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DESCRIPCION
Uso de péptidos de fusién terapéuticos para el tratamiento y la prevencién del cancer
Campo técnico de la invencion

Esta invencion se relaciona con el area de la terapéutica y la profilaxis del cancer. En particular, se relaciona con
métodos de inhibicién, retraso y reduccion del riesgo del inicio, el crecimiento y la invasion del cancer.

Antecedentes de la invencion

La MUC1 (DF3, CD227, episialina, POEM) es una proteina heterodimérica altamente O-glicosilada de >300 kDa,
que normalmente se expresa abundantemente sobre la superficie apical de los epitelios glandulares. En mas del 90
% de los carcinomas de mama humanos y de las metastasis, se pierde la localizacion apical y la MUC1 se
sobreexpresa (en mas de 10 veces mas) y se subglicosila (1, 2). Se encuentra también una expresion desregulada
de MUC1 en otros muchos tipos de adenocarcinomas, incluyendo canceres de pulmén, pancreas, ovario y prostata,
ademas de estar altamente expresada en leucemias, mielomas y linfomas (3-5). Estudios tanto en modelos
genéticos de ratones como en modelos de lineas celulares han demostrado que MUC1 es un oncogén. Un modelo
de raton transgénico que dirige la sobreexpresion de MUC1 (humana) hacia la glandula mamaria murina (MMTV-
MUC1) da como resultado el desarrollo de cancer de mama y va acompafado de un fallo de la glandula mamaria
para experimentar una completa regresion poslactancia por apoptosis (6). La transfeccién de MUC1 en fibroblastos
3Y1 induce su transformacion, y la transfeccion de MUC1 en células de cancer de colon demuestra que la
sobreexpresién de MUCT1 inhibe la apoptosis inducida por farmacos (7).

El dominio citoplasméatico de MUC1 contiene sitios para multiples interacciones proteicas, aunque estas
interacciones estan en gran medida sin formar en el epitelio polarizado de la mama normal, ya que los compaferos
de unién de MUC1 se encuentran normalmente sobre la membrana basolateral (revisado en (8) y (9, 10)). Durante la
progresion del cancer, cuando existe una pérdida de polarizacion celular, MUC1 se sobreexpresa e interacciona
funcionalmente con src, GSK3p, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la B-catenina, entre otros
(9, 11, 12). Se ha hecho el mapa de los sitios para la interaccion entre MUC1 y estas proteinas en distintos dominios
dentro de la cola citoplasmatica de 72 aminoacidos de MUC1 (11, 13-15). Tanto EGFR como src pueden fosforilar a
MUC1 sobre una unidad YEKV, y esta fosforilacion da lugar a una mayor unién de MUC1 a la B-catenina a través de
un dominio SAGNGGSSLS (11). La evidencia reciente demuestra que la interaccién entre MUC1 y EGFR puede
modular significativamente la biologia de EGFR y afectar a la transformacion dependiente de EGFR {Pochampalli,
2007 #537; Pochampalli, 2007 #527}.

La familia del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) de las tirosina kinasas esta frecuentemente
desregulada en el cancer y comunmente amplificada y/o sobreexpresada en el carcinoma invasivo [revisado en
(16)]. La familia esta constituida por cuatro receptores de tirosina kinasa de tipo 1 homélogos (incluyendo EGFR,
her2/neu/erbB2, erbB3 y erbB4) y miltiples ligandos relacionados [incluyendo el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa (TGFa), entre otros]. La homo- o heterodimerizacion de
receptores inducida por ligandos da lugar a activacién de la tirosina kinasa y a transfosforilacion de los restos de
tirosina en el dominio citoplasmico. Esto da lugar al reclutamiento de varias proteinas efectoras, incluyendo Src, Pl
3-kinasa, Shc, PLCy, STATs, Grb2 y cbl, para obtener como resultado la proliferacion, la migracion, la inhibicién de
la apoptosis, la diferenciacién o la degradacion de los receptores que han sufrido endocitosis (17-20).

Se ha establecido tanto en lineas celulares de cancer de mama humano como en ratones transgénicos que
sobreexpresan MUC1 (MMTV-MUC1) que MUC1 y EGFR interaccionan bioquimicamente, para dar como resultado
la potenciacion de la activacién de ERK p42/44 dependiente de EGF durante la lactancia (11, 21). Recientemente,
nuestro laboratorio ha demostrado que la expresion de MUC1 inhibe la ubiquitinaciéon mediada por ligando y la
degradacién de EGFR aumentando al mismo tiempo su interiorizacion y reciclaje (Pochampalli et al. 2007). Para
evaluar el papel de Muc1 en la transformacién, generamos ademas ratones WAP-TGFa en un fondo nulo para Muc1
que revelaron que la expresion de Muc1 tiene un efecto dominante sobre la transformacién dependiente de TGFa de
la mama, promoviendo tanto la aparicion como la progresion (Pochampalli et al. 2007b).

Aunque esta ahora establecido que EGFR resulta potentemente regulado por la expresion de MUC1, los modelos de
ratones transgénicos han implicado también a la proteina de adhesion celular, la B-catenina, en la sefalizacion de
EGFR y MUC1. En un estudio del modelo transgénico WAP-TGFa, se vio que Wnt1 y Wnt3 se activaban
selectivamente en los tumores de mama mas agresivos (22). Los Wnt son glicoproteinas segregadas que se unen al
receptor frizzled de transmembrana, para dar como resultado una cascada de sefalizacion que inactiva el
mecanismo para la degradacion de la B-catenina y da lugar a transformacion (23-28). Adicionalmente, en ratones
transgénicos MMTV-Wnt1, se vio que EGFR interaccionaba con la B-catenina y la fosforilaba de un modo especifico
de tumores (Schroeder et al., 2002). Estos estudios demuestran que la B-catenina y el EGFR pueden afectar a sus
rutas respectivas para promover la transformacién. Finalmente, MUC1 esta también implicada en la transformacion
dependiente de [-catenina, lo que indica que estas tres proteinas tienen la capacidad de promover
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cooperativamente la progresiéon del cancer. En modelos de ratones transgénicos MMTV-Wnt-1 cruzados sobre un
fondo nulo para Mucl, la pérdida de Muc1 se corresponde con una significativa reduccion en la progresion tumoral
(Schroeder et al., 2003). Adicionalmente, se vio que las interacciones entre la MUC1 y la B-catenina estaban muy
aumentadas en muestras de tumores de mama metastaticos humanos, lo que indica que estas interacciones son
clinicamente relevantes (Schroeder et al., 2003).

En conjunto, estos estudios demuestran el fuerte potencial para que MUC1, EGFR y B-catenina se afecten entre si
durante la transformacién, incluyendo su llamativa corregulacién a mas durante la transformacién y la metastasis.
MUC1 puede inhibir la regulacién a menos de EGFR y promover la capacidad transformante tanto del EGFR como
de la B-catenina, y modelos de ratones derivados genéticamente implican a MUC1 en la transformacion y la
metastasis dependientes de EGFR y de B-catenina. Es interesante el hecho de que los sitios de interaccién sobre
MUC1 para EGFR y B-catenina se sitian en tdndem sobre el dominio citopladsmico de MUC1.

Existe una continua necesidad en la técnica de desarrollar tratamientos que sean efectivos en la prevencion y el
tratamiento de canceres. W0O2006/113667 ensena el uso de un péptido de fusion que interrumpe la interaccién entre
MUC1 y B-catenina y puede ser usado para tratar un cancer establecido. W02004/092339 ensefia composiciones y
métodos para inhibir la unién del extremo carboxi de MUC1 a dominios PD2 y para aumentar la sensibilidad de las
células cancerosas que expresan MUC1 a los agentes quimioterapéuticos.

Resumen de la invencion

Segun un aspecto de la invencién, se proporciona un péptido de fusién segun la reivindicacion 1 para uso en el
tratamiento de un humano que tiene un riesgo elevado de cancer identificado. Se reduce asi la probabilidad de
iniciacion del cancer.

Segun otro aspecto de la invencién, se proporciona un péptido de fusiéon segun la reivindicaciéon 6 y un inhibidor de
EGFR para uso en el tratamiento de un humano al que se ha practicado una reseccién de un tumor. Se reduce asi la
probabilidad de recurrencia o de metastasis del tumor.

Segun adn otro aspecto de la invencién, se proporciona un péptido de fusién segun la reivindicacion 10 para uso en
el tratamiento de un paciente con cancer de piel. Se reduce o retrasa asi la invasividad o el crecimiento del cancer.

Estos y otros aspectos que resultaran evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de la memoria
descriptiva dotan a la técnica de nuevos métodos para el tratamiento o la prevencién de canceres.

Breve descripcion de los dibujos

Figs. 1A-1F. Un péptido mimético de MUC1 (PMIP) puede entrar eficazmente en las células, promover la
degradacién del EGFR e inhibir la interaccion de la MUC1 y de la B-catenina. Fig. 1A) secuencia de aminoacidos
citoplasmicos de la MUC1 humana (MUC1CT; N¢ ID. SEC.: 15), que incluye un sitio de fosforilacién de EGFR/src
(subrayado; N? ID. SEC.: 15, restos 46-49) y un sitio de unién a B-catenina (doble subrayado; N° ID. SEC.: 15, restos
50-59). Se generaron el PTD4 (10 ng/ml) o sin (-S, sin suero) y lisados de proteinas y se separaron en una SDS-
PAGE. Se sometieron los lisados a inmunoelectrotransferencia (I1B) para EGFR (1005) y B-actina (AC-15). Figs. 1D-
F) Se trataron células MDA-MB-468 con EGF (10 ng/ml) y o bien (Fig. 1D) hPMIP (10 uM), o bien (Fig. 1E) PTD4 (10
uM), o bien (Fig. 1F) PBS durante la noche. Se fijaron las células, se sondearon en cuanto a MUC1 (Rojo Texas) y
B-catenina (FITC) y se examinaron en un microscopio confocal (400x). Se realizd el analisis de colocalizacion
(flechas) usando Image Pro Plus y se le designa con pixeles blancos.

Figs. 2A-2C. PMIP inhibe la proliferacion celular y la invasion de las células del cancer de mama in vitro. Fig. 2A) Se
cultivaron células BT20 en una placa de 96 pocillos (10* células/pocillo) y se las traté diariamente durante 6 dias con
hPMIP (10 uM) o con PTD4 (10 uM) en RPMI 1640/1 % de FBS. Se realiz6 un ensayo MTT para cuantificar el
namero de células tras completarse el tratamiento (***, p<0,0001). Las barras de error representan el error estandar.
Se trataron lineas celulares Fig. 2B) MDA-MB-231 y Fig. 2C) BT20 con hPMIP (50 uM), PTD4 (50 uM) o PBS
durante la noche, se marcaron con Calceina AM, se dejé que invadieran a través de una insercién Transwell (8,0
uM) un gel de colageno de Tipo | y las células invadidas se midieron con fluorescencia. (ANOVA, *p<0,0001,
**p<0,0001 , #p=0,007, ##p=0,007). Las barras de error representan la desviaciéon estandar.

Figs. 3A-3E. PMIP inhibe significativamente el crecimiento y la recidiva tumoral in vivo. Fig. 3A) Se inyectaron células
MDA-MB-231 en Matrigel en la almohadilla adiposa mamaria de ratones scid y se inicié el tratamiento diario con el
péptido (50 pg/g de peso corporal de hPMIP o PTD4) cuando los tumores alcanzaron 100 mm?® (PTD4 y hPMIP n=8),
y se valoro el crecimiento del tumor primario (*, p=0,028). Fig. 3B) Después de finalizar el tratamiento, se midi6 la
cantidad de tiempo que tardaron los tumores en progresar hasta 1.000 mm® (ANOVA, **, p=0,03). Fig. 3C) Tras la
reseccién, se observo a los ratones en cuanto a recrecimiento tumoral en el sitio primario o en las glandulas
mamarias secundarias (PTD4 n=8 y hPMIP n=7). Fig. 3D) Se inyectaron células MDA-MB-231 en Matrigel en la
almohadilla adiposa mamaria de ratones scid y se inici6 el tratamiento diario con el péptido (50 pug/g de hPMIP o
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PTD4) cuando los tumores alcanzaron 500 mm® (PTD4 n=4 y hPMIP n=6), y se valoré el crecimiento tumoral
primario. Fig. 3E) Después de 21 dias de tratamiento, se hizo inmediatamente una reseccion de los tumores y se
monitorizé el recrecimiento tumoral en el sitio primario y la diseminacién a las glandulas mamarias secundarias
(PTD4 n=4 y hPMIP n=4). Las barras de error representan el error estandar.

Figs. 4A-4D. PMIP ralentiza significativamente la progresién de tumores de glandula mamaria inducidos por MMTV-
pyV mT. Fig. 4A) Se inyect6 a ratones transgénicos MMTV-pyV mT con FITC-msPMIP (50 pg/g de peso corporal),
se les sacrificé cuatro horas después y se visualizaron diversos tejidos usando microscopia de fluorescencia. Se
muestra la localizacién de FITC-msPMIP en los tumores de glandula mamaria de los ratones (2,5x y 8x). Fig. 4B) Se
dej6 que se desarrollaran los tumores de glandula mamaria (>0,5 cm de diametro) y se inyecté a los ratones
diariamente (50 ug/g de peso corporal, 21 dias de tratamiento, inyeccién i.p., 1X al dia) con msPMIP (7 ratones) o
PTD4 (6 ratones). Al finalizar el tratamiento, los animales fueron sacrificados y se prepararon lisados de proteinas de
los tumores para posterior andlisis. En el curso del tratamiento, el crecimiento tumoral total para todos los sitios
tumorales (msPMIP n=70, PTD4 n=60) era significativamente menor en los ratones tratados con msPMIP que en los
ratones tratados con PTD4 (193,8 % *+ 77,7 % frente a 589,5 % * 283,6 %, “ANOVA p=0,039). Fig. 4C) Los tumores
de glandula mamaria de los ratones tratados con msPMIP crecieron a un ritmo significativamente més lento que el
de los tumores tratados con PTD4 (ANOVA p=0,0076). Fig. 4D) La distribucién del tamafo tumoral para los ratones
transgénicos tratados con msPMIP o PTD4 revel6 que un 47 % (28 de 60 posibles sitios tumorales) de los tumores
tratados con PTD4 eran mayores de 100 mm?®, en comparacion con un 27 % (19 de 70 posibles sitios tumorales) de
los tumores tratados con msPMIP. Los numeros que aparecen sobre los datos son el nimero de tumores que
cumplen con los criterios de tamario con respecto al total de los sitios tumorales potenciales.

Figs. 5A-5B. Los tumores MMTV-pyV mT tienen una respuesta diferencial a msPMIP. Fig. 5A) Se traté el crecimiento
individual de cada sitio tumoral (cada barra es una almohadilla adiposa mamaria/sitio tumoral de un ratén) de los
animales descritos en la Fig. 3 diariamente con msPMIP (gris obscuro) o PTD4 (gris claro) a 50 pg/g de peso
corporal durante 21 dias. Se observo la progresién tumoral cada tres dias durante los 21 dias de tratamiento (PTD4,
n=60 y PMIP, n=70). En cuatro casos (*), hubo una regresién completa de los tumores tratados con msPMIP; sin
embargo, ninguno de los tumores tratados con el control (PTD4) experimento regresiéon. AAM=almohadilla adiposa
mamaria. Fig. 5B) Se seccionaron (3 um) los tumores de ratones tratados con msPMIP (1, 2 paneles de la izquierda)
y PTD4 (2, 2 paneles de la derecha) y se usaron a continuacién para tincién con hemotoxilina-eosina e
inmunohistoquimica con caspasa-3 escindida (200x).

Figs. 6A-6B. PMIP se asocia a una reducida expresién de Muc1. Fig. 6A) Se inyecté a un ratén MMTV- pyV mT
tratado con msPMIP (P) representativo y a un raton PTD4 (C) 30 minutos antes del sacrificio factor de crecimiento
epidérmico (1 pg/g de peso corporal) y péptido. Después del sacrificio, se recogieron los tumores y se generaron
lisados de proteina. Se separé la proteina (50 upg) por SDS-PAGE, se transfiri6 y se sometid a
inmunoelectrotransferencia para la expresiéon de fosfotirosina (PY99), EGFR (1005), Muc1 (CT2) y B-actina (AC-15).
Fig. 6B) Se analizaron de forma similar lisados de tumores de xenoinjertos MDA-MD-231 (no tratados con EGF;
descritos en Fig. 2) para determinar los niveles de expresién de EGFR y de proteina MUC1. Se midieron los niveles
de proteina relativos de Muc1 por densitometria y se representaron en un grafico (Muci/B-actina, ANOVA,
*p=0,014). Los pesos moleculares son mostrados a la derecha. IB = inmunoelectrotransferencia. Las lineas blancas
a través de los blots indican mismo gel y misma exposicion, pero no contiguos.

Descripcion detallada de la invencion

Es un descubrimiento que subyace a la presente invencién que los péptidos miméticos de MUC1 son selectivamente
retenidos en los tumores de la glandula mamaria, en el colon y en la piel tras administracion sistémica. Mas aun, los
péptidos miméticos de MUC1 reducen la iniciacion tumoral. Ademas, los péptidos miméticos de MUC1 pueden ser
usados conjuntamente con otros tratamientos anti-EGFR en el contexto de adyuvantes, es decir, tras cirugia.

El péptido de fusion para uso segln la invencién tiene la estructura A-B-C o C-B-A, donde A es un dominio de
transduccion de proteina que aumenta la translocacion de macromoléculas unidas a través de las membranas
celulares, seleccionado entre el grupo consistente en los N° ID. SEC. 3-6. B es un espaciador de 0-5 restos de
aminoacido. C es un polipéptido de 6-15 restos de aminoacido. C comprende todo o una porcién de
PYEKVSAGNGGSSLS (N¢ ID. SEC.: 1). La porcion de C comprende GGSSLS (N ID. SEC.: 2). Como alternativa, al
menos uno de dichos 6-15 restos de aminodcido estd conservadoramente substituido, de tal forma que un
aminoacido polar no cargado reemplaza a un aminodacido polar no cargado, 0 que un aminoacido no polar reemplaza
a un residuo de aminoacido no polar, o que un aminoacido acido reemplaza a un aminoacido acido, o donde uno de
dichos 6-15 restos de aminoacido esta substituido con un residuo A.

Se puede usar cualquier dominio de transduccién de proteina (DTP) en proteinas de fusién. Estos incluyen
cualquiera de los dominios que han sido previamente identificados y utilizados para la transduccion proteica. Véase,
por ejemplo, la amplia Tabla 1 de Dietz y Bahr, Molecular and Cellular Neuroscience, 27 (2004) 85-131. Se muestran
algunos de dichos dominios en los N° ID. SEC.: 3, 4, 5 y 6. Se pueden usar otros DTP, inclusive sintéticos. Estos
dominios facilitan la captacion por las células de los péptidos unidos.
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Los espaciadores para su uso en proteinas de fusion son restos de aminoacido adicionales que se utilizan en
proteinas de fusion normalmente para facilitar la fabricacién o la sintesis. Estos pueden ser relativamente inocuos y
tienen una longitud de 0 a 5 restos. Los conectores pueden ser restos mono6tonos o mixtos. Los restos pueden ser
aleatorios o secuencias obtenidas de otras proteinas o estar disefiados para una propiedad particular, por ejemplo,
fisica, quimica o biologica.

Péptidos del dominio citoplasmico MUC1 tales como el N° ID. SEC.: 14 aumentan la invasion de las células del
cancer de mama. Schroeder, 2003. Sorprendentemente, porciones mas cortas de dichos péptidos tienen realmente
el efecto opuesto. Estos péptidos comprenden de 6 a 15 restos de aminoacido contiguos seleccionados entre el N°
ID. SEC.: 1 e incluyen la secuencia de aminoacidos mostrada en el N® ID. SEC.: 2. Se pueden usar ligeras
desviaciones con respecto a la secuencia precisa para optimizar la actividad, tal como por substitucién de uno, dos o
tres restos para producir cambios conservadores o por substitucién con alanina. Los cambios conservadores
substituyen restos por otros similares, tal como un residuo polar no cargado por uno polar no cargado, o un residuo
no polar por uno no polar, o un residuo acido por uno &cido. Asi, los restos G o S pueden ser substituidos con G, S,
T, C, Y, Ny Q. Los restos L pueden ser substituidos con A, V, I, P, F, W y M. Los restos A, V y P pueden ser
substituidos con restos A, V, L, I, P, F, W y M. Los restos Y o N pueden ser substituidos con restos G, S, T, C, Y, Ny
Q. Los restos E pueden ser substituidos con un residuo D. Los restos K pueden ser substituidos con un residuo R o
H. Cualquier residuo puede ser substituido con un residuo de alanina, a menos que dicha substitucion resulte
destruir la actividad inhibidora de la invasién y de la metastasis. Dichos péptidos substituidos pueden ser facilmente
estudiados, por ejemplo, usando ensayos de invasién, ensayos de crecimiento tumoral, ensayos de iniciacion
tumoral, etc..

Las células cancerosas, in vitro o in vivo, pueden ser puestas en contacto con, o se les pueden suministrar, los
péptidos de fusion de la presente invencion. Estos pueden ser directamente suministrados como péptidos o pueden
ser endégenamente producidos suministrando a las células vectores de &acidos nucleicos que expresan y producen
los péptidos de fusion en las células. Para la administracion in vivo, se puede usar cualquier técnica de suministro
conocida en este campo, incluyendo, aunque sin limitacion, la inyeccién intratumoral directa, la inyeccién
intramuscular, la inyeccién intravascular, la inyeccion subcutanea, la inyeccion intraperitoneal, etc. Se puede realizar
el suministro in vitro, por ejemplo, simplemente suministrando el péptido de fusion al medio de cultivo.

Como canceres y células cancerosas que pueden ser tratados, se incluyen los de mama, piel, colon, ovario,
préstata, cervical, colorrectal, pulmén, cerebro, cabeza y cuello, pancreas, rifdn e higado. El efecto que se observa
tras la administracion es un grado reducido o un ritmo retardado de iniciacion, crecimiento, invasion y metastasis. Se
describen ensayos adecuados para medir estos procesos en los ejemplos. También se pueden utilizar otros ensayos
conocidos en la técnica.

Se pueden formular o modificar péptidos de fusibn como es sabido en la técnica. Esto puede conllevar
modificaciones covalentes, tales como rematado o PEGilacién, o combinacién con micelas o liposomas. Dichas
modificaciones y formulaciones pueden aumentar la estabilidad en el organismo y, por lo tanto, permitir que mayores
porcentajes de la dosificacién aportada alcancen el cancer diana. Las proteinas de fusién pueden ser también
utilizadas conjuntamente con otros tratamientos, incluyendo, aunque sin limitacion, inhibidores de EGFR. Los
tratamientos pueden ser administrados simultanea o seriadamente. Otros tratamientos adecuados para tratar
canceres incluyen administracién o infusion de farmacos quimioterapéuticos, anticuerpos antitumorales, anticuerpos
antirreceptores, tratamiento de radiacién, farmacos radiomarcados y cirugia. El uso de dos modalidades que actian
de diferentes formas puede aportar un mayor beneficio al paciente. Pueden ser inhibidores de EGFR adecuados
anticuerpos o inhibidores de kinasas, tales como panitumumab, cetuximab, gefitinib y erlotinib.

Se puede obtener un efecto inhibitorio similar sobre la uniéon de MUC1 a B-catenina suministrando anticuerpos a la
célula o al paciente de cancer. Los anticuerpos pueden ser de cualquier tipo, monoclonales o policlonales, de una
sola cadena o de multiples cadenas. Los anticuerpos pueden ser producidos en un mamifero hospedador, en cultivo
celular o en células recombinantes. Los anticuerpos se unen a un epitopo contenido en el N ID. SEC.: 1. Los
anticuerpos pueden ser producidos usando un péptido segun el N2 ID. SEC.: 1 como inmundgeno, por ejemplo, o
usando proteinas de fusién segln la invencién como inmunégenos, o usando otras proteinas de fusion como
inmunogenos.

Los vectores para el suministro de acidos nucleicos codificantes de las proteinas de fusién de la presente invencion
pueden ser cualesquiera que sean conocidos en la técnica. Los vectores adenoviricos y los vectores
adenoasociados son bien conocidos y ampliamente utilizados. También se pueden usar vectores no viricos, tales
como nanoparticulas, liposomas y micelas. Se pueden usar vectores retroviricos en algunas realizaciones. El
experto en la técnica puede seleccionar un vector que sea adecuado para sus fines. De forma similar, el experto en
la técnica puede seleccionar un sistema de vector y célula huésped para la fabricacion recombinante de las
proteinas de fusién de la invencion en cultivo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2500 640 T3

Una persona identificada como poseedora de genes heredados asociados al cancer tiene un mayor riesgo de
desarrollar cancer. Dichas personas pueden ser tratadas para reducir su riesgo de iniciacion del cancer. De forma
similar, quienes hayan estado expuestos a riesgos medioambientales, tales como la caida de bombas atémicas,
desechos de combustibles nucleares y otros contaminantes, tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer. Como
genes que pueden estar mutados y trastornos dominantes autosémicos causados por éstos, se incluyen, aunque sin
limitacion, BRCA1: cancer de mama, BRCA2: cancer de mama, APC: cancer de colon, HN-PCC: cancer de colon,
CDKN2: melanoma. Otros riesgos de cancer heredado dominante autosémico incluyen el sindrome del nevo de
células basales, la neurofibromatosis de tipo 2, el sindrome de Carney, la osteocondromatosis, multiple, el cordoma,
familiar, el paraganglioma, familiar, el sindrome de Cowden, el sindrome de Peutz-Jeghers, el cancer esofagico con
tilosis, el cancer de prostata, el cancer gastrico, familiar, el cancer renal, familiar, el sindrome de Li-Fraumeni, el
retinoblastoma, la neoplasia endocrina multiple de tipo 1, la esclerosis tuberosa, la neoplasia endocrina mdultiple de
tipo 2, la enfermedad de von Hippel-Lindau, la neurofibromatosis de tipo 1 y el tumor de Wilms. Como trastornos
recesivos autosémicos que predisponen al cancer, se incluyen la ataxiatelangiectasia, el sindrome de Rothmund-
Thomson, el sindrome de Bloom, la xeroderma pigmentosa, el sindrome de Werner y la anemia de Fanconi.

Los péptidos miméticos de MUC1 (MIP) unidos a un dominio de transduccién de proteina (DTP) pueden entrar
libremente en células transformadas e inhibir su invasién in vitro. Estos mismos péptidos pueden inhibir el
crecimiento tumoral primario, la diseminacion del tumor y la recidiva de tumores tras su reseccion, por ejemplo, en
un modelo de cancer de mama ortotdpicamente implantado. Los péptidos miméticos PMIP, tales como los N° ID.
SEC.: 17 y 18, pueden sobrevivir en circulacion con retencién especifica de tejidos y sin toxicidad detectable. Es
importante el hecho de que PMIP puede inhibir significativamente el crecimiento tumoral, por ejemplo, en un modelo
murino espontdneo que imita el cancer de mama humano. En cuanto al mecanismo, este efecto inhibitorio de
tumores esta estrechamente asociado a una reduccion en la expresion de EGFR y MUC1. Conjuntamente, estos
datos demuestran que estos farmacos intracelulares basados en péptidos muestran una potente eficacia como
tratamiento no tdxico para canceres.

La sobreexpresion de la MUC1 humana en glandulas mamarias de ratones promueve la transformacion, y la pérdida
de MUC1 en varios modelos transgénicos puede retrasar significativamente la aparicion de tumores (6, 10, 12). Esto
puede ser debido al nimero de compareros oncogénicos con los que se ha demostrado que interacciona MUC1, a
saber, B-catenina, src y EGFR [revisado en (8)]. Este péptido mimético esta disefiado para bloquear las
interacciones entre MUC1, B-catenina y EGFR, y hemos demostrado que el tratamiento con PMIP ciertamente
bloquea las interacciones de MUC1 con estas proteinas. Ademas, observamos una pérdida de expresion de MUC1
en respuesta al tratamiento con PMIP bajo determinadas condiciones, lo cual puede ser el resultado de una
regulacion a menos de EGFR. Es tentador especular que, en presencia de PMIP, MUC1 y EGFR trafican
alternativamente y entran en la ruta de degradacién lisosomica, lo que conduce a su mayor degradacion. El
tratamiento con PMIP de células MDA-MB-231 que sobreexpresan MUC1 bajo un promotor de CMV durante sélo 3
horas en cultivo induce una pérdida de sobreexpresion de MUC1, lo que indica que el efecto no esta
transcripcionalmente regulado (datos no mostrados).

Una observacién importante es la falta de toxicidad asociada al tratamiento con PMIP (no hay pérdida de peso,
signos de distrés o fallo de érganos). Aunque éste no es un resultado inesperado con el uso de un péptido
enddgeno, el mismo apunta a un nivel potencialmente bajo de toxicidad en pacientes. También hemos examinado la
posibilidad de que PMIP haya activado una respuesta inmune en los animales transgénicos MMTVpyV mT con
inmunidad intacta. Al examinar infiltrados leucocitarios usando los niveles proteicos de CD45 como marcador, no
encontramos ningun aumento en aquellos tumores tratados con PMIP frente al control ((337); datos no mostrados).
Adicionalmente, estudios por grupos que investigan la actividad adyuvante potencial del dominio de transduccion de
proteina han descubierto que el dominio de transduccion de proteina TAT no es inmunogénico (38).

Hemos demostrado recientemente que MUC1 inhibe la degradacion dependiente de ligando de EGFR, para dar
como resultado una mayor estabilidad del receptor (9). Ademas, hemos demostrado que esta interaccién promueve
las propiedades oncogénicas de EGFR (10). Ninguno de los modelos murinos usados en estos experimentos
mostraron previamente ser dependientes de EGFR para la progresién, y sin embargo PMIP es significativamente
efectivo en cada modelo. Esto indica que PMIP puede tener amplias aplicaciones contra tumores que sobreexpresan
MUCH1, lo que incluye la mayoria de las neoplasias epiteliales (39). Ademas, PMIP puede servir como una importante
terapia adyuvante con tratamientos anti-EGFR [revisado en (40), que se incorpora expresamente con este fin].
Nuestros datos indican que MUC1 induce la interiorizacion, el tréfico alterado y la mayor sefalizacién de EGFR (9).
Por lo tanto, si PMIP bloquea estas interacciones, se podria potenciar la terapia anti-EGPR que se basa en la
localizacién superficial de EGFR por cosuministro de PMIP.

Hemos demostrado la eficacia de farmacos basados en péptidos unidos a DTP y el valor de dianas dirigidas a MUC1
en el cancer, especialmente en el cancer de mama. Es importante el hecho de que estos datos indican que PMIP es
un potente farmaco que es activo en todas las etapas de la progresién tumoral: inhibicién de la iniciacién, inhibicion
del crecimiento, induccion de la regresién e inhibicién de la diseminacion metastatica.
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EJEMPLO 1 -- Métodos

Cultivo celular. Se obtuvieron células de las lineas celulares de cancer de mama metastatico MDA-MD-231 y BT20
de la American Tissue Culture Collection. Se cultivaron estas lineas celulares con un 10 % de Suero Bovino Fetal
(Cellgro, Herndon, VA), un 1 % de Penicilina-Estreptomicina-Glutamina (Invitrogen, Eugene, OR) y medio RPMI
1640 (Cellgro) a 37°C con un 5 % de CO; en una incubadora humidificada.

Ensayo de invasién. Se vertié matriz de colageno (0,9 mg/ml de colageno de cola de rata de tipo | (BD Biosciences,
Billerica, MA), 83,0 % (v/v) de medio M-199 (Life Technologies) y 0,18 % de NaHCO3; (Fisher, Hampton, NH)) en una
placa de 24 pocillos. Antes de la polimerizacion del colageno, se puso una insercion Transwell de 0,8 um de poro
(Coming Inc., Corning, NY) encima de la matriz. Se rehidrat6 el colageno polimerizado usando un quimioatrayente
(FBS 20 %/RPMI 1640 con 100 ng/ml de EGF). Se trataron las células MDA-MB-231 con 50 uM de péptido en medio
RPMI 1640 libre de suero durante 17 horas. Antes de cargar las células en las inserciones Transwell, se las marcé
fluorescentemente con Calceina-AM (Invitrogen) durante 30 minutos y se las lavé después con PBS. Las células
fueron entonces resuspendidas en un medio libre de suero péptido 50 uM/RPMI 1640 y cargadas en las inserciones
de cada pocillo (266.000 células/pocillo). Se dej6 que las células invadieran la matriz durante 12 h a 37°C con un 5
% de CO; en una incubadora humidificada. Después de las 12 h, se traté la matriz de colageno con un 0,25 % de
colagenasa en FBS 40 %/PBS y se retiraron las inserciones (Calbiochem, San Diego, CA). Se midi6 el nimero de
células fluorescentemente marcadas que habian invadido el colageno usando un espectrofotémetro de Molecular
Devices (Ex: 485, Em: 538 y Corte: 530).

Inmunoprecipitacion e inmunoelectrotransferencia. Se trat6 la proteina como se describe en (9).
Densitometria. Se realiz6 el andlisis de inmunoelectrotransferencia como en (9).

Anticuerpos y factores de crecimiento. Se compr6 CT2 (anti-cola citoplasmica de MUC1) a Neomarkers Inc.
(Fremont, CA). Se compraron los anticuerpos contra la tirosina fosforilada (PY99) y EGFR/erbB1 (1005) todos ellos a
Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). El anticuerpo para la B-actina era de Sigma Chemical Company (St.
Louis, MO). Se adquirieron anticuerpos secundarios conjugados con HRP de Molecular Probes (Invitrogen) y se
compré el anticuerpo antihamster conjugado con HRP a Jackson Labs (West Grover, PA). Se guard6 el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) a -20°C a una concentracién de 100 ng/ul (Invitrogen).

Inmunofluorescencia. Se trataron células BT20 durante 2 horas con hPMIP 200 uM marcado con FITC y se fijaron en
paraformaldehido al 4 %/PBS. Se lavaron las células fijadas 3 veces con NaNs 0,02 %/PBS y se incubaron con
reactivo antidesvanecedor Slowfade Gold con DAPI (Invitrogen). Se visualizaron las células con un microscopio
compuesto DMLB Leica de fluorescencia.

Sintesis peptidica. Se sintetizaron los polipéptidos hPMIP (N ID. SEC.: 17), FITC-hPMIP, msPMIP (N° ID. SEC.:
18), FITC-msPMIP y PTD4 (N° ID. SEC.: 16) mediante GenScript (Scotch Plains, NJ) y se suministraron liofilizados.
Se resuspendieron los péptidos a una concentracion de 500 uM en PBS y se guardaron a -80°C en alicuotas para un
solo uso.

Xenoinjertos de tumor de mama humano. Se estudiaron ratones inmunocomprometidos (scid) (Taconic, Rockville,
MD) en cuanto a la presencia de IgG en suero y se VIO que tenian <20 pg/ml de IgG. Se inyectaron a ratones
hembra (de cuatro a seis semanas de edad) 1x10’ células embebldas en Matrl -gel (BD Biosciences) en Ia
almohadilla adiposa mamaria y se dejé que crecieran hasta 100 mm?® o hasta 500 mm®, basandose en la formula a° x
b/, donde a es el diametro menor y b es el diametro mayor. Se inyectaron a los ratones intraperitonealmente (i.p.)
50 pg/g de peso corporal de PMIP o de péptido control PTD4 durante 21 dias y se hizo una med|C|on con calibre
cada dos dias. Bien al final de los 21 dias, bien después de que el tumor hubiese alcanzado 800 mm®, se hizo una
reseccion de los tumores inyectando a los ratones buprenorfina (2,5 mg/kg de peso corporal, Infu3|on Solutions,
Totowa, NJ) al menos una hora antes de la reseccidn y anestesiando a los ratones con isoflurano (Abbott, Abbott
Park, 11). Después de la cirugia, los ratones fueron tratados con buprenorfina (2,5 mg/kg de peso corporal) 8 y 16 h
poscirugia. Se hizo entonces un seguimiento de los animales durante 10 dias para examinar el recrecimiento en el
sitio tumoral primario o en las glandulas mamarias secundarias y luego fueron sacrificados.

Ratones transgénicos. Se estudié a ratones MMTV- pyV mT (33), obtenidos de Jackson Laboratories), tras el
desarrollo de tumores que median > 0,5 cm en al menos un didmetro. Sélo se incluyé en el estudio a ratones
mayores de siete semanas de edad y se excluy6 a los ratones que desarrollaron quistes de liquido. Los animales
fueron inyectados i.p. con 50 pg/g de peso corporal de msPMIP o PTD4 una vez al dia durante 21 dias. Se midié
cada una de diez glandulas mamarias usando un calibre cada dos dias y se usaron las mediciones para determinar
el volumen tumoral basandose en la formula a® x bl», siendo a el diametro menor y siendo b el diametro mayor.
Después del tratamiento durante 21 dias, los ratones fueron sacrificados mediante inhalacion de CO. y se hizo una
reseccion de los tejidos. Varios ratones tratados con msPMIP fueron inyectados con FITC-msPMIP (50 pg/g de peso
corporal) una o cuatro horas antes del sacrificio y se visualizaron los tejidos intactos usando un microscopio de
diseccion MZFLIII Leica de fluorescencia.
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Los estudios tanto de xenoinjertos como de ratones transgénicos fueron realizados por los Experimental Mouse
Shared Services (Universidad de Arizona, Tucson) segun protocolos aprobados por el Institutional Animal Care and
Use Committee de la Universidad de Arizona.

Analisis estadistico. Todas las estadisticas fueron realizadas en Excel (Microsoft).

EJEMPLO 2 -

PMIP es retenido por las células, reduce la fosforilacion de EGFR e inhibe las interacciones de MUC1 y B-catenina.
El dominio citoplasmico de MUC1 esta compuesto por 72 aminoéacidos, dentro de los cuales se encuentra un
dominio de 15 aminoé&cidos que contiene sitios de fosforilacién de EGFR (humano=YEKV y murino=YEEV) y unién
de B-catenina (humano=SAGNGGSSLS (N? ID. SEC.: 9) y murino=SAGNGSSSLS (N¢ ID. SEC.: 19), Fig. 1A4) (11,
29). Sintetizamos un péptido de 15 aminoacidos para determinar si éste podria actuar de un modo negativo
dominante para bloquear interacciones entre la MUC1 enddgena y EGFR/B-catenina/src. Para permitir la entrada de
este péptido en la célula, lo sintetizamos en tandem con un dominio de transduccién de proteina [PTD4, Fig. 1A (30),
revisado en (31)]. Se vio que las células pulsadas in vitro con un PTD4 marcado con FITC conjugado con péptidos
MIP (FITC-hPMIP) contenian el péptido fluorescente y que éste quedaba retenido a lo largo del tiempo (Fig. 1B).

Como las interacciones de la MUC1 con la B-catenina aumentan durante la progresién metastatica, examinamos a
continuacion los efectos in vitro del tratamiento con hPMIP sobre estas interacciones en la linea celular BT20 (12,
32).

EJEMPLO 3 -

PMIP inhibe la invasion. Se seleccionaron estas células, ya que representan modelos de alta y baja expresién de
MUCH1, respectivamente (datos no mostrados). Vimos que el tratamiento con PMIP inhibia significativamente la
capacidad de las células para invadir un filtro de 8,0 uM y una matriz de colageno de Tipo | en comparacién con
células tratadas con péptido de control (PTD4) o PBS (Figs. 1C y D). Para determinar si hPMIP también podria
afectar a la proliferacion y/o apoptosis, realizamos una cuantificacion de Anexina V y del numero de células en la
linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231. Se vio que el tratamiento con hPMIP no tenia efectos
detectables sobre la apoptosis o el crecimiento celular cuando se cultivaron las células sobre plastico (datos no
mostrados).

EJEMPLO 4 -

PMIP inhibe el crecimiento tumoral e inhibe la recidiva en un modelo de cancer de mama de xenoinjerto. Como
hPMIP inhibia potentemente la invasion celular in vitro, evaluamos a continuacién la capacidad de hPMIP para
suprimir la recidiva y la metastasis tumoral in vivo. Examinamos si hPMIP podria alterar el potencial metastatico de
células de cancer de mama MDA-MB-231 implantadas en la almohadilla adiposa mamaria de ratones con
inmunodeficiencia combinada severa (scid). Vimos que el tratamiento con hPMIP daba una inhibicién substancial del
recrecimiento tumoral y de la diseminaciéon a las glandulas mamarias secundarias tras la reseccién del tumor
primario (Fig. 2By 2E). Ademas, vimos que el tratamiento con hPMIP también ralentizaba el crecimiento del tumor
primario (Fig. 2C).

En el primer experimento (Figs. 2A y 2B), se dej6 que las células establecieran una gran masa tumoral (500 mm®) y
se inyect6 a los ratones (i.p.) durante 21 dias hPMIP o péptido de control (PTD4) (Fig. 2A). Al final del tratamiento,
se hizo una reseccion de los tumores de mama primarios y se hizo un seguimiento de los animales para examinar
los indices de recrecimiento tumoral y/o metastasis a las glandulas mamarias secundarias. Aunque se observaron
recrecimiento y tumores en las glandulas mamarias secundarias en igual niUmero para ambos grupos de tratamiento,
el volumen tumoral para los animales tratados con el control era de un promedio de 760 mm?®, mientras que para los
tratados con PMIP era de un promedio de solo 73 mm?® (Fig. 2B). Obsérvese que los ratones no fueron tratados con
farmaco durante los 10 dias en los que se hizo un seguimiento del recrecimiento. También observamos una
reduccion en el tamafo tumoral en los animales tratados con hPMIP en comparacion con el control, y a continuacion
disefiamos un experimento que nos permitiria determinar si hPMIP afectaba al indice de crecimiento tumoral en este
modelo.

Para determinar los efectos potenciales de hPMIP sobre el crecimiento tumoral primario, repetimos el experimento
del xenoinjerto de MDA-MB-231 (21 dias de tratamiento con farmaco), pero comenzamos el tratamiento con un
tamafio tumoral menor (100 mm?®) (Figs. 2C-2E). Dejamos que los tumores continuaran creciendo después de 21
dias de tratamiento con farmaco y realizamos una reseccion quirdrgica de los tumores primarios cuando alcanzaron
un volumen de 800 mm®, lo que nos permitié evaluar también la diseminacién del tumor en este experimento (Fig.
2D). El tratamiento con hPMIP dio como resultado una reduccién significativa en el tamano del tumor en
comparacién con los animales tratados con el control (Fig. 2C, p=0,028). Esto se correspondia con un aumento
significativo en el periodo de tiempo necesario para que los ratones tratados con hPMIP alcanzaran el tamafio de
reseccion de 800 mm® (Fig. 2D, p=0,03). Aunque el tratamiento finalizé aproximadamente 20 dias antes de la
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reseccion, observamos que el tratamiento con hPMIP reducia substancialmente la cantidad de recrecimiento y
diseminacion tumoral 10 dias después de la reseccién (Fig. 2E). En conjunto, estos datos demostraban que el
tratamiento con hPMIP puede inhibir el crecimiento, la diseminacién y la recidiva tumoral en un modelo de cancer de
mama altamente metastatico.

EJEMPLO 5

PMIP inhibe el crecimiento tumoral e induce regresion en el cancer de mama espontaneo. Aunque el modelo del
xenoinjerto demostraba el efecto del tratamiento con hPMIP sobre el crecimiento y la progresion de lineas celulares
establecidas, quisimos determinar como afectaria msPMIP a la iniciacion y progresion tumoral en un modelo murino
que recapitula mejor el cancer de mama humano. El modelo del ratén transgénico MMTV-pyV mT del cancer de
mama se parece mucho al cancer de mama humano por activacion de multiples vias de sefalizacién, incluyendo
AKT, src y shc (33, 34). Estudios han demostrado que el cancer de mama resultante imita patoldgica y
molecularmente la progresién completa de la hiperplasia, del carcinoma ductal in situ y de los adenocarcinomas
observados en la enfermedad humana (35, 36). Para determinar si se podria suministrar el péptido a las glandulas
mamarias y tumores de estos animales, inyectamos msPMIP marcado con FITC y analizamos la retencién del
péptido (Fig. 3A). Una hora después de la inyeccion, se detecté FITC por toda la cavidad corporal de los animales,
incluyendo todos los 6rganos (datos no mostrados). Después de cuatro horas, se vio que FITC-msPMIP quedaba
retenido selectivamente en el tumor de la glandula mamaria y en el colon y la piel (Fig. 3A y datos no mostrados).

Para determinar los efectos de msPMIP sobre la progresién del cancer de mama espontaneo, se traté a ratones
MMTV-pyV mT portadores de tumores de glandula mamaria de >0,5 cm de didametro durante 21 dias con msPMIP o
con el péptido de control PTD4. El tratamiento tuvo un efecto dramatico sobre el crecimiento tumoral, ya que
msPMIP ralentizaba significativamente el crecimiento tumoral total de ~590 % a ~194 % a lo largo de los 21 dias de
tratamiento (p=0,039; Fig. 3B). AdlClonaImente el tratamiento con msPMIP redujo significativamente el indice de
crecimiento tumoral a sélo 25 mm®/dia en comparacion con 69 mm®dia en los tumores tratados con el control
(PTD4) (p=0,007; Fig. 3C). Obsérvese que el tratamiento de ratones MMTV-pyV mT con hPMIP (en oposicion a
msPMIP) no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento tumoral, lo cual resalta la especificidad de aminoacidos de
PMIP.

Analizamos a continuacién el tamafio general de tumores que surgieron a lo largo del estudio. Este andlisis
demuestra que, mientras que un 13 % de los tumores en el grupo control (PTD4) crecieron a mas de 500 mm?® hacia
el final del estudio, s6lo un 1 % de los tumores en el grupo tratado con msPMIP alcanz6 ese tamario (Fig. 3D). Como
este modelo transgénico tenia una expresién continuada del transgén T medio del polioma que dirige la
tumorigénesis a lo largo de todo el estudio, examinamos a continuacion los efectos del tratamiento con farmaco
sobre la formacién de nuevos tumores Aunque tanto el grupo de msPMIP como el control (PTD4) tenian un nimero
similar de tumores de 100-300 mm® de tamario al comienzo del tratamiento, este nimero se duplicé al final del
tratamiento en el grupo control, pero permaneci6 igual en el grupo de msPMIP (Fig. 3D). Estos datos indicaban que
el tratamiento con msPMIP inhibe la iniciacién tumoral en este modelo. Para analizar ain mas la iniciacién tumoral,
evaluamos el porcentaje de tumores que se |n|C|aron durante el tratamiento con farmaco (la iniciacién es igual al
porcentaje de transiciones tumorales de 0 mm® a 100 mm?®). Este andlisis demuestra que en el grupo de msPMIP
hubo una reduccién significativa (p=0,0045; Fig. 3E) de la iniciacion tumoral durante el estudio.

Aunque se observaron reducciones altamente significativas en la formacion y el crecimiento de tumores con el
tratamiento de ratones MMTV-pyV mT portadores de tumores con msPMIP, no todos los tumores del estudio
respondieron al tratamiento (Fig. 4). El andlisis de cada glandula mamaria demuestra que, aunque la mayoria de los
indices de crecimiento tumoral se ralentizaron substancialmente en respuesta a msPMIP, una serie de tumores
continuaron creciendo, lo cual es indicativo de la activacion de la ruta estocastica en este modelo. Es importante el
hecho de que un subgrupo de tumores establecidos tratados con msPMIP (cuatro tumores) sufrieron una regresion
completa bajo el tratamiento, aunque esto no ocurrié con ninguno de los tumores tratados con el control (Fig. 4, *).

EJEMPLO 6 -

El tratamiento con msPMIP da lugar a una reduccion de los niveles de EGFR y Muc1. Previamente, observamos que
la expresion de MUC1 inhibe la degradacién dependiente de ligando de EGFR, mientras que otros demostraron que
la secuencia SAGNGGSSLS facilita las interacciones MUC1/B-catenina (9, 11). Para determinar si msPMIP afectaba
a la degradacion dependiente de EGF de EGFR, generamos lisados de proteinas a partir de tumores de animales
MMTV- pyV mT a los que se habian inyectado EGF y péptido 30 minutos antes del sacrificio de los animales (tras un
tratamiento estandar con farmaco de 21 dias). Observamos una reduccion llamativa en la expresion de EGFR y en
la correspondiente fosfotirosina en el ratén tratado con msPMIP en comparacion con el animal tratado con el control
(Fig. 5A). Obsérvese que en este ratéon no quedaban tumores francos tras el tratamiento de 21 dias con msPMIP,
mientras que obtuvimos seis tumores de mas de 400 mm® de los animales tratados con el control.

Para determinar si msPMIP bloqueaba la interaccion entre Muc1 y B-catenina, comenzamos por establecer niveles
de expresiéon de la proteina Muc1 en los lisados de tumores. Es interesante el hecho de que vimos que el
tratamiento con msPMIP inducia una pérdida de expresion de la proteina Muc1 tanto en el modelo MMTV- pyV mT
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(Figs. 5A y 5B) como en el modelo del xenoinjerto MDA-MB-231 (Figs. 5C y 5D). Aunque el mecanismo de esta
pérdida es desconocido, ciertamente daria lugar a una pérdida de sefializacién oncogénica dependiente de Muc.
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido de fusién que tiene una estructura:
A-B-C 0 C-B-A

para su uso en el tratamiento de un ser humano que tiene un riesgo elevado identificado de cancer,

donde A es un dominio de transduccion de proteina seleccionado entre el grupo consistente en los N° ID. SEC.: 3 a
6, que aumenta la translocacion de macromoléculas unidas a través de membranas celulares;

donde B es un espaciador de 0-5 restos de aminoacido;

donde C es un polipéptido de 6-15 restos de aminoacido, donde C comprende todo o una porcion de
PYEKVSAGNGGSSLS (N? ID. SEC.: 1), y donde la porciéon de C comprende GGSSLS (N ID. SEC.: 2), o donde al
menos uno de dichos 6-15 restos de aminodacido esta substituido con un residuo de aminoacido de alanina, siempre
que se mantenga la actividad inhibidora de la invasién y de la metastasis.

2. La proteina de fusién para su uso segun la reivindicacion 1, donde:

(1) el riesgo elevado identificado se debe a una predisposicion genética;
(2) el riesgo elevado identificado se debe a una exposicién medioambiental; o
(3) el riesgo elevado identificado se debe a una exposicién ocupacional.

3. La proteina de fusién para su uso segun la reivindicacion 1, donde:

(1) el humano tiene un riesgo elevado debido a una predisposicién genética al cancer de mama;
(2) el humano tiene un riesgo elevado debido a una predisposicién genética al cancer de colon; o
(3) el humano tiene un riesgo elevado debido a una predisposicién genética al cancer de piel.

4. La proteina de fusiéon para su uso segun la reivindicacién 1, donde al menos uno de dichos 6-15 restos de
aminodcido esté substituido con un residuo de aminoacido de alanina.

5. La proteina de fusién para su uso segun la reivindicacién 1, donde C comprende PYEKVSAGNGGSSLS (N¢ ID.
SEC.: 1).

6. Un péptido de fusion que tiene una estructura:
A-B-C 0 C-B-A

y un inhibidor de EGFR, para su uso en el tratamiento de un ser humano que ha sufrido una reseccién de un tumor,
donde A es un dominio de transduccién de proteina seleccionado entre el grupo que consiste en los N° ID. SEC.: 3 a
6, que aumenta la translocacion de macromoléculas unidas a través de membranas celulares;

donde B es un espaciador de 0-5 restos de aminoacido;

donde C es un polipéptido de 6-15 restos de aminoacido, donde C comprende todo o una porcion de
PYEKVSAGNGGSSLS (N® ID. SEC.: 1), y donde la porcion de C comprende GGSSLS (N ID. SEC.: 2), o donde al
menos uno de dichos 6-15 restos de aminodacido esta substituido con un residuo de aminoacido de alanina, siempre
que se mantenga la actividad inhibidora de la invasién y de la metastasis.

7. La proteina de fusién y el inhibidor de EGFR para su uso segun la reivindicacion 6, donde al menos uno de dichos
6-15 restos de aminoacido esta substituido con un residuo de aminoacido de alanina.

8. La proteina de fusion y el inhibidor de EGFR para su uso segun la reivindicacion 6, donde el inhibidor de EGFR es
panitumumab, cetuximab, gefitinib o erlotinib.

9. La proteina de fusién y el inhibidor de EGFR para su uso segun la reivindicacion 6, donde C comprende
PYEKVSAGNGGSSLS (N2 ID. SEC.: 1).

10. Un péptido de fusion que tiene una estructura:
A-B-C 0 C-B-A

para su uso en el tratamiento de un paciente con cancer de piel,

donde A es un dominio de transduccién de proteina seleccionado entre el grupo que consiste en los N° ID. SEC.: 3 a
6, que aumenta la translocacion de macromoléculas unidas a través de membranas celulares;

donde B es un espaciador de 0-5 restos de aminoacido;

donde C es un polipéptido de 6-15 restos de aminoacido, donde C comprende todo o una porcion de
PYEKVSAGNGGSSLS (N® ID. SEC.: 1), y donde la porcion de C comprende GGSSLS (N ID. SEC.: 2), o donde al
menos uno de dichos 6-15 restos de aminoacido esta substituido con un residuo de aminoacido de alanina, siempre

13



ES 2500 640 T3

que se mantenga la actividad inhibidora de la invasion y de la metastasis.
11. La proteina de fusién para su uso segun la reivindicacion 10, donde:
(1) al menos uno de dichos 6-15 restos de aminoacido esta substituido con un residuo de aminoacido de alanina;

(0]
(2) C comprende PYEKVSAGNGGSSLS (N2 ID. SEC.: 1).
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Figs. 4A-4D
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Figs. 5A-5B
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