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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica antitumoral que contiene fragmentos polipeptidicos de serralisinas
Campo de la invencién

La presente invencién esta relacionada con el campo de la biotecnologia, la industria farmacéutica y, en concreto,
con la produccidon de una composicion capaz de inhibir el crecimiento de células tumorales. Esta composicion
contiene fragmentos polipeptidicos de serralisinas, obtenidos de la degradacion de la proteina intacta, que tienen una
actividad antiproliferativa mayor que la de las moléculas enteras de serralisina. Dichos fragmentos pertenecen al
extremo C de las serralisinas, desde la metionina interna de la secuencia de la serralisina al final de la molécula, y la
combinacion de los mismos con prodigiosinas que potencial el efecto antitumoral de esta composicion.

Técnica anterior

Tradicionalmente, la quimioterapia para el cancer se ha dirigido a la inhibicion de la proliferacion de las células
cancerosas. No obstante, en los ultimos afios, el interés de los productos antitumorales que inducen la apoptosis ha
aumentado porque el cancer se ha establecido como patologia relacionada con una deficiencia relativa en la
apoptosis, en lugar de un exceso de la proliferacion.

Las bacterias o sus extractos se han usado para el tratamiento del cancer durante casi 100 afios. El informe mas
citado procede del médico y cirujano William B. Coley del Memorial Hospital in New York city, el Sloan-Kettering
Memorial Hospital. Ha observado que muchos de estos pacientes con varios tipos de cancer experimentan regresion
tumoral tras ser infectados con bacterias patogénicas. (Coley, W. B. 1991-reimpreso de 1893-. Clin. Orthop. 262:3).

La resistencia a los tumores en pacientes o animales infectados se atribuyé a la inmunidad antitumoral celular
concomitante (Paglia, P. y Guzman, C. A. 1998. Cancer immunol. Immunother. 46:88). Recientemente, Hunter y col.
ha cuestionado la idea de que la infeccion por bacterias patogénicas o protozoos podria activar la regresion del
cancer mediante la activacion de la inmunidad innata o adaptativa. (Hunter, C. A., Yu, D., Gee, M., Ngo, C. V,,
Sevignani, C., Goldschmidt, M., Golovkina, T. V., Evans, S., Lee, W. F. y Thomas-Tekhonenko, A. 2001. J. Immunol.
166:5878). Demostraron que los tejidos infectados por T. Gondii producen algunos factores antiangiogénicos
solubles que evitan la formaciéon de vasos sanguineos en los tumores, lo que podria ser de potencial interés
terapéutico. Este proceso de formaciéon de nuevos capilares conocido como angiogénesis se ha convertido en un
foco de atencién importante para la implementacion de nuevas terapias para el cancer y sus metastasis. La
busqueda de factores antiangiogénicos es la base de nuevas estrategias terapéuticas anticancerosas (Folkman, J.
2003. Seminars in Cancer Biology. 13:159). Recientemente, el uso de bacterias como agentes quimioterapéuticos y
agentes antivasculares selectivos ha tenido como resultado una regresion significativa de tumores subcutaneos (sc)
en ratones. Este tratamiento se denomina terapia bacteriolitica combinada (COBALTO) (Dang, L. H., Bettegowda, C.,
Huso, D.L., Kinzler, K\W. y Vogelstein, B. 2001. Proc Natl Arad Sci USA. 98: 15155). No obstante, las bacterias vivas
producen una toxicidad importante y reacciones colaterales que limitan su uso contra el cancer humano.

En los ultimos afios han aparecido algunos informes que indican que las bacterias anaerobias liberan proteinas
redox que inducen la apoptosis de células tumorales ((Yamada, T., Goto, M., Punj, V., Zaborina, O. y Chen, M.L.
2002. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99: 14088; Goto, M., Yamada, T., Kimbara, K., Horner, J., Newcomb, M., Gupta,
T.K. and Chakrabarty, A. M. 2003. Mol Microbiol. 47:549). Se ha postulado que estas proteinas redox podrian estar
incluidas en un grupo de proteinas solubles secretadas por los ancestros de las células procariotas y sus funciones
podian haber sido la eliminaciéon de células eucariotas ancestrales (Punj, V. y Chakrabarty, A. M. 2003. Cellular
Microbiology. 5:225). En general se sabe poco sobre la produccién de factores solubles secretados por estos
organismos procariotas que podrian actuar de un modo especifico sobre las células cancerosas, produciendo su
muerte y, de forma concomitante, la regresion del tumor.

Serratia marcescens es una bacteria anaerobia facultativa. A partir de algunas de sus cepas se han obtenido algunas
preparaciones con propiedades antitumorales, las mas estudiadas son: [a] ImuVert® (Budagov, R.S. y Ulianova, L.P.
2001. Radiats Biol Radioecol Russian. 41:38), una preparacion de membranas ribosomales que activan el sistema
inmunitario del paciente; [b] la proteasa de Serratia Mr 56,000 (Wu, J., Akaike, T., Hayashida, K., Okamoto, T.,
Okuyama, A. and Maeda, H. 2001. Jpn. J. Cancer Res. 92:439), que induce la muerte de las células por necrosis
dependiendo de la expresion de la a-2-macroglobulina; y [c] las prodigiosinas, una familia de pigmentos que actuan
como inmunosupresores y anticancerigenos a través de la induccién de la apoptosis (Montaner, B y Pérez Tomas, R.
2003. Curr Céncer Drug Targets. 3:57; Pérez Tomas, R. y Montaner, B. 2003. Histol Histopathol. 18:379).

Los autores han obtenido fragmentos no proteoliticos de las serralisinas con mayor actividad citotéxica que las
moléculas enteras. Esto permite la combinacién de estos fragmentos con dosis bajas de prodigiosina, disminuyendo
la toxicidad indicada para el pigmento e incrementando el efecto antiproliferativo sobre las células tumorales.
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Descripcion detallada de la invencién

Las composiciones de la presente invencién son capaces de inhibir el crecimiento de células tumorales y estan
formadas por fragmentos polipeptidicos de las serralisinas, con un efecto antiproliferativo mayor que las moléculas
de serralisinas enteras, que pueden combinarse con prodigiosinas que potencian su efecto antitumoral.

La presente invencion describe la composicion de la preparacion MG2327, en la que coexisten los polipéptidos y las
prodigiosinas, que tienen un amplio espectro de actividad citotdxica sobre las lineas celulares malignas, con un
efecto selectivo sobre las células tumorales transformadas y, especificamente, sobre las células activadas para su
crecimiento. El estudio de sensibilidad sobre diferentes lineas celulares, tumorales o no, demuestra que las lineas
celulares normales son solo ligeramente sensibles a la preparacion MG2327, mientras que las células derivadas de
melanoma, carcinoma laringeo, fibrosarcoma, hepatocarcinoma y carcinoma uterino-cervical (positivos o no para el
virus del papiloma humano) son muy sensibles. Los carcinomas de origen hematopoyético son menos sensibles. Las
células HUVEC activadas para su crecimiento son mas sensibles a la preparacion MG2327 que las no activadas. La
preparacion MG2327 puede actuar especificamente sobre factores expresados o sobreexpresados durante el
proceso de la divisidon celular. Estos factores constituyen dianas terapéuticas contra el cancer u otras enfermedades
de origen proliferativo. Ademas, estos factores también constituyen dianas para el diagndstico precoz de
enfermedades originadas por un exceso de proliferaciéon o por la proliferacion no controlada de células diferenciadas
o no diferenciadas. Las formulaciones de liberacién controlada que contienen estas moléculas podrian dirigirse a
estas dianas en proliferacion que actidan de un modo especifico sobre ellas; ya que las células normales son mas
resistentes a su accion.

Con el fin de demostrar la actividad antitumoral de la preparacién MG2327, se expuso a ratones BALB/c a una
inoculacion intraperitoneal de células tumorales CB Hep.1 de origen mieloide capaces de producir tumores murinos
asciticos (Fontirrochi, G., Duefas, M., Fernandez de Cossio, M.E., Fuentes, P., Pérez, M., Mainet, D., Ayala, M.,
Gavilondo, J.V. and Duarte, C.1993. Biotecnol Aplic. 10: 24-30). Tras 10 dias se inyect6 a los ratones por via
intraperitoneal la preparacion MG2327 o PBS. El 60 % de los animales tratados con 1 mg/kg sobrevivio, mientras
que solo el 25 % de los controles estaba vivo 45 dias después de comenzado el tratamiento (Fig. 8). La regresion
tumoral total se observé en los supervivientes tratados, que mostraban un estado saludable, mientras que en los
controles, los tumores progresaron hasta formar masas sélidas grandes y los ratones mostraron un deterioro del
estado de salud general.

Los ratones BALB/c portadores de tumores de origen mieloide tratados con una dosis de 1 mg/kg de peso de la
preparacion MG2327 sobrevivieron con regresion total. Esta misma dosis aumenta la supervivencia con una
reduccién significativa del volumen tumoral en ratones BALB/c portadores de un tumor originado por fibroblastos
transformados con E6/E7. MG2327 protegid a los ratones BALB/c del implante de tumores mieloides.

La preparacion MG2327 se obtuvo como resultado de la optimizacidon de las condiciones de cultivo para producir
moléculas antiproliferativas. La preparacion MG2327 se obtuvo como resultado de la optimizacion de las condiciones
de cultivo para producir moléculas antiproliferativas que constituyen un agente protector contra el implante y el
desarrollo de tumores malignos, de este modo, como inductor de la produccién de moléculas antiproliferativas,
apoptéticas y antiangiogénicas en células normales y tumorales, que podrian usarse de forma ventajosa en la
profilaxis y en la terapia del cancer, ademas de en otras enfermedades relacionadas con estos acontecimientos.

La cepa CMIB 4202 sobreexpresa proteinas solubles en el intervalo de 45-50 y 20-30 kDa (50 y 25 kDa determinado
mediante SDS-PAGE, con un coeficiente de determinacion de 0,984). La fraccion de 25 KDa, denominada p25,
mostré una potente actividad antiproliferativa dependiente de la dosis en el experimento realizado con la linea celular
HEp-2 incubada con EDTA, mientras que la fraccion de 50 KDa denominada p50, no inhibio el crecimiento. No
obstante, la fraccion p50 incubada con Zn,SO, 5 mM mostré actividad antiproliferativa pero menos potente que la de
la fraccion p25. La Clsg de las fracciones p25 y p50 fueron 0,48 nM y 16 nM, respectivamente.

Las biomoléculas aisladas con efecto antiproliferativo (polipéptidos y prodigiosita) se realizaron en la presente
invencion mediante una etapa de cromatografia: Intercambio idénico usando un gradiente discontinuo de NaCl. Se
us6 una matriz de Sepharosa Fast Flow de DEAE o QAE, equilibrada con tampén fosfato 50 mM a pH 8,00. La
elucion se realizdé con un gradiente discontinuo de NaCl: tampén fosfato 50 mM — NaCl 0,1M, pH 8,00; tampdn
fosfato 50 mM — NaCl 0,2M, pH 8,00: tampon fosfato 50 mM — NaCl 2M, pH 8,00 y, por ultimo, la fraccién de
pigmento absorbida en la matriz se eluyd con etanol absoluto al 70 %. Los resultados confirman que la preparacion
con componente proteico de 25 kDa tienen una capacidad mayor que el componente proteico de 50 kDa de la misma
preparacién para inhibir el crecimiento de células tumorales y ambas presentan actividad biolégica in vitro de forma
independiente.

Los fragmentos de varios tamafios moleculares provocados por la degradacion de p50 incluyeron fragmentos de 25
kDa. El incremento de la degradacion de p50 se obtuvo con temperaturas altas y la generacién de p25 fue
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proporcional al incremento de temperatura. Los anticuerpos policlonales anti-p50, obtenidos en ovejas, reconocieron
p25 en el ensayo de transferencia Western, por tanto, el p25 se origind como producto de la degradacién de la
proteina p50. La actividad antiproliferativa de los productos aumenté proporcionalmente al estado de degradacion.
Estos resultados confirman que la autolisis de p50 es capaz de producir fragmentos degradados con actividad
antiproliferativa mas potente que la molécula original (p50). Ademas, la proteina p25 también induce la regresién
total de tumores malignos de origen mieloide. Los fragmentos de p50 pueden conjugarse genéticamente con
fragmentos de anticuerpos mediante metodologia conocida para generar inmunotoxinas, utiles para tratar
enfermedades de etiologia proliferativa. Asimismo, este fragmento, solo o combinado con otras moléculas proteicas,
puede emplearse como vehiculo. La actividad proteolética de p50 se inhibié con EDTA 7 Mm, que demostré que p50
es una metaloproteasa que se identifico mediante espectrometria de masas y pertenece a la familia de las
serralisinas. Las principales similitudes de estos fragmentos se encontraron con las especies identificadas como
PRZN_SERSP y PRZN_SERMA en la base de datos de proteinas Swissprot. La proteina p25 purificada con
cromatografia no tiene actividad enzimatica y corresponde a la regién carboxiterminal no catalitica de las serralisinas.

Los componentes proteicos y la prodigiosina se formularon en una misma composicion que aumenté de manera
significativa (p<0.005) el efecto inhibitorio con respecto a la forma independiente de su formulacién. Esta
composicién se obtuvo manteniendo la misma relacién de proteinas y prodigiosina que las empleadas cuando se
evaluaron los componentes de forma independiente. En dicha composicion, la prodigiosina puede encontrarse a una
concentracion de 0.1 - 100 nM, y los fragmentos de Serralisinas de entre 0.1 - 150 pg/ml.

Como objeto de la presente invencion se encuentra la obtencion de composiciones para uso que contienen
fragmentos polipeptidicos derivados de las Serralisinas, con mayores efectos anti-proliferativos que las moléculas de
Serralisinas integras y las combinacion de estos fragmentos con prodigiosinas, las cuales potencian de manera
selectiva la actividad bioldgica de la composicion.

Adicionalmente, estos fragmentos polipeptidicos tienen efecto apoptético sobre las células cancerigenas. Este efecto
apoptético involucra a las mitocondrias, microtibulos y fragmentacion del ADN, amplificando la sefial de muerte
celular programada usando dosis bajas de estas composiciones. Estos acontecimientos también se observaron con
composiciones combinadas de polipéptido y prodigiosina.

El efecto anti-angiogénico de MG2327 y los fragmentos polipeptidicos anti-proliferativos se evaluaron mediante el
procedimiento de formacion de estructuras tubulares en matrigel. Concentraciones no citotdxicas de MG2327 y sus
fracciones p25 y p50 se incubaron con las células endoteliales humanas derivadas de microvasculatura (HMEC). Los
resultados finales se evaluaron teniendo en cuenta la longitud de las estructuras tubulares formadas y el nimero de
interconexiones entre ellas, usando el programa Image-Pro Express 4.5. La diferenciacion o maduracion de las
células endoteliales se inhibié de manera significativa (p<0,05, ANOVA) por accién de la composicion MG2327 y sus
polipéptidos antiproliferativos), lo que demuestra que tanto MG2327 como sus polipéptidos antiproliferativos tienen
actividad anti-angiogénica.

La apoptosis, la actividad anti-angiogénica y la selectividad constituyen unas de las caracteristicas mas importantes
de las composiciones objeto de esta invencién, debido a su potencial actividad terapéutica y efecto protector contra
el cancer.

En la presente invencion se divulga que las combinaciones de fragmentos de la familia de las Serralisinas con las
prodigiosinas son mas potentes y selectivas que cuando se usan de manera independiente como agentes
anticancerosos. Estos polipéptidos pueden usarse en la obtencion de toxinas o inmunotoxinas recombinantes para la
profilaxis y terapia del cancer, u otras enfermedades relacionadas con la proliferacion de células endoteliales y
transformadas. Estos polipéptidos y su posible combinacidon con las prodigiosinas son aplicables a la industria
farmacéutica para la obtencion de preparados vacunales, composiciones terapéuticas o reactivos diagnosticos de
uso humano o animal contra el cancer u otras patologias de tipo proliferativo, que son altamente selectivas y tienen
amplio espectro de accion.

Descripcion de las figuras

Figura 1. La interaccidon de S. marcescens con las células tumorales GB Hep.1 genera cepas bacterianas con alta
capacidad anti-proliferativa y modificacion en su expresion de proteinas. A- Supervivencia celular. Después de 72
horas, la supervivencia celular se estimé mediante el procedimiento del MTT. La cepa CMIB 4202 mostré un fuerte
efecto anti-proliferativo sobre las células cancerosas humanas HEp-2, mientras que el efecto de la cepa SM1995 fue
muy débil. Estos resultados fueron el promedio de tres experimentos independientes usando cuatro duplicados por
muestra. B-Electroforesis SDS-PAGE (tincion de plata). CMIB 4202 sobre-expreso proteinas solubles de migracion a
la altura de 25 y 50 kDa.

Figura 2. Actividad anti-proliferativa de las fracciones de 25 y 50 kDa sobre la linea celular HEp-2. La viabilidad
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celular se determiné por el procedimiento del MTT y se expres6 en porcentajes con respecto a las células control.
Las fracciones se recuperaron de los geles SDS (tefiidos con cinc-lmidazol) y se renaturalizaron. La fraccion a la
altura de 25 kDa mostré una fuerte actividad anti-proliferativa (Clsg 0,35 nM/ml), mientras que p50 no pudo inhibir el
crecimiento. Al afiadir Zn,SO, 5 uM a la p50, se observé un aumento de la actividad anti-proliferativa (Clsg 45 nM/ml)
aunque esta se mantuvo por debajo de la de la p25. Las curvas se generaron a partir de los valores medios
obtenidos en 5 experimentos independientes y se representan con la desviacion estandar (SD) correspondiente.

Figura 3. Cinética de expresion de proteinas y prodigiosina por la cepa CBMI 4202. La expresion de prodigiosinas en
el medio de cultivo se produce durante el periodo de transicion desde la fase de crecimiento a la fase estacionaria,
donde CBMI 4202 alcanza su mayor tiempo de duplicacion. A- Cinética del tiempo de duplicaciéon celular. B-
Eficiencia de la expresion de la prodigiosina (producto/biomasa). C- Cinética del efecto anti-proliferativo sobre células
HEp-2, determinado por el procedimiento del MTT. D- Cinética del crecimiento celular determinado por densidad
Optica y biosintesis de proteinas.

Figura 4. Sensibilidad de células tumorales y normales humanas al tratamiento con MG2327. Las células normales
tienen una baja sensibilidad y las de origen hematopoyético son menos sensibles que el resto de las lineas celulares
analizadas. Mientras que las células activadas para su crecimiento (HUVEC bFGF) y las células derivadas de
lesiones tumorales malignas son mas sensibles.

Figura 5. Analisis de la supervivencia de ratones BALB/c tratados o no con la preparacion MG2327 y expuestos al
tumor CBHep1. A- La dosis de 1 mg/kg indujo una regresion de los tumores en el 60 % de los animales tratados,
mientras que el 100 % de los animales no tratados murié en el término de 60 dias. B- Después de 45 dias desde la
inoculaciéon de las células tumorales, los animales no tratados presentaban un estado extremadamente
depauperado, con presencia de tumores solidos y ascitis, mientras que los tratados con 1 mg/kg no presentaron
evidencias de tumor y sobrevivieron durante mas de 300 dias.

Figura 6. Efecto antitumoral de MG2327 sobre el modelo tumoral 3T316. A- La grafica de las medias diarias por
grupo revelo diferencias estadisticamente significativas entre los voliumenes tumorales de los animales tratados y no
tratados (p<0,003). El analisis del crecimiento del tumor en el tiempo no varié de forma significativa (p= 0,109) para
el grupo tratado con MG2327, mientras que el grupo control negativo presenté un incremento significativo de este
parametro (p= 0,04). B- Supervivencia de los animales tratados y no tratados.

Figura 7. Aislamiento de los principios activos proteicos desde MG2327. (A) Electroforesis SDS-PAGE (12.5 % de
poliacrilamida) revelada mediante tincion con Coomassie. En el carril 1 se observa la muestra correspondiente a la
elucién con 0,2 M NaCl, pH 8,00, en el que se puede apreciar una banda de proteinas a la altura de 50 kDa. El carril
2 muestra una banda de proteinas de 25 KDa. (B) Efecto anti-proliferativo sobre HEp-2 de las proteinas p-25 y p-50
sobre las células tumorales humanas. Relaciéon dosis-respuesta a p25, p-50 y MG2327 expresada en concentracion
de proteinas totales.

Figura 8. Efectos anti-proliferativos de los principios activos aislados desde MG2327 sobre las células HEp.2. Las
proteinas de 50 y 25 KDa contenidas en MG2327 mostraron actividad inhibitoria del crecimiento. La combinacion de
estas proteinas con las prodigiosinas disminuy6 la dosis capaz de inhibir el 50 % de las células tumorales con
respecto al control (Clsg).

Figura 9. SDS-PAGE vy transferencia Western Blot. (A) Patron de proteinas obtenido desde MG2327 usando SDS-
PAGE (12 %) (con tincion de plata). Las bandas de proteinas de 50 y 25 kDa aproximadamente (flechas) se cortaron
desde un gel similar tefiido con Imidazol-Zinc, se renaturalizaron y se volvieron a pasar en un nuevo SDS-PAGE.
Este se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se desarroll6 la transferencia Western con anticuerpo policlonal
anti-p50 obtenido en cabras. Los anticuerpos policlonales reconocieron la p25 y las degradaciones de la p50 y no
reconocieron las bandas de proteinas no relacionadas (C. neg.).

Figura 10. Autolisis de la p50. A- Electroforesis SDS PAGE: 1- 24 1C, 2- 37 1C, 3- 45 1C, 4- 60 1C, 5- 4 1C. B- El
Analisis por densitometria de la p50 y p25 mostré que con el aumento de la temperatura de incubacién disminuye la
intensidad de la banda de p50, mientras que la intensidad de la banda de p25 aumenta.

Figura 11. p50 purificada por cromatografia DEAE Sepharosa Fast Flow. La p50 (eluida con 0,2 M NaCl), generé
degradaciones con mayor actividad anti-proliferativa que la molécula parental.

Figura 12. Actividad enzimatica de p25 y p50 obtenidas desde cromatografias independientes. A- p25 no presenta
actividad alguna, mientras que p50 mostro actividad enzimatica. B- La actividad enzimatica de p50 fue totalmente
inhibida con 7 mM de EDTA.

Figura 13. MG2327 indujo fragmentacion del ADN dependiente del tiempo de incubacion con la célula tumoral
P3X63Ag8. Desde las 6 h de incubacién, se observan fragmentos de oligonucleosomas que se incrementaron con el
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2389 126 T3

tiempo, hasta alcanzar el patrén tipico de apoptosis con oligonucleosomas de 180-200 pares de bases a las 24 h.

Figura 14. Ultraestructura de células de mieloma murino P3X63AG8 tratadas y no tratadas (células control) con 22
ug/ml de MG2327. (A) La microfotografia electronica control negativo del mieloma murino P3X63AG8 mostré una
estructura tipica del citoplasma y nucleo de células normales, donde la matriz mitocondrial presentaba mayor
densidad que el citoplasma circundante (4). (B) Cuerpos vacuolizados derivados en parte de mitocondrias alteradas
(A), aumento de volumen mitocondrial y ruptura de las crestas mitocondriales que se observan en el citoplasma (A),
con nucleos normales (%) 2 horas después del tratamiento con MG2327. (C, D) Las agrupaciones en forma de
racimos de las mitocondrias y las crestas individuales se fusionan (M), también observadas a las 2 horas de
tratamiento en (B). (E) La macrofotografia electrénica presenta morfologia apoptética: condensacion (=),
marginacion y fragmentacion de la cromatina (=), y cuerpos apoptéticos (A,) a las 6 h del tratamiento con MG2327.
(F) La apoptosis revelé cromatina compactada, el nicleos mostré parches periféricos de cromatina compactada.
Cabe destacar el aumento del volumen mitocondrial y la rotura de las crestas, y la integridad de la membrana
citoplasmatica estuvieron presente en todos los tiempos analizados. Aumentos: x6000 (E), x 10 000 (A, B, 0), 15 000
(C) Y x40 000 (F).

Figura 15. Efecto de MG2327, p25 y p50 (purificadas por cromatografia) sobre la diferenciacion de células
endoteliales en matrigel. Las células HMEC se cultivaron en condiciones de activacion (10 ng/ml EGF, 1 pg/ml de
hidrocortisona) en presencia de concentraciones similares de MG2327 (A), p50 (B) y p25 (C), en ausencia de
tratamiento (E) y sin activar (D). En el grafico (F) se agrupan los resultados de tres experimentos independientes,
que muestran la actividad inhibitoria de MG2327 y sus componentes sobre la formacion de redes tubulares en
matrigel. Tanto MG2327 como p50 logran revertir por completo la activacion inducida hasta el nivel de las células no
activadas (ANOVA MG2327, p50 y CN p>0,05). Las células tratadas con p25 mostraron un indice de formacién de
redes inferior al observado para MG2327 y p50 (prueba t no pareada, p=0,0107 y p=0,0498, respectivamente).

Figura 16. Supervivencia de ratones BALB/c inmunizados o no con MG2327 y expuestos a células de mieloma X63.
Con el uso de tres y seis dosis de 1 mg/ml de MG2327 se observa el rechazo del tumor mieloide en el 100 %de los
animales inmunizados.

Ejemplos
EJEMPLO 1. Obtencion de la cepa CMIB4202.

Para obtener cepas bacterianas productoras de moléculas antitumorales, el tipo salvaje de Serratia marcescens
SM1995 aislado de la superficie ventral de ratones BALB/c se mezcld con las células tumorales CB-Hep.1 (Aleman,
MR., Valdés, R, Pérez, M., Ibarra, N., Reyes, B., Gonzalez, M., Mendoza, 0., Padilla, S., Agraz, A y Rodriguez, M. P.
2000. Biopharm 13:48-52) y se inocularon por via intraperitoneal en ratones BALB/c, previamente inoculados 10 dias
antes con vaselina liquida pesada. Ocho dias después de la inoculacién de las mezclas celulares, se realizaron
extracciones de fluido ascitico en dias alternos. Se analizd La cinética del crecimiento del tumor y se realizé un
control microbioldgico de la ascitis de cada animal con regresion tumoral.

Las bacterias aisladas se cultivaron en diferentes medios y condiciones de cultivo. Los sobrenadantes de cultivos se
filtraron en condiciones de esterilidad usando filtros de membrana de 0,22 um y la toxicidad de los mismos se evalud
sobre las células CB Hep.1. La cepa de mayor citotoxicidad se deposité con el nimero de acceso CMIB4202 en la
Coleccion de Microorganismos de Importancia Biotecnoldgica en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia,
Ciudad de Habana, Cuba. CMIB4202 y su cepa parental SM1995 se cultivaron en paralelo en fermentadores de 5 |,
en medio de Peptona-Glicerol a 28 °C. El filtrado estéril de CMIB4202 presentd actividad dependiente de la dosis,
mientras que el de SM1995 tuvo muy poca actividad sobre la linea de células cancerosas humanas HEp-2 (Fig.1A)
en el ensayo anti-proliferativo usando el procedimiento del MTT (Skehan, P., Storeng, R, Scudiero, D., Monks, A,
Mcmabhon, J., Vistica, D., Warren, J. 1., Bokesch, H., Kenney, S. and Boyd, M. R 1990. J. Natl. Cancer. Inst. 25 82:
11 07).

La cepa CMIB4202 sobreexpreso proteinas solubles en el intervalo de 45-50 y 20-30 kDa (50 y 25 kDa determinado
por SDS-PAGE, con un coeficiente de determinacién de 0,984), Fig. 1B.

La fraccion p25 recuperada a partir de las bandas presentes en los geles de SDS tefiidos con Imidazol-cinc (Hardy,
E., Santana, H., Sosa, A, Hernandez, L., Fernandez Padréon, C. and Castellanos-Serra, L. 1996. Analytical
Biochemistry. 240: 150) mostré una fuerte actividad anti-proliferativa dependiente de la dosis sobre HEp-2, mientras
que la fraccion de p50 no inhibio el crecimiento celular. Sin embargo, cuando p50 se incubd con Zn,SO,4 5 M mostré
actividad anti-proliferativa, pero menor que la observada para la fraccién p25 (Fig. 2). LaS Cls, de las fracciones p25
y p50 fueron 0,48 nM y 16 nM, respectivamente.

Con el objetivo de comparar la capacidad de las dos cepas para expresar las dos proteinas, se realizé6 un ANOVA
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factorial. El valor de la probabilidad de la interaccién demostré que esta no era significativa (P= 0,93). Por otro lado,
la probabilidad de ambos efectos principales mostré6 que ambas proteinas se expresan en cantidades
significativamente diferentes (P =0,01) Y que la cantidad es fuertemente dependiente de la cepa (P =0.0004).
Ademas, existieron diferencias extremadamente significativas de la expresion de estas proteinas entre ambas cepas
(P<0,001).

EJEMPLO 2. Obtencién de la preparacion anti-proliferativa MG2327.

Para obtener una preparacion anti-proliferativa a partir de la cepa CMIB 4202 de S. marcensces, se realizo el cultivo
de 1 L del microorganismo en condiciones y medios de cultivo 6ptimos para producir las moléculas de interés (Fig.
3). El cultivo de CMIB4202 fue centrifugado a 12 000 g y a 4 °C por 30 minutos. El sobrenadante fue colectado y
posteriormente filtrado mediante corte molecular hasta 0.2 um, bajo condiciones estériles. El volumen del
sobrenadante fue reducido 10 veces usando una membrana de 10 kDa de limite de exclusion, y dializado contra PBS
a 4 °C durante 24 h, en condiciones fisiolégicas. El material dializado fue filtrado en condiciones estériles, y 5 20 mL
fueron dispensados en viales de cristal apirogénicos. La preparacion fue almacenada a 4 °C y denominada MG2327.
El escalado a fermentadores de 5 L se realizd con las condiciones establecidas: medio peptona-glicerol a 28°C por
14 h, aireacion 1 vvm, 250 rpm y 0.1 de densidad optica inicial. El medio de cultivo fue ajustado a pH fisioldgico y la
fermentacion se realizé a pH libre neutro. Los restantes pasos se realizaron de igual forma que en el agitador.

EJEMPLO 3. Caracterizacion de la actividad anti-proliferativa de la preparacién MG2327 "in vitro".

Para la caracterizacion de la actividad anti-proliferativa de la preparacion MG2327 "in vitro" se evalué un panel de
lineas humanas (tabla 1). Un total de 2000 células, excepto para PBMC (20000), fueron sembradas en placas de
cultivo de 96 pocillos, y se afiadieron diferentes concentraciones de la preparacion MG2327. Después de 72 horas,
se estimo el numero de células sobrevivientes por adicion de MTT (Skehan, P., Storeng, R., Scudiero, D., Monks, A,
Mcmahon, J., Vistica, D., Warren, J. T., Bokesch, H., Kenney, S. and BOYD, M. R. 1990. J Natl Cancer Inst.
82:1107). Los productos de formazan solubles fueron detectados a 540 nm en un lector de placas Multiscan. La
preparacion MG2327 mostré un amplio rango de actividad citotoxica contra las lineas celulares humanas analizadas.
La Clsg estuvo en el rango de los pg/m.

Tabla 1. Células y medias de cultivos empleados en los estudios "in vitro"

FIBHUM FIBROBLASTOS DERIVADOS DE | DMEM, 15 % FBS*, INSULINA 30
PREPUCIO HUMANO, PASES 3-6 pg/mi

H82 Carcinoma pulmonar humano RPMI 1640, 10 % FBS

MDA-MB145S Adenocarcinoma de mama humano DMEM, 10 % FBS

Colo-205 Carcinoma de colon humano RPMI 1640, 10 % FBS

HT1080 Fibrosarcoma humano DMEM, 10 % FBS

Hela Carcinoma cervical humano DMEM, 10 % FBS

Hep-2 Carcinoma laringeo humano MEM, 10 % FBS

HEpG2 Hepatocarcinoma humano DMEM, 10 % FBS

A375 Melanoma humano DMEM, 10% FBS

PBMC Células mononucleares de sangre | RPMI 1640, 10% FBS, IL-2
periférica humana




10

15

20

25

ES 2389 126 T3

HuT78 Lirfoma de células T cutaneo | RPM11640, 10 % FBS
humano

HL60 Leucemia promielocitica humana RPMI 1640, 10 % FBS

K562 Eritroleucemia humana RPMI 1640, 10 % FBS

CRL1682 Adenocarcinoma de pancreas | RPMI 1640, 10 % SFB
humano

A 431 Adenocarcinoma de vulva humano RPMI 1640, 10 % SFB

SiHa Carcinoma cervical humano RPMI 1640, 10 % FBS

CaSki Carcinoma cervical humano RPMI 1640, 10 % FBS

HUVEC Células  endoteliales vasculares | M199 30 % SFB 10 ng/mL bFGF
humanas

*SFBS: Suero Bovino Fetal

La selectividad de la preparacion MG2327 fue comparada con el farmaco comercial Doxorrubicina (DXR) empleando
la linea celular HT1080 (originada de un fibrosarcoma) y fibroblastos primarios. Se empled el ensayo anti-proliferativo
descrito arriba. Se aplicaron diluciones seriadas de OXR y la preparacién MG2327 partiendo de 10 pg/ml y se genero
una curva con 5 puntos. La relacién de mortalidad fue calculada para cada punta como la relacién entre el porcentaje
de mortalidad para HT1080 y el porcentaje de mortalidad para fibroblastos primarios. Las diferencias fueron mayores
a las menores concentraciones testadas (MG2327 9: 1, OXR 1.7: 1). La preparacion MG2327 fue altamente selectiva
para concentraciones menores que 2 pg/ml.

Las células HEp-2 originadas de carcinoma laringeo, son muy resistentes a los antitumorales empleados para uso
clinico comparadas con el resto de las lineas estudiadas. Por esta razén, nosotros la empleamos como modelo para
los estudios "in vitro" del efecto de la preparacion MG2327. Una comparacion de las curvas de citotoxicidad
generadas sobre las células HEp-2 tratadas con compuestos antitumorales conocidos, mostré resultados similares
(40 %) de proliferaciéon a 3 ng/ml para la preparacion MG2327, Cisplatino (COOP), Doxorubicina (OXR), Vincristina
(VC), Vinvlastina (VB) y Taxol (TX) (p> 0.05, test de ANOVA). En las mismas condiciones, otros antitumorales como
Ara C, Metotrexato (MTC), Bleomicina (Bleo) y Ciclofosfamida (CPA), no mostraron efecto. COOP es uno de los
antitumorales autorizados por la FOA para el tratamiento de céncer laringeo, y el Analisis de las curvas de
supervivencia para la preparacion MG2327 y COOP mostraron valores similares para la CI10, CI50 y CI90.

El estudio de sensibilidad de las diferentes lineas celulares cancerigenas 0 no (Fig. 4), demostré que las lineas de
células normales son poco sensibles al preparado MG2327, mientras que melanoma, carcinoma laringeo,
fibrosarcoma, hepatocarcinoma, y carcinomas cervico-uterinos (portadores del virus del papiloma humano), son muy
sensibles. Los carcinomas de origen hematopoyético son menos sensibles. Las células HUVEC activadas para su
crecimiento son mas sensibles a la preparaciéon MG2327 que las no activadas.

Los resultados anteriores demostraron que la preparacion MG2327 tiene amplio espectro de accion citotoxica sobre
lineas de células malignas, con efecto selectivo sobre células tumorales/transformadas y células activadas para su
crecimiento.
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EJEMPLO 4. Actividad antitumoral de la preparacion MG2327.

Para demostrar la actividad antitumoral de la preparacion MG2327 se emplearon ratones BALB/c, a los que se les
implantaron intraperitonealmente (Lp.) las células tumorales CB Hep.1 de origen mieloide, capaces de originar
tumores asciticos murinos (Fontirrochi, G., Duenas, M., Fernandez de Cossio, M.E., Fuentes, P., Pérez, M., Mainet,
D., Ayala, M., Gavilondo, J.V. and Duarte, C.1993. Biotecnol Aplic. 10: 2430). Después de 10 dias, a los ratones se
les inyectd Lp. MG2327 0 PBS. El 60 % de los animales tratados con 1 mg/kg de peso sobrevivieron, mientras que
solo el 25 % de los controles vivieron hasta los 45 dias Después de iniciado el tratamiento (Fig. 5). La regresion
tumoral total fue observada en todos los animales tratados sobrevivientes, que mostraban un estado saludable,
mientras que en los controles, los tumores progresaron formando grandes masas soélidas y mostraban un estado
general depauperado.

Ratones BALB/c portadores de un tumor de fibroblastos transformados con E6/E7, incrementaron su supervivencia
después de ser tratados con la preparacion MG2327, con disminucion significativa del volumen del tumor.

Ademas, para evaluar la actividad antitumoral de MG2327 también se us6 un modelo de cancer asociado al virus del
papiloma humane (VPH16), desarrollado por Hernandez et al. (Hernandez, P., Merina, N., Lépez-Ocejo, O. and
Arana, Mo J. 2000. Biochem Biophys Res Commun.270:119-124)o Dos grupos de ratones BALB/c fueron inoculados
subcutaneamente (s.c.) con 2x106 células 3T316 en la zona ventral izquierda. A las 48 horas se administré una
dosis de 0.75 mg/kg de peso de MG2327 o PBS por via subcutanea, cercano al sitio de inoculacién primario de las
células. Cuando se evidenciaron los tumores en el grupo control, se hicieron las mediciones diarias con un compas.
El volumen tumoral se calculd usando la férmula estandar V= 0,52 x a2 x b donde b es el ancho y a es el largo del
perimetro horizontal del tumor (Hernandez, P., Merina, No, Lépez-Ocejo, O. and Arana, M. J. 2000. Biochem Biophys
Res Commun.270:119-124) y su comportamiento se muestra en la Fig. 6.

Las diferencias entre el tiempo de aparicion del tumor fueron estadisticamente significativas (p=0.0054) entre los
animales tratados y los no tratados. El estudio de la relacién tiempo-tratamiento por la prueba ANOVA, mostré que la
misma magnitud de diferencia no se mantiene entre los grupos tratados y no tratados; 10 que indicé la existencia de
una diferencia relacionada con el tratamiento aplicado a los animales.

Al aplicar una prueba de Wilcoxon para datos pareados a las mediciones entre los dias 21 y 45 para cada grupo, se
detectd un incremento significativo del volumen tumoral para el grupo control (p=0.043), no asi para el grupo tratado
(Fig. 6A). Para analizar la existencia de diferencias significativas entre los grupos en cada momento de evaluacion,
se aplicé una prueba U de Mann-Whitney que detectd diferencias significativas, excepto para el primer punto
(p<0.01). Ademas, se detecto una importante diferencia en la velocidad de crecimiento del tumor. Las curvas de
crecimiento fueron ajustadas a una linea y sus pendientes se calcularon a partir de la ecuacién generada segun el
mejor ajuste. La comparacion de las pendientes indico 5 que el tumor del grupo control crecié a una velocidad
significativamente mayor que la observada para el grupo tratado (p=0.0088). Como resultado de la implantacion del
tumor, los ratones del grupo control murieron entre los dias 45 y 64, mientras que los animales del grupo tratado
comenzaron a morir hacia el dia 52, con un 20 % de supervivencia que se mantuvo en el tiempo (170 dias), Fig. 6B.

Ajustando los datos de supervivencia a un modele jerarquico bayesiano (regresién de Weibull con 500 iteraciones)
se obtuvo una diferencia estadfsticamente significativa (p= 0,02447), que fue corroborada al comprobarse que los
intervalos de confianza para el tiempo medio de supervivencia fueron totalmente excluyentes.

EJEMPLO 5. Fraccionamiento de la preparaciéon MG2327. Aislamiento de las biomoléculas no proteicas.

Para determinar la composicion de la preparacion MG2327 se realizé su fraccionamiento molecular y se evalué su
capacidad para inhibir el crecimiento celular in vitro de la linea celular tumoral humana HEp-2.

La fraccién polisacarida (tr = 6,85 min) se separ6 por cromatografia en gel Aminex HPX 87-N (dimensiones: 300 x
7.8 mm, flujo: 0.5 ml/min). Se usaron patrones de fructosa tr = 13.15 min., glucosa tr = 12.12 min., disacarido tr =
9.40 min., trisacarido tr = 8.24 min., polisacarido tr = 7.01 min. La fraccién pigmentada se separ6 mediante una
columna TSK butilo de la MERCK equilibrada con fosfato 20 mM, pH=7, donde quedo retenida en la matriz,
posteriormente se eluyé empleando etanol absoluto. El espectro de absorcion (etanol100 % a pH 5.00) del producto
obtenido mostré una banda con un maximo entre 470 y 490 nm y un pico con maximo en 537 nm, que corresponden
con la caracteristica descrita de los monémeros y del dimero de la prodigiosina y, respectivamente, con la actividad
anti-proliferativa que se ha descrito (Pérez-Tomas, R. and Montaner, B. 2003 Histol. Histopathol. 18: 379-385;
Montaner, B., and Pérez Thomas, R. 2003. Curr Cancer Drug Targets. 3:57-65). El polisacarido aislado no presentd
efecto inhibitorio, mientras que la fraccidon correspondiente a la prodigiosina mostré actividad anti-proliferativa
dependiente de la dosis.

EJEMPLO 6. Fraccionamiento de la preparacion MG2327. Aislamiento de las biomoléculas proteicas con efecto anti-
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proliferativo, mediante un solo paso cromatografico: intercambio i6nico con gradiente discontinuo de NaCl.

La preparacion MG2327 fue aplicada a una matriz de DEAE Sepharosa Fast Flow, equilibrada con 50 mM de tampon
fosfato, pH 8.00. La elusion se realizé con un gradiente discontinuo de Magi: 50 mM de tampoén fosfato-0.1 M NaCl,
pH 8.00; 50 mM de tampodn fosfato-0.2 M NaCl, pH 8.00; 50 mM de tampdn fosfato-2 M NaCl, pH 8.00 y finalmente
se eluyd la fraccion pigmentada absorbida a la matriz con etanol absoluto al 70 %.

La fraccion correspondiente a 0.2 M NaCl, pH 8.00 y el primer eluato colectado de la fraccién que no se pegé (pass),
presentaron actividad inhibitoria dependiente de la dosis en el ensayo ya descrito. Por electroforesis SDS- PAGE se
observé una banda de proteina a la altura de 50 kDa y una banda mayoritaria (pureza > 90 %) a la altura de 25 kDa,
respectivamente (Fig. 7A). Los pesos moleculares fueron calculados mediante la funcidon que relaciona el peso
molecular del patréon comercial con la distancia de migracién de las bandas; r2= 0,984.

La Figura 7B. muestra el efecto anti-proliferativo de p50 y p25 comparadas con la preparacion MG2327. La p50 vy la
p25 presentaron efecto anti-proliferativo sobre HEp.2.

La Tabla 2 muestra los resultados comparativos entre p50, p25 Y el preparado MG2327, empleando el andlisis
estadistico de varianzas (ANOVA). Se realiz6 una comparacion de la respuesta para cada dosis empleada. Se
puede observar que existen diferencias significativas entre las actividades de las tres muestras analizadas. Estas
diferencias dependen de la dosis empleada. Para altas concentraciones de los componentes de la preparacion (9 y
18 ng/ml) existieron diferencias significativas entre la fraccion de 25 y 50 kDa, donde la fracciéon de 25 kDa fue mas
activa, no siendo asi para bajas concentraciones (2.25 y 4:5 pg/ml).

Tabla 2. Resultados comparativos entre los componentes proteicos y la preparacion MG2327, empleando el Analisis
estadistico de varianzas (ANOVA).

ANOVA
Concentracion
Inter-
(ng/mL) 25-50 25-MG2327 50-MG2327

muestras

225 0.0110 0.0649 0.0089 0.0958

4.5 0.0316 0.0685 0.0081 0.3728

0.0040 ' 0.0318 0.0151 0.4271

18 0.0015 0.0243 0.3206 0.0243

Entre el componente proteico de 50 kDa y el preparado MG2327 existieron diferencias significativas para la dosis de
18 pg/ml donde el preparado fue mas activo, logrando la inhibicién del crecimiento del 100 % de las células
tumorales, mientras que el componente proteico de 50 kDa logré inhibir aproximadamente el 80 % del crecimiento.
Para la dosis de 2.25, 4.5, Y 9 ug/ml no existieron diferencias significativas entre la respuesta ocasionada por la
fraccion de 50 kDa y el preparado MG2327.

Sin embargo, la actividad del componente proteico de 25 kDa fue significativamente diferente a la del preparado
MG2327 para la dosis de 2.5, 4.5 y 9 ug/ml, donde el componente proteico de 25 kDa presentd mayor actividad
bioldgica y para la dosis de 18 pg/ml no existieron diferencias significativas, ya que ambas muestras lograron inhibir
el 100 % de las células tumorales.

Estos resultados evidenciaron que el componente proteico de 25 kDa tiene mayor capacidad para inhibir el
crecimiento de las células tumorales, que el componente proteico de 50 kDa y que ambos componentes presentan
actividad biolégica in vitro de manera independiente.

Este esquema de purificacion se repitié varias veces, lograndose resultados similares.
EJEMPLO 7. Composicion de polipéptidos de Serralisina con prodigiosina.

Se formularon los componentes proteicos y la prodigiosina en una misma composiciéon que aumentd
significativamente (p<0.005) el efecto inhibitorio con respecto a su efecto de forma independiente. En la Fig. 8 se
grafica la Clsy de las biomoléculas antiproliferativas que aislamos de la preparacion MG2327 y sus composiciones.
La preparacion MG2327 esta referida a proteinas totales. Las composiciones fueron realizadas manteniendo la
misma relacién de proteinas y prodigiosina que las empleadas cuando se evaluaron los componentes de forma
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independiente. En dichas composiciones la prodigiosina puede encontrarse a una concentracion de 0.1 — 100 nM, y
los fragmentos de Serralisinas de 0,1 - 150 pg/ml.

EJEMPLO 8. p50 genera p25.

Se usaron anticuerpos anti-p50 obtenidos en ovejas para conocer la relacion entre p25 y p50. MG2327 fue aplicada
a un gel SOS-PAGE al 12 % y tenido con Imidazol-Zinc (Hardy, E., Santana, H., Sosa, A., Hernandez, L., Fernandez-
Padron, C. and 5 Castellanos-Serra, L. 1996. Analytical 'biochemistry. 240:150-152). Las bandas de proteinas de 50
y 25 kDa, aproximadamente (Fig. 9) fueron cortadas, renaturalizadas en gel y reaplicadas a SOS-PAGE. Este fue
transferido a membrana de nitrocelulosa y el Western Blot fue realizado. Los anticuerpos policlonales anti-p50
reconocieron la p25 y las degradaciones de la p50. Las tallas moleculares fueron estimadas con marcadores de peso
molecular antes de la tincién (Bio-Rad). El Western blot presentado aqui es representativo de tres experimentos
similares.

EJEMPLO 9. Los productos de la degradacion de p50 originados por temperatura son mas activos que la propia p50.

La p50 obtenida en el ejemplo 6 fue incubada a diferentes temperaturas y su actividad anti-proliferativa fue testada
sobre HEp.2, usando el procedimiento del MTT ya descrito anteriormente. El patron de degradaciones generado
para cada condicion (4, 37, 45 y 60 °C) se cuantific6 mediante densitometria.

La generacion de fragmentos producto de la degradacion fue directamente proporcional con el aumento de la
temperatura, por 10 que a medida que la cantidad de p50 disminuye se incrementa la p25 como producto de la
degradacion de p50 (Fig. 10). Los productos de la degradacion de p50 mostraron mayor actividad anti-proliferativa
que la p50 integra (Fig. 11).

EJEMPLO 10. p25 induce regresion de tumores malignos.

La proteina p25 obtenida por la cromatografia descrita en el Ejemplo 6, fue aplicada a cromatografia de fase inversa
(RP-HPLC), para comprobar su homogeneidad y pureza. Se empled un gradiente de acetonitrilo de 0-100 en 100
min. Se observd un pico de proteinas con pureza mayor del 90 %, demostrando la homogeneidad del eluato
purificado.

La p25 fue entonces inyectada i.p. a ratones BALB/c Después de 8 dias de implantado el tumor mieloide P3X63Ag8
y perfectamente desarrollado. La dosis de 22 |1Jg/kg de peso de p25 indujo regresion total en el 80 % de los animales
tratados. Los controles negativos murieron en el término de 30 dias, donde habian ya desarrollado tumores sélidos.

EJEMPLO 11

p50 es una metaloproteasa, mientras que p25 no tiene actividad proteolitica. El procedimiento de Anson y Mirsky
modificado (Anson, M.L., Mirsky, AE. 1932. J. Gen. Physiol. 16: 59) usando caseina como sustrato, fue ajustado en
nuestro laboratorio con tripsina (y=1,9314x-0,682; R2=0.999). Las fracciones proteicas obtenidas en la cromatografia
descrita en el Ejemplo 6 fueron ensayadas con este procedimiento. P50 present6 actividad proteolitica que fue
inhibida con 7 mM de EDTA, por 10 que resultdé ser una metaloproteasa. P25 no presenté actividad enzimatica, Fig.
12.

El procedimiento de cimografia en gel usando gelatina como sustrato (Vacca, A, lurlaro, M., Ribatti, D., Minischetti,
M., Nico, B., Ria, R., Pellegrino, A and Dammacco, F. 1999. Blood. 94:4143-4155) fue empleado para verificar la
actividad proteolitica de p50 y p25. Ademas se analiz6 la capacidad enzimatica de las degradaciones de la p50. En
este ensayo la proteina p50 obtenida por la cromatografia descrita en el EJEMPLO 6 presenté actividad enzimatica.
La fraccion proteica de la banda de gel a la altura de 25 kDa (desde MG2327) mostré actividad proteolitica, mientras
que la p25 obtenida por cromatografia no mostré esta actividad.

EJEMPLO 12. Identificacion de los polipéptidos anti-proliferativos de 25 kDa desde MG2327.

Para la identificacion de las proteinas con actividad anti-proliferativa presentes en la banda de 25 kDa, se corto el gel
SDS-PAGE (descrito en el Ejemplo 8) con MG2327 aplicado. La banda fue incubada durante 5 min en 1 ml de
tampon Tris/HCI (100 mM pH 8.5) hasta que estuvo completamente transparente. La banda se cortdé en pequefios
cubos de aproximadamente 1 mm3, embebidos con acetonitrilo, rehidratados en un volumen minimo de bicarbonato
de amonia (25 mM) que contenia tripsina o LEP a una concentracién de 12,5 ng/ul. La digestion en gel se incubd a
37°C durante 18 h en un mezclador termostatico.

Los péptidos resultantes de la digestion LEP fueron analizados por MALDI-MS. Los iones monoisotopicos de las
sefiales mas intensas fueron introducidos en el programa ProFound para la identificacion de la proteina de interes en
la base de datos de secuencias. Aunque nosotros no realizamos ninguna restriccion taxondmica durante la busqueda
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en la base de datos, la proteasa de 50 kDa de Serratia marcescens EC 3.4.24.40 fue alineada como la de mayor
similitud. Cuatro péptidos (51-57, 58-66, 6780 y 81-90) pertenecieron a la regiéon N-terminal y uno (402-409)
pertenecio a la region C-terminal de la proteina. La talla molecular EC 3.4.24.40 difiere de las presentes en la banda
analizada (aproximadamente 25 kDa, estimada por SDS-PAGE). Este hallazgo sugiere que la banda de 25 kDa
contiene dos fragmentos que migraron conjuntamente de 25 kDa con similitud a la proteina de 50 kDa EC 3.4.24.40
perteneciente a la familia de las Serralisinas.

Para corroborar esta hipotesis, se desarrolld una digestion triptica de las proteinas de la banda de 25 kDa. El
espectro ESI-MS de los péptidos extraidos se desenredo y las sefiales mas intensas fueron introducidas en el
programa Profound. La salida mostr6é la misma proteina identificada previamente (EC 3.4.24.40). La cobertura de
secuencia de la digestion ftriptica (21 %) fue mayor que la digestion previa (10 %). EI mapa de cobertura de
secuencia mostro siete péptidos que coincidieron muy bien con algunos de los fragmentos tripticos de las proteinas
PRZN_SERMAIPRZN_SERSP. Cinco de ellos (28-41, 58-66, 67-80, 81-90 and 163171) correspondieron a la region
N-terminal, mientras que los dos péptidos restantes (351-373 and 374-393) pertenecieron a la region C-terminal.
Estos resultados no solo confirmaron la identificacion previa de la proteina, sino que también la cobertura del mapa
sugiere la presencia de dos fragmentos co-migrantes de 25 kDa de las proteinas identificadas como
PRZN_SERMAIPRZN_SERSP, en la banda analizada. El espectro ESI-MS/MS correspondiente a péptidos de las
regiones del N- y C-terminal de las proteinas previamente mencionadas fueron interpretados manualmente y las
secuencias parciales fueron extraidas para su identificacion, Tabla 3.

Tabla 3. Interpretacién manual del espectro ESI-MS/MS de 5 péptidos presentes en la banda de 25 kDa. Los
péptidos del 1-4 pertenecieron a la region N-terminal de las proteinas PRZN_SERMAIPRZN_SERSP, mientras que
el péptido 5 corresponde a la regidon C-terminal de estas mismas proteinas.

m Marcador my Secuencia z m/z previsto | m/z tedrico Error
dela peptidica
secuencia
705,47 AQENS 1235,74 28-41 2 792,91 792,89 0,02
522,28 TFSF 1004,54 58-66 2 559.29 559.28 0.01
677,38 AVN 961,58 67-80 2 692,35 692,34 0,01
730,40 EAS 1017,58 81-90 2 582,79 582,79 0,00
1117,84 GGFX 1493,08 351-373 2 1031,45 1031,48 0,03

Con los procedimientos empleados y los resultados obtenidos podemos concluir que en la banda de 25 kDa
analizada existe una mezcla de proteinas que contiene fragmentos con similitud al N- y C-terminal de las proteinas
PRZN_SERMAIPRZN_SERSP.

EJEMPLO 13. Identificacién de la proteina p50.

Para identificar la proteina p50 con actividad anti-proliferativa, la fraccién proteica correspondiente a la proteina de
50 kDa obtenida del protocolo de purificacion descrito en el Ejemplo 6 fue digerida con endoproteinasa Lys-C. La
identificacion de los péptidos se realizd mediante secuenciacion por degradacion Edman automatizada y un
espectrometro de masas de doble sector JMS HX-110, con canén FAB. Con los resultados obtenidos y los
alineamientos realizados mediante el software Swissprot y PIR se concluy6 que dicha proteina pertenece a la familia
de las Serralisinas con un peso molecular de 50 kDa. La mayor similitud se encontré para las especies con
identificadores PRZN_SERSP y PRZN_SERMA en el banco Swissprot. La masa molecular de todos los péptidos
analizados por espectrometria de masas coincidid con los valores tedricos esperados para péptidos de estas
proteinas digeridas con endoproteinasa Lys-C.

EJEMPLO 14. Identificacion de la p25 purificada por cromatografia.

Para identificar la proteina de 25 kDa con actividad anti-proliferativa, apoptética y antiangiogénica, la p25 purificada
por la cromatografia DEAE descrita en el Ejemplo 6 fue aplicada a SDS-PAGE. La banda de proteina fue lavada
durante cinco minutos con 500 pul de agua y Después se destifid con una solucion de acido citrico 100 mM,
posteriormente fue lavada nuevamente con agua MilliQ, cortada en pequefios cubos de aproximadamente 1 mm?®.
Después, se le afiadio acetonitrilo hasta su deshidratacién y su exceso fue eliminado. Los cubos de gel fueron
deshidratados completamente en una centrifuga evaporadora y posteriormente rehidratados en una solucion de
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bicarbonato de amonio (50 mM) que contenia tripsina a una concentracion de 12.5 ng/ul. Luego se incubaron
durante 30 minutos a 37°C en un mezclador termostatico durante toda la noche.

Los péptidos se eluyeron pasivamente al afiadir 20 pl en una soluciéon de bicarbonato de amonio y una incubacion
adicional a 37°C durante 45 minutos. Los péptidos fueron extraidos mediante el empleo de unos ZipTipC18 ™ y
posteriormente se acidulé la mezcla de reaccion al afadir 5 pl de acido formico puro y se extrajeron nuevamente los
péptidos mediante el empleo de los ZipTiPC18 TM. Los péptidos adheridos a los ZipTipC18 ™ fueron lavados
repetidamente con una solucién de acido férmico al 5 % Y posteriormente eluidos en un volumen de 2-3 pl de una
solucion de acetonitrilo al 60 % que contenia acido formico al 1 %.

El péptido originado durante la digestién se cargdé en unas agujas de capilares de borosilicato cubiertos en oro e
introducidos en la fuente de ionizacion del espectrometro de masas hibrido de geometria ortogonal equipado con una
fuente de nanospray (QTOF-2TM).

Los espectros de masas ESI-MS fueron adquiridos en un rango 350-2000 Da durante 1 segundo. Las sefiales mas
intensas fueron seleccionadas para su posterior secuenciacion por ESI-MSMS. El gas de colisién empleado fue el
argon y se us6 una energia de colision apropiada para producir una fragmentacion extensiva de los péptidos
seleccionados, que permitiese su identificacion en las bases de datos de manera inequivoca. Los espectros ESI-MS
fueron desenredados y exportados en un formato DTA e importado en el programa MASCOT para la identificacion
de la proteina en las bases de datos SWISSPROT y NCBInr mediante la estrategia del Peptide Mass Fingerprint
(PMF). Para una identificacion correcta de la proteina se usd una calibracion interna al emplear un péptido
autoproteolitico de la tripsina y se fijo un error de 0.05 Da para realizar la busqueda de los péptidos observados en el
espectro y se seleccionaron aquellas sefiales que tenian una intensidad superior al 10 % de la intensidad del pico
base.

Cuatro péptidos presentes en la banda analizada fueron secuenciados por ESI-MSMS (Tabla 4). Estos péptidos
pertenecieron a la regién C-terminal de las proteinas PRZN_SERMAIPRZN_SERSP (indicados en rojo en las
secuencias de la Tabla 6), previamente identificadas en los Ejemplos anteriores.

Tabla 4. Péptidos pertenecientes a la p25 de S. marcescens que se secuenciaron mediante ESI-MSMS.

N° Secuencia de aminoacidos m/z teor. m/z prev. Error SEC ID N°

1 DFLSTTSNSQK 1226-51 1226,58 0,07 SEC ID N°
10

2 SAASDSAPGASDWIR 1489,75 1489,68 0,07 SEC ID N°
11

3 GGAGNDVLFGGGGADELWGGAGK | 2060,96 2060,87 0,11 SEC ID N°
12

4 TGDTVYGFSNTGR 1488,665 1488,60 0,05 SEC ID N°
13

También se encontraron otras sefiales que aunque no se secuenciaron, sus valores de masas concuerdan muy bien
con los valores de masas esperados para los péptidos tripticos de la region C-terminal de las proteinas identificadas
como PRZN_SERMAIPRZN_SERSP, Tabla 5 (sefialados en azul en la Tabla 6). Entre estos péptidos aparece una
sefial doble cargada que pudiera corresponder con el péptido C-terminal de las proteinas
PRZN_SERMAIPRZN_SERSP. No se encontraron péptidos que pudieran ser asignados a cortes especificos de la
region N-terminal de las proteinas PRZN_SERMAIPRZN_SERSP.

Tabla 5. Péptidos tripticos pertenecientes a la proteina PRZN_SERMA detectados en el espectro ESI-MS.

N° Secuencia de | m/z prev. m/z calc. z error SEC ID N°
aminoacidos
1 32°SESDVGGLK®® 455,20 455,24 2 0,04 SEC ID N°
14
2 7\ DLSFFNK** 492,24 492,26 2 0,02 SEC ID N°
15
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3 *IVGQVDVARDFIV*®’ | 688,35 688,38 2 0,03 SEC ID N°
16

Con los procedimientos y resultados presentados en este ejemplo podemos afirmar que en la banda de 25 kDa
obtenida de la p25 purificada por cromatografia DEAE y altamente anti-proliferativa, esta presente un fragmento C-
terminal de 25 kDa de las proteinas PRZN_SERMAIPRZN_SERSP.

Tabla 6. Identificacién de la p50 y p25 obtenidas por cromatografia DEAE. En la secuencia estan tachados los
aminoacidos que no estan presentes en la proteina madura. Sin estos aminoacidos los pesos moleculares de estas
proteinas son 50595.4 Da y 50293.4 Da para PRZN_SERSP y PRZN_SERMA, respectivamente. La identificacién de
los péptidos tripticos que difieren entre ambas moléculas indica que ambas especies pueden estar presentes e
incluso coexistir (verde (cursiva): identificado por espectrometria de masas y marréon (subrayado): identificado por
degradacion Edman dentro del rectangulo continuo). Los péptidos se marcaron y se identificaron en la p25 obtenida
por la cromatografia descrita en el Ejemplo 6. Los péptidos marcados y subrayados se identificaron en la p50
obtenida mediante la cromatograma descrita en el Ejemplo 6 y el péptido en (cursiva) se identificé a partir de un
fragmento de gel.

RZN SERMA MOSTKKAIEITESSEAAATTGYDAVDDLLHYHERGNGIQINGKDSFSNEQAGLFITRENQ
RZN_ SERSP MOSTRKATEITESNFAAAT TGYDAVDDLLHYHERGNGIQINGKDSFSNEQAGLFITRENQ

IEEREEE RS LR 24 LA 222 A X2 R R 22 222 A2 22X 2SR RS R SRR RS EYE R 4

J .
BFRZN SERMA TWNGYKVFGQPVK;TFSFPDYKFSSTNVAGDTGLSKESAEQQQQAKLSLQSWADVANITE
BRZN SERSP TWNGYKPFGQPVKETFSFPDYK?SSTNVAGDTGLSK?SAEQQQQAKLSLQSWADVRNITF
*-ﬁiif*"i""fi‘i"*t*i*if*‘tt*i*ittiitiii#ii\b#i**;ﬁiiibiiiiéiﬁiT?
HE
— frmemmim it im e - !
BERZN SERMA TEVAAGQRANITFGNYSODRPGHYDYGTQAYAFLPNTIWQGQDLGGOTWYNVNQSNVKHE:
BRZN SERSP mEVAAGQKQNITFGNYSQDRPGHYDYGTQAYAFLPNTIWQGQDLGGQTWYNVNQSNVKHB
!t:ﬁ;rii-ﬁt*‘_t:h-*.t.*_f_*.*_.*.*'.i'tf-i't.i_*‘:.i_.i-*‘_*iﬁ**t*t**i'fi*ﬁiﬁi**ft*ttﬁttt
RZN SERMA hTEDYGRQTF?HBIGHALGLSHPGDYNAGEGNPTYNDVTYAEDTRQFSLMSYWSETNTGG
RZN SERSP ATEDYGRQTFTHEIGHALGLSHPGDYNAGEGNPTYRDVTYAEDTRQFSLMSYWSETNTGG
I RAIE R F R he otk bk b kh kb hh bk hh bk Ak A A I AR F R AT AF AR AR A A E R

)
BFRZN SERMA DNGGHYAAAPLLDDIAAIQHLYGANPSTRTGDTVYGFNSNTGRDFLSTTSNSQKVIFAAW

FRZN SERSP DNGGHYAAAPLLDDIAAIQHLYGANLSTRTGDTVYGENSNTGRDFLSTTSNSQRVIFAAW
Tk k kW bk kb kb bbbk bbb ddddd kA A A s s At s A A bk

FRZN SERMA DAGGNDTFDFSGYTANQRINLNEKSFSDVGGLKGNVSIAAGVTIENAIGGSGNDVIVGNA
BRZN SERSP DAGGNDTFDFSGYTANQRINLNEKSFSDVGGLKGENVSIAAGVTIENAIG-FRQRLIVGNA
B Y R R A X sz i a s s T Y I I I L Jkrw ke
RZN SERMA ANNVLK] VLFGGGGADELWGGAGKDI FVFSAASDSAPGASDWIRDFQKGIDKIDL
RZN SERSP ANNVLKGGAGNDVLFGGGGADELWGGAGKDI FVFSAASDSAPGASDWIRDFOKGIDKIDL
e R R g SR ket Sk Bbohabale i S F F AR 3 E ket Reledeluiobadal 231

1

BRZN SERMA SFENKEANSSDF IHFVDHF$GTAGEALLS YNASSNVTDLSVNIGGHQAPDFLVKIVGQVD
BRZN SERSP SF EAQSSDFIHFVDHF$GAAGEALLS YNASNNVTDLSVNIGGHQAPDFLVKIVGQVD
Y **f********jt_ 222222 AR AR AEEE2 SRS R 2R R X XXXEE"

ERZN_ SERMA VATDFIV
BRZN SERSP VATDFIV
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EJEMPLO 15. Proteinas del N- y C- terminal con 25 kDa.

Para determinar la talla molecular de las proteinas que pudieran coexistir a la altura de 25 kDa en SDS-PAGE,
originadas a partir de degradaciones de PRZN_SERMAIPRZN_SERSP, sus secuencias fueron introducidas en el
programa GenRun. Los fragmentos correspondientes al N- y C-terminal de 25 kDa (+ 2 kDa) son mostrados en la
Tabla 7.

Tabla 7. Proteinas con un tamafio de de 25 + 2 kDa, originadas a partir de degradaciones de
RZN_SERMAIPRZN_SERSP. El peso molecular fue determinado mediante el programa GenRun, a partir de los
extremos N- y C-terminal.

Proteina Secuencia SEC ID N°

ARA1 MSYWSETNTGGDNGGHYAARPLLDDIAAIQHLYGANPSTRTGDTVYGENSNTGRDELSTT SEC ID N° 1
SNSQKVIFAAWDAGGNDTFDFSGYTANQR INLNEKS FSDVGGLKGNVSLAAGVTIENALG
GSGNDVIVGNAANNVLKGGAGNDVL FGGGGADELWGGAGKDI FVFSAASDSAPGASDWIR
DFQKG IOKIDLSFENKEANSSDEIH FVDHFSGTAGEALLSYNASSNVTDLSVNIGGHQAR
DFLVKIVGQVDVATDFIV

ARA2 MSYWSETNTGGDNGGHYAARPLLDDIAAIQHLYGANLSTRTGDTVYGFNSNTGRDFLSTT | SECIDN°2
SNSQKVIFAAWDAGGNDTEDFSGYTANQRINLNEKSFSDVGGLKGNVS IAAGVT IENALG
FRQRL IVGNAANNVLKGGAGNDVL FGGGGADELWGGAGKDI FVFSAAS DSAPGASDW IRD
FQKGIDKIDLSFFNKEAQSSDFIHEVDHFSGAAGEALLS YNASNNVTDLSVNIGGHQAPD
FLVKIVGQVDVATDFIV

ARA3 TRTGDTVYGENSNTGRDFLSTTSNSQKVIFAAWDAGGNDTFDFSGYTANQRINLNEKSFES SECID N° 3
DVGGLKGNVS IAAGVT IENAIGFRQRL I VGNAANNVLKGGAGNDVLFGGGGADELWGGAG
KDIEVESAASDSAPGASDWIRDFPQKGIDKIDLSEFNKEAQSSDEIHFVDHESGAAGEALL
SYNASNNVTDLSVNIGGHQAPDFLVKIVGQVDVATDEIV

o
ARA4 TRTGDTVYGENSNTGRDFLSTTSNSQKVIFAAWDAGGNDTEFDESGYTANQRINLNEKSFS SECIDN>4

DVGGLKGNVS IAAGVT I ENAIGFRQRL I VGNAANNVLKGGAGNDVL FGGGGADELWGGAG
KDIFVFSAARSDSAPGASDWIRDFQKGIDKIDLSFENKEAQSSDFIHFVDHFSGAAGEALL
SYNASNNVTDLSVNIGGHQAPDFLVKIVGQVDVATDFIV

EJEMPLO 16. Apoptosis inducida por MG2327

MG2327 induce apoptosis sobre mieloma X63 con fragmentacién del ADN, involucrando mitocondrias y
microtubulos.

Para determinar el tipo de muerte que experimentan las células tumorales, células de mieloma murino P3X63Ag8
(2*10\ fueron tratadas in vitro con 22 ug/mL de MG2327. A diferentes tiempos de tratamiento, las células tratadas 0
no fueron preparadas para su estudio ultraestructural por microscopia electrénica de transmision y su ADN gendmico
fue extraido para desarrollar la técnica del ADN escalera.

La fragmentacion del ADN fue detectada con electroforesis en gel de agarosa. La apoptosis esta frecuentemente
acompafiada de un rapido corte del ADN celular en multiplos de 180-200 pb, correspondiendo al espacio inter-
nucleosomal. La deteccion de la fragmentacion del ADN se realizé en geles de agarosa al 12% (Soldatenkov, V. A,
Prasad, S., Voloshin, Y., and Dritschilo, A 1998. Cell Death Differ. 5:307-12), Fig. 13, donde se observé un
incremento significativo en la formaciéon de oligonucleosomas que correlacionaron con los cambios morfologicos
observados en cultivo y por microscopia electronica.

Los cortes internucleosomales precedieron la aparicion de sefiales morfolégicas de apoptosis, cuando las células
fueron observadas por microscopia optica. Ademas, las microfotografias mostraron organulos citoplasmaticos
alterados (mitocondria, 2 h) que precedieron la condensacién de la cromatina (4 h) y los cortes internucleosomales (6
h).

MG2327 afecta a los microtlbulos y a la organizacion ultraestructural de las mitocondrias originando un incremento
en la apoptosis de P3X63AgB.

Las células no tratadas mostraron una ultraestructura tipica de mitocondrias: crestas mitocondriales claramente
visibles, y alta densidad de la matriz mitocondrial, distribuidas par todo el citoplasma (Fig. 14A).
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En las células tratadas con la preparacion MG2327, el tamafio de las mitocondrias se incremento la densidad de la
matriz mitocondrial fue mucho menor, y la morfologia de las crestas se encontraba severamente afectadas (Fig. 14B-
E). Estas alteraciones ultraestructurales generalmente son un indicativo de la alteracién de la funcidon de estos
organulos.

Ademas, los inventores observaron extensas vacuolizaciones citoplasmaticas, que involucraron a organulos tales
como el reticulo endoplasmatico y las mitocondrias, a partir de las dos horas posteriores al tratamiento, (Fig. 14B), y
la integridad morfoldgica del nucleo.

A las 6 h de tratamiento se observaron en el nucleo distintos cambios morfolodgicos (condensacion, marginacion y
fragmentacion de la cromatina). En la microfotografia de la fase tardia de la apoptosis (8 h) en P3X63Ag8 tratadas
con MG2327 se observé la cromatina compactada (Fig. 14F). En todos los tiempos analizados se conservo la
integridad de la membrana.

Cabe destacar que las células P3X63Ag8 tratadas durante 2 h con MG2327 presentaron mitocondrias en forma de
racimos, que se agruparon hacia un lado de las células (Fig. 14B-E), interpretado como el resultado de la ruptura de
los microtubulos, y el fracaso del transporte mitocondrial a 10 largo de este organulo (Schatten, H., and Lewis, M.L.
2001. Acta Astronaut. 49:399-418).

En las Figuras 14C y D, también se observaron mitocondrias de mayor tamafio y estructuras condensadas dentro de
las mismas, unidas a la membrana interna mitocondrial. Estas estructuras pudieron ser originadas por crestas
individuales que parecieron estar fusionadas. MG2327 pudiera inducir apoptosis mediante la liberacién del citocromo
¢ al citosol (producto del aumento de tamafio de las mitocondrias), mediada por la apertura de canales en la
membrana externa, que trae consigo la activaciéon de caspasas que originan apoptosis (Green, D.R. and Reed, J.e.
1998. Science. 20 28:1309-1312. Review). En ultima instancia, en ausencia del aumento de tamafio de las
mitocondrias, el citocromo c¢ almacenado en las crestas intramitocondriales dafadas, pudieran ser total y
rapidamente liberadas al interior del citosol, por las uniones creadas entre las crestas y el espacio intermembrana
abierto por el proceso de fusién (Scorrano, L.., Ashiya, M., Buttle, K., Weiler, S., Oakes, S.A., Mannella, e.A. and
Korsmeyer, S.J. 2002. Dev Cell. 2:55-67). El proceso descrito contribuyo significativamente a la amplificaciéon de las
sefales de apoptosis generadas por MG2327.

EJEMPLO 17. Las proteinas p25 y p50 inducen apoptosis.

Para saber si las proteinas p25 y p50 pudieran estar involucradas en los eventos apoptéticos descritos para
MG2327, estas proteinas fueron incubadas de forma individual con las células P3X63Ag8 en diferentes
concentraciones y analizadas por microscopia electrénica. También se observé condensacion de la cromatina, dafios
en las crestas mitocondriales y las estructuras en forma de racimos de las mitocondrias. Estos resultados indican
que la induccién de apoptosis por MG2327 esta comprometida con el efecto de estas dos proteinas.

EJEMPLO 18. Efecto anti-angiogénico de MG2327 y los polipéptidos anti-proliferativos.
Formacién de estructuras tubulares en matrigel.

Se evalud la formacion de cordones endoteliales por las células endoteliales humanas derivadas de microvasculatura
(HMEC) sobre matrigel (Crum R, Szabo S, Folkman J. 1985. Science. 230:1375-8; Vacca, A, Ribatti, D., Presta, M.,
Minischettti, M., lurlaro, M, Ria, R, Albini, A, Bussolino, F. and Dammaacco, F. 1999. Blood 93:3064), en presencia
de concentraciones no citotdxicas de MG2327 y sus fracciones p25 y p50. Los ensayos se condujeron como ha sido
notificado por Sanz y col. (Sanz, L., Pascual, M., Munoz, A, Gonzalez, M.A, Salvador CH, Alvarez-Vallina L. 2002.
Microvascular Research 63:335-339). Los resultados consideraron la longitud de las estructuras tubulares formadas
y el numero de interconexiones entre ellas usando el programa Image-Pro Express 4.5. Estos indicaron una
inhibicion significativa (p<0,05, ANOVA) de la diferenciacion o maduracion de las células endoteliales (Fig.15) tras
tratamiento con la preparacion MG2327 y sus fracciones p25 y p50.

EJEMPLO 19. MG2327 tiene efecto indirecto sobre las células proliferantes.
MG2327 protege a ratones BALBIc de implantes de tumores mieloides.

Para analizar la actividad protectora de MG2327 contra implantes de tumores, ratones BALB/c fueron inoculados
(Lp.) can 1 mg/ml de este preparado antitumoral con diferentes esquemas de inmunizacion. Se empled una dosis por
semana durante tres semanas y dos dosis par semana durante tres semanas con intervalos de al menos tres dias
entre dosis. Un grupo control negativo fue inoculado con PBS. Dos millones de células del mieloma P3X63Ag8
fueron inoculadas Lp. a los grupos experimentales y al grupo control, Después de 150 dias de la primera dosis (5
meses Después). Los ratones control negativos murieron en el término de 25 dias, mientras el 100 % de los
animales tratados de ambos grupos experimentales sobrevivieron sin presencia de tumor (Fig. 16).
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EJEMPLO 20. El dominio C-terminal de otras serralisinas también tiene efecto citotoxico, sin actividad proteolitica.

La cepa ATCC14756 fue cultivada en iguales condiciones que la cepa CMIB4202 segun el Ejemplo 2 y sus
sobrenadantes de cultivo se procesaron como se describid en el Ejemplo 6. En ambas preparaciones se observaron
proteinas a la altura de 50 kDa que eluyeron con 50 mM de fosfato-0,2 M NaCl, pH 8.00. Estas proteinas
presentaron actividad enzimatica que fue inhibida con 10 mM de EDTA vy recobrada con 5 uM de Zn,SO,4. Ambas
proteinas se sometieron a digestién quimica con CNBr y su patrén de corte fue similar, generando fragmentos
simi/ares de aproximadamente 25 kDa, correspondientes al C-terminal de la p50, a partir de la metionina interna de
la secuencia hasta el final de la molécula.

Los fragmentos obtenidos en la digestion se renaturalizaron mediante cambio de tampén por dialisis durante 48 h. La
actividad bioldgica de estos fragmentos se analizé en el ensayo de citotoxicidad descrito en el presente documento
usando células HEp.2, las cuales se incubaron durante 72 horas en presencia de los mismos. Los fragmentos sin
actividad proteolitica, en presencia de 5 mM de EDTA, producto de la digestidn, presentaron actividad citotoxica
dependiente de la dosis superior, aproximadamente 2,5 veces mas que la de la molécula de p50 completa. Estos
fragmentos una vez conocida su secuencias, también es posible obtenerlos mediante sintesis quimica o por via
recombinante.

EJEMPLO 21 Combinacién de fragmentos de Serralisinas con anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

Los fragmentos polipeptidicos obtenidos en los Ejemplos 6 y 20 se conjugaron quimicamente con el anticuerpo
monoclonal AcM CB/ior-CEA.1 (Tormo B et al. APMIS 97: 1073-1 080, 1989), con sus regiones variables y con el
fragmento de anticuerpo obtenido por via recombinante a partir de la secuencia de este AcM (Diabody) (patente WO
03/093315). Las biomoléculas conjugadas fueron ensayadas sobre las lineas celulares de tumores humanos LoVo
(ATCC CCL-229), AsPC-1 (ATCC CRL-1682) y LS 174T (ATCC CL-188), todas las que expresan CEA en cultivo,
realizado un ensayo antiproliferativo similar al descrito en el Ejemplo 3. Los fragmentos conjugados se usaron a
concentraciones citotéxicas equivalentes a la de los fragmentos no conjugados, observandose una respuesta
dependiente de la dosis, mientras que a concentraciones no citotéxicas, no se observé respuesta anti-proliferativa,
pero se evidencié que a pesar de la ausencia de respuesta, los fragmentos conjugados se unen a las células cuando
se empled el procedimiento de reconocimiento del CEA humano asociado a células mediante ELISA de células e
inmunofluorescencia indirecta, (patente WO 03/093315). Estos resultados demuestran que los conjugados descritos
en el presente documento se pueden usar en la terapia y el diagnéstico del cancer.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica caracterizada porque contiene uno o varios fragmentos de serralisina que tienen
la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por las SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3,
SEC ID N° 4, SEC ID N° 10, SEC ID N° 11, SEC ID N° 12, SEC ID N° 13, SEC ID N° 14, SEC ID N° 15y SEC ID N°
16, para uso en la induccion de efectos anti-tumorales en el organismo receptor y dichos efectos antitumorales son,
terapéuticos o preventivos.

2. Una composiclén farmacéutica para uso acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dichos fragmentos de
serralisina se obtieben de sobrenadantes de cultivos celulares mediante manipulacion genética o mediante sintesis
quimica.

3. Una composicién para uso acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2, en la que dichos fragmentos aparecen en la
composicion solos, conjugados o mezclados,

4. Una composicion para uso acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dichos fragmentos
de serralisina son parte de moléculas quiméricas o hibridas obtenidas mediante manipulacién genética o mediante
sintesis quimica.

5. Fragmentos de serralisina seleccionados del grupo constituido por las SEC ID N° 1-4 y las SEC ID N° 10-16 para
uso en el tratamiento de enfermedades proliferativas.

6. Fragmentos de serralisina para usar de acuerdo con la reivindicacion 5, en los que dichos fragmentos son parte de
una composicidon que contiene anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, hebras de acido nucleico o moléculas de
hidratos de carbono o moléculas de proteinas y dichos fragmentos estan solos, conjugados o mezclados.

7. Fragmentos de serralisina para usar de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, solos o en combinacion, que se
caracterizan porque forman parte de dicha composicién como agregados moleculares, solos, en combinacion entre
ellos o en combinacion con otras moléculas de hidratos de carbono o moléculas de proteinas.

8. Un procedimiento de diagnéstico in vitro para patologias relacionadas con la sobreexpresion de receptores para
factores de crecimiento y enfermedades inflamatorias que comprenden el uso de fragmentos de serralisina de
acuerdo con las reivindicaciones 5 a 7, solos o en combinacion,

9. Un procedimiento de deteccidn selectiva para patologias relacionadas con la sobreexpresién de receptores para
factores de crecimiento y enfermedades inflamatorias, que comprende el uso de fragmentos de serralisina de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, solos o en combinacion,

10. Una composicion para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque
ademas contiene una o mas prodigiosinas, en la que dichas prodigiosinas potencian la actividad antitumoral de la
composicion mencionada,

11. Una composicién para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 10 para usar en el
tratamiento de estados patoldgicos relacionados con la angiogénesis, células en proliferacion y sistema inmunitario.

12. Una composiciéon para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 10 para usar en el
tratamiento de estados patolégicos que se pueden tratar mediante induccion de factores antiproliferativos,
apoptaticos, antiangiogénicos, inmunomoduladores o de diferenciacién/regulacion.
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Figura 5
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