presentan curvas de inhibicion con valores de D.O., en
comparacioén con la curva de inhibicion del péptido LALF32.51. En la figura 1A se muestran resultados, que demuestran
que los péptidos denominados L-2, L-8, L-12 y L-20 pierden la capacidad para unirse a LPS, conservando los péptidos
L-9 y L-19 esa capacidad, similar al péptido LALF32.51. Por otra parte, el péptido L-3 muestra una mayor capacidad de
unién a LPS.

La figura 1B representa los porcentajes de inhibicién de péptidos analogos, a una concentracion 0,5 M fija, segun su
capacidad para desplazar la union del LALF32.51 biotinilado (0,2 uM) al LPS adsorbido en la superficie sélida.

% de inhibicion = {1— (([D.O.]muestra - [D.O.Jmin)/([D-O.Jmax - [D-O.]min))} X 100

[D.O.Jmuestra: Valor de la densidad éptica en presencia de una concentracion fija de péptidos anélogos;
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[D.O.]min: fondo de ELISA;
[D.O.]max: valor de la densidad éptica sin péptidos analogos.

Tabla 1. Secuencia de péptidos usados en los ejemplos

Péptido Secuencias de aminoacidos

L-2 32 HARIKPTFRRLKWKYKGKFW 54 (SEQ. ID. NO: 1)
L-3 32 HYAIKPTFRRLKWKYKGKFW 54 (SEQ. ID. NO: 5)
L-8 32 HYRIKPTARRLKWKYKGKFW 54 (SEQ. ID. NO: 2)
L-9 32 HYRIKPTFARLKWKYKGKFW 5; (SEQ. ID. NO: 6)
L-12 32 HYRIKPTFRRLAWKYKGKFW 54 (SEQ. ID. NO: 3)
L-19 32 HYRIKPTFRRLKWKYKGKAW 54 (SEQ. ID. NO: 7)
L-20 32 HYRIKPTFRRLKWKYKGKFA 51 (SEQ. ID. NO: 4)

Como resultado de estos andlisis, se llevaron a cabo mutaciones dobles, triples y cuadruples, partiendo de péptidos
desprovistos de la capacidad de union a LPS:

HYRIKPTARRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 8)
HARIKPTARRLKWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 9)
HARIKPTFRRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 10)
HARIKPTARRLAWKYKGKFW (SEQ. ID. NO: 11)
HARIKPTARRLAWKYKGKFA (SEQ. ID. NO: 12)

Ejemplo 3: Evaluacién de la capacidad de unién a heparina de péptidos analogos L-2, L-8, L-12 y L-20.

Este ensayo consiste en un sistema ELISA de competicién, similar al descrito anteriormente. Se adsorbié el péptido
LALF32.51 biotinilado en placas de poliestireno (Costar, EE.UU.) en PBS 1X y se incubaron durante la noche a 4°C. Se
mezclaron los péptidos analogos L-2, L-8, L-12 y L-20 a 2 uM con 250 unidades de heparina (Heparina sédica, 5.000
U/ml, Liorad) en PBS 1X mas albumina de suero bovino (BSA) al 0,1%. Después, se afadieron mezclas a una placa de
ELISA que contenia 0,02 uM del péptido LALF3».51 biotinilado adsorbido en la superficie sélida. Tras una incubacion de 1
h a temperatura ambiente, se lavaron las placas cinco veces con disolucién de lavado y se detectd el péptido LALF3.54
biotinilado fijado en la superficie sélida incubando durante 45 min. a 37°C con conjugado estreptavidina-peroxidasa a
1:2.000. Después, se lavaron las placas cinco veces con disolucion de lavado y se afadié la disolucion de sustrato. Tras
una incubacién adicional durante 15 min., se detuvieron las reacciones con disolucién de acido sulftrico 2 M. La falta de
union de la heparina a los péptidos analogos se correlaciona con la densidad 6ptica disminuida, porque no pueden
desplazar la heparina unida al péptido LALF3;.51 biotinilado adsorbido a la superficie sélida. Se us6 el péptido LALF32.51
no marcado en un exceso molar de 100 X como control del ensayo. Se demuestra la unién a heparina del péptido
LALF32.51 no marcado mediante los valores de densidad éptica aumentados, porque el exceso de péptido frio compite
por la unién a heparina. Tal como se muestra en la figura 2, los resultados indican que el péptido L-2, L-8, L-12 y L-20
descritos en la presente invencién no pueden unirse a heparina.

Ejemplo 4. Efecto de los péptidos analogos L-2, L-8, L-12 y L-20 sobre la expresion de IFN-a, IFN-y e IL-12 en células
mononucleares humanas.

Para este ensayo, se aislaron células mononucleares humanas mediante un gradlente de Ficoll-Hypaque de un
concentrado de leucocitos o “capa leucocitaria” de un donante. Se sembraron hasta 5x10° en placas de 24 pocillos en
medio RPMI 1640 complementado con suero fetal de ternero al 10%. Se afiadié adicionalmente cada péptido a 40 ug/ml
en un volumen de 0,1 ml de medio RPMI y se cultivaron las células durante 18 h a 37°C y un 5% de CO,. Se extrajo el
ARN total usando el método TriReagent. Después, se determinaron las expresiones de los genes de IFN-a, IFN-y e IL-
12 mediante la reaccién de transcripcion inversa y amplificacién por PCR (kit de RT-PCR, Perkin Elmer). Los resultados
se muestran como cantidades relativas de ARN mensajero normalizadas frente a los niveles de expresion del gen de
mantenimiento de la B-actina. Los resultados obtenidos en este ensayo demostraron que los péptidos L-2, L-8, L-12 y L-
20 descritos en esta invencion pueden inducir la expresion de los genes de IFN-a, IFN-y e IL-12, tal como se muestra en
la figura 3A. Los péptidos analogos L-2, L8 y L-12 son particularmente mas eficaces al inducir la expresion del gen de
IFN-a que el péptido LALF32.51, tal como se muestra en la figura 3B. Este ejemplo demuestra que las sustituciones de
aminoacidos en la secuencia LALF3;.51 original eliminan la capacidad para unirse a LPS, potenciando posteriormente el
efecto inmunomodulador del péptido resultante.

Ejemplo 5. Efecto antitumoral de los péptidos andlogos L-2, L-8, L-12 y L-20 en el modelo de tumor TC-1.
Para este ensayo, se usaron ratones hembra C57BI/6 de ocho a diez semanas de edad (n=10 animales por grupo
experimental). Para el injerto de tumor, se usaron células tumorales TC-1 derivadas de células epiteliales pulmonares

malignas de C57BI/6, que se resuspendieron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se inoculé una cantidad
de 50.000 células en un volumen de 200 pl en ratones por via subcutanea en la extremidad posterior derecha. Se llevo
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a cabo la primera administracién del péptido por via subcutanea en el flanco derecho una vez que el tumor alcanzé6 un
volumen de 100 mm®, y se llevé a cabo la segunda tras 10 dias. En este ensayo, se evalué una dosis de 4 mg por kg de
peso (80 pg/ratones). La supervivencia de los animales y la masa tumoral fueron los parametros evaluados para medir
el efecto antitumoral de los péptidos de interés, tal como se muestra en las figuras 4A y 4B. Los péptidos analogos L-2,
L-8, L-12 y L-20 fueron eficaces para inhibir el desarrollo del tumor y prolongar la supervivencia de los ratones,
respectivamente. Estos resultados manifiestan la eficacia antitumoral de los péptidos analogos en un modelo de tumor
sélido en ratones. Se usé el método del rango logaritmico como andlisis estadistico para detectar diferencias
significativas entre los grupos. Los resultados manifestaron que los péptidos analogos L-2, L-8, L-12 y L-20 aumentan
significativamente la supervivencia de los animales, en comparacion con el péptido LALFz51 (p< 0,05). Estos
resultados demuestran que las sustituciones de aminodacidos en la secuencia 32-51 original de la proteina LALF podrian
aumentar significativamente la capacidad antitumoral del péptido.

Ejemplo 6. Efecto antitumoral del péptido L-2 analogo en un modelo de melanoma.

Para este ensayo, se usaron ratones hembra C57BI/6 de ocho a diez semanas de edad (n=10 animales por grupo
experimental). Para el injerto de tumor, se usaron células tumorales MB16-F10, que se resuspendieron en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS). Se inoculé una cantidad de 15.000 células en un volumen de 200 ul por via
subcutanea en la extremidad posterior derecha. Tras 4 dias, se administré el péptido L-2, administrandose la segunda
inyeccién 7 tras la primera, y se administrd la tercera inmunizacion 14 dias después. En este ensayo se evalu6 una
dosis de 4 mg del péptido por kg de peso animal. Los parametros evaluados para medir el efecto antitumoral del péptido
administrado durante este ensayo fueron el tiempo de injerto de tumor y la supervivencia de los animales. Tal como se
muestra en la figura 5A, el péptido L-2 analogo retraso significativamente el injerto de tumor ( p< 0.05, método del rango
logaritmico). El analisis de la supervivencia mediante el método del rango logaritmico demostr6 que el péptido L-2
aumentaba significativamente la supervivencia de los animales ( p< 0.05), siendo mas eficaz que el péptido LALF32.51,
tal como se muestra en la figura 5B. Estos resultados manifiestan la eficacia antitumoral del péptido L-2 no sélo contra
células cancerosas epiteliales de pulmoén, sino también contra células cancerosas de otras partes histolégicas y
anatémicas del organismo, como melanoma.

Ejemplo 7. Efecto antitumoral del péptido L-2 analogo en un programa de tratamiento profilactico, en el modelo de tumor
TC-1.

Se usaron ratones hembras C57BI/6 de ocho a diez semanas para este ensayo (n=10 animales por grupo
experimental). Para el injerto de tumor, las células tumorales TC-1, que se resuspendieron en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). En primer lugar se inyectaron los ratones con el péptido L-2 (4 mg de péptido/kg de peso
corporal). Tras 7 dias, recibieron una segunda inyecciéon de la misma dosis; tras 14 dias de la primera inyeccién del
péptido, se inocularon los animales con 50.000 células en un volumen de 200 pl por via subcutanea en la extremidad
posterior derecha. Los parametros evaluados para medir el efecto antitumoral del péptido incluyeron el tiempo para el
injerto de tumor (figura 6A) y la supervivencia de los animales (figura 6B). Los resultados obtenidos en este ensayo
demostraron que el péptido L-2 de esta invencidn era eficaz para impedir el desarrollo del tumor y también aumentaba la
supervivencia de los animales. Estos resultados manifiestan que el péptido de la presente invencion muestra un efecto
profilactico que impide el establecimiento del tumor.

Ejemplo 8. Efecto antitumoral del péptido L-2 analogo en un programa de doble exposicion.

Se expusieron adicionalmente los animales sin tumores establecidos en el programa del ejemplo anterior (n=6) por
segunda vez con 50.000 células TC-1 en un volumen de 200 pul en PBS por via subcutanea en la extremidad posterior
izquierda (dia 49 tras la primera exposicion). Se inoculé la misma cantidad de células tumorales a ratones ‘“sin
tratamiento previo” de la misma camada como grupo control del experimento, para garantizar la homogeneidad en la
edad, y se mantuvieron en las mismas condiciones sin recibir el péptido (n=10 animales). Los parametros evaluados
para medir el efecto antitumoral del péptido L-2 incluyeron el tiempo del injerto de tumor y la supervivencia de los
animales. Los resultados obtenidos en este ensayo demuestran que el péptido L-2 puede proteger a los ratones de una
segunda exposicion con células tumorales, lo que retarda el establecimiento del tumor (figura 7A) y aumenta la
supervivencia de los animales (figura 7B). Este resultado manifiesta que el péptido de la invenciéon puede inducir una
respuesta antitumoral sostenida, aun funcional contra una segunda exposicion con células tumorales, lo que manifiesta
el desarrollo de una respuesta inmunitaria adaptativa especifica de antigeno.

Ejemplo 9. Efecto antitumoral del péptido L-2 analogo en el modelo de metastasis de carcinoma de Lewis.

Para este ensayo se usaron ratones hembra C57BI/6 de ocho a diez semanas de edad (n=8 animales por grupo
experimental). Se inocularon estos animales en la pata derecha posterior con 250.000 células 3LLD122 cancerosas de
pulmén de ratones. Tras 7 dias, se inyectd por via subcutdnea una dosis de 4 mg/kg de peso corporal del péptido L-2
andlogo. Cuando los tumores alcanzaron 8 mm de didmetro, se extrajo de manera quirlrgica el tumor primario de la
pata portadora. Se sacrificaron los ratones 21 tras este procedimiento quirtrgico. Se pesaron los pulmones para indicar
la cantidad de metastasis en ellos. Los resultados mostrados en la figura 8 indican que el péptido L-2 analogo de esta
invencion puede reducir los acontecimientos tumorales metastésicos.
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Ejemplo 10. Efecto del péptido L-2 analogo sobre el crecimiento de células tumorales.

Para este ensayo, se sembraron células TC-1, H-125 (células de cancer de pulmén humano no pequefas) y L929
(fibroblasto murino) en placas de cultivo de 96 pocillos (Costar) a 2 x 10* células/ml en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Gibco) complementado con suero fetal de ternero (Gibco). Tras 24 h, se afadieron los péptidos al
cultivo en un intervalo de 9 uM a 300 uM. Se incubaron las placas durante 72 h con CO; al 5% y tras ese tiempo, se
reveld el ensayo con violeta cristal. Se lavaron las placas exhaustivamente con agua del grifo y se leyeron las placas a
562 nm. Los resultados se muestran en la figura 9. Se empled un péptido proapoptético con un efecto antiproliferativo
marcado in vitro como control positivo (Perea, S., et al (2004) Antitumor Effect of a Novel Proapoptotic Peptide that
Impairs the Phosphorylation by the Protein Kinase 2. Cancer Research 64: 7127-7129). Los resultados obtenidos
demostraron que el péptido L-2 produce un efecto antiproliferativo dependiente de la dosis sobre las células TC-1 y H-
125. Sin embargo, no se detectd ningun efecto con el péptido de la presente invencion en la linea celular L929 de
fibroblastos murinos. Este resultado demuestra que el péptido de la presente invencion muestra un efecto citotoxico
selectivo sobre células tumorales in vitro.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

<120> PEPTIDOS INMUNOMODULADORES Y ANTITUMORALES
<130> Documento P85705EP00

<150> Documento PCT/CU2007/000006
<151> 23-02-2007

<150> Documento CU 2006-0047
<151> 24-02-2006

<160> 13
<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 33 por alanina

<400> 1
His Ala Arg Ile Lys Pro Thr Phe Arg Arg Leu Lys Trp LysS Tyr LyS
1 .5 10 15

Gly Lys Phe Trp
20

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 39 por alanina

<400> 2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2358 845 T3

His Tyr Arg Ile Lys Pro Thr Ala Arg Arg Leu Lys Trp Lys Tyr Lys
1 5 _ 10 15
Gly Lys Phe Trp

20

<210>3

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 43 por alanina

<400> 3
His Tyr Arg Ile Lys Pro Thr Phe Arg Arg Leu Ala Trp Lys Tyr Lys
1 5 10 15

Gly Lys Phe Trp
20

<210> 4

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 51 por alanina 51

<400> 4
His Tyr Arg Ile Lys Pro Thr Phe Arg Arg Leu Lys Trp Lys Tyr Lys
1 5 10 15

éTy Lys Phe Ala
20

<210>5

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 34 por alanina

<400> 5
H1'§ Tyr Ala Ile Lyz Pro Thr Phe Arg Aig Leu Lys Trp Lys Tyg LYysS
1

Gly Lys Phe Trp
20

<210>6
<211> 20
<212> PRT



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2358 845 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 40 por alanina

<400> 6

‘His Tyr Arg Ile Lys Pro Thr Phe Ala Arg Leu Lys Trp Lys Tyr Lys

1 5 10 ) 15
Gly Lys Phe Trp
20

<210>7

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo el a.a. 50 por alanina

<400> 7

Gly Lys Ala Trp
: 20

<210> 8

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo los a.a. 39 y 43 por alanina

<400> 8

His Tyr Arg Ile Lys Pro Thr Ala Arg Arg Leu Ala Trp Lys Tyr Lys
1 5 10 15

Gly Lys Phe Trp
20

<210>9

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo los a.a. 33 y 39 por alanina

<400> 9

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2358 845 T3

His Ala arg Ile Lys Pro Thr Ala Arg Arg Leu Lys Trp Lys Tyr Lys
1 5 1 15

Gly Lys Phe Trp
. 20

<210> 10

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo los a.a. 33 y 43 por alanina

<400> 10

His Ala Arg Ile Lyg Pro Thr Phe Arg Arg Leu Ala Trp Lys Tyr Lys
1 . 10 15°

Gly Lys Phe Trp
20

<210> 11

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo los a.a. 33, 39 y 43 por alanina

<400> 11

His Ala Arg Ile Lys Pro Thr Ala Arg Arg Leu Ala Trp Lys Tyr Lys
1 5 10 15

Gly Lys Phe Trp
20

<210> 12

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(20)

<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido desde el a.a. 32 hasta el 51 de la proteina LALF, modificado
sustituyendo los a.a. 33, 39, 43 y 51 por alanina

<400> 12
His Ala Arg Ile Lys Pro Thr Ala Arg Arg Leu Ala Trp Lys Tyr Lys
1 5 10 15

Gly Lys Phe Ala
20

<210> 13

<211> 21

<212> PRT

<213> Limulus polyphemus

11



ES 2358 845 T3

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(21)

<223> Péptido desde el a.a. 32 hasta el 52 de la proteina LALF

<400_>13 _
His Tyr Arg Ile Lys Pro Thr Phe Arg Arg Leu Lys Trp Lys Lys Tyr
1 5 10 . 15

Lys Gly Lys Phe Trp
20

12



10

15

20

25

ES 2358 845 T3

REIVINDICACIONES

1. Péptidos con capacidad antitumoral e inmunomoduladora derivados de la region 32-51 de la proteina LALF,
region que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, péptidos que estan desprovistos de capacidades de
unién a LPS y unién a heparina, comprendiendo dichos péptidos las secuencias de aminoacidos: SEQ ID NO.1a4y 8
a 12, y variantes homologas de estos péptidos, teniendo dichas variantes la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ. ID. NO: 1-4 y SEQ. ID. NO: 8-12.

2. Composicion farmacéutica que comprende uno o mas de los péptidos segun la reivindicacion 1, y que
comprende también excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

3. Composicion farmacéutica segin la reivindicacién 2, comprendiendo dicha composicion adicionalmente un
inmunogeno.
4. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 3, en la que dicho inmundgeno se selecciona del grupo que

consiste en inmundgenos de naturaleza peptidica, gangliosidica o proteica, siendo particulas de tipo virus o vesiculas
proteicas de origen bacteriano.

5. Uso de péptidos segun la reivindicacion 1, para fabricar una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir
trastornos inmunoldgicos y cancer.

6. Uso segun la reivindicacién 5, en el que los péptidos estan en una cantidad eficaz para estimular la respuesta
inmunitaria innata en un ser humano.

7. Uso segun la reivindicacion 5, en el que los péptidos son adecuados para inhibir la metastasis.
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Figura 3B
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Figura 5B
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Figura 7B
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