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DESCRIPCION
Composiciones peptidicas para el tratamiento del cancer por la inhibicién de la actividad del canal de calcio TRPV6
Campo de la invencion

La invencion se refiere a péptidos para ser usados en la reduccion de la proliferacion celular y el tratamiento del
cancer, incluido el cancer metastasico.

Antecedentes de la invencion

Un péptido paralizante de 54 aminoacidos denominado soricidina (n.° de acceso del NCBI POC2C6) se descubrid y
aislé de la glandula salival submaxilar de la musarafia colicorta septentrional (Blarina brevicauda). Una patente
anterior sobre el uso de la soricidina para tratar el dolor (patente de los EE. UU. n.° 7.119.168 dio a conocer datos
que demostraban que este péptido de 54 restos ocasionaba la paralisis e inhibia la captacién de calcio en dos lineas
celulares de cancer de ovario (patente de los EE. UU. n.° 7.273.850). Se siguen necesitando antineoplasicos que no
tengan actividad paralizante.

Un grupo de canales de iones de calcio implicados en el cancer son los canales de potencial receptor transitorio
(TRP, por su nombre en inglés) que se encuentran en los invertebrados y en los vertebrados. Un miembro de la
superfamilia de los TRP recibié su nombre después de descubrirse que se activaba en presencia de vainilloides (la
capsaicina de los pimientos picantes, por ejemplo) y se denomind potencial receptor transitorio por vainilloides. Los
primeros cuatro receptores que se comprobd que eran de este tipo (TRPV1, TRPV2, TRPV3 y TRPV4) respondian a
la capsaicina y también eran responsables de detectar cambios de temperatura. Los otros dos de la subfamilia de
los TRPV, TRPV5 y TRPV6, se encontraron predominantemente en los tejidos de tipo epitelial y eran responsables
de la entrada de los iones de calcio. Se identificé que TRPV5/6 era responsable de la importaciéon del calcio en los
tejidos epiteliales del intestino y, por lo tanto, de la captacion del calcio de la dieta. También se demostré que estos
canales estan presentes en una serie de tejidos distintos en diferentes cantidades, pero en mas cantidad en las
células epiteliales intestinales, rifion, placenta y pancreas. Se midio la expresion de TRPV6 y resultd muy elevada en
los canceres humanos de ovario, préstata y mama, tumores de tiroides y de colon, y en algunas lineas celulares
conocidas de cancer de prostata. En el cancer de prostata, el TRPV6 estaba muy inducido en los carcinomas que
habian traspasado la pared del tejido y habian comenzado a formar metastasis (Zhuang et al., 2002). Por lo tanto, el
TRPV6 es una posible diana para el tratamiento del cancer. En consecuencia, hay una enorme necesidad de
compuestos que bloqueen la actividad de los canales de TRPV6 sobreabundantes en las células cancerosas.

Mas recientemente se ha sugerido que la implicacion de TRPV6 en el cancer activa una via
prosupervivencia/antiapoptésica en dos lineas celulares cancerosas con sobreexpresion de TRPV6. En la linea
celular de cancer de préstata (LnCaP), la concentracion intracelular de calcio, incrementada por la gran cantidad de
TRPVG6, activa el factor nuclear de los linfocitos T activados (NFAT; Lehen'kyi et al. 2007). Bolanz et al. (2008)
también han demostrado la implicacion del NFAT activado por calcio en el cambio de los genes antiapoptdsicos en
una linea celular del cancer de mama humano (T 47-D). Bolanz et al. demostraron que la reduccion de la produccion
de TRPV6 por ARN interferentes parecia aliviar el bloqueo apoptdsico. Estos resultados acentian aun mas la
necesidad de inhibidores de TRPV6 para el tratamiento del cancer.

Compendio de la invencion

Los inventores han sintetizado péptidos aislados que tienen actividad inhibidora del canal de calcio y, en particular,
actividad inhibidora del canal de calcio de TRPV6. Los péptidos son Utiles para tratar el cancer, incluido el cancer
metastasico. Sorprendentemente, estos compuestos tienen una identidad de secuencia con una cadena continua de
aminoacidos de la soricidina, aunque tienen la actividad inhibidora del canal de calcio sin la actividad paralizante. No
habia constancia de que la estructura de la soricidina que tenia actividad inhibidora del canal de calcio estuviera
separada de la estructura que ocasionaba la actividad paralizante. Los péptidos de la invencién tienen,
opcionalmente, la mitad de la longitud de la soricidina, o son mas pequefios. Los péptidos de la invencién también
tienen inesperadamente mas actividad inhibidora del canal de calcio que la soricidina en algunas células. También
se determind que la actividad inhibidora se incrementaba en algunas células a medida que la longitud de los
péptidos disminuia.

Los péptidos de la invencion tienen otras propiedades inesperadas en comparacion con la soricidina de longitud
completa, tal como mayor solubilidad, mayor vida util y menor capacidad antigénica. En un realizacion, la invencion
se refiere a un péptido aislado que comprende toda o parte de la secuencia de aminoacidos

EGKLSSNDTE GGLCKEFLHP SKVDLER (SEQ ID n.° 1), en donde el péptido inhibe la actividad del canal de

calcio y carece de actividad paralizante. El péptido es opcionalmente KEFLHPSKVD LPR o HP SKVDLPR. otro
aspecto se refiere a los péptidos de la invencién para uso en un procedimiento de inhibicidon de la captacién de calcio
en una célula cancerosa, inducir la apoptosis celular y/o prevenir o tratar el cancer, que comprende administrar a la
célula todo o parte de un péptido de la invencién, en donde el péptido inhibe la captacion de calcio en la célula
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cancerosa. El cancer comprende opcionalmente cancer de mama, cancer de ovario, neoplasia hematica, cancer
cerebral, cancer de retina, cancer hepatico, cancer de tiroides, cancer de colon, cancer de préstata o cancer de
endometrio. Los péptidos de la invencién inhiben la actividad del canal de calcio sin actividad paralizante, tal como la
actividad del canal de calcio de TRPV6. El cancer comprende opcionalmente un cancer metastasico, tal como un
cancer metastasico localizado en un ganglio linfatico, tejido pulmonar, tejido renal o tejido hepatico.

Otra realizaciéon de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un péptido de la
invencion y un vehiculo. La invencion incluye péptidos de la invencion para ser usados en la preparacion de un
medicamento para inhibir los canales de calcio en una célula, inducir la apoptosis de una célula cancerosa y/o el
tratamiento del cancer. La invencion también incluye péptidos de la invencion para ser usados en la inhibicion de los
canales de calcio de una célula, la induccion de la apoptosis de una célula cancerosa y/o el tratamiento del cancer.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada. No obstante, hay que saber que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque indican
realizaciones preferidas de la invencion, solo se ofrecen a modo de ilustracion, ya que a partir de la descripcion
detallada resultaran evidentes a los expertos en la técnica diferentes cambios y modificaciones dentro del espiritu y
del alcance de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos
Las realizaciones de la invencion se describiran en relacion con los dibujos, en los que:

En la figura 1 se muestra el cambio promedio neto de la corriente de calcio (Isoc) a través de los canales de TRPV6
en funcion de la concentracion de péptido (panel A). SorC13 esta representado mediante circulos huecos y una linea
discontinua. SorC27 esta representado mediante cuadrados huecos y una linea continua. Obsérvese que los
numeros positivos indican la inhibicién (corriente neta) del flujo de corriente de calcio al interior de la célula. En el
panel B se muestra el porcentaje de inhibicion maxima de la corriente de calcio (Isoc) a través de los canales de
TRPV6 en funcién de la concentracion de péptido. SorC13 esta representado por circulos huecos y linea discontinua.
SorC27 esta representado por cuadrados huecos y una linea continua.

En la figura 2 se muestra el efecto de SorC27 sobre una linea celular de cancer de ovario (SKOV-3, panel A) y una
linea celular de cancer de mama (MCF 7, panel B).

En la figura 3 se muestra el efecto de SorC13 sobre una linea celular de cancer de ovario (SKOV-3, panel A) y una
linea celular de cancer de mama (T 47D, panel B).

En la figura 4 se muestra una comparacioén de la induccion de la apoptosis mediante el paclitaxel (10 uM) y SorC13
(10 yM) en las T 47D (panel A). En el panel B se muestra una comparacion del paclitaxel (10 uM) y SorC27 (10 pM)
en las MCF 7.

En la figura 5 se muestra una comparacion de la proporcion tratamiento con CAT: control de CAT (sin CAT) con la
proporcion de tratamiento con SorC13:control de Sorc13 (sin SorC13) y tratamiento con SorC27:control de SorC27
(sin SorC27) sobre las SKOV3 (panel A). En el panel B se muestra la comparacion de los tratamientos con CAT y
con SorC13 sobre las CaOV3. La concentracion de SorC13 era de 100 uM; la de SorC27 era de 10 uM. CAT =
paclitaxel (10 uM) mas carboplatino (20 mM). El dato de cada punto corresponde a la media de cuatro mediciones
de la induccién de la apoptosis. La linea punteada es una proporcion de 1:1 obtenida para la ausencia de efecto.

En la figura 6 se muestra una comparacion de la proporcion de tratamiento con CAT:control de CAT (sin CAT) con la
proporcion de tratamiento con SorC27:control de SorC27 (sin SorC27) sobre las OVCAR3. Las concentraciones de
SorC27 eran 10 yM (cuadrado relleno) y 100 uM (cuadrado vacio). CAT = paclitaxel (10 uM) mas carboplatino (20
mM). El dato de cada punto corresponde a la media de cuatro mediciones de la induccién de la apoptosis. La linea
punteada es una proporcion de 1:1 obtenida para la ausencia de efecto.

La figura 7 es un dibujo lineal que muestra la localizaciéon de los ganglios linfaticos en el ratén. La acumulacion
significativa de SorC13-Cy5.5 y SorC27-Cy5.5 cuatro horas después de la inyeccion i.v. de 100 pug de cada uno de
los péptidos marcados en ratones CD1 se observo en los siguientes ganglios linfaticos marcados en la figura 7: 1,
ganglios cervicales superfaciales; 4, ganglios axilares; 5, ganglios branquiales; 8, ganglios mesentéricos; y 9,
ganglios inguinales.

En la figura 8 se muestra la distribucion de SorC13 marcado con Cy5.5 en los ratones CD1, 4 horas después de la
inyeccion i.v. El eje Y es el porcentaje de la fluorescencia total medida en todos los tejidos.

En la figura 9 se muestra la distribucion de SorC27 marcado con Cy5.5 en los ratones CD1, 4 horas después de la
inyeccion i.v. El eje Y es la fluorescencia total medida en cada tejido.

En la figura 10 se muestra la distribucion de SorC27 marcado con Cy5.5 en los ratones CD1 después de la inyeccion
i.v. alo largo del tiempo después de la perfusion para quitar los liquidos. El eje Y es el porcentaje de fluorescencia
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total medida en todos los tejidos. El porcentaje de captacion mas alto (de fluorescencia total) de SorC27 se observo
en higado, pulmén vy rifion. No se muestra el ganglio linfatico porque la perfusion quita la linfa. En el panel A se
muestra la distribucion 4 horas después de la inyeccion i. v y en el panel B, 24 horas después de la inyeccion i.v.

En la figura 11 se muestra la degradacion de SorC27 en el plasma sanguineo humano a partir del analisis por HPLC
de 100 pl de plasma diluido en 100 pl de KCl a 2 M, inyeccion de 94 yl. El eje Y indica la cantidad (ug) de SorC27 en
el plasma antes de la dilucién con KCI, semivida = 20,0 min, r = 0,87, p < 0,05. Los datos son media £ EEM, n = 6.

En la figura 12 se muestran los resultados de un experimento in vivo con ratones NOD/SCID xenoinjertados con
tumores de cancer de ovario SKOV3 de humano. A los ratones se les inyect6 solucién salina de control, SorC27 o
bien una mezcla de paclitaxel y carboplatino (CAT). SorC27 redujo significativamente el volumen tumoral (p < 0,05)
cuando se comparé con una inyeccion de disolucion salina de control y no se diferenciaba de los ratones tratados
con CAT durante 12 dias cuando el tamafio tumoral se normalizé por la masa corporal.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los inventores han fabricado péptidos aislados que tienen actividad inhibidora del canal de calcio sin actividad
paralizante. En particular, los péptidos tienen actividad inhibidora del canal de calcio de TRPV6 y bloquean el
funcionamiento de TRPV6 en las células cancerosas que tienen el TRPV6 sobreexpresado. Los péptidos son utiles
en los procedimientos de tratamiento del cancer, tales como cancer de mama, cancer de ovario, neoplasia hematica
(leucemia), cancer cerebral, cancer de retina, cancer hepatico, cancer de tiroides, cancer de colon, cancer de
prostata y cancer de endometrio.

Los péptidos también son utiles para el tratamiento del cancer metastasico que se ha originado en un primer tejido y
que se extiende a un sitio secundario, tal como un ganglio linfatico, higado, pulmoén o tejido renal.

En una realizacién, el péptido de la invencion tiene la secuencia de aminoacidos: HPSKVDLPR (denominada
«SorC9»; aminoacidos n.° 19-27 de la SEQ ID n.° 1). En otra realizacion, el compuesto tiene la secuencia de

aminoécidos KEFLHPSKVDLPR (denominada «SorC13»; aminoacidos n.° 15-27 de la SEQ ID n.° 1). En ofra
realizaciéon, el compuesto comprende toda o parte de la secuencia de aminoacidos
EGKLSSNDTEGGLCKEFLHPSKVDLPR (denominada «SorC27»; SEQ ID n.° 1).

La invencion también describe un acido nucleico aislado que codifica un péptido de la invencién, tal como un acido
nucleico que codifica la SEQ ID n.° 1 o uno de sus fragmentos descritos en la presente memoria. La invencion
también describe anticuerpos aislados contra un péptido de la invencion. El anticuerpo opcional y selectivamente se
fija a un péptido de la invencién, pero no se fija a la soricidina.

Sorprendentemente, los compuestos de la invencién tienen identidad de secuencia con parte de la soricidina, pero
tienen actividad inhibidora del canal de calcio sin actividad paralizante. Anteriormente no se sabia que la soricidina
tuviera dos dominios funcionales en su estructura. Tampoco se sabia que se podian preparar péptidos que
separasen la actividad inhibidora del canal de calcio de la actividad paralizante. Los péptidos de la invencion tienen
opcionalmente la mitad de la longitud de la soricidina o son mas pequefos. Los péptidos de la invencién no sélo
aislan y conservan la actividad inhibidora del canal de calcio, sino que inesperadamente tienen una mayor actividad
inhibidora del canal de calcio que la soricidina en determinadas lineas celulares, tales como la OV 2008. En algunas
lineas celulares también se incrementaba la actividad de inhibicion a medida que disminuia la longitud del péptido.

La naturaleza sorprendente de esta invencion se acentua al considerar que, mientras las enzimas y proteinas
grandes y bifuncionales son frecuentes en los sistemas bioldgicos, la bifuncionalidad inherente es un fenémeno muy
raro en los péptidos pequefos. Los resultados publicados sobre la bifuncionalidad han sido tipicamente el resultado
de una produccion artificial, por ejemplo, cuando dos péptidos diferentes se han fusionado quimicamente (Anes et al.
2006; Yamamoto et al. 2008). El inventor determiné que el extremo amino de la soricidina tiene una funcion
paralizante y que el extremo carboxilo tiene una funcion inhibidora del canal de calcio. El truncamiento de la
soricidina por el extremo amino produjo con éxito péptidos que conservaban la actividad inhibidora del canal de
calcio sin actividad paralizante.

Los péptidos de la invencion tienen otras propiedades inesperadas en comparacion con la soricidina de longitud
completa. Por ejemplo, los péptidos de la invencidon son mas solubles, lo que permite que se administren dosis mas
pequefias para conseguir una concentracion peptidica deseada en el plasma sanguineo. Sobre la base de las
solubilidades relativas, el volumen de la dosis de los péptidos de la invencidon para conseguir una concentracion
sanguinea deseada podria ser al menos 10 veces mas pequefia que la de la soricidina.

Adicionalmente, los péptidos tienen una mayor estabilidad de almacenamiento y en solucién debido a la presencia
de menos puentes disulfuro sensibles (la soricidina tiene 3 puentes disulfuro). Los péptidos de la invencion no tienen
opcionalmente puentes disulfuro. Una ausencia de puentes disulfuro proporciona un periodo de almacenamiento
muy largo cuando se conserva con una refrigeracion minima o a temperatura ambiente como un sdlido.
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Adicionalmente, cuando los péptidos de la invencion sin puentes disulfuro se disuelven en agua, no se pueden
escindir los puentes disulfuro. Tal escision, en la soricidina de longitud completa, puede hacer que el péptido sea
menos activo y mas propenso a formar puentes disulfuro intermoleculares. La formacién de puentes disulfuro
interpeptidicos también da lugar a la precipitacion de la soricidina. Los péptidos de la invencion, tales como SorC13
y Sorc27, son tipicamente estables en solucidon acuosa a 8 °C durante al menos 3 semanas sin ningin cambio de
pureza, segun se midi6é por HPLC.

Los péptidos de la invencién también esquivan uno de los principales efectos adversos de las sustancias
farmacéuticas relacionado con la capacidad para atravesar la barrera protectora del sistema nervioso central: la
barrera hematoencefalica. Que los péptidos de la invencion sean incapaces de atravesar esta barrera protectora
elimina la posible toxicidad en el sistema nervioso central.

Los péptidos de la invencion tienen ventajosamente poca toxicidad. Tal y como se demuestra en el ejemplo 23,
después de la inyeccion i.v. in vivo en los ratones CD1, SorC27 no hizo cambiar la tension arterial ni en la frecuencia
cardiaca durante un periodo de medicién de 1 hora. Tampoco se observé ningin cambio neurolégico/conductual
durante 72 horas. Después de la inyeccion i.v. in vivo en los ratones CD1, SorC13 ocasioné un pequefio pico
(aproximadamente del 25%) de la tension arterial en los primeros 15 min que desaparecié al cabo de 1 hora. No se
observaron cambios neuroldgicos/conductuales en los ratones durante 72 horas. La inyeccion intravenosa Unica de
SorC13 o SorC27 en los ratones CD1 en dosis de 10 mg/kg, 100 mg/kg y 500 mg/kg no produjo acontecimientos
adversos durante un periodo de observacion tras la inyeccion de 5 dias. La autopsia tampoco mostré cambios
significativos en los principales sistemas de 6rganos. Ademas, una dosis multiple de SorC27 a 400 mg/kg (i.p.) cada
dia durante 12 dias en los ratones no mostré ninguna indicacién de toxicidad.

Los péptidos de la invencién, en particular los péptidos mas pequefos, tal como SorC13, tienen tipicamente menos
capacidad antigénica que la soricidina. Los péptidos que tienen un nimero de aminoacidos igual o menor al umbral
empirico para la antigenicidad (tipicamente se considera que es de 13 aminoacidos para los péptidos en general) no
poseen capacidad antigénica.

Como se observé mas arriba, un péptido de la invencién tendra actividad de canal de calcio (a saber, la capacidad
para inhibir parcial o totalmente la actividad de canal) sin actividad paralizante. Los péptidos que tienen tal actividad
se identifican con facilidad con cualquier ensayo conocido adecuado que mida i) el bloqueo del canal de calcio y ii) la
ausencia de actividad paralizante. Por ejemplo, en una realizaciéon, un péptido que tiene actividad inhibidora del
canal de calcio se identifica opcionalmente mediante la determinacion de que el péptido reduce la actividad del canal
de calcio al reducir (a saber, inhibir parcial o totalmente) el flujo del calcio a través de los canales de calcio.

La actividad inhibidora del canal de calcio se identifica opcionalmente mediante una linea celular faciimente
disponible (p. €j., lineas celulares de rifidn embrionario humano, HEK, célula del cancer de préstata del ganglio
linfatico, LnCaP) transfectadas con un vector de expresion para TRPV6. Tales células transfectadas se distribuyen
en alicuotas facilmente y se conservan (tipicamente a —80 °C) hasta que se necesiten. Esto proporciona una
preparacion de células transfectadas estandares para ensayar la inhibicion de la captacion de los iones de calcio en
las células. El analisis del movimiento del calcio en las lineas celulares para identificar los péptidos de la invencién
que proporcionan una reduccién de la actividad de canal de calcio se realiza opcionalmente mediante mediciones
fluorimétricas (sonda de iones de calcio FURA internalizada) o mediante un protocolo electrofisioldgico que implica el
pinzamiento zonal de las células y medir la corriente de calcio en presencia o ausencia de un péptido.
Opcionalmente, los péptidos tienen una constante de inhibicién en equilibrio de menos de: 1000 nM, 150 nM o 100
nM en un modelo de células LnCaP al mismo tiempo que no alteran la transmisién por el nervio ciatico de un
potencial de accién en un modelo de nervio ciatico de rata (a saber, sin actividad paralizante). Por ejemplo, la
constante de disociacion en equilibrio (Kd) para SorC27 es de 140 nM y la de SorC13 es de 100 nM en el modelo de
LnCaP (figura 6). Basandose en una relacion lineal con el nimero de aminoacidos, la Kd de SorC9 se espera que
sea aproximadamente de 90 nM.

Los péptidos aislados son Utiles para una serie de propdsitos. Una realizacion incluye péptidos de la invencion para
ser usados en procedimientos de reduccién de la proliferaciéon celular administrando un péptido de la invencién a
una célula, tal como una célula cancerosa. La reduccién de la proliferacion celular se determina con facilidad al
poner en contacto un péptido con una célula en proliferacion, tal como una célula cancerosa, in vitro o in vivo, y
determinar si el péptido reduce (a saber, inhibe completa o parcialmente) la proliferacién celular. En particular, la
invencion describe procedimientos de induccién de la apoptosis de una célula, tal como una célula cancerosa,
mediante la administracién de un péptido de la invencion a la célula. La reduccién de la proliferaciéon celular se
determina con facilidad al poner en contacto un péptido con una célula, tal como una célula cancerosa, in vitro o in
vivo, y determinar si el péptido induce la apoptosis.

Tal y como se indic6 mas arriba, los péptidos aislados son utiles para tratar el cancer. La invencion describe

procedimientos para tratar el cancer en un mamifero, tal como un humano, mediante la administraciéon de un péptido

aislado de la invencion al mamifero. Notablemente, en los ensayos independientes y comparativos directos contra el

farmaco contra el cancer bien conocido, el paclitaxel, y el céctel de farmacos contra el cancer, paclitaxel y

carboplatino («coctel CAT»), los dos péptidos de la invencion, SorC13 y SorC27, proporcionaron una induccion mas
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rapida y mas activa de la apoptosis en determinadas lineas celulares. Se ha demostrado que este efecto es mejor
tanto contra el cancer de mama como contra el cancer de ovario. Un tratamiento tipico contra el cancer de mama es
el paclitaxel y un tratamiento tipico contra los canceres de ovario es el coctel CAT. En ofras lineas celulares, el
funcionamiento de SorC13 y SorC27 era comparable al de CAT.

También se ha demostrado que el péptido aislado SorC27 es util para tratar el cancer en un modelo de cancer de
ratén con xenoinjerto in vivo. Tal y como se muestra en el ejemplo 14 y en la figura 12, en los ratones NOD/SCID
xenoinjertados con tumores de cancer de ovario humano, SorC27 redujo el volumen tumoral significativamente (p <
0,05) cuando se compard con la situacion de control (inyeccion de disolucion salina) y no se diferenciaba de los
ratones tratados con CAT, durante 12 dias, cuando el tamario tumoral se normalizé por la masa corporal.

Sin pretender comprometerse con la teoria sobre la causa del efecto antineoplasico, el inventor ha determinado,
mediante experimentos con SorC27 y SorC13, que los péptidos de la invencion activan la cascada apoptosica a
través de la caspasa 3 y/o 7 en diez lineas celulares cancerosas diferentes, pero no en dos lineas celulares no
cancerosas.

Asi pues, un péptido de la invencién se identifica opcionalmente por tener actividad contra el cancer si provoca la
induccion de las enzimas caspasa 3 y caspasa 7 por encima de los niveles de la caspasa 3 y de la caspasa 7 en las
células de control. Una vez que estas enzimas se activan, se producira la muerte celular. La actividad de las
enzimas caspasas en las células tratadas se mide con facilidad y se compara con las células sin tratar de control.

Ademas, tal y como se muestra en la tabla 9 y en el ejemplo 25, la presencia del ARNm de TRPV6 en una linea
celular se corresponde con las lineas celulares que muestran un efecto apoptdsico en respuesta a los péptidos de la
presente invencion.

Cancer metastasico

Los péptidos de la invencion tienen actividad antineoplasica contra una célula cancerosa en un sitio de tumor
primario o una célula cancerosa que hace metastasis en un sitio de cancer secundario. Los péptidos se localizan
predominantemente en los ganglios linfaticos, pero también en pulmodn, higado y rifién, que son los sitios habituales
en los que se localiza el cancer metastasico (figura 7).

Los péptidos de la presente aplicacion son utiles para el tratamiento del cancer metastasico, entre ellos un cancer
que se ha diseminado a pulmén, cerebro, higado, rifién, bazo y médula ésea. Los péptidos se pueden usar solos o
en una composicion farmacéutica que comprende un segundo farmaco contra el cancer.

Los péptidos de la presente solicitud son particularmente Utiles para tratar las metastasis en los ganglios linfaticos.
«Metastasis en los ganglios linfaticos» incluye opcionalmente cancer de pulmén (Mujoomdar et al., 2007), cancer
gastrico, carcinoma cervical (Lyshchik et al., 2007), carcinoma vulvar (Vernooij et al., 2007), cancer de endometrio
(Aalders et al., 2007), carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Veness et al., 2007), cancer de es6fago
y garganta, carcinoma nasofaringeo (Ma et al, 2007), cancer digestivo (Wind et al., 2006), cancer de vesicula biliar,
cancer de cerebro (Mujoomdar et al., 2007), cancer de tiroides, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de
prostata y cancer colorrectal. Asi pues, los péptidos de la invencion son utiles para tratar el cancer en un mamifero
en cualquiera de los estadios del cancer |, II, Il o IV.

Péptidos de la invencién

Los péptidos aislados que comprenden toda o cualquier parte de la SEQ ID n.° 1 y que tienen actividad inhibidora del
canal de calcio (actividad inhibidora de TRPV6), sin actividad paralizante, son péptidos utiles para el tratamiento del
cancer. Se pueden afadir aminoacidos a los péptidos de la invencién, pero los péptidos aislados, con aminoacidos,
son tipicamente de 35 o 30 aminoacidos o menos, opcionalmente menos de: 27, 25, 20, 15 o 13 aminoacidos de
longitud, incluso opcionalmente al menos 9 aminoacidos de longitud. Se pueden fabricar con facilidad los péptidos
mas largos mediante la adicién de una serie de aminoacidos adicionales a la secuencia de SorC27 para fabricar un
péptido que pudiera tener, por ejemplo, hasta 30, 35, 40 o 45 aminoacidos de longitud (p. €j., los aminoacidos
adicionales que corresponden a la secuencia de aminoacidos de la soricidina, tal como uno o mas de los

aminoécidos del extremo carboxilo (SILARPAELNTETCILEC SEQ ID n.° 2), una secuencia de direccionamiento u
otros aminoacidos).

El péptido comprende opcionalmente, consiste esencialmente en o consiste en la secuencia de aminoacidos:

HPSKVDLPR (aminoacidos n.° 19-27 de la SEQ ID n.° 1), KEFLHPSKVDLPR (aminoacidos n.° 15-27 de la SEQ
IDne1)o EGKLSSNDTEGGLCKEFLHPSKVDLPR (SEQ ID n.° 1). Opcionalmente, el péptido comprende al

menos: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 aminoacidos de la SEQ ID n.° 1. Opcionalmente, el péptido
aislado comprende al menos: 9, 10, 11, 15 o 18 aminoacidos de la SEQ ID n.° 1. Opcionalmente, el péptido
comprende un fragmento de 9-13, 10-15, 15-20, 20-25 o 20-27 aminoacidos de la SEQ ID n.° 1, en donde el péptido
inhibe los canales de calcio, reduce la proliferacién celular y no tiene actividad paralizante.
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Los péptidos de la invencion también incluyen opcionalmente analogos de los péptidos arriba mencionados. Los
analogos de la proteina de la invencion incluyen opcionalmente, pero sin limitarse a ellos, una secuencia de
aminoacidos que contiene sustituciones, inserciones, deleciones y/o mutaciones de uno o mas aminoacidos. Las
sustituciones de aminoacidos pueden ser de una naturaleza conservativa o no conservativa. Las sustituciones
conservativas de aminoacidos implican reemplazar uno o mas aminoacidos de los péptidos de la invencion con
aminoacidos de carga, tamafio y/o caracteristicas de hidrofobia similares. Cuando se hacen soélo sustituciones
conservativas, el andlogo resultante debe ser funcionalmente equivalente. Las sustituciones no conservativas
implican reemplazar uno o mas aminoacidos de la secuencia de aminoacidos por uno o mas aminoacidos que
poseen una carga, tamafio y/o caracteristicas de hidrofobia diferentes. El analogo es opcionalmente un peptoide,
que es una poliglicina N-sustituida con grupos aminoacidicos R unidos al atomo N.

Se introducen opcionalmente una o mas inserciones de aminoacidos en las secuencias de aminoacidos de la
invencion. Las inserciones de aminoacidos consisten un Unico resto aminoacidico o aminoacidos secuenciales que
oscilan, por ejemplo, de 2 a 15 aminoacidos de longitud.

Las deleciones consisten de la retirada de uno o mas aminoacidos, o porciones aisladas de la secuencia de
aminoacidos del péptido. Los aminoacidos eliminados pueden ser contiguos o pueden no serlo.

Los péptidos de la invencién se preparan con facilidad mediante sintesis quimica con técnicas bien conocidas en la
quimica de las proteinas, tales como la sintesis de fase solida (Merrifield, 1964, J. Am. Chem. Assoc. 85: 2149-2154)
o la sintesis en soluciéon homogena (Houbenweil, 1987, Methods of Organic Chemistry, ed. E. Wansch, vol. 151y Il,
Thieme, Stuttgart).

Los analogos de una proteina de la invencion se preparan opcionalmente mediante la introducciéon de mutaciones en
una secuencia nucleotidica que codifica el péptido. Las mutaciones en las secuencias nucleotidicas construidas para
la expresion de andlogos de una proteina de la invencién conservan el marco de lectura de las secuencias
codificantes. Ademas, las mutaciones no crearan preferiblemente regiones de complementariedad que pudieran
hibridarse para producir estructuras secundarias en el ARNm, tales como bucles u horquillas, que podrian afectar
adversamente a la traduccion del ARNm.

Las mutaciones se introducen opcionalmente en locus particulares mediante la sintesis de los oligonucleétidos que
contienen una secuencia mutante, flanqueados por sitios de restriccion que permiten la ligacion a fragmentos de la
secuencia nativa. Después de la ligacion, la secuencia reconstruida resultante codifica un analogo que tiene la
insercion, sustitucion o delecion de aminoacidos deseada.

Alternativamente, se emplean procedimientos de mutagénesis especifica de sitio dirigida por oligonucleétidos para
proporcionar un gen alterado que tiene determinados codones alterados de acuerdo con la sustitucion, delecion o
insercion requerida. La delecién o truncamiento de un péptido de la invencion también se consigue con facilidad
utilizando sitios de endonucleasas de restriccion oportunos adyacentes a la delecion deseada. Tras la restriccion, se
pueden rellenar los extremos protuberantes y religar el ADN. Los procedimientos de ejemplo para fabricar las
alteraciones presentadas anteriormente los describen Sambrook et al. (Sambrook J et al., 2000. Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (tercera edicion), Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Ademas, los analogos de una proteina de la invencion se preparan con facilidad por sintesis quimica con las
técnicas bien conocidas en la quimica de proteinas, tales como la sintesis en fase solida (Merrifield, 1964, J. Am.
Chem. Assoc. 85: 2149-2154) o la sintesis en solucion homogénea (Houbenweyl, 1987, Methods of Organic
Chemistry, ed. E. Wansch, vol. 15 | y I, Thieme, Stuttgart). Los péptidos de la invencidn también incluyen péptidos
que tienen una identidad de secuencia con un péptido de la invencion, péptidos mutados y/o truncamientos de los
mismos, como se describe en la presente memoria. Tales péptidos tienen secuencias de aminoacidos que
corresponden a secuencias de acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de hibridacién rigurosas (véase la
discusion de las condiciones de hibridacion rigurosa en la presente memoria) con una sonda utilizada para obtener
un péptido de la invencion. Los péptidos que tienen la misma secuencia a menudo tendran las regiones que son
caracteristicas de la proteina.

Otros péptidos utiles de la invencion comprenden opcionalmente, consisten esencialmente en o consisten en una
secuencia de aminoacidos con al menos: una identidad de secuencia del 80%, 90% o 95% con toda o parte de la
SEQ ID n.° 1 descrita en la presente memoria, en donde el péptido tiene actividad inhibidora del canal de calcio y
ninguna actividad paralizante, y es util para el tratamiento del cancer. La identidad de secuencia se evalua
tipicamente mediante la busqueda avanzada con el programa BLAST versiéon 2.1 (parametros como mas arriba;
Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J (1990) «Basic local alignment search tool». J. Mol.
Biol. 215: 403-410). BLAST es una serie de programas que estan disponibles en linea a través del Centro Nacional
de los EE. UU. para la Informacion de Biotecnologia (edificio 38A de la National Library of Medicine, Bethesda, MD
20894). La busqueda avanzada con BLAST se ajusta con los parametros de defecto. Las referencias para los
programas de BLAST incluyen: Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J. (1990) «Basic local
alignment search tool». J. Mol. Biol. 215: 403-410; Gish, W. y States, D. J. (1993) «ldentification of protein coding
regions by database similarity search». Nature Genet. 3: 266-272; Madden, T. L., Tatusov, R. L. y Zhang, J. (1996)
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«Applications of network BLAST server» Meth. Enzymol. 266: 131-141; Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A,,
Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. y Lipman, D. J. (1997) «Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs». Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402); Zhang, J. y Madden, T. L. (1997) «PowerBLAST: A
new network BLAST application for interactive or automated sequence analysis and annotation». Genome Res. 7:
649-656).

La presente invencion también describe una proteina de la invencién conjugada con una proteina seleccionada o
una proteina marcadora seleccionable para producir proteinas de fusion.

Procedimientos terapéuticos

Los péptidos de la invencion, tales como toda o parte de la SEQ ID n.° 1 descrita en la presente memoria, son utiles
para reducir la proliferacion celular, inducir la apoptosis celular y prevenir o tratar el cancer mediante la
administracion del péptido a un humano.

La frase «reducir la proliferacion celular» tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a enlentecer la
velocidad de proliferacién de una célula en comparacién con la velocidad de proliferacién de una célula en ausencia
de la sustancia.

La frase «inducir la apoptosis celular», tal y como se utiliza en la presente memoria, hace referencia a incrementar la
velocidad de la apoptosis de las células en comparacién con la velocidad de la apoptosis de las células en ausencia
de la sustancia.

La terminologia «cantidad eficaz» tal y como se utiliza en la presente memoria significa una cantidad eficaz y en
dosis y durante los periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado deseado (p. e€j., opcionalmente,
bloquear la actividad del canal de calcio, reducir la proliferacion celular, inducir la apoptosis y/o prevenir o tratar el
cancer).

Administrar un péptido o sustancia a un mamifero incluye administraciones tanto in vivo como ex vivo.

La terminologia «una célula», tal y como se utiliza en la presente memoria, incluye una sola célula asi como una
pluralidad o poblacion de células. La administracion de un péptido o de una sustancia a una célula incluye
administraciones tanto in vitro como in vivo.

La frase «reduce la actividad del canal de calcio», tal y como se utiliza en la presente memoria, significa que la
sustancia puede dar lugar a una disminucién de la actividad del canal de calcio en comparacion con la actividad del
canal de calcio en ausencia de la sustancia.

Los péptidos de la invencién inhiben fuertemente la captacion del calcio en las células cancerosas, en particular las
células cancerosas en las que el canal de captacion de calcio de TRPV6 tiene incrementada la expresion, tal como
en el cancer de mama, cancer de ovario, neoplasia hematica, cancer cerebral, cancer de retina, cancer hepatico,
cancer de tiroides, cancer de colon, cancer de préstata y cancer de endometrio. Los péptidos de la invencion, al
reducir la captacion de calcio, alteran el calcio intracelular esencial para la proliferacion de células normales y
cancerosas. Por consiguiente, la invencion incluye el uso de un péptido de la invencién para reducir la proliferacion
celular, inducir la apoptosis y/o prevenir o tratar tumores y el cancer en los mamiferos (p. €j., humanos) mediante la
administracion del péptido al mamifero.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, y como se sabe bien en la técnica, «tratar» o «tratamiento» es una
estrategia para obtener unos resultados beneficiosos o deseados, entre ellos los resultados clinicos. Los resultados
clinicos beneficiosos o deseados pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, el alivio o la mejora de uno o mas
sintomas o afecciones, disminucion de la extension de la enfermedad, estado estabilizado (a saber, que no empeora)
de la enfermedad o trastorno, prevencion de la diseminacion de la enfermedad o trastorno, retraso o enlentecimiento
de la progresion de la enfermedad o trastorno, mejora o paliacion del estado de la enfermedad o trastorno, y
remision (tanto si es parcial como total), tanto si es detectable como indetectable. «Tratamiento» también puede
significar prolongar la supervivencia en comparacion a la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

Composiciones farmacéuticas

La invencion también incluye el uso de los péptidos de la invencidon para preparar un medicamento para el
tratamiento del cancer. Los péptidos aislados de la invencién se formulan opcionalmente en una composicion
farmacéutica para la administracion a sujetos en una forma biolégicamente compatible adecuada para la
administracion in vivo. Con «forma biolégicamente compatible adecuada para la administracion in vivo» se quiere
hacer referencia a una forma de la sustancia a administrar en la que cualquier efecto toxico tiene menos peso que
los efectos terapéuticos. Las sustancias se pueden administrar a organismos vivos, entre ellos humanos y animales.

La administraciéon de una cantidad terapéuticamente activa de las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se define como una cantidad eficaz, en unas dosis y durante periodos de tiempo necesarios para
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conseguir el resultado deseado. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de una sustancia puede variar
de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la
capacidad que tiene la sustancia para desencadenar una respuesta deseada en el individuo. Las posologias de la
dosis se pueden ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica éptima. Por ejemplo, se pueden administrar
varias dosis independientes al dia o la dosis se puede reducir proporcionalmente como lo indiquen las exigencias de
la situacion terapéutica.

El péptido de la invencion se combina preferiblemente con otros componentes, tales como un vehiculo en una
composicion, tal como una composicion farmacéutica. Las composiciones son Utiles cuando se administran para el
tratamiento farmacoldgico o la prevencion del cancer.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar a humanos o animales mediante una serie de
procedimientos, entre ellos, pero sin limitarse a ellos, la administracion tépica, la administracion oral, la
administracion en aerosol, la instilaciéon intratraqueal, la inyeccion intraperitoneal, la inyeccion en el liquido
cefalorraquideo, la inyeccion intravenosa y la inyeccion subcutanea. Las dosis a administrar dependen de las
necesidades del paciente, el efecto deseado y la via de administracion elegida. Las moléculas de acido nucleico y
los péptidos se pueden introducir en las células con vehiculos de administracion in vivo tales como liposomas.
También se pueden introducir en estas células mediante técnicas fisicas tales como la microinyeccion y la
electroporacion, o procedimientos quimicos tales como la coprecipitacion, pegilacion o mediante liposomas.

Las composiciones farmacéuticas se preparan mediante procedimientos conocidos para la preparacion de
composiciones farmacéuticamente aceptables que se pueden administrar a los pacientes, y de tal forma que una
cantidad eficaz de la molécula de &acido nucleico o péptido se combina en una mezcla con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical
Sciences (Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., EE. UU.) o Handbook of
Pharmaceutical Additivies (compilado por Michael e Irene Ash, Gower Publishing Limited, Aldershot, Inglaterra
(1995)). Sobre esta base, las composiciones incluyen, aunque no exclusivamente, soluciones de las sustancias en
asociacién con uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables y pueden estar contenidas en
soluciones tamponadas con un pH adecuado y/o ser isoosméticas con los liquidos fisioldgicos. En este sentido, se
puede hacer referencia a la patente de los EE. UU. n.° 5.843.456.

Sobre esta base, las composiciones farmacéuticas incluyen opcionalmente un compuesto o sustancia activa, tal
como un péptido o molécula de &acido nucleico, en asociacion con uno o mas vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables, y contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado e isoosmoticas con los
liquidos fisiologicos. Los procedimientos para combinar las moléculas activas con los vehiculos o combinarlas con
diluyentes los conocen bien los expertos en la técnica. La composicion opcionalmente incluye un agente de accion
selectiva para el transporte del compuesto activo a los sitios especificados dentro del tejido.

Preparacién de anticuerpos

Los anticuerpos contra el péptido son Uutiles para identificar la presencia del péptido en una muestra problema.
Cualquier procedimiento para marcar el anticuerpo que informe de la densidad/localizacion del péptido resultaria util
(p. €j., péptido marcado radiactivamente o péptido etiquetado con fluorescencia). El anticuerpo es tipicamente un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. Los anticuerpos son también valiosos para la inmunopurificacion
de los péptidos. Por ejemplo, se puede poner en contacto una muestra biolégica con el anticuerpo en las
condiciones que permiten la formaciéon de un complejo inmunitario entre el anticuerpo y un péptido reconocido por el
anticuerpo, y detectar en la muestra la presencia o la ausencia del complejo inmunoldgico por medio del cual se
detecta la presencia del péptido de la invencién. La invencidon también describe composiciones que incluyen
preferiblemente el anticuerpo, un medio adecuado para la formacién de un complejo inmunitario entre el anticuerpo y
un péptido reconocido por el anticuerpo, y un reactivo capaz de detectar el complejo inmunitario para comprobar la
presencia de los péptidos de la invencion.

Para reconocer los péptidos de la invenciéon se pueden generar anticuerpos contra un abanico de epitopos uUnicos a
lo largo de los péptidos.

Los anticuerpos monoclonales y policlonales se preparan de acuerdo con la descripcion en esta solicitud y los
métodos conocidos en la técnica. Para ejemplos de procedimientos de preparacion y usos de los anticuerpos
monoclonales, véanse las patentes de los EE. UU. n.°° 5.688.681, 5.688.657, 5.683.693, 5.667.781, 5.665.356,
5.591.628, 5.510.241, 5.503.987, 5.501.988, 5.500.345 y 5.496.705. Ejemplos de la preparacion y usos de los
anticuerpos policlonales se describen en las patentes de los EE. UU. n.® 5512.282, 4.828.985, 5.225.331 y
5.124.147.

La terminologia «anticuerpoy», tal y como se utiliza en la presente memoria, incluye fragmentos del mismo que
también reaccionan especificamente con un péptido de la invencion. Los anticuerpos se pueden fragmentar con las
técnicas convencionales y se puede escrutar la utilidad de los fragmentos de la misma manera que se describe mas
arriba. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos F(ab')2 al tratar el anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab')2
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resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro para producir los fragmentos Fab'.

La invencién también describe procedimientos de uso de los anticuerpos, tales como para la deteccion de los
receptores que se fijan a los péptidos de la invencion. Por ejemplo, la invencién incluye un procedimiento para
detectar la presencia de un péptido de la invencién, en donde: a) se pone en contacto una muestra que contiene uno
0 mas péptidos con un anticuerpo de la invencion en las condiciones adecuadas para la que se dé la fijacion del
anticuerpo a los péptido con los cuales reacciona especificamente; b) se separan del anticuerpo los péptidos sin fijar;
y c) se detecta el anticuerpo que permanece fijado a uno o mas de los péptidos en la muestra.

Herramienta de busqueda

Los péptidos de la invencion son Uutiles en los protocolos de busqueda para explorar la unidn neuromuscular y los
canales ionicos. La capacidad para alterar selectivamente determinados canales idnicos o clases de canales i6nicos
proporciona otra herramienta con la cual alterar la sinapsis neuromuscular de una manera predecible. Esto identifica
la funcion de las dianas peptidicas sensibles en las funciones y procesos neuromusculares. La invencion incluye un
procedimiento para determinar la respuesta de un canal iénico a un péptido paralizante, que comprende poner en
contacto un canal o células que comprenden un canal con un péptido de la invencién o un derivado del mismo y
determinar si los canales transportan iones o si se ha reducido el transporte de iones (p. €j., Ca2+).

Los péptidos de la invencion inhiben los canales de TRPV6 y se etiquetan con facilidad con una marcacion
(marcacion fluorescente, marcacion radioactiva, marcacion de biotina, etc.) de identificacion del canal de TRPV6 en
una célula o tejido, o de marcacion de células o tejidos que expresan una gran cantidad de canales de calcio. En
consecuencia, la invencion se refiere a los procedimientos para identificar un canal de TRPV6 en una célula o tejido,
que comprende poner en contacto la célula o tejido con un péptido de la invencion que se ha etiquetado con una
marcacion detectable y detectar el péptido fijado al canal de TRPV6 en la célula o tejido.

Acidos nucleicos

Los péptidos de la invenciéon (que incluyen truncamientos, analogos, etc.) se pueden preparar mediante sintesis
quimica o mediante procedimientos de ADN recombinante. En consecuencia, la invencién describe moléculas de
acido nucleico que tienen una secuencia que codifica un péptido de la invencién. Estas secuencias se incorporan
con facilidad de acuerdo con los procedimientos conocidos en la técnica en un vector de expresién adecuado que
asegura la buena expresion del péptido. Los vectores de expresion incluyen, pero sin limitarse a ellos, cosmidos,
plasmidos o virus modificados (p. €j., retrovirus , adenovirus y virus adenoasociados con replicacion defectuosa),
siempre y cuando el vector sea compatible con la célula hospedadora utilizada. La expresion «vectores adecuados
para la transformacion de una célula hospedadora» significa que los vectores de expresion contienen una molécula
de acido nucleico de la invencién y secuencias reguladoras, seleccionadas basandose en las células hospedadoras
a utilizar para la expresion, que estan operativamente unidas a la molécula de acido nucleico.

«Operativamente unido» significa que el acido nucleico esta unido a secuencias reguladoras de una manera que
permite la expresion del acido nucleico.

Asi pues, la invencién describe un vector de expresién recombinante de la invencién que contiene una molécula de
acido nucleico de la invencion, o un fragmento del mismo, y las secuencias reguladoras necesarias para la
transcripcion y traduccion de la secuencia de péptido insertada. Las secuencias reguladoras adecuadas proceden
opcionalmente de distintas fuentes, entre ellas genes bacterianos, flngicos o viricos (por ejemplo, véanse las
secuencias reguladoras descritas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, Calif. (1990)). La seleccion de secuencias reguladoras adecuadas depende de la célula
hospedadora elegida y un experto en la técnica la puede llevar a cabo con facilidad. Ejemplos de tales secuencias
reguladoras incluyen: un promotor y potenciador transcripcional o secuencia de fijacion para una ARN polimerasa,
una secuencia de fijacion ribosémica, que incluye una sefial de inicio de la traduccion. Adicionalmente, segun la
célula hospedadora elegida y el vector empleado, se pueden incorporar en el vector de expresion otras secuencias,
tales como un origen de replicacion, sitios de restriccion del ADN adicionales, potenciadores y secuencias que
confieren inducibilidad de transcripcion. También se puede apreciar que las secuencias reguladoras necesarias
pueden ser proporcionadas por el compuesto nativo y/ sus regiones flanqueantes.

La invencién describe ademas un vector de expresién recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
de ADN de la invencién clonada en el vector de expresion en una orientaciéon antisentido. Estos vectores son
sistemas experimentales Utiles para estudiar los péptidos de la invencion o sus variantes, o para ensayar antidotos.
Los péptidos pueden ser toxicos, o pueden no serlo, para las células hospedadoras. También son utiles para
producir grandes cantidades del péptido.

Los vectores de expresion recombinantes descritos en la presente memoria pueden también contener un gen
marcador de seleccién que facilita la selecciéon de las células hospedadoras transformadas o transfectadas con una
molécula recombinante de la invencién. Los ejemplos de genes marcadores de seleccion son genes que codifican
una proteina tal como G418 e higromicina que confieren resistencia a determinados farmacos, B-galactosidasa,
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cloranfenicol acetiltransferasa o luciferasa de luciérnaga. La transcripcion del marcador de seleccidon se sigue
mediante los cambios de concentracion de la proteina del marcador de seleccion, tal como B-galactosidasa,
cloranfenicol acetiltransferasa o luciferasa de luciérnaga. Si el gen marcador de seleccion codifica una proteina que
confiere resistencia a antibidticos, tal como resistencia a la neomicina, las células transformantes se pueden
seleccionar con G418. Las células que han incorporado el gen marcador de seleccion sobreviviran, mientras que las
otras células moriran. Esto hace posible visualizar y ensayar la expresion de vectores de expresion recombinantes
de la invencion y en particular determinar el efecto de una mutacion sobre la expresion y el fenotipo. Se apreciara
que se pueden introducir marcadores de seleccion en un vector independiente a partir del acido nucleico de interés.

Los vectores de expresion recombinantes pueden también contener genes que codifican una parte para fusion que
hace incrementar la expresion de la proteina recombinante; hace incrementar la solubilidad de la proteina
recombinante; y ayuda a purificar una proteina recombinante deseada al actuar como ligando en la purificacion por
afinidad. Por ejemplo, se puede afadir un sitio de escisién proteolitico a la proteina recombinante deseada para que
la proteina recombinante se pueda separar del resto de fusion tras la purificacion de la proteina de fusion.

Los vectores de expresion recombinantes pueden introducirse en las células hospedadoras para producir una célula
hospedadora transformada. Estas células son sistemas experimentales utiles. En consecuencia, la invencién
describe una célula hospedadora que comprende un vector de expresion recombinante. La terminologia «célula
hospedadora transformada» pretende incluir células procaridticas y eucaridticas que se han transformado o
transfectado con un vector de expresion recombinante de la invencion. Las células procariotas pueden transformarse
con acido nucleico mediante, por ejemplo, electroporacion o transformacién mediada con cloruro de calcio. El acido
nucleico se puede introducir en las células de mamiferos mediante técnicas convencionales tales como
coprecipitacion con fosfato de calcio o con cloruro de calcio, transfeccion mediada con DEAE-dextrano, lipofectina,
electroporacion o microinyeccion. Los procedimientos adecuados para transformar y transfectar las células
hospedadoras se pueden encontrar en Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual (tercera edicion),
Cold Spring Harbor Laboratory Press) y otros, tales como libros de texto de laboratorio.

Las células hospedadoras adecuadas incluyen una amplia variedad de células hospedadoras procariotas y
eucariotas. Por ejemplo, los péptidos de la invencion se pueden expresar en las células bacterianas tales como E.
coli, Pseudomonas, Bacillus subtillus, células de insecto (mediante baculovirus), células de levadura o células de
mamifero. Se pueden encontrar otras células hospedadoras adecuadas en Goeddel, Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1991).

Como ejemplo, para producir péptidos de manera recombinante, por ejemplo, se puede utilizar E. coli con el sistema
ARN polimerasa/promotor de T7 que utiliza dos plasmidos o mediante la marcacién de las proteinas codificadas por
el plasmido, o mediante la expresion por infeccion con el fago M13 mGPI-2. También se pueden utilizar vectores de
E. coli con secuencias reguladoras del fago A, mediante vectores con proteina de fusion (p. €j., lacZ y trpE),
mediante fusiones a proteinas de fijacion a la maltosa y mediante proteinas de fusién a la glutation-S-transferasa.

Alternativamente, se puede expresar un péptido en las células de insecto mediante vectores de baculovirus, o en
células de mamifero mediante virus de la variolovacuna. Para la expresioén en las células de mamifero, la secuencia
del ADNc se puede ligar a promotores heterélogos e introducirla en las células, tales como las células COS, para
conseguir la expresion transitoria o a largo plazo. La integracion estable de la construccion quimérica del gen se
puede mantener en las células de mamifero mediante la seleccion bioquimica, tales como neomicina y acido
micofendlico.

La secuencia del ADN se puede alterar con procedimientos tales como la digestion con enzimas de restriccion, el
rellenado con ADN polimerasa, la delecidon con exonucleasas, la extension mediante la desoxinucleétido transferasa
terminal, la ligacion de secuencias de ADN sintéticas o clonadas, la alteracion de la secuencia especifica de sitio con
el uso de oligonucleostidos especificos junto con la PCR. Por ejemplo, se pueden retirar o mutar de uno a cinco o de
cinco a diez aminoacidos o mas.

La secuencia del ADN o porciones del mismo, o un mini gen que consiste en un ADN con un intréon y su propio
promotor, se introduce en los vectores de expresion eucariotas mediante las técnicas convencionales. Estos
vectores permiten la transcripcion del ADN en las células eucariotas al proporcionar secuencias reguladoras que
inician y realzan la transcripcion del ADN, y aseguran su ayuste y poliadenilacion adecuados. También se puede
utilizar el promotor del gen endégeno. Diferentes promotores dentro de los vectores tienen diferentes actividades
que alteran el nivel de la expresion del ADNc. Ademas, algunos promotores también pueden modular el
funcionamiento, tal como el promotor que responde a glucocorticoides a partir del virus del tumor de mama de ratén.

Algunos de los vectores enumerados contienen marcadores de seleccién o genes neo bacterianos que permiten el
aislamiento de las células por seleccion quimica. Los vectores se pueden mantener estables a largo plazo en las
células como entidades episomicas que se replican libremente mediante los elementos reguladores de virus.
También se pueden producir lineas celulares que tienen integrado el vector en el ADN gendmico. De esta manera, el
producto génico se produce de manera continua.
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Los vectores se introducen en las células destinatarias por diferentes procedimientos, entre ellos el fosfato de calcio,
el fosfato de estroncio, la electroporacion, la lipofeccion, el DEAE-dextrano, la microinyeccion o mediante la fusion
de protoplastos. Otra alternativa es que el ADNc se puede introducir mediante la infeccién con vectores viricos.

Los péptidos de la invencién se aislan con facilidad a partir de células o tejidos, entre ellos las células o tejidos de
mamifero, en los que el péptido se expresa.

El péptido se purifica con facilidad mediante procedimientos de purificacién convencionales conocidos por los
expertos en la técnica, tales como procedimientos de cromatografia, procedimientos de cromatografia liquida de alta
resolucion o precipitacion.

Por ejemplo, un anticuerpo antipéptido (como se describe en la presente memoria) se utiliza con facilidad para aislar
un péptido que luego se purifica mediante procedimientos estandares.

Los péptidos aislados de la invencién también se preparan con facilidad mediante sintesis quimica con las técnicas
bien conocidas en la quimica de las proteinas, tales como la sintesis en fase solida (Merrifield, 1964, J. Am. Chem.
Assoc. 85: 2149-2154) o la sintesis en solucion homogénea (Houbenwely, 1987, Methods of Organic Chemistry, de.
E. Wansch, vol. 15 | y Il, Thieme, Stuttgart).

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones de la invencion y no limitan el alcance de la invencion.
Ejemplo 1: Separacion de la secuencia de aminoacidos del inhibidor del canal de calcio de la soricidina

Se sintetizaron las secuencias de aminoacidos de la region del extremo carboxilo de la soricidina. Estos segmentos
se han denominado SorC13 (que tiene una secuencia idéntica a la de los 13 aminoacidos del extremo carboxilo de
la soricidina) y SorC27 (que tiene una secuencia idéntica a la de los 27 aminoacidos del extremo carboxilo de la
soricidina). La secuencia aminoacidica de SorC13 y SorC27, asi como algunas de sus propiedades fisicas y
fisioldgicas, se describen en la tabla 1. Las semividas de SorC13 y SorC27 (tal y como se muestra en el ejemplo 22)
eran menores que la semivida de Sor54.

Tabla 1: Resumen de la comparacion de SorC54, SorC27 y SorC13

Propiedad SorC54 SorC27 SorC13
N.° de aminoacidos 54 27 13
Masa molecular 5806 (3 puentes disulfuro) |2957 (ningin puente | 1566 (ningin puente
disulfuro) disulfuro)
Secuencia N.° de acceso del NCBI| EGKLSSNDTEGGLCKEF | KEFLHPSKVDLPR
POC2C6 LHPSKVDLPR
(SEQID n.° 1)
pl 4,3 (medido) -5,6 (calculado) -8,3 (calculado)
Aspecto fisico Sdlido blanco Sdlido blanco Sdlido blanco
Solubilidad (acuosa) < 20 mg/mi > 200 mg/ml > 200 mg/ml
Pureza = 95% = 95% = 95%
Estabilidad en solucion| Estable Muy estable Muy estable
acuosa a 20 °C
Estabilidad del sélido a 20| Estable Muy estable Muy estable
°C
Estabilidad del solido a|lnestable Muy estable Muy estable
temperatura ambiente
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Propiedad SorC54 SorC27 SorC13
Limite de deteccion por|~200 ng ~200 ng ~200 ng
HPLC directa

Fisiologia

Via de eliminaciéon en los| Por determinar Rapida por el rifién Rapida por el rifién

ratones con i.v. de 5 mg/kg

Diana celular Canales ionotropos de| TRPV6 TRPV6
sodio y TRPV6
Efectos fisioldgicos in vivo| paralizante No paralizante No paralizante

(gusano de la harina); 5
mg/kg

Pico de TA del 15% a los
15 min, se estabiliza en 1
h, ningun efecto observado
en72h

No se observa ninguno
durante 72 horas

Efectos fisiologicos in vivo
(ratones) a 5 mg/kg

No ensayado

Semivida en plasma de
rata

> 30 h; se fija a
proteinas plasmaticas

las

21 min; no se fija a las
proteinas plasmaticas

58 min; no se fija a las
proteinas plasmaticas

Semivida
humano

en plasma

> 30 h; se fija a
proteinas plasmaticas

las

20 min; no se fija a las
proteinas plasmaticas

56,6 min; no se fija a las
proteinas plasmaticas

Dosis maxima tolerada en

No ensayado

Ningun efecto toxico

Ningun efecto toxico

los ratones CD-1 mediante
una dosis Unica i.v., con
dosis de 10, 100 y 500

mg/kg
Repeticion de la dosis en|No ensayado Sin pérdida de masa|Sin pérdida de masa
los ratones NOD/SCID a corporal en comparacién | corporal en comparacion

con los controles, no se
observan efectos toxicos

con los controles, no se
observan efectos toxicos

400 mg/g, inyeccion i.p.

diaria durante 12 dias

«Muy estable» en la tabla anterior significa que no hubo ninguna degradacién observable de los péptidos solidos
durante 6 meses. Como solucion en agua estéril, los péptidos son tipicamente estables durante al menos 3 semanas
a 8 °Cy a—20 °C se espera que sean estables durante mas de 1 afio.

SorC27 y SorC13 no muestran actividad paralizante. Para demostrarlo, se utilizd el bioensayo paralizante del
gusano de la harina descrito anteriormente (patente de los EE. UU. n.° 7.119.168). Los animales de una colonia de
gusanos de la harina se seleccionaron arbitrariamente y se colocaron en grupos (tratamiento y control). Se pesaron
los animales para permitir el calculo de las dosis equivalentes. El tratamiento fue con SorC13 o bien SorC27 disuelto
en una solucién de Ringer tamponada para insecto. El control de inyeccidon era de un volumen equivalente de la
solucién de Ringer para insecto (NaCl; 10,40 g; KCl, 0,32 g; CaCly, 0,48 g; NaHCOs3, 0,32 g; disueltos en 1 | de agua
estéril de Millipore, pH 7,4). Las formulaciones peptidicas eran: soluciones de SorC27, preparadas a 1,0 mg/100 pl
de la solucién de Ringer para insecto (10 pg/ul, 3,4 uM, MM = 2957); y SorC13, preparado a 0,5 mg/100 pl (5 pg/ul,
3,4 yM, MM = 1566). Las dosis eran de 50 ug de SorC27 por 100 mg de la masa animal y de 25 yg de SorC13 por
100 mg de masa animal. Las soluciones peptidicas y la disolucion salina de control se inyectaron dorsalmente en el
cuarto segmento desde la cabeza, justo bajo el tegumento. A los animales se les pellizco la cola con suavidad con
férceps para desencadenar la reaccion del reflejo de escape y se puntuaron por el tiempo para el efecto, la duracion
del efecto y la intensidad del efecto. Ninguno de los animales tratados con SorC13 o SorC27 mostraron ningun
efecto destacable, mientras que los animales tratados con soricidina mostraron una paralisis profunda.

La tabla 2 muestra la comparacion del numero de larvas paralizadas mediante la inyecciéon de los péptidos C en
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comparacion con la soricidina y la inyeccion de disolucion salina de control. El péptido de la musarafa (soricidina) es
profundamente paralizante en el modelo de gusano de la harina. Cuando los péptidos SorC27 y Sorc13 se
inyectaron en las larvas a dosis molares equivalentes (20 nmol/100 mg de larva), no hubo indicios de paralisis.

Tabla 2. Comparacioén de la actividad paralizante de la soricidina de musarafia con respecto a SorC13 y SorC27
procedentes de ella. A los animales se les dosificaron 20 nmol/100 mg de masa.

Tiempo (min) Control (disolucion salina) Soricidina SorC13 SorC27
0 0/4 4/4 0/4 0/4
2 0/4 4/4 0/4 0/4
30 0/4 4/4 0/4 0/4

Ejemplo 2: SorC13 y Sorc27 inhiben fuertemente la captacion de iones de calcio a través del potencial receptor
transitorio (por vainilloides) seis (TRPV6)

Un vector de expresion (pCAGS-IRES-hTRPV6b) (Bodding et al., 2003) que contiene el cédigo nucleotidico para el
TRPV6b humano se transfectd en células de cancer de prostata recigidas de ganglio linfatico (LnCaP, ATCC CRL-
1740) y se expreso en ellas. El pinzamiento zonal con medida de corriente de toda la célula se utilizé para medir la
corriente de calcio a través de este canal. Se trataron las células y la corriente operada por la reserva de calcio (Isoc)
se midio con SorC13 (n = 90) o bien con SorC27 (n = 30) en una perfusion de circuito cerrado durante 3 min en cada
concentracion acumulada de 0 (basal), 100 nM, 500 nM, 1 uM, 30 uM y 100 yM. La perfusién de lavado se hizo a 2
ml/min durante 3 min. El control positivo utilizado era MRS-1845, un inhibidor del canal operado por reserva (SOC)
conocido (N-propargilnitrendipeno; disponible de Sigma Aldrich) a 5 uM y, en este sistema, demostro la inhibicién de
la corriente de calcio. En la figura 1 se muestra un resumen de los efectos de SorC13 y SorC27. Esta claro que
ambos péptidos C inhibieron fuertemente el flujo de calcio a través del canal de TRPV6. El ajuste de los datos a una
funcién hiperbdlica permitié calcular la concentracion que proporciona un 50% de inhibicion de SOC, para SorC13
(Isoc-s0 = 0,10 pM) y SorC27 (lsocso = 0,14 pM). Ademas, ambos péptidos C inhiben con mucha fuerza la corriente
de calcio a través del canal de TRPVG6, con unas constantes de inhibicion en el intervalo de 100 nM.

Ejemplo 3: SorC13 y SorC27 inducen la apoptosis en las lineas celulares humanas de cancer de mama y de cancer
de ovario, en particular en las lineas celulares de cancer con TRPV6

Los péptidos de la invencién son utiles para inducir la apoptosis en las células in vitro e in vivo, en particular en las
células cancerosas, tales como las lineas celulares recogidas en la tabla 3. Las lineas celulares utilizadas de modelo
para el cancer de mama humano y el cancer de ovario humano se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC) y se hicieron crecer en las condiciones recomendadas y en los medios de cultivo recomendados
por la ATCC.

Cultivo de lineas celulares de cancer

Las lineas celulares se cultivaron en condiciones estériles a 37 °C, en una atmésfera humidificada de CO; al 5%.
Los medios de cultivo utilizados se recogen a continuacion para cada linea celular:

T 47D se cultivé en el medio RPMI (Sigma-Aldrich) modificado con suero bovino fetal al 15%, L-glutamina a 2 mM,
piruvato de sodio a 1 mM, insulina bovina a 0,1 mg/ml y una mezcla de penicilina mas estreptomicina (a 50 pug/ml
cada uno).

MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-415, MDA-MB-468 se hicieron crecer en DMEM modificado con suero bovino fetal
al 10% (v/v), L-glutamina a 2 mM, y estreptomicina y penicilina a 50 pg/ml cada uno.

MCF-10A, MCF-12A se cultivaron en DMEM al 50% mas F12 de Ham al 50% modificado con L-glutamina a 2 mM,
piruvato de sodio a 1 mM, insulina bovina a 0,1 mg/ml, hidrocortisona a 500 ng/ml, y 50 ug/ml de penicilina y
estreptomicina. El medio combinado se complementé con suero bovino fetal al 5% (v/v).

OVCAR-3 se cultivd en el medio RPMI 1640 complementado con piruvato de sodio a 1,0 mM, insulina a 0,01 mg/ml
y suero bovino fetal al 10% (v/v).

SKOV-3 se cultivo en el medio de McCoy %A complementado con L-glutamina a 1,5 mM, bicarbonato de sodio a 2,2
g/l y suero bovino fetal al 10% (v/v).
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CAQV-3 se cultivd en medio de Eagle modificado de Dulbecco (glucosa a 4,5 g/l) con L-glutamina a 4 mM,

bicarbonato de sodio a 1,5 g/l y suero bovino fetal al 10% (v/v).

OV-90 se cultivd en una mezcla 1:1 de medio MCDB 105 y medio 199 complementado con suero bovino fetal al 15%

(v/v).

HeyC2 se cultivé en el medio RPMI 1640 complementado con piruvato de sodio a 1,0 mM, insulina a 0,01 mg/ml y

suero bovino fetal al 10% (v/v).

Tabla 3: Lista de lineas celulares de cancer de ovario y de cancer de mama humanos en las que se analizo6 la
induccion de la apoptosis mediante SorC13 y/o SorC27.

Linea celular Numero de ATCC Descripcion

Lineas de cancer de mama humano

MCF 7 HTB-22 Adenocarcinoma epitelial no invasivo
de la glandula mamaria

MDA-MB-231 HTB-26 Adenocarcinoma epitelial mamario
invasivo

MDA-MB-415 HTB-128 Adenocarcinoma de la glandula
mamaria humana

MDA-MB-468 HTB-132 Adenocarcinoma de la glandula
mamaria humana

T 47D HTP-133 Carcinoma canalicular de la glandula

mamaria humana

Lineas celulares no cancerosas de mama humana

MCF-10A CRL-10317 Epitelio no neoplasico de la glandula
mamaria
MCF-12A CRL-10782 Epitelio de la glandula mamaria

humana, inmortalizaciéon espontanea

Lineas celulares del cancer de ovario humano

CaOVv-3 HTB-75 Adenocarcinoma de ovario humano

OVCAR-3 HTB-161 Adenocarcinoma epitelial de ovario
humano

OV-90 CRL-11732 Adenocarcinoma  seroso  papilar
maligno de ovario humano

SKOV-3 HTB-77 Adenocarcinoma de ovario humano

HEY C-2 Cancer epitelial de ovario humano

10 A las lineas MCF-7, MDA-MB-468, MCF-10A, MCF-12A y OVCAR-3 se les analizd la induccién de la apoptosis con

SorC13 y con SorC27. A las lineas T 47D y CaOV-3 se les analizé la induccion de la apoptosis con SorC13. A las
lineas MDA-MB-231 y MDA-MB-415 se les analizé la induccion de la apoptosis con SorC27. Las otras lineas
celulares se analizaron con SorC13 y SorC27 con una metodologia similar para demostrar que los péptidos C

inducen la apoptosis.
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Seguimiento de la induccién de la apoptosis y la viabilidad celular

Los niveles de induccidon apoptdsica y la viabilidad celular se determinaron multiplexando las mediciones para
muestras Unicas. Los sistemas de ensayo de Promega CellTiter Blue y APO-ONE permiten la determinacion de la
viabilidad celular correlacionada con el numero de células, y la induccidon de la apoptosis. Este protocolo utiliza un
péptido fluorigeno que contiene una secuencia peptidica de reconocimiento para la caspasa 3 y para la caspasa 7,
lo que inicia las enzimas proteoliticas de la cascada de la apoptosis. El reactivo CellTiter Blue se afiadié a los
pocillos en una placa de 96 pocillos que contenia las células a analizar, inmediatamente después de afadir la
solucion peptidica o el vehiculo. El dia anterior se sembraron en los pocillos aproximadamente 5000 células. En el
momento elegido (dia 1, dia 2, etc.), la fluorescencia se midi6 a 590 nm (emision) tras la excitacion a 560 nm. Se
midio la actividad de las caspasas 3 y 7 (excitacion a 485 nm/emision a 527 nm) en los mismos pocillos tras anadir
120 pl del reactivo Apo-ONE, lisar por congelacion a —80 °C durante 1 h e incubacion durante 1 h a temperatura
ambiente.

Para este trabajo, las concentraciones de SorC13 y SorC27 utilizadas fueron 0 uyM, 1 uM, 10 uM y 100 pM. Los
experimentos abarcaron un periodo de tiempo de 5 a 7 dias. Todas las mediciones se realizaron por cuadruplicado y
se utilizaron para corregir las mediciones de prueba tanto un blanco (sin células) como un control (vehiculo, sin
péptido). Los datos de respuesta en funcion del tiempo y de respuesta en funcién de la dosis se representaron en un
grafico como medias + el error estandar de la media. Todas las comparaciones estadisticas se hicieron con la
prueba de la t de Student o mediante analisis ANOVA durante el transcurso de la dosis. El nivel de significacion
estadistica se considerd que era el intervalo de confianza del 95% (a saber, P < 0,05).

En la viabilidad celular se observo la induccién de la apoptosis y la disminucién que la acompafa en las lineas
celulares del cancer de mama y de cancer de ovario. Los efectos de SorC27 en una linea celular de cancer de
ovario (SKOV-3) y de cancer de mama (MCF 7) se muestran en la figura 2. De igual forma, el efecto de SorC13
sobre las lineas celulares de cancer de ovario y de cancer de mama se muestra en la figura 3. A partir del gran
incremento de actividad de las caspasas 3 y 7, esta claro que en la induccion de la apoptosis hay un efecto
dependiente del tiempo y un efecto dependiente de la dosis.

La observacion de los efectos de SorC13 sobre las lineas celulares de cancer de mama se resumen en la tabla 4 y
muestran que:

e SorC13 indujo la apoptosis y disminuyé la viabilidad celular en tres de las cuatro lineas celulares
cancerosas con un valor estadisticamente significativo.

e SorC13 indujo la apoptosis en T 47D (tabla 4, figura 3B) con un valor estadisticamente significativo.

e SorC13 no indujo la apoptosis en los dos controles de lineas celulares no cancerosas (MCA-10A y MCA-
12A).

La observacion de estos efectos de SorC13 sobre las lineas celulares del cancer de ovario se resumen en la tabla 5
y muestran que:

e El tratamiento de 3 lineas celulares del cancer de ovario indujo la cascada apoptosica significativamente
por encima del control 'sin tratamiento’ (positivo: CaOV3, OVCAR3, SKOV3).

Tabla 4: El efecto de SorC13 sobre la induccion de la apoptosis en las lineas celulares de cancer de mama humano.
En la tabla se muestra un indice apotosico (IA = respuesta al tratamiento/respuesta al control; IA = 1 cuando no hay
efecto). También se muestra una indicacion de si la viabilidad celular disminuyd (+) o no (-). Se incluyeron dos lineas
celulares no cancerosas de mama para la comparacion (MCF 10A 'y 12A).

Linea celular de|Concentracién de|indice apoptésico (1 =|Significacion |Descenso de la
cancer de mama SorC13 (pM) ningun efecto) estadistica viabilidad celular
MB 468 1 2,7 P <0,05 +

10 3,3 P <0,05 +

100 2,7 P <0,05 +
T 47D 1 2,0 P <0,05 +
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Linea celular de|Concentracién de|indice apoptésico (1 =|Significacion |Descenso de Ila
cancer de mama SorC13 (pM) ningun efecto) estadistica viabilidad celular
10 2,8 P <0,05 +
100 4,3 P <0,05 +
MCF 7 1 1,2 P> 0,05 -
10 1,1 P> 0,05 -
100 24 P < 0,001 +
MCF 10A 100 1,0 - -
MCF 12A 100 1,0 - -

Tabla 5: El efecto de SorC13 sobre la induccion de la apoptosis en las lineas celulares de cancer de ovario humano.
En la tabla se muestra un indice apoptosico (IA = respuesta al tratamiento/respuesta al control; Al = 1 cuando no hay
efecto). También se muestra una indicacion de si la viabilidad celular disminuy6 (+) o no (-).

Linea celular de|Concentracién de|indice apoptésico (1 =|Significacion Disminuciéon de la
cancer de ovario SorC13 (pM) ningun efecto) estadistica viabilidad celular
CaOVv3

Dia 5 100 2,7 P <0,05 +
OVCAR3

Dia 4 100 1,4 P> 0,05

Dia 5 100 1,7 P <0,05 +
SKOV3

Dia 4 100 2,2 P> 0,05

Dia 5 100 2,7 P <0,05 +

La observacion de los efectos de SorC27 sobre las lineas celulares de cancer de mama se resumen en la tabla 6 y
muestran que:
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e 4 lineas celulares cancerosas de cancer de mama tratadas con SorC27 mostraron una respuesta
apoptosica significativa en respuesta a la exposicién a SorC27 (positivo: MB 416, MB 468, MB 231, MCF 7).

e Las lineas celulares no cancerosas de mama (MCA 10A y MCA 12A) no se veian afectadas por SorC27.

Las observaciones de los efectos de SorC27 sobre las lineas celulares de cancer de ovario se resumen en la tabla 7
5 y muestran que:

e 4 lineas celulares de cancer de ovario (OV90, OVCAR3, SKOV3, HEYC2) indujeron la apoptosis después
del tratamiento con SorC27. Los efectos oscilaban de 1,9 veces a 6,3 veces mayores que la condicion de
control sin ningun tratamiento.

Tabla 6: El efecto de SorC27 en una serie de lineas celulares de cancer de mama humano. La tabla muestra un

10 indice apoptosico (IA = respuesta al tratamiento/respuesta al control; IA = 1 cuando no hay efecto). También se
muestra una indicacion de si la viabilidad celular disminuyé (+) o no (-). Se incluyen dos lineas celulares de mama no
cancerosas para la comparacion (MCF 10A y 12A).

Linea celular de | Concentracion de | indice apoptésico (1 =|Significacién |Disminucién de la
adenocarcinoma de mama | SorC27 (uM) ningun efecto) estadistica viabilidad celular
MB 231 +
Dia 3 10 1,5 P <0,05
100 1,7 P < 0,01
MCF 7 +
Dia 2 10 1,0 P> 0,05
100 2,8 P < 0,001
Dia 3 10 2,9 P <0,05
100 4,6 P < 0,001
MB 415 10 1,3 P <0,05 +
100 1,5 P < 0,01
MB 468 +
Dia 3 10 1,1 P =0,07
100 1,2 P < 0,01
MCF 10A 100 1,0 - -
MCF 12A 100 1,0 - -

Tabla 7: El efecto de SorC27 en una serie de lineas celulares del cancer de ovario humano. La tabla muestra un
15 indice apoptosico (IA = respuesta al tratamiento/respuesta al control; IA = 1 cuando no hay efecto). También se
muestra una indicacion de si la viabilidad celular disminuyd (+) o no (-).

18



ES 2530091 T3

Linea celular de| Concentracion de |indice apoptésico (1 =|Significacién |Disminucién de la
cancer de ovario SorC27 (pM) ningun efecto) estadistica viabilidad celular
HEY C2 +
Dia 6 100 uM 1,4 P <0,05
Dia7 10 uM 2,2 P <0,05
100 uM 2,8 P <0,05
OoV90 +
Dia 2 100 uM 1,8 P =0,003
Dia 3 1uM 1,2 P =0,026
10 uM 1,9 P = 0,001
100 uM 1,9 P = 0,001
OVCAR3 +
Dia 3 10 uM 2,2 P =0,0026
100 uM 2,2 P =0,003
Dia 5 10 uM 41 P < 0,0001
100 uM 6,3 P < 0,0001
SKOV3 +
Dia 2 10 uM 2,7 P =0,0008
100 uM 1,5 P =0,09
Dia 3 1uM 1,7 P =0,0012
10 uM 24 P < 0,0001
100 uM 2,7 P < 0,0001

Ejemplo 4: Analisis de SorC13 y SorC27 frente al paclitaxel a la hora de inducir la apoptosis en las lineas celulares
de cancer de mama humano metastasico

Para evaluar el efecto de los dos péptidos de tipo C por comparacion con el tratamiento de referencia utilizado
actualmente contra el cancer de mama (paclitaxel), se compararon SorC13, SorC27 y paclitaxel (10 uM). Los
ensayos APO-ONE (Promega) y el CellTiter Blue se utilizaron con el panel de lineas celulares de cancer de mama.
Se compararon lo datos directamente en términos de respuesta media y se analizaron en busca de una diferencia
significativa.

Las lineas celulares utilizadas fueron T 47D y MCF7, que se obtuvieron de la American Type Culture Collection
(ATCC) y se hicieron crecer en las condiciones recomendadas y en los medios de cultivo recomendados por la
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ATCC. Las lineas celulares se cultivaron en condiciones estériles a 37 °C, en una atmosfera humidificada de CO, al
5%, con el medio de cultivo que se comenté anteriormente.

Los péptidos de SorC tenian un profundo efecto cuando se compararon con el paclitaxel. Tal y como se ilustra en la
figura 4, SorC13 era, en todos los casos, mas eficaz a la hora de inducir una respuesta apoptdsica mas rapida y mas
intensa y, tomando esto como referencia, mas eficaz que el paclitaxel. SorC27 también era, en todos los casos, mas
eficaz a la hora de inducir una cascada apoptodsica mas rapida y mas intensa que el paclitaxel. Debido a los
hallazgos recientes de que el flujo del calcio a través de TRPV6 puede iniciar una respuesta antiapoptosica en las
células cancerosas, lo que se comunica a través del circuito del factor de transcripcion NFAT (Lehen'kyi et al., 2007)
y que la reduccién de la cantidad de TRPV6 en la linea celular del cancer de mama T 47D realza el efecto del
tamoxifeno, un taxol (Bolanz et al., 2008), el cotratamiento de alguno de los péptidos C (o una combinacion de ellos)
con cualquiera de los taxoles daria lugar a una potenciacion del tratamiento contra el cancer.

En la figura 4 se ilustra la comparacién de SorC13 y el paclitaxel en la linea celular del cancer de mama humano T
47D y la comparacion de SorC27 y paclitaxel en la linea celular del cancer de mama humano MCF7. La apoptosis se
indujo con mas rapidez mediante los péptidos SorC en estas dos lineas celulares, y la cascada apoptdsica era mas
intensa. En MB 468 y MB231 se observaron efectos similares de un inicio mas precoz y mas intenso de la cascada
apoptdsica mediante los dos péptidos SorC.

Ejemplo 5: Analisis de SorC13 y SorC27 con paclitaxel a la hora de realzar la induccion de la apoptosis en las lineas
celulares del cancer de mama humano metastasico

Para evaluar el efecto de ambos péptidos de tipo C por comparacién con un tratamiento de referencia actualmente
utilizado contra el cancer de mama (paclitaxel), las combinaciones de SorC13 (10 y 100 yM), SorC27 (10 y 100 pM)
y paclitaxel (10 uM) se comparan en las lineas celulares de cancer de mama humano MCF7 (de la ATCC HTB-22 y
T 47D (de la ATCC HTB-133). Las lineas celulares se preparan conforme a los procedimientos de la ATCC. Tanto el
ensayo APO-ONE (Promega) como el CellTiter Blue se utilizan con el panel de lineas celulares de cancer de mama.
Los grupos de tratamiento son como sigue:

(n = 8 por tratamiento)

1) Sin tratamiento (control)

)
2) Tratar con paclitaxel (10 uM)
3) Tratar con 2 dosis de SorC13 (10, 100 uM)
4) Tratar con 2 dosis de SorC27 (10, 100 pM)
5) Tratar con una dosis Unica de paclitaxel (10 uM) y 2 dosis de SorC13 (10, 100 uM)
6) Tratar con una dosis Unica de paclitaxel (10 uM) y 2 dosis de SorC27 (10, 100 pM)

Los datos se comparan directamente en términos de respuesta media y se analizan en busca de una diferencia
significativa.

La politerapia de SorC27 o SorC13 con el paclitaxel tiene un mayor efecto de induccién de la apoptosis en las lineas
celulares del cancer de mama que cualquiera de los tratamientos monoterapicos. Estos resultados se miden como
un indice apoptosico (IA = respuesta al tratamiento/respuesta al control; IA = 1 cuando no hay ningun efecto) y se
determina si la viabilidad celular disminuyé (+) o no (-).

Ejemplo 6: Analisis de SorC13 y SorC27 frente al coctel de paclitaxel/carboplatino a la hora de inducir la apoptosis
en las lineas celulares de cancer de ovario humano

Para comparar el efecto de los dos péptidos de SorC frente al tratamiento de referencia para los canceres de ovario,
se compard SorC13 o SorC27 con el tratamiento mediante un coctel de carboplatino y taxol (CAT) (paclitaxel a 10
MM, carboplatino a 20 nM) con el ensayo APO-ONE, que mide las actividades combinadas de la caspasa 3 y la
caspasa 7. Debido al tratamiento mixto (CAT), los efectos se compararon en términos de la proporcion de
tratamiento:control. Si no se notaba ningun efecto, entonces la proporcion era igual a 1. Las comparaciones de las
proporciones tratamiento:control se examinaron con la prueba de la t de Student con un intervalo de confianza del
95%. Las proporciones mas grandes que un valor de unidad indicaban un efecto positivo. Los efectos se ilustran en
la figura 5. En la figura 6 se presenta un efecto de concentracion de SorC27 en una de las lineas celulares de ovario.
Estas figuras ilustran que:

e SorC27 (10 uMy 100 uM) provocé la apoptosis mas temprana y con mas intensidad que el coctel CAT en
las SKOV3 y OVCARS, y era similar al CAT en CaOV3 y OV90.
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e  SorC13 produjo una cascada apoptoésica mas precoz y mas intensa que el coctel CAT para SKOV3, CaOV3,
OVCa3y OV90.

Ejemplo 7: Analisis de SorC13 o SorC27 con el coctel paclitaxel/carboplatino a la hora de realzar la induccion de la
apoptosis en las lineas celulares de cancer de ovario humano metastasico

Para comparar el efecto de los dos péptidos C frente al tratamiento de referencia para los canceres de ovario, se
comparan SorC13 y SorC27 con el tratamiento mediante un céctel de carboplatino y taxol (CAT) (paclitaxel a 10 puM,
carboplatino a 20 uM) con el ensayo APO-ONE. Se utilizan y preparan segun los procedimientos de la ATCC dos
lineas celulares de tumor de adenocarcinoma de ovario humano, SKOV3 (de la ATCC HTB-77) y NIH:OVCAR-3 (de
ATCC HTB-161). Debido al tratamiento mixto (CAT), los efectos se comparan en términos de la proporcion de
tratamiento:control. Si no se nota ninglin efecto, entonces la proporcion es igual a 1. Se examinan las
comparaciones de las proporciones tratamiento:control. Las proporciones por encima de uno indican un efecto
positivo. Los grupos de tratamiento son los siguientes:

(n = 8 por tratamiento)

1) Sin tratamiento (control)

)
2) Tratar con paclitaxel (10 uM)
3) Tratar con 2 dosis de SorC13 (10, 100 uM)
4) Tratar con 2 dosis de SorC27 (10, 100 pM)
5) Tratar con una dosis Unica de paclitaxel (10 uM) y 2 dosis de SorC13 (10, 100 uM)
6) Tratar con una dosis Unica de paclitaxel (10 uM) y 2 dosis de SorC27 (10, 100 pM)

Los datos se comparan directamente en términos de respuesta media. Los efectos de la combinacion de SorC27 +
paclitaxel y de SorC13 + paclitaxel en una de las lineas celulares de ovario muestran que:

e SorC27 (10 uM y 100 yM) en politerapia con el coctel CAT potencia la apoptosis mas pronto y con mas
intensidad que cualquier tratamiento monoterapico en las lineas celulares de cancer de ovario SKOV3 y
NIH:OVCAR-3.

e SorC13 (10 uM y 100 yM) en politerapia con el coctel CAT potencia la apoptosis mas pronto y con mas
intensidad que cualquier tratamiento monoterapico en las lineas celulares de cancer de ovario SKOV3 y
NIH:OVCAR-3.

Estos resultados se miden como un indice apoptosico (IA = respuesta al tratamiento/respuesta al control; Al = 1
cuando no hay efecto) y determinando si la viabilidad celular disminuye (+) o no (-).

Ejemplo 8: Distribucion tisular de SorC13 y SorC27

SorC13 y SorC27 se marcaron con la sonda del infrarrojo cercano Cy5.5. SorC13 se marco en la lisina 1 y en la
lisina 8 con la sonda fluorescente infrarroja cy5.5 a través de la reaccion con el procedimiento activado por éster de
NHS de Cy5.5. SorC27 se marco en su unico tiol de cisteina con la reaccion activada por maleamida de Cy5.5. Los
péptidos marcados se purificaron con una combinacién de cromatografia de exclusién por tamafos y HPLC. La
marcacion, Cy5.5, emite fluorescencia en la region infrarroja tras la excitacion con un laser de barrido. El laser de
energia baja es capaz de penetrar en el animal hasta aproximadamente 1 cm y de esta forma, mediante el barrido
en las posiciones prono y supina, la presencia de los péptidos etiquetados se puede cuantificar en tres dimensiones.

Los péptidos marcados con Cy5.5 se inyectaron por via intravenosa en los ratones CD1 (4 para cada compuesto) a
100 pg por animal en 100 pl, y los animales se radiografiaron vivos con un sistema 6ptico de toma de imagenes,
Optix eXplorer (GE Healthcare Systems) en diferentes puntos del tiempo (30 min, 90 min, 4 h). Se observaron
algunos animales a las 24 horas después de la perfusion para retirar la sangre (y la linfa). La biodistribucion de los
péptidos marcados en diferentes érganos y tejidos se visualizaron y se cuantificaron relativamente mediante analisis
con toma de imagenes opticas. Este protocolo permite visualizar la localizacion de los péptidos marcados y como la
localizaciéon cambia con el tiempo. En la figura 7 se muestra la localizacion de los ganglios linfaticos en el raton. Los
ganglios que acumulaban los péptidos marcados se sefialan mediante la linea 1 (ganglios cervicales superfaciales),
la linea 4 (ganglios axilares), la linea 5 (ganglios branquiales), la linea 8 (ganglios mesentéricos) y la linea 9
(ganglios inguinales). En las figuras 8, 9 y 10 se muestran la cantidad de péptidos marcados en diferentes érganos
ex vivo. El conjunto, estos experimentos demuestran que:

e Ninguno de los péptidos C atraveso la barrera hematoencefalica
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e SorC13 y SorC27 marcados se localizan predominantemente en los ganglios linfaticos, pulmén, higado y
rifon.

e SorC13 y SorC27 marcaods seguian siendo detectables en estos tejidos después de la perfusion a las 24
horas.

e La medicion de la vida util de la fluorescencia en los diferentes érganos mostré que el metabolismo de los
péptidos marcados aparece en el higado y el rifidén, ya que Cy5.5 tiene una vida util mas corta que los
aductos péptido/Cy5.5.

Ejemplo 9: SorC13 y SorC27 inducen la apoptosis en las células tumorales del carcinoma de pulmén no microcitico
humano (NSCLC, por su nombre en inglés)

Se estudian los efectos de los péptidos C sobre las células de carcinoma de pulmén humano. Los datos de
distribucion por tejidos descritos anteriormente indicaban que los péptidos C se acumulan en el pulmén y se
localizan en los ganglios linfaticos. Se llevan a cabo estudios in vitro que emplean SorC13 y SorC27 en las lineas
celulares procedentes de los ganglios linfaticos metastasicos para determinar su efecto sobre las lineas celulares del
carcinoma de pulmoén no microcitico (NSCLC) humano H1437 (de la ATCC CRL-5872) y H2087 (de la ATCC CRL-
5922). Ambas lineas celulares son adenocarcinomas procedentes del sitio metastasico (ganglio linfatico) y del
cancer de pulmén NSCLC de estadio 1. Los ganglios linfaticos principales de interés que se tratan utilmente con los
péptidos de la invencion incluyen los ganglios cervicales superfaciales, los ganglios axilares, los ganglios
branquiales, los ganglios mesentéricos y los ganglios inguinales.

Para el estudio, las lineas celulares se hacen crecer en las condiciones recomendadas y en el medio de cultivo
recomendado por la ATCC. Las lineas celulares se cultivan en condiciones estériles a 37 °C, en una atmodsfera
humidificada de CO: al 5%.

Tanto el ensayo APO-ONE como el CellTiter Blue (Promega) se utilizan en las lineas celulares para evaluar la
apoptosis y la viabilidad celular, respectivamente. Los grupos de tratamiento son los siguientes:

1) Sin tratamiento
2) Tratar con 2 dosis de SorC13 (10 y 100 pM)
3) Tratar con 2 dosis de SorC27 (10 y 100 uM)

Los datos se comparan directamente en términos de respuesta media. SorC27 y SorC13 inducen la apoptosis en las
lineas de NSCLC metastasico humano.

Ejemplos 10-13: Los efectos de los péptidos C se evallan en una serie de lineas celulares de cancer humano

Se analizan in vitro los efectos del tratamiento con SorC13 y SorC27 en una serie de lineas celulares de cancer.
Como se describe mas arriba, los péptidos C indujeron la apoptosis en las lineas celulares de cancer de mamay en
las de cancer de ovario. Los péptidos de C también son capaces de inducir la apoptosis y disminuir la viabilidad
celular en ofras células cancerosas in vitro. En los siguientes ejemplos 10-13 se valora la capacidad que tienen
SorC13 y SorC27 para inducir la apoptosis en un conjunto seleccionado de lineas de cancer humano. Incluyen: PC3,
leucemia mielégena crénica (LMC) humana , K-562, leucemia mielégena aguda (LMA) humana, MV-4-11, linea
celular Daudi de linfoma de Burkitt.

Para este trabajo, las concentraciones de SorC3 y SorC27 utilizadas son 0 yM, 10 uM y 100 pM. Los experimentos
se extienden durante un periodo de 5 a 7 dias. Todas las mediciones se realizan por cuadruplicado y para corregir
las mediciones de prueba se utilizaron un blanco (sin células) y un control (vehiculo, sin péptidos). Los datos de
respuesta en funcion del tiempo y los datos de respuesta en funcion de la dosis se representan graficamente como
medias * el error estandar de la media.

Ejemplo 10: Los péptidos C inducen la apoptosis en las lineas celulares de cancer de prostata humano

Las lineas celulares PC3 (de la ATCC CRL-1435) y el clon FGC de LnCaP (de la ATCC CRL-1740), se obtuvieron
de la American Type Culture Collection (ATCC) y se hicieron crecer en las condiciones recomendadas y en los
medios de cultivo recomendados por la ATCC. Las lineas celulares se cultivan en condiciones estériles a 37 °C, en
una atmosfera humidificada de CO; al 5%.

Se observa la induccion de la apoptosis y la disminucion acompafiante de la viabilidad celular en las lineas celulares
de cancer. A partir de los grandes incrementos de las actividades de las caspasas 3-7, esta claro que la induccién de
la apoptosis depende de un efecto dependiente del tiempo y de un efecto dependiente de la dosis.

Las observaciones de los efectos de SorC13 y SorC27 en la linea celular son:
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e  SorC27 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular;
e SorC13 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular.
Ejemplo 11: Los péptidos C inducen la apoptosis en las lineas celulares de linfoma de Burkitt humano

La linea celular Daudi (de la ATCC CCL-213) se hace crecer en las condiciones recomendadas y en los medios de
cultivo recomendados por la ATCC. Las lineas celulares se cultivaron en condiciones estériles a 37 °C, en una
atmosfera humidificada de CO; al 5%.

Se observa la induccion de la apoptosis y la disminucién acompariante de la viabilidad celular en las lineas celulares
de cancer. A partir de los grandes incrementos de las actividades de las caspasas 3-7, esta claro que la induccién de
la apoptosis depende de un efecto dependiente del tiempo y de un efecto dependiente de la dosis.

Las observaciones de los efectos de SorC13 y SorC27 sobre la linea celular son:
e  SorC27 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular.
e SorC13 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular.

Ejemplo 12: Los péptidos C inducen la apoptosis en la linea celular de la leucemia mielégena crénica (LMC) humana,
K-562

La linea celular K-562 (de la ATCC CCL-243) se hace crecer en las condiciones recomendadas y en los medios de
cultivo recomendados por la ATCC. Las lineas celulares se cultivaron en condiciones estériles a 37 °C, en una
atmaésfera humidificada de CO; al 5%.

Se observa la induccion de la apoptosis y la disminucion acompafiante de la viabilidad celular en las lineas celulares
de cancer. A partir de los grandes incrementos de las actividades de las caspasas 3-7, esta claro que la induccién de
la apoptosis depende de un efecto dependiente del tiempo y de un efecto dependiente de la dosis.

Los efectos de SorC13 y SorC27 sobre la linea celular son:
e  SorC27 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular;
e SorC13 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular.

Ejemplo 13: Los péptidos C inducen la apoptosis en la linea celular de leucemia mielégena aguda (LMA) humana,
MV-4-11

La linea celular MV-4-11 (de la ATCC DRL-9591) se hace crecer en las condiciones recomendadas y en los medios
de cultivo recomendados por la ATCC. Las lineas celulares se cultivaron en condiciones estériles a 37 °C, en una
atmosfera humidificada de CO; al 5%.

Se observa la induccion de la apoptosis y la disminucién acompariante de la viabilidad celular en las lineas celulares
de cancer. A partir de los grandes incrementos de las actividades de las caspasas 3-7, esta claro que la induccién de
la apoptosis depende de un efecto dependiente del tiempo y de un efecto dependiente de la dosis.

Las observaciones de los efectos de SorC13 y SorC27 sobre la linea celular son:
e  SorC27 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular;
e SorC13 induce la apoptosis y disminuye la viabilidad celular.

Ejemplos 14-20: Los péptidos de SorC tienen actividad antitumoral in vivo

Los estudios in vivo (ejemplos 14-20) que emplean los péptidos C en un modelo de xenoinjerto se llevan a cabo para
evaluar la respuesta al tratamiento que tienen los xenoinjertos de las lineas celulares de cancer humano en un
modelo de roedor (ratén). Los péptidos de SorC tienen actividad antitumoral in vivo.

Las lineas celulares utilizadas como modelo del cancer de mama humano y del cancer de ovario humano se
obtienen de la American Type Culture Collection (ATCC), y se hacen crecer en las condiciones recomendadas y en
los medios de cultivo recomendados por la ATCC. Los tipos celulares, el numero de catalogo de la ATCC y la
descripcion de la linea celular se recogen en la tabla 8.

Tabla 8: Descripcion de las lineas celulares de la ATCC
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NIH-OVCAR-3
(ATCC HTB-161)

La linea NIH:OVCAR-3 fue establecida en 1982 por T. C. Hamilton et al. a partir de ascitis
malignas de una paciente con un adenocarcinoma de ovario progresivo.

La linea celular es resistente a las concentraciones clinicamente relevantes de adriamicina,
melfalan y cisplatino.

Se han utilizado modelos de xenoinjerto para demostrar que el tratamiento con 17-f3-
estradiol induce los receptores de la progesterona en este carcinoma de ovario humano.

NIH:OVCAR-3 es un sistema de modelo adecuado en el que estudiar la resistencia
farmacologica en el cancer de ovario, y la presencia de los receptores hormonales es (util
para evaluar el tratamiento hormonal (de la ATCC HTB-161).

El ARNm de TRPV6 se expresa (los genes trpv6 estan encendidos) en esta linea celular de
ovario.

SKov3
(ATCC HTB-77)

Las células SKOV3 de la ascitis maligna de una paciente con un adenocarcinoma de ovario
progresivo.

Esta linea celular es resistente al factor de la necrosis tumoral y a varios farmacos
citotoxicos, entre ellos la toxina de la difteria, cisplatino y adriamicina (de la ATCC HTB-77).

El ARNm de TRPV6 se expresa (los genes trpv6 estan encendidos) en esta linea celular de
ovario.

Daudi:
Burkitt

linfoma de

(ATCC CCL-213)

La linea Daudi la obtuvieron E. Klein y G. Klein en mayo de 1967 a partir de un varén de 16
afos con linfoma de Burkitt.

Las células no expresan la microglobulina p2.
Si expresan EBNA, VCA e inmunoglobulina de superficie (slg+).

Daudi es una linea celular de linfoblasto B bien caracterizada que se ha empleado
extensivamente en los estudios de los mecanismos de la leucemiogenia (de la ATCC CCL-
213).

Linea celular de la
leucemia mielégena
cronica (LMC)
humana, K-562

(ATCC CCL-243)

La linea celular continua K-562 fue establecida por Lozzio y Lozzio a partir de la efusion
pleural de una mujer de 53 afios con leucemia mielégena croénica en crisis hemoblastica
terminal [PubMed: 163658].

Los estudios realizados por Anderson et al. sobre las propiedades de la superficie de la
membrana mostraron que K-562 era una linea de eritroleucemia humana.

La linea celular es oncégena en los ratones atimicos (los tumores se desarrollaron en
menos de 21 dias con una frecuencia del 100% (5/5) en los ratones atimicos inoculados por
via subcutanea con 10’ células) (de la ATCC CCL-243).

Linea celular de la
leucemia mielégena
aguda (LMA)
humana, MV-4-11

(ATCC CRL-9591)

La linea celular MV4-11 fue establecida por Rovera y colaboradores a partir de los
blastocitos de un varén de 10 afios con leucemia B-mielomonocitica bifenotipica.

Esta linea se denominé primero ATCC HTB-189 (de la ATCC CRL-9591).

Clon FGC de LnCaP,
cancer de prostata
humano

(ATCC CRL-1740)

El clon FGC de LnCaP lo aislaron en 1977 J. S. Horoszewicz et al., a partir de una biopsia
con aspiracion con aguja del ganglio linfatico supraclavicular izquierdo de un varén de raza
blanca de 50 afios (sangre de tipo B+) con diagndstico confirmado de carcinoma de
préstata metastasico.

Se adhieren sélo ligeramente al sustrato, no se hacen confluentes y rapidamente acidifican
el medio.

El crecimiento es muy lento (de la ATCC CRL-1740).
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Linea celular PC3 de
adenocarcinoma de
préstata humano

(ATCC CRL-1435)

La PC-3 se inicio a partir de una metastasis de hueso de un adenocarcinoma prostatico de
grado IV de un varén de raza blanca de 62 afios.

Los tumores se desarrollaron en menos de 21 dias con una frecuencia del 100% (5/5) en
los ratones atimicos inoculados por via subcutanea con 10 (7) células.

Las células muestran poca actividad de la fosfatasa acida y de la testosterona-5-a
reductasa (de la ATCC CRL-1435).

Linea celular MCF7
de cancer de mama
humano

(ATCC HTB-22)

Procede de un sitio metastasico como un derrame pleural.
El tumor primario procedia de la mama en una paciente con un adenocarcinoma epitelial.

La linea MCF7 conserva varias caracteristicas del epitelio mamario diferenciado, entre ellas

la capacidad para procesar el estradiol mediante los receptores de estrogenos
citoplasmaticos y la capacidad para formar cupulas.

Las células expresan el oncogén WNT7B [PubMed: 8168088].
Contiene el oncogén Tx-4.

El crecimiento de las células MCF7 esta inhibido por el factor a de la necrosis tumoral (TNF
a). La secrecion de IGFBP se puede modular mediante el tratamiento con antiestrogenos
(ATCC n.° HTB-22).

Linea celular MDA-| Procede de un sitio metastasico como un derrame pleural.
MB-231 de cancer de

mama humano El tumor primario procedia de la mama de una paciente con adenocarcinoma epitelial. Las

células expresan el oncogén WNT7B.

(ATCC HTB-26)
Las células MDA-MB-231 expresan poca cantidad de HER2 (de la ATCC HTB-26).

Ejemplo 14: Actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 en monoterapia y en politerapia con CAT (coctel de
carboplatino y paclitaxel) contra las células tumorales de adenocarcinoma de ovario humano en un modelo de
xenoinjerto en raton

Las lineas celulares de adenocarcinoma de ovario humano, SKOV3 (ATCC n.° HTB-77) y NIH:OVCAR-3 (ATCC n.°
HTB-161) se cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de crecimiento completo de la ATCC.

Cultivos celulares
Linea celular SKOV3

El medio de base para la linea SKOV3 es el medio 5a de McCoy modificado formulado por la ATCC (n.° 30-2007 del
catalogo de la ATCC). Para hacer el medio de crecimiento completo se le afiaden los siguientes componentes al
medio de base: suero bovino fetal a una concentracion final del 10% a 37 °C (aire, 95%; dioxido de carbono (CO>),
5%). Se sigue el protocolo de subcultivo de la ATCC para los cultivos de células SKOV3.

Linea celular NIH-OVCAR-3

El medio de base para la linea celular NIH-OVCAR-3 es el medio RPMI 1640 formulado por la ATCC (n.° 30-2001
del catalogo de la ATCC). Para hacer el medio de crecimiento completo se sigue el protocolo de propagacion de la
ATCC para los cultivos de células NIH-OVCAR-3.

Preparacion de las células

Las células que se han crioconservado en nitrégeno liquido se descongelan rapidamente a 37 °C y se transfieren a
un frasco para cultivo de tejidos que contiene el medio de crecimiento y luego se incuban a 37 °C en un incubador
con CO> al 5%. Para propagar la linea celular, los cultivos se pasan 1:2 a una densidad de 5 x 10° células/ml cada
tres dias mediante la adicion de un volumen igual del medio de crecimiento recién preparado. Cuando los frascos
alcanzan una densidad de aproximadamente 10 x 108 células/ml, el procedimiento de pase anterior se repite hasta
que se obtienen suficientes células para la implantaciéon en los ratones.

De 4 a 5 ratonas NOD/SCID de siete a ocho semanas de edad se alojaron por jaula en microaisladores, con un ciclo
de luz/oscuridad de 12 h/12 h, se aclimataron durante al menos 1 semana antes de usarlas y se alimentaron con
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pienso de laboratorio normal a voluntad. Se llevaron a cabo estudios con los animales que tenian entre 8 y 12
semanas de edad en el momento de la implantacién de las células tumorales.

Procedimientos de formulacién
SorC13/SorC27

Para formular SorC13 y SorC27, las soluciones madre del articulo problema se preparan por disolucion de las
cantidades adecuadas del compuesto en solucién salina fisioldgicamente tamponada (pH 7,0 a 7,4 a 25 °C) para
comprender una solucion final con la que administrar 10 y 100 mg/kg de ratén. Las soluciones madre se preparan
semanalmente, se conservan a —20 °C y se diluyen nuevas cada dia para la dosificacion. Todas las soluciones se
esterilizan por filtracién con un filtro de 0,22 ym antes de la manipulacién posterior. Las unidades esterilizadas por
filtracion se lavaron previamente con un volumen pequefio de agua destilada estéril.

Solucion de referencia de carboplatino/paclitaxel (CAT)

Se preparan la soluciones madre con 20 mM y 10 uM de carboplatino y paclitaxel, respectivamente. El carboplatino y
el paclitaxel se obtienen de Sigma-Aldrich. Todas las soluciones se esterilizan por filtracién con un filtro de 0,22 pm
antes de la manipulacién posterior.

Procedimientos de implantacion

Opcionalmente, para implantar las células tumorales NIH-OVCAR-3 o SKOV3 en los ratones NOD/SCID, los cultivos
celulares se centrifugan para sedimentar las células, se aspira el sobrenadante, se resuspende el sedimento celular
en 10 ml del medio de crecimiento y se determina el nimero de células con un hemoutometro A continuacion, se
lavan las células en el medio adecuado y se resuspenden a una concentracion de 5 x 107 células/ml en el medio.
Con una aguja de calibre 27 y una jeringuilla de 1 cm’®, se inyectaron 0,1 ml de la suspension celular por via
subcutanea en los costados de los ratones. A contlnuaC|on se deja que los tumores se desarrollen in vivo hasta que
la mayoria alcanza un volumen tumoral de 100 a 200 mm®, para lo que tipicamente se necesitan de 1 a 2 semanas
tras la implantaciéon. Estos tumores se utilizan para producw implantes subcutaneos de tejido en los ratones
NOD/SCID que, después de 2 dias, se tratan con los péptidos problema o con CAT.

Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:

1) Ratones con implantes de tumor que reciben el vehiculo;

)
2) Ratones con implantes de tumor que reciben el compuesto de referencia CAT,;
3) Ratones con implantes de tumor que reciben la dosis 1 de SorC13;
4) Ratones con implantes de tumor que reciben la dosis 1 de SorC27;
5) Ratones con implantes de tumor que reciben la dosis 1 de SorC13 y CAT;
6) Ratones con implantes de tumor que reciben la dosis 1 de SorC27 y CAT. GONZ
Mediciones

Se descartan los animales con tumores oblongos, muy pequefios o grandes, y solo se seleccionan para los estudios
los animales portadores de tumores que mostraban una tasa de crecimiento repetitiva. El volumen de cada tumor (V)
se calcula mediante la medicion con calibre utilizando mediciones estandares de la anchura (A), la altura (H) y la
longitud (L) de los tumores. Los animales se distribuyen al azar en los grupos de tratamiento, por lo que la mediana
del volumen tumoral de cada grupo era similar al comienzo de la dosificacién. Se determina el porcentaje de los
valores de T/C, como una medicién de la eficacia, donde C se refiere al volumen del tumor sin tratar o de control, y T
se refiere al volumen del tumor tratado.

Procedimientos del tratamiento

A los animales se les inyecta por via intraperitoneal (i.p.) esta formulaciéon a 10 ml/kg de masa corporal en una
posologia.

Resultados

El tratamiento con una dosis de 400 mg/kg de masa corporal de SorC13 y SorC27 disminuye sustancialmente la
velocidad de crecimiento de las células NIH-OVCAR-3 y SKOV3 en los ratones NOD/SCID. Este efecto no esta
asociado a toxicidad, segun demuestra la estabilidad de la masa corporal y la ausencia de sintomas de estrés
(diarrea, jadeos, pelaje erizado).
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Resultados experimentales con las células SKOV3 y SorC27

Las células SKOV3 se obtuvieron de la ATCC, se cultivaron y se expandieron hasta una cantidad adecuada para
establecer xenoinjertos en ratones, y a continuacion se formularon en granulos de gel y se injertaron bajo la capsula
suprarrenal de los ratones NOD/SCID de sustitucion para establecer los tumores. A continuacion, se deja que los
tumores se desarrollen in vivo hasta que la mayoria alcanzan los 100-200 mm?® de volumen tumoral, o que
tipicamente ocurre al cabo de 1 a 2 semanas tras la implantacion. Una vez establecidos los xenoinjertos, se recogen
y cortan en muchos trozos uniformes. Para la experimentacion, se implantaron de dieciséis a dieciocho trozos por
debajo de la piel en cada raton NOD/SCID. Al cabo de 2 dias, los animales se tratan con los péptidos problema o
bien con CAT o bien politerapias.

Los ratones que reciben implantes con células SKOV3 como se detallé mas arriba recibieron solucion salina (control),
SorC27 (400 mg/kg), mediante inyeccion i.p. cada dia durante 12 dias, o inyecciones de CAT una vez a la semana.
Cada dia se midieron el volumen tumoral y la masa corporal. De igual forma, cada dia se comprob¢ la salud general
de los animales. Los resultados mostrados en la figura 12 se presentan en términos de carga tumoral normalizada
por la masa corporal. Ambos tratamientos con SorC27 y CAT mostraron una enorme reduccién del volumen tumoral
y eran significativamente diferentes del control. El porcentaje de la proporcién T/C (volumen tumoral medio de
tratados/volumen tumoral medio de controles) era del 39,9%, lo que reflejaba una disminucién del 60,1% del
crecimiento tumoral. Hacia el dia 12 no habia una diferencia estadisticamente significativa entre CAT y SorC27 con
esta dosis.

Ejemplo 15: actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 en monoterapia y en politerapia con el paclitaxel contra las
células de cancer de mama humano en un modelo de xenoinjerto en raton

Las lineas celulares de cancer de mama humano, MCF7 (ATCC n.° HTB-22) y T 47D (ATCC n.° HTB-133) se
cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de crecimiento completo de la ATCC.

Los cultivos celulares, la preparacion de las células, los procedimientos con animales, los procedimientos de
formulacién de SorC13/SorC27, los procedimientos de implantacion, las mediciones y los procedimientos de
tratamiento son como se describe en el ejemplo 14.

Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:

1) Ratones con implantes tumorales que reciben el vehiculo;

N

Ratones con implantes tumorales que reciben paclitaxel, el compuesto de referencia;

A~ W

Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27;

a

)

)

) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13;

)

) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13 y paclitaxel;
)

)

Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27 y paclitaxel.

Procedimientos de formulacion

Solucién de referencia con paclitaxel

Se preparan soluciones madre que contienen paclitaxel a 10 uM. El paclitaxel se obtiene de Sigma-Aldrich.
Resultados

El tratamiento con una dosis de SorC13 o SorC27, opcionalmente de 200 a 400 mg/kg de masa corporal, disminuye
sustancialmente la tasa de crecimiento de las células MCF7 y T 47D en los ratones NOD/SCID, con un porcentaje
del valor de T/C de menos del 100%. Este efecto no esta asociado a la toxicidad, segun demuestra lo reducido del
porcentaje de T/C a lo largo del desarrollo del estudio.

Ejemplo 16: Actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 contra las células tumorales de leucemia mielégena croénica
(LMC) humana, [K-562 (ATCC n.° CCL-243)], en un modelo de xenoinjerto en ratdn

La linea celular de leucemia mielégena crénica (LMC) humana, K-562 (ATCC n.° CCL-243), se obtiene de la
American Type Culture Collection. Las células se cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de
crecimiento completo de la ATCC.

Cultivos celulares

El medio de base para la linea K-562 es el medio de Dulbecco modificado de Iscove formulado por la ATCC, n.° 30-
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2005 del catalogo. Para fabricar el medio de crecimiento completo, se afiaden los siguientes componentes al medio
de base: suero bovino fetal a una concentracion final del 10%. Para fabricar el medio de crecimiento completo, se
sigue el protocolo de propagacion de la ATCC para los cultivos de células K-562.

Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:
1) Ratones con implantes tumorales que reciben el vehiculo;
2) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13;
3) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27;

La preparaciéon de las células, los procedimientos con animales, los procedimientos de formulacion de
SorC13/SorC27, los procedimientos de implantacion, las mediciones y los procedimientos de tratamiento son como
se describe en el ejemplo 14.

Resultados

El tratamiento con una dosis de SorC13 o SorC27, opcionalmente de 200 a 400 mg/kg de masa corporal, disminuye
sustancialmente la tasa de crecimiento de las células K-562 en los ratones NOD/SCID, con un porcentaje del valor
de T/C de menos de 100. Este efecto no esta asociado a la toxicidad.

Ejemplo 17: Actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 contra las células tumorales de cancer de prostata humano,
clon FGC de LnCaP, en un modelo de xenoinjerto en raton

La linea celular de cancer de prostata humano, clon FGC de LnCaP (de la ATCC CRL-1740), se obtiene de la
American Type Culture Collection. Las células se cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de
crecimiento completo de la ATCC.

Cultivos celulares
El medio de base para la linea del clon FGC de LnCaP esta formulado segun la ATCC.
Procedimientos con animales
Tal y como se describe en el ejemplo 14
Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:
1) Ratones con implantes tumorales que reciben el vehiculo;
2) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13;
3) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27.

La preparacion de las células, los procedimientos de formulacion de SorC13/SorC27, los procedimientos de
implantacion, las mediciones y los procedimientos de tratamiento son como se describe en el ejemplo 14.

Resultados

El tratamiento con una dosis de SorC13 o de SorC27, opcionalmente de 200 a 400 mg/kg de masa corporal,
disminuye sustancialmente la tasa de crecimiento de las células LnCaP en los ratones SCID, con un porcentaje del
valor de T/C de menos de 100. Este efecto no esta asociado a la toxicidad, segun demuestra lo reducido del
porcentaje de T/C a lo largo del desarrollo del estudio.

Ejemplo 18: Actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 contra las células tumorales de cancer de mama humano,
MCF7, en un modelo de xenoinjerto en ratéon

La linea celular del cancer de mama humano, MCF-7 (de la ATCC HTB-22), se obtiene de la American Type Culture
Collection. Las células se cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de crecimiento completo
de la ATCC.

Procedimientos con animales
Tal y como se describe en el ejemplo 14
Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:

1) Ratones con implantes tumorales que reciben el vehiculo;
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2) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13;
3) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27;

El cultivo celular, la preparaciéon de las células, los procedimientos de formulacion de SorC13/SorC27, los
procedimientos de implantacion, las mediciones y los procedimientos de tratamiento son como se describe en el
ejemplo 14.

Resultados

El tratamiento con una dosis de SorC13 o SorC27, opcionalmente de 200 a 400 mg/kg de masa corporal, disminuye
sustancialmente la tasa de crecimiento de las células MCF7 en los ratones NOD/SCID, con un porcentaje del valor
de T/C de menos de 100. Este efecto no esta asociado a la toxicidad, segin demuestra lo reducido del porcentaje de
T/C alo largo del desarrollo del estudio.

Ejemplo 19: Actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 contra las células tumorales de cancer de mama humano,
MDA-MB-231, en un modelo de xenoinjerto en ratéon

La linea celular de cancer de mama humano, MDA-MB-231 (de la ATCC HTB-26), se obtiene de la American Type
Culture Collection. Las células se cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de crecimiento
completo de la ATCC.

Cultivos celulares

El medio de base para la linea celular MDA-MB-231 es el medio L-15 de Leibovitz formulado por la ATCC, n.° 30-
2008 del catalogo. Para fabricar el medio de crecimiento completo, se afiaden los siguientes componentes al medio
de base: suero bovino fetal a una concentracion final del 10%. Para fabricar el medio de crecimiento completo, se
sigue el protocolo de propagacion de la ATCC para los cultivos de células MDA-MB-231.

Procedimientos con animales

Tal y como se describe en el ejemplo 14

Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:
1) Ratones con implantes tumorales que reciben el vehiculo;
2) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13;
3) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27;

La preparacion de las células, los procedimientos de formulacién de SorC13/SorC27, los procedimientos de
implantacion, las mediciones y los procedimientos del tratamiento son como se describen en el ejemplo 14.

Resultados

El tratamiento con una dosis de SorC13 o SorC27, opcionalmente de 200 a 400 mg/kg de masa corporal, disminuye
sustancialmente la tasa de crecimiento de las células MDA-MB-231 en los ratones SCID, con un porcentaje del valor
de T/C de menos de 100. Este efecto no esta asociado a la toxicidad, segin demuestra lo reducido del porcentaje de
T/C alo largo del desarrollo del estudio.

Ejemplo 20: Actividad antitumoral de SorC13 y SorC27 contra las células tumorales de leucemia mielégena aguda
(LMA) humana, MV-4-11, en un modelo de xenoinjerto en ratén

La linea celular del cancer de mama humano, MV-4-11 (de la ATCC CRL-9591), se obtiene de la American Type
Culture Collection. Las células se cultivan en los medios de crecimiento preparados con el medio de crecimiento
completo de la ATCC.

Cultivos celulares

El medio de base para la linea celular MV-4-11 es el medio de Dulbecco modificado de Iscove formulado segun la
ATCC, n.° 30-2005 del catalogo. Para fabricar el medio de crecimiento completo se afaden los siguientes
componentes al medio de base: suero bovino fetal a una concentracion final del 10%. Para fabricar el medio de
crecimiento completo se sigue el protocolo de propagacion de la ATCC para los cultivos celulares de MV-4-11.
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Procedimientos con animales

Tal y como se describe en el ejemplo 14.

Se incluyen tipicamente los siguientes grupos:
1) Ratones con implantes tumorales que reciben el vehiculo;
2) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC13;
3) Ratones con implantes tumorales que reciben la dosis 1 de SorC27;

La preparacion de las células, los procedimientos de formulacion de SorC13/SorC27, los procedimientos de
implantacion, las mediciones y los procedimientos del tratamiento son como se describen en el ejemplo 14.

Resultados

El tratamiento con una dosis de SorC13 o SorC27, opcionalmente de 200 a 400 mg/kg de masa corporal, disminuye
sustancialmente la tasa de crecimiento de las células MV-4-11 en los ratones SCID, con un porcentaje del valor de
T/C de menos de 100. Este efecto no esta asociado a la toxicidad, segun demuestra lo reducido del porcentaje de
T/C alo largo del desarrollo del estudio.

Ejemplo 21: Deteccion y limites de deteccion de los péptidos C

Se utilizé la HPLC de fase inversa para detectar y cuantificar SorC13 y SorC27. Para los procedimientos analiticos
se utilizé una columna Phenomenex Gemini, 5 u, C-18, de fase inversa (250 x 4,60 mm). El sistema de solventes era
un gradiente de acetonitrilo y agua, cada uno con &acido trifluoroacético al 0,1% v/v. Se llevé a cabo la HPLC a una
temperatura de columna de 30,0 °C. El sistema de solventes era un gradiente de acetonitrilo del 10% al 60% (TFA al
0,1%) con agua del 90% al 40% (TFA al 0,1%) durante 40 minutos, a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min. La
deteccion era a 224 nm. El tiempo de retencion de los péptidos era de 11,5 min y 14,7 min para SorC13 y SorC27,
respectivamente.

La cuantificacion y los limites de deteccion de SorC13 y SorC27 en el agua se determinaron diluyendo
secuencialmente soluciones que contienen masas conocidas de péptidos puros y sometiéndolas a un analisis por
HPLC. En el caso de cuantificar los dos péptidos C en plasma de rata o de humano, el procedimiento requirié el
tratamiento previo que elimina la actividad proteolitica de las muestras plasmaticas. Una combinacién de la adicion
de 2 pl de Pefabloc (Sigma-Aldrich; un inhibidor de proteasas) a 2 mM de Pefabloc por 100 pl de solucién y la
centrifugacion en un filtro de exclusion por tamafios Amicon YM-10 Centricon (MWCO 10 kDa) para retirar las
enzimas proteoliticas proporciondé un medio de estabilidad peptidica. Todos los experimentos de cuantificacién se
realizaron por triplicado y se analizaron calculando la mejor ecuacion de la recta en el intervalo de confianza del 95%.

Las curvas estandares de los tres medios se ajustaron a un modelo lineal dentro del intervalo de confianza del 95%
(o mayor). El limite de deteccion inferior de SorC13 y SorC27 en todos los medios en estas condiciones fue de al
menos 1 ug en un volumen de inyeccion de muestra de 94 pl. La disminucion en los limites de deteccion para estos
péptidos se consigue faciimente con la derivacion preanalitica para los procedimientos colorimétrico y fluorimétrico.
Adicionalmente, la disminucién de la longitud de onda de deteccién (p. €j., 204 nm) también disminuye el limite de
deteccion de los péptidos.

Ejemplo 22: Velocidad de degradacioén de los péptidos C en plasma de rata y de humano

Se obtuvo el plasma de rata de la sangre tomada de ratas sacrificadas (Sprague-Dawley) y se colocd en viales de
vidrio heparinizados para impedir la coagulacién. Se centrifugé la sangre completa a 8000xg durante 5 min para
sedimentar las células y dejar el plasma en el sobrenadante. Las muestras de sangre completa humana de humanos
sanos se tomaron en tubos al vacio heparinizados y con litio. Las muestras se colocaron en tubos de
microcentrifugacion de 2,0 ml y se centrifugaron a 8000 xg durante 5 min. El plasma se separ6 cuidadosamente de
los globulos rojos y se utilizé inmediatamente.

Para la determinacion de la velocidad de degradacion de los péptidos C se midid, con el protocolo de HPLC, la
cantidad de SorC13 o bien de SorC27 en las muestras de plasma dosificado, transcurrido un tiempo. Los tubos de
muestras (500 pl) que contienen 2 pl de Pefabloc a 2 mM se prepararon con anterioridad para la administracion de la
muestra. SorC13 (1,0 mg) o SorC27 (2,0 mg) se disolvieron en 1,0 ml de plasma recién preparado (37 °C) y se
colocaron en un bafio Maria para incubarlos a 37 °C. Se tomé inmediatamente una muestra (100 pl) y se par6 en
tubos de muestra con 2 pl de Pefabloc a 2 mM, se mezcl6 vigorosamente e inmediatamente se congelé a —80 °C.
Esta muestra inicial representaba el tiempo cero del experimento. A intervalos de tiempo sucesivos de 5 minutos, se
extrajeron muestras a 100 pl, se pararon en Pefabloc, se mezclaron y se congelaron a —80 °C hasta el analisis.

La velocidad de degradacion del plasma de rata se determind para el plasma de tres ratas diferentes, mientras que
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para la velocidad de degradacion del plasma humano se utilizaron seis muestras de plasma diferentes. Los datos
utilizados eran las medias (+ EEM) y se ajustaron a un modelo simple de descomposiciéon exponencial de una fase
para determinar la semivida de los dos péptidos. Esto también permitié calcular una velocidad de degradacion
estatica. En la figura 11 se ilustra la velocidad a la que se degradé SorC27 en el plasma humano. Los analisis
similares para los dos péptidos en ambos tipos de plasma mostraron:

e  SorC27 se degradd con una semivida de 21 min en el plasma de rata y de 20 min en el plasma humano.

e  SorC13 se degradd con una semivida de 58 min en el plasma de rata y de 56,6 min en el plasma humano.
Ejemplo 23: Estudios de toxicidad de SorC13 y SorC27
Toxicidad aguda de SorC13 y SorC27

Se realizo tal y como se describe a continuacion un estudio de la toxicidad por inyeccion de una infusion intravenosa
aguda en una sola dosis seguido de un periodo de observacion de 5 dias en los ratones CD-1. Se utilizaron tres
dosis de cada uno de SorC13 y SorC27 (10, 100 y 500 mg/kg). Se realizaron exploraciones diarias al lado de la jaula
durante 5 dias con exploraciones a cada hora durante las primeras 4 horas tras la inyeccién. Como parte del analisis,
se valoré lo siguiente: masa corporal antes de la dosificacion y al final; se realizé una autopsia de todos los animales
(que incluye una preparacion de frotis de la médula dsea); se pesaron los 6rganos de todos los animales.

Tras la inyeccion i.v. in vivo en los ratones CD1, SorC27 no provocd ningun cambio de la tension arterial ni de la
frecuencia cardiaca durante un periodo de medicidon de 1 hora. Tampoco hubo cambios neurolégicos/conductuales
durante 72 horas. Después de la inyeccion i.v. in vivo en los ratones CD1, SorC13 ocasiond un pequefio pico
(aproximadamente del 25%) de la tension arterial en los primeros 15 min, que desaparecié al cabo de 1 hora. No
hubo cambios neurolégicos/conductuales en los ratones durante 72 horas. La inyeccion intravenosa Unica de
SorC13 o SorC27 en los ratones CD1 en dosis de 10 mg/kg, 100 mg/kg y 500 mg/kg no dio lugar a ningun efecto
adverso durante un periodo de observacion de 5 dias tras la inyeccion. En este ultimo experimento, la autopsia no
mostré ningun cambio significativo en ningun sistema de érganos importante. De igual modo, una dosis multiple de
SorC27 a 400 mg/kg (i.p.) cada dia durante 12 dias en los ratones no mostré ninguna indicacion de toxicidad.

Estudio de la toxicidad de las dosis repetidas

Para investigar la toxicidad de las dosis repetidas, se inyectd (i.p.) SorC27 a 400 mg/kg formulado en disolucion
salina a los ratones NOD/SCID cada dia durante 12 dias. Los animales se observaron cada dia al lado de la jaula y
se les exploré al final del periodo experimental. La comparacion con ratones de control a los que se inyectd solo
disolucién salina no mostraron ningun efecto téxico, ni pérdida de peso ni cambios en los érganos en la autopsia.

Ejemplo 24: Los perfiles farmacocinéticos (FC) de SorC13 y SorC27

Se realiz6 un estudio FC por inyeccion de la infusion intravenosa aguda de una sola dosis utilizando tres dosis de
SorC13 y SorC27 (3 mg/kg, 30 mg/kg y 150 mg/kg) en al menos 3 ratones por grupo de dosificacion. Se tomaron
muestras de sangre en 6 puntos de tiempo: 5, 15 minutos, 1, 2 y 4 h tras la dosis. A continuacion, en las muestras se
analizé la presencia de SorC13 o SorC27.

Resultados

La combinacion de la velocidad de eliminacién desde el compartimento de la sangre mas la degradacion enzimatica
debido a las enzimas del plasma da lugar a que desaparezcan del compartimento de la sangre con una semivida de
menos de 30 minutos.

Ejemplo 25: Comparacién de la presencia del ARNm de TRPV6 con la actividad apoptdsica de los péptidos C en
diferentes lineas celulares

La presencia del ARNm de TRPV6 se comprobé por RT-PCR en cada una de las lineas celulares recogidas en la
tabla 9. Los cebadores de TRPV6 (el tamafio del amplicon en un gel de agarosa es de aproximadamente 400 pb)

utilizados fueron 5-CTGCCTATGGAGCAAGTTCTG (cebador directo) y 5. TCAGATGTCATGGGCTCAAAG

(cebador inverso). El programa de termociclado utilizado para la reaccion de amplificacion fue: 94 °C durante 3
minutos; a continuacion se repitié durante 30 ciclos: 94 °C durante 30 segundos, 53 °C durante 30 segundos, 72 °C
durante 1 min y 30 s; 72 °C durante 7 minutos. Las reacciones de amplificacion se siguieron por electroforesis en gel
de agarosa estandar.

Resultados

La tabla 9 muestra cierta correspondencia entre la capacidad que tienen los péptidos C para inducir la apoptosis en
las lineas celulares de cancer de mama y de cancer de ovario, y la presencia del ARNm de TRPV6. Esta claro que
las lineas celulares que expresan el gen trpv6 son susceptibles a la apoptosis inducida por el péptido C.
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Tabla 9: Comparacion de la expresion del gen trpv6 y la induccion de la apoptosis por SorC13 y Sorc27

Tipo de cancer

Linea celular

ARNm de TRPV6 (RT-PCR)

Apoptosis inducida por los péptidos C

Mama

MB 231

Mb 468

T47D

HCC1954

MCF7

MCF 10A

MCF 12A

Ovario

OVCAR3

*)

*)

OV C13

*)

Sin analizar

SKOV-3

*)

*)

OV 90

Sin analizar

*)

OV 2008

*)

Sin analizar

HEY C2

*)

*)

Otros péptidos SorC de la invencion, tales como SorC9 (HPSKVDLPR), se analizan con facilidad con los
protocolos descritos en los ejemplos anteriores y se demuestra que tienen actividad in vitro e in vivo que inhibe la
actividad del calcio sin ninguna actividad paralizante. Los péptidos también son utiles para impedir la proliferacion
celular, inducir la apoptosis, y prevenir o tratar el cancer.

Aunque la presente invencion se ha descrito con referencia a lo que actualmente se considera que son los ejemplos
preferidos, se debe saber que la invencion no se limita a los ejemplos descritos. Al contrario, la invencion pretende
cubrir las diferentes modificaciones y los preparativos equivalentes incluidos dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Péptido aislado que comprende:

a) una secuencia de aminoacidos con una identidad de secuencia de al menos el 90% con la secuencia de
aminoacidos KEFLHPSKVD  LPR ; EGKLSSNDTE GGLCKEFLHP SKVDLPR o

b) al menos 11 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos: EGKLSSNDTE GGLCKEFLHP SKVDLPR

en donde dicho péptido inhibe la actividad del canal de calcio sin actividad paralizante.

2. Péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:

a) la secuencia de aminoacidos HPSKVDLPR

b) la secuencia de aminoacidos KEFLHPSKVDLPR o

c) la secuencia de aminoacidos EGKLSSNDTE GGLCKEFLHP SKVDLPR.
3. Péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, que consiste en:

a) la secuencia de aminoacidos HPSKVDLPR

b) la secuencia de aminoacidos KEFLHPSKVDLPR o

c) la secuencia de aminoacidos EGKLSSNDTE GGLCKEFLHP SKVDLPR.

4. Péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el canal de calcio comprende un
canal de calcio de potencial receptor transitorio por vainilloide-6 (TRPV6).

5. Péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el péptido inhibe la captacién de
calcio en una célula cancerosa.

6. Péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el péptido induce la apoptosis en
una célula cancerosa.

7. Péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para ser usado en tratamientos.

8. Péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para ser usado en el tratamiento del cancer
en un animal que lo necesita.

9. Péptido para ser usado en el tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el cancer
comprende cancer de mama o cancer de ovario.

10. Péptido para ser usado en el tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el cancer
comprende cancer de mama, cancer de ovario, neoplasia hematica, cancer cerebral, cancer de retina, cancer
hepatico, cancer de tiroides, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de endometrio o cancer
de cuello uterino.

11. Péptido para ser usado en el tratamiento del cancer de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10,
en donde el cancer comprende un cancer metastasico.

12. Péptido para ser usado en el tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en donde el cancer
metastasico esta localizado en un ganglio linfatico, tejido pulmonar, tejido renal, médula ésea o tejido hepatico.

13. Péptido para ser usado en el tratamiento del cancer de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12,
en donde el animal es un humano.

14. Composicion farmacéutica, que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
y un vehiculo.

15. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, que ademas comprende un segundo agente
contra el cancer.

16.  Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el segundo agente contra el cancer
es un taxol.
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17.  Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el segundo agente contra el cancer
es tamoxifeno.

18. Procedimiento para inhibir la captaciéon de calcio en una célula cancerosa in vitro, que comprende administrar
a la célula el péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el péptido inhibe la captacion
de calcio en la célula cancerosa.

19. Procedimiento para inducir la apoptosis de una célula cancerosa in vitro, que comprende administrar a la
célula el péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el péptido induce la apoptosis en
la célula cancerosa.
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG.7
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FIG. 10
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Fig. 11
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