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DESCRIPCION
Péptido sensible a pH débilmente acido y liposoma que contiene el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un péptido sensible a pH débilmente acido y a un liposoma que contiene el
péptido.

Técnica anterior

En la quimioterapia contra el cancer, se han realizado intentos para desarrollar un DDS para mejorar la
especificidad; sin embargo, casi ninguno de estos intentos se centra en el entorno del tumor. Especificamente, los
tejidos tumorales estan en un entorno especial que tiene un pH (un pH alrededor de 6,5) menor que el de las
condiciones fisiolégicas (un pH alrededor de 7,4). Sin embargo, no se han desarrollado todavia vehiculos de
administracion de farmacos que actiien de manera especifica para tejido tumoral de tal modo que respondan a este
pequefio cambio de pH. Hasta ahora, en prevision del efecto EPR (efecto de permeacion y retencion mejoradas), se
ha usado polietilenglicol (PEG), que es una macromolécula hidréfila, para modificar la superficie de los liposomas,
etc., y se han usado los liposomas modificados como vehiculos de, por ejemplo, farmacos antineoplasicos (por
ejemplo, Bibliografia de patente (PTL) 1). Sin embargo, la liberacién de farmacos de un vehiculo modificado por PEG
de este tipo tras la administracion a tejidos tumorales es limitante de la velocidad, y el farmaco no puede liberarse de
manera eficaz en los tejidos tumorales. El complejo péptido-liposoma divulgado en el documento PTL 2 conserva
una carga positiva debido a la presencia de aminoacidos basicos (lisina o arginina) en la regién N-terminal, y no se
produce un cambio en la carga dependiendo del pH; no pueden esperarse por tanto propiedades de circulacion en
sangre suficientes.

El documento no de patente (NPL) 1 usa segmentos de His como regién sensible al pH. Segun la técnica divulgada
en el documento NPL 1, una disminucion drastica en el pH del entorno externo desde 7,4 hasta 5,0 hace que una
His neutra se cargue positivamente, y la repulsion electrostatica asi aumentada produce la lisis de las micelas. Sin
embargo, una His no se protonaria suficientemente sola a un pH débilmente acido de 6,5; por tanto, es dificil
producir inversion de carga. Por este motivo, no puede esperarse la liberacion de farmacos asociada con la lisis de
micelas a un pH de 6,5.

El documento NPL 2 divulga micelas sensibles a pH cuya carga superficial cambia de negativa a positiva cuando se
disocia acido dimetilmaleico unido quimicamente a un segmento de lisina en una posicion terminal de un polimero
de bloque debido a una disminucion en el pH. En el péptido divulgado en el documento NPL 2, la disociacion del
acido dimetilmaleico produce la exposicion de residuos de lisina cargados positivamente; aunque se aumente el pH,
un estado de este tipo no vuelve al estado original.

Bioconjugate Chem. 2011, 22, 1410-1415) analiza el disefio de un péptido de penetracion celular activado por acido
para la administracion de moléculas activas en células cancerosas y describe la preparacion del mismo.

Lista de referencias

Bibliografia de patente

PTL 1: documento JP2004-10481A

PTL 2: documento JP2004-523531A

Bibliografia no de patente

NPL 1: AIChE Journal, vol. 56, n.° 7, 2010, pags. 1922-1931

NPL 2: International Journal of Pharmaceutics, 376, 2009, pags. 134-140

Sumario de la invencion

Problema técnico

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un compuesto peptidico para producir un vehiculo de
administracion de farmacos capaz de liberar una sustancia diana en un entorno de pH débilmente acido tal como

tejidos cancerosos.

Solucién al problema



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627056 T3

La presente invencion proporciona los siguientes puntos de (1) a (10), que se refieren a un compuesto peptidico, a
un liposoma que comprende el compuesto peptidico, o a un agente de induccién de sustancia que usa el liposoma.

(1) Un compuesto peptidico que consiste en un bloque de aminoacidos hidréfilo y un bloque de aminoacidos
hidréfobo;

[1] conteniendo el compuesto peptidico de 24 a 36 aminoacidos en total;

[2] conteniendo el bloque de aminoacidos hidréfilo de 4 a 10 aminoacidos en total y teniendo un indice de
hidropatia medio de -3,0 a -1,0; y

[3] conteniendo el bloque de aminoacidos hidréfobo de 20 a 32 aminoacidos en total, conteniendo uno o mas
residuos de His, y teniendo un indice de hidropatia medio de 1,0 a 2,5,

en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo consiste en aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de 0 o
menos y el bloque de aminoacidos hidréfobo consiste en uno o mas residuos de His y aminoacidos que tienen un
indice de hidropatia mayor de O y

en el que los aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de -3,0 o menos no son adyacentes entre si en el
bloque de aminoacidos hidréfobo cuando el bloque de aminoacidos hidréfobo comprende dos 0 mas aminoacidos
que tienen un indice de hidropatia de -3,0 o menos.

(2) El compuesto peptidico segin (1), en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo tiene un indice de hidropatia
mediode - 2,0a-1,5; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo tiene un indice de hidropatia medio de 1,5 a 2,0.

(3) ElI compuesto peptidico segun (1) o (2), en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo comprende un aminoacido
que tiene un indice de hidropatia de -3,0 o menos y un aminoacido que tiene un indice de hidropatia de 0 a -1,0; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo comprende His y un aminoacido que tiene un indice de hidropatia mayor de 0.

(4) El compuesto peptidico seguin uno cualquiera de (1) a (3), en el que los aminoacidos que constituyen el bloque
de aminoacidos hidréfilo son His o Glu, y Gly; y

los aminoacidos que constituyen el bloque de aminoacidos hidréfobo son His y al menos un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Leu, Ala, Met, Cys, Phe, Val e lle.

(5) EI compuesto peptidico segun uno cualquiera de (1) a (4), en el que el bloque de aminoacidos hidrdfilo tiene una
secuencia peptidica que contiene de 0 a 5 residuos de His; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo tiene una secuencia peptidica que contiene de 1 a 8 residuos de His.

(6) El compuesto peptidico segin uno cualquiera de (1) a (5), en el que el bloque de aminoacidos hidrdéfilo esta
representado por la siguiente férmula (1):

(AA1) (AA2) (AAs) (AAs) (1)

en la que dos cualesquiera de AA1, AA2, AAs y AA,4 son His o Glu, y los otros dos son Gly; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo contiene de 5 a 8 unidades representadas por la siguiente formula (l1):

(AAs) (AAe) (AA7) (AAs) (IT)

en la que AAs, AAs, AA7 y AAs son iguales o diferentes, y representan cada uno His, Leu o Ala, con la condicion de
que al menos una de las unidades de la formula (Il) contenga uno o dos residuos de His; cada unidad puede tener la

misma o diferente secuencia de aminoacidos.

(7) Un compuesto peptidico que consiste en un bloque de aminoacidos hidréfilo y un bloque de aminoacidos
hidréfobo;

[1] consistiendo el compuesto peptidico en de 24 a 36 aminoacidos en total;

[2] consistiendo el bloque de aminoacidos hidréfilo en de 4 a 10 aminoacidos en total y teniendo un indice de
hidropatia medio de -3,0 a -1,0; y
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[3] consistiendo el bloque de aminoacidos hidréfobo en de 20 a 32 aminoacidos en total, conteniendo uno o mas
residuos de His, y teniendo un indice de hidropatia medio de 1,0 a 2,5,

en el que el bloque de aminoacidos hidréfobo contiene de 5 a 8 unidades representadas por la siguiente formula (11):
(AAs) (AAe) (AA7) (AAs) (IT)

en la que AAs, AAs, AA7 y AAs son iguales o diferentes, y representan cada uno His, Leu o Ala, con la condicion de
que dos residuos de His entre las unidades o en cada unidad no sean adyacentes entre si cuando el bloque de
aminoacidos hidréfobo contiene dos o mas residuos de His; y cada unidad puede tener la misma o diferente
secuencia de aminoacidos

en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo consiste en aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de 0 o
menos y el bloque de aminoacidos hidréfobo consiste en uno o mas residuos de His y aminoacidos que tienen un
indice de hidropatia mayor de 0.

(8) Un liposoma que comprende el compuesto peptidico segun uno cualquiera de (1) a (7), y un lipido.

(9) El liposoma segun (8), en el que el liposoma comprende del 1 al 10 % en moles del compuesto peptidico segun
uno cualquiera de (1) a (7) basado en la cantidad total de lipidos en el liposoma.

(10) El liposoma segun (9), en el que el liposoma es un liposoma cationico.

(11) El liposoma segun uno cualquiera de (10), en el que el liposoma encapsula una sustancia diana.

(12) Una composicién farmacéutica que comprende el liposoma segun uno cualquiera de (8) a (11).

(13) Un agente antitumoral que comprende el liposoma segun uno cualquiera de (8) a (11).

(14) El liposoma segun uno cualquiera de (8) a (11), para su uso en la prevencion o el tratamiento de cancer.
Efectos ventajosos de la invencion

La presente invencion puede proporcionar un liposoma capaz de liberar una sustancia diana de bajo peso molecular
encapsulada en un entorno celular débilmente acido (un pH de aproximadamente 6,5), mientras que no se libera la
sustancia diana en condiciones fisioldgicas (un pH de aproximadamente 7,4).

El liposoma de la presente invencion puede liberar una sustancia diana en la region débilmente acida anteriormente
mencionada para hacer que la sustancia actie en la misma, y puede por tanto proporcionar un sistema de
administracion de farmacos excelente.

El liposoma de la presente invencion puede conservar la sustancia diana encapsulada en condiciones fisiologicas,
es decir, pH 7,4, y puede responder de manera sensible incluso a un pH débilmente acido de 6,5. Por este motivo,
tras alcanzar un tumor como resultado del efecto EPR, se inducen la repulsién electrostatica del bloque hidréfilo y/o
una disminucién en la interaccién hidréfoba del bloque hidréfobo en condiciones débilmente acidas en el entorno que
rodea al tumor; el liposoma de la presente invencion libera de este modo la sustancia diana encapsulada. Como tal,
el liposoma de la presente invencién es altamente Util.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A muestra los resultados de HPLC del compuesto peptidico 1 (SEQ ID NO: 1) obtenido en el ejemplo 1.

La figura 1B muestra los resultados de MALDI-TOF-MS del compuesto peptidico 1 (SEQ ID NO: 1) obtenido en el
ejemplo 1.

La figura 2A muestra los resultados de HPLC del compuesto peptidico 2 (SEQ ID NO: 2) obtenido en el ejemplo 2.

La figura 2B muestra los resultados de MALDI-TOF-MS del compuesto peptidico 2 (SEQ ID NO: 2) obtenido en el
ejemplo 2.

La figura 3A muestra los resultados de HPLC del compuesto peptidico 3 (SEQ ID NO: 3) obtenido en el ejemplo 3.

La figura 3B muestra los resultados de MALDI-TOF-MS del compuesto peptidico 3 (SEQ ID NO: 3) obtenido en el
ejemplo 3.

La figura 4A muestra los resultados de HPLC del compuesto comparativo 1 (SEQ ID NO: 4) obtenido en el ejemplo
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comparativo 1.

La figura 4B muestra los resultados de MALDI-TOF-MS del compuesto comparativo 1 (SEQ ID NO: 4) obtenido en el
ejemplo comparativo 1.

La figura 5A muestra los resultados de HPLC del compuesto comparativo 2 (SEQ ID NO: 5) obtenido en el ejemplo
comparativo 2.

La figura 5B muestra los resultados de MALDI-TOF-MS del compuesto comparativo 2 (SEQ ID NO: 5) obtenido en el
ejemplo comparativo 2.

La figura 6A muestra los resultados de HPLC del compuesto comparativo 3 (SEQ ID NO: 6) obtenido en el ejemplo
comparativo 3.

La figura 6B muestra los resultados de MALDI-TOF-MS del compuesto comparativo 3 (SEQ ID NO: 6) obtenido en el
ejemplo comparativo 3.

La figura 7 muestra los resultados de medicion de la tasa de escape del farmaco encapsulado del liposoma 1 con
calceina encapsulada en diferentes condiciones de pH.

La figura 8 muestra los resultados de medicion de la tasa de escape del farmaco encapsulado del liposoma 1 con
dextrano encapsulado marcado con rojo Texas en diferentes condiciones de pH.

La figura 9 muestra los resultados de medicion de las tasas de escape del farmaco encapsulado del liposoma 1 con
calceina encapsulada y dextrano marcado con rojo Texas en diferentes condiciones de pH.

La figura 10 muestra los espectros de CD del compuesto peptidico 1 solo, y los espectros de CD de un liposoma con
péptido introducido.

La figura 11 muestra los efectos antitumorales de doxorubicina (Dox) sola y los efectos antitumorales de un liposoma
con Dox encapsulada en el ejemplo de prueba 5.

Descripcion de realizaciones

El liposoma de la presente invencion comprende un compuesto peptidico y un componente de formacion de
liposomas.

El compuesto peptidico de la presente invencion consiste en un bloque de aminoacidos hidréfilo y un bloque de
aminoacidos hidrofobo, y contiene de 24 a 36, preferiblemente de 24 a 32, y mas preferiblemente de 24 a 28
aminoacidos en total. El bloque de aminoacidos hidrdéfilo contiene de 4 a 10, y preferiblemente de 4 a 8 aminoacidos
en total. El bloque de aminoacidos hidréfobo contiene de 20 a 32, y preferiblemente de 20 a 24 aminoacidos en total.

El compuesto peptidico de la presente invencion consiste en un bloque de aminoacidos hidréfilo y un bloque de
aminoacidos hidréfobo que estan unidos mediante un enlace peptidico. Cualquiera de los bloques de aminoacidos
puede situarse en el extremo N-terminal; sin embargo, es preferible que el bloque de aminoacidos hidréfilo se situe
en el extremo N-terminal.

Ademas, el bloque de aminoacidos hidréfobo del compuesto peptidico de la presente invencién tiene uno o mas
residuos de His; sin embargo, en lo que se refiere a la capacidad de respuesta a la acidez débil, es esencial que los
aminoacidos, incluyendo la His, que tienen un indice de hidropatia de -3,0 o menos no sean adyacentes entre si.
Ademas, la secuencia del compuesto peptidico tiene preferiblemente de 1 a 13 residuos de His.

El bloque de aminoacidos hidréfilo y el bloque de aminoacidos hidréfobo, que constituyen el compuesto peptidico de
la presente invencion, tienen indices de hidropatia medios especificos. El indice de hidropatia de los aminoacidos
usados en la presente invencion se describe, por ejemplo, en J. Mol. Biol., (1982) 157, pags. 105-132, e indica el
grado de hidrofobicidad especifica para cada uno de los aminoacidos que constituyen los organismos (véase la tabla
1). El indice de hidropatia medio se describe, por ejemplo, en Molecular Medicine, 4: 240-257, 1998, y se obtiene
dividiendo la suma de los indices de hidropatia de los aminoacidos en cada uno de los siguientes bloques por el
numero de aminoacidos.

Tabla 1
Aminoacido (abrev.) Indice de hidropatia Aminoacido Indice de hidropatia
Isoleucina (lle, 1) 45 Serina (Ser, S) -0,8
Valina (Val, V) 4,2 Tirosina (Tyr, Y) -1,3
Leucina (Leu, L) 3,8 Prolina (Pro, P) -1,6

5
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Fenilalanina (Phe, F) 2,8 Histidina (His, H) -3,2
Cisteina (Cys, C) 2,5 Acido glutamico (Glu, E) -3,5
Metionina (Met, M) 1,9 Glutamina (GIn, Q) -3,5
Alanina (Ala, A) 1,8 Acido asparaginico (Asp, D) -3,5
Glicina (Gly, G) -0,4 Asparagina (Asn, N) -3,5
Treonina (Thr, T) -0,7 Lisina (Lys, K) -3,9
Triptéfano (Trp, W) -0,9 Arginina (Arg, R) -4.5

En la presente invencioén, el bloque de aminoacidos hidroéfilo comprende aminoacidos que tienen un indice de
hidropatia de 0 o menos, y el bloque de aminoacidos hidrofobo comprende His y un aminoacido que tiene un indice
de hidropatia mayor de 0. Por tanto, el limite entre el bloque de aminoacidos hidrdfilo y el bloque de aminoacidos
hidréfobo se determina mediante el indice de hidropatia de los aminoacidos distintos de His. La His situada en el
limite esta contenida en el bloque de aminoacidos hidréfilo.

El bloque de aminoacidos hidréfilo que constituye el compuesto peptidico de la presente invencion puede tener
cualquier combinacion de aminoacidos que tengan un indice de hidropatia medio de -3,0 a -1,0, y preferiblemente de
-2,0 a -1,5. Se prefiere una combinacion de un aminoacido que tenga un indice de hidropatia de -3,0 o menos y un
aminoacido que tenga un indice de hidropatia de 0 a -1,0; se prefiere mas una combinacion de His o Glu, y Gly; e
incluso se prefiere mas una combinacion de His y Gly. Ademas, la secuencia peptidica del bloque de aminoacidos
hidréfilo tiene preferiblemente de 0 a 5 residuos de His. Mas especificamente, se prefiere particularmente un bloque
de aminoacidos hidrofilo representado por la siguiente formula (1):

(AA1) (AA2) (AA3) (AAg) (1)

en la que dos cualesquiera de AA:, AA;, AAs y AA4 son His o Glu, y los otros dos son Gly (de manera
particularmente preferible, dos cualesquiera son His, y los otros dos son Gly).

El bloque de aminoacidos hidréfobo que constituye el compuesto peptidico de la presente invencion puede tener
cualquier combinacién de aminoacidos que tengan un indice de hidropatia medio de 1,0 a 2,5, y preferiblemente de
1,5 a 2,0. Se prefiere una combinacion de His y un aminoacido que tenga un indice de hidropatia mayor de 0; se
prefiere mas una combinacion de His y cualquier aminoacido seleccionado de Leu, Ala, Met, Cys, Phe, Val e lle; y se
prefiere particularmente una combinacién de His y cualquiera de Leu y Ala, que son aminoacidos que probablemente
tienen una estructura de hélice oo Ademas, la secuencia peptidica del bloque de aminoacidos hidrofobo tiene
preferiblemente de 1 a 8 residuos de His. Mas especificamente, se prefiere particularmente un bloque de
aminoacidos hidréfobo que contiene de 5 a 8 unidades representadas por la siguiente formula (11):

(AAs) (AAs) (AA7) (AAs) (1)
en la que AAs, AAs, AA7 y AAsg son iguales o diferentes, y representan cada uno His, Leu o Ala, con la condicion de
que dos residuos de His entre las unidades o en cada unidad no sean adyacentes entre si; cada unidad puede tener

la misma o diferente secuencia de aminoacidos.

Los ejemplos particularmente preferidos del compuesto peptidico de la presente invencion incluyen los siguientes:
His-Gly-His-Gly-Leu-Ala-Leu-Leu-Ala-His-Ala-Leu-Leu-Ala-His-Ala-
Ala-Leu-Ala-His-Ala-Ala-Leu-Ala (SEQ ID NO: 1);

Gly-His-His-Gly-Leu-Ala-Leu-Leu-His-Ala-Leu-His-Leu-Ala-Ala-Ala-

Ala-Leu-His-Ala-Ala-Ala-Leu-Ala (SEQ ID NO: 2);VY

Glu-Gly-Glu-Gly-Leu-Ala-Leu-Leu-Ala-His-Ala-Leu-Leu-Ala-His-Ala-

Ala-Leu-Ala-His-Ala-Ala-Leu-Ala (SEQ ID NO: 3).

El compuesto peptidico de la presente invencion comprende esencialmente el bloque de aminoacidos hidrdfilo y el

blogue de aminoacidos hidréfobo anteriormente mencionados. No se considera que los compuestos peptidicos que

comprenden solo bloques de aminoacidos hidréfobos induzcan un cambio estructural en los liposomas por el
siguiente motivo: dichos compuestos peptidicos son captados por la regién hidréfoba de los liposomas, y los
protones no pueden entrar en los liposomas; por tanto, los compuestos peptidicos no responden ni siquiera cuando

se acidifica el entorno circundante. Comparativamente, no pueden incorporarse en liposomas compuestos peptidicos
que comprenden solo bloques de aminoacidos hidrdfilos.
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El compuesto peptidico de la presente invencidon puede tener un grupo protector C-terminal en el extremo C-
terminal. El grupo protector C-terminal incluye un grupo que forma una amida con el atomo de carbono del grupo
carboxilo C-terminal, o un grupo que forma un éster con el atomo de oxigeno del grupo carboxilo. Los ejemplos del
grupo que forma un éster incluyen grupos alquilo, en particular grupos alquilo C1-Cs lineales o ramificados (grupos
alquilo C4-Cs), tales como metilo, etilo y propilo. Los ejemplos del grupo que forma una amida incluyen grupos
funcionales de amina, tales como amino; y grupos funcionales de alquilamino, tales como metilamino, etilamino,
dimetilamino, dietilamino, metiletilamino y otros grupos mono o di-alquilamino C+-Cs. Es preferible el grupo que forma
una amida; es mas preferible amino.

El compuesto peptidico de la presente invencion puede producirse mediante un método de sintesis de péptidos
conocido, en particular, un método de sintesis en fase liquida o un método de sintesis en fase sélida. También es
posible sintetizar el compuesto peptidico de la presente invencién mediante un método que comprende introducir
ADN que codifica el compuesto peptidico de la presente invencion en una célula huésped, y expresar el ADN,
usando una técnica de recombinacion génica. Por ejemplo, en la sintesis en fase sodlida, puede obtenerse el
compuesto peptidico de la presente invencion como sigue: el grupo carboxilo de un aminoacido protegido en N, en el
que el grupo amino del aminoacido correspondiente al extremo C-terminal esta protegido con un grupo protector de
uretano tal como el grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), se une a una resina insoluble que tiene grupos amino;
se retira entonces el grupo protector del grupo amino para condensar sucesivamente aminoacidos protegidos en la
direccion N-terminal; y se retiran la resina insoluble y los grupos protectores de aminoacidos para obtener de este
modo el compuesto peptidico de la presente invenciéon. La resina insoluble mencionada anteriormente que tiene
grupos amino no esta particularmente limitada, pero es preferiblemente una resina de Fmoc-NH-SAL (resina de
enlace 4-(2’,4’-dimetoxifenil-Fmoc-aminoetil)fenoxilo); puede proporcionarse directamente una sustancia diana a la
misma mediante escision de resina. Puede obtenerse el aminoacido protegido usado en la sintesis del compuesto
peptidico de la presente invencion protegiendo un grupo funcional con un grupo protector conocido usando un
método conocido. También es posible usar aminoacidos protegidos disponibles comercialmente. Como grupo
protector, pueden usarse grupos protectores conocidos. Los ejemplos de los mismos incluyen metoxicarbonilo,
etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo, 9-fluorenilmetoxicarbonilo, benciloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, 2,2,2-
tricloroetiloxicarbonilo, formilo, acetilo, propionilo, butirilo y similares. Para preparar aminoacidos protegidos, por
ejemplo, pueden usarse métodos conocidos, tal como un método de DIPCDI-HOBt (diisopropilcarbodiimida-1-
hidroxibenzotriazol). Esta reaccidon de condensacion puede realizarse en un disolvente conocido, por ejemplo, un
disolvente organico tal como dimetilformamida. El reactivo de desproteccion para grupos protectores de amino no
esta limitado, y puede usarse un reactivo conocido, tal como piperidina/dimetilformamida, para escindir un grupo
protector tal como Fmoc. La desproteccion de un grupo protector de uretano puede realizarse, por ejemplo,
mediante reduccioén catalitica o con el uso de acido trifluoroacético. La desprotecciéon de otros grupos protectores
puede realizarse también mediante un método conocido. El grado de avance de la reaccién de condensacion en
cada etapa sintética puede confirmarse mediante un método conocido, tal como un método de reaccion de
ninhidrina. Como tal, puede obtenerse un péptido protegido que tiene una secuencia de aminoacidos deseada. El
uso de una resina de Fmoc-NH-SAL como la resina insoluble permite retirar simultaneamente la resina y el grupo
protector mediante un tratamiento con TMSBr (trimetilsililbromuro), TFA (acido trifluoroacético), o similares. El
compuesto peptidico puede obtenerse con el extremo C-terminal de COOH o CONH,, dependiendo del tipo de la
resina usada.

El compuesto peptidico asi obtenido de la presente invencion puede aislarse y purificarse mediante medios
conocidos, tales como extraccion, recristalizacion, una variedad de métodos de cromatografia (de filtracion en gel,
de intercambio ionico, de reparto y adsorcion), electroforesis y distribucién a contracorriente. Es preferible un método
de cromatografia liquida de alta presion y fase inversa.

Siempre que el liposoma de la presente invencién sea una vesicula cerrada con una estructura de bicapa lipidica,
puede ser un liposoma multilamelar (MLV), o un liposoma unilamelar, tal como SUV (vesicula unilamelar pequefa),
LUV (vesicula unilamelar grande) o GUV (vesicula unilamelar gigante).

Los ejemplos especificos del tipo de lipido que forma una bicapa lipidica en el liposoma de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, fosfatidilcolinas (por ejemplo, dioleoilfosfatidilcolina, dilaurocilfosfatidilcolina,
dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilcolina), fosfatidilgliceroles (por ejemplo,

dioleoilfosfatidilglicerol, dilauroilfosfatidilglicerol, dimiristoilfosfatidilglicerol, dipalmitoilfosfatidilglicerol y
diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG)), fosfatidiletanolamina (por  ejemplo, dioleoilfosfatidiletanolamina,
dilauroilfosfatidiletanolamina, dimiristoilfosfatidiletanolamina, dipalmitoilfosfatidiletanolamina y

diestearoilfosfatidiletanolamina), fosfatidilserina, fosfatidilinositol, acido fosfatidico, cardiolipina y fosfolipidos
similares o aditivos de hidrégeno de los mismos; y esfingomielina, gangliésido y glucolipidos similares. Estos pueden
usarse de manera individual o en una combinacién de dos o mas. Los fosfolipidos pueden ser lipidos sintéticos,
lipidos semisintéticos o lipidos naturales derivados de la yema de huevo, soja u otros animales o plantas (por
ejemplo, lecitina de yema de huevo y lecitina de soja). Estos lipidos pueden usarse de manera individual o en una
combinacién de dos o mas.

Para lograr la estabilizacion fisica o quimica de la bicapa lipidica, y ajustar la fluidez de la membrana, la bicapa
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lipidica puede comprender uno o mas elementos seleccionados de, por ejemplo, colesterol, acido succinico de
colesterol, lanosterol, dihidrolanosterol, desmosterol, dihidrocolesterol y esteroles similares derivados de animales;
estigmasterol, sitosterol, campesterol, brasicasterol y esteroles similares derivados de plantas (fitoesteroles);
cimosterol, ergosterol y esteroles similares derivados de microorganismos; glicerol, sacarosa y sacaridos similares; y
trioleina, trioctanoina y ésteres de acidos grasos de glicerina similares. La cantidad de los mismos no esta
particularmente limitada, pero es preferiblemente del 5 al 40 % (proporcion molar), y mas preferiblemente del 10 al
30 % (proporcion molar), basado en la cantidad total de los lipidos que constituyen la bicapa.

La bicapa lipidica puede comprender tocoferol, galato de propilo, palmitato de ascorbilo, hidroxitolueno butilado y
agentes antioxidantes similares; estearilamina, oleilamina y materiales cargados similares para proporcionar una
carga positiva; fosfato de dicetilo y materiales cargados similares para proporcionar una carga negativa; y proteina
extrinseca de membrana, proteina intrinseca de membrana y proteinas de membrana similares. La cantidad de los
mismos puede ajustarse adecuadamente.

Es mas preferible que el liposoma de la presente invencion contenga un lipido catidnico (liposoma catiénico). Los
ejemplos de lipidos catidnicos incluyen DODAC (cloruro de dioctadecildimetiiamonio), DOTMA (N-(2,3-
dioleiloxi)propil-N, N, N-trimetilamonio), DDAB (bromuro de didodecilamonio), DOTAP (1,2-dioleoiloxi-3-trimetilamonio-
propano), DC-Chol (3B-[N-(N’,N’,-dimetil-aminoetano)-carbamoil)]colesterol), DMRIE (1,2-dimiristoiloxipropil-3-
dimetilhidroxietilamonio), DOSPA (trifluoroacetato de 2,3-dioleiloxi-N-[2(espermincarboxamida)etil]-N,N-dimetil-1-
propanaminio), DSTAP (1,2-diestearoil-3-trimetilamonio-propano), DODAP (dioleoil-3-dimetilamonio-propano), y
similares. Un lipido cationico preferido es DOTMA, DSTAP o DODAP; y un lipido catiénico particularmente preferido
es DOTAP. Los lipidos catiénicos pueden usarse de manera individual o en una mezcla de dos o mas.

De los lipidos cationicos, DOTMA y DSTAP tienen una amina cuaternaria y siempre tienen una carga positiva,
mientras que DODAP tiene una amina terciaria y no tiene una carga a un pH fisiologico. Los lipidos catiénicos
pueden tener por tanto diversas estructuras y caracteristicas cambiando el tipo y la cantidad de lipidos catiénicos.

El liposoma de la presente invencion comprende preferiblemente un lipido auxiliar (lipido cooperador). Los ejemplos
de lipidos auxiliares incluyen EPC (fosfatidilcolina de huevo), DLPC (dilinoleoilfosfatidilcolina), DMPC
(dimiristoilfosfatidilcolina), = DPPC  (dipalmitoilfosfatidilcolina), =~ DSPC  (diestearoilfosfatidilcolina), = POPC
(palmitoiloleoilfosfatidilcolina), DOPC (dioleoilfosfatidilcolina), DOPE (dioleoilfosfatidiletanolamina), SOPE
(esteariloleoilfosfatidilcolina) y similares. De estos, son preferibles EPC, DOPC, DOPE y SOPE.

El liposoma de la presente invencién tiene el compuesto peptidico de la presente invencién como componente
constituyente. Cuando se usa el compuesto peptidico de la presente invencion, es preferible afadirlo en una
cantidad de aproximadamente del 1 al 10 % en moles basado en el 100 % en moles de los lipidos que constituyen el
liposoma.

El liposoma de la presente invencion puede modificarse con un polimero hidrofilo.

Los ejemplos de polimeros hidréfilos incluyen polialquilenglicoles (copolimeros de polialquilenglicol, tales como
copolimeros de bloque de polipropilenglicol y polietilenglicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol o polietilenglicol),
dextrano, pululano, ficol, poli(alcohol vinilico), copolimeros alternos de estireno-anhidrido de acido maleico,
copolimeros alternos de divinil éter-anhidrido de acido maleico, amilosa, amilopectina, quitosano, manano,
ciclodextrina, pectina, carragenano y similares; preferiblemente polialquilenglicoles (copolimeros de polialquilenglicol,
tales como copolimeros de bloque de polipropilenglicol y polietilenglicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol o
polietilenglicol); y de manera particularmente preferible polietilenglicol (PEG). Es preferible modificar el liposoma con
un polimero hidrdéfilo de este tipo. Los ejemplos de PEG incluyen DSPE (diestearoilfosfatidiletanolamina)-PEG2000,
DMPE (dimiristoilfosfatidiletanolamina)-PEG2000, DSG (diestearoilglicerol)-PEG2000, DMG (dimiristoilglicerol)-
PEG2000, colesterol PEG2000, estearilo PEG2000, ceramida C8 PEG2000, ceramida C16 PEG2000 y similares. De
estos, es preferible estearilo PEG2000 o ceramida C8 PEG2000. La longitud de PEG puede seleccionarse
adecuadamente dentro de un intervalo de peso molecular de aproximadamente 500 a 10.000. Un experto en la
técnica puede seleccionar también adecuadamente el peso molecular de otros polimeros hidréfilos de la misma
manera.

Por ejemplo, cuando los liposomas estan modificados por PEG, es preferible usar PEG estearilado (STR-PEG),
ceramida C8-PEG, o colesterol-PEG, con el fin de conferir una estabilidad durante el almacenamiento excelente a
los liposomas, sin afectar a la expresion funcional de una sustancia diana (por ejemplo, un farmaco de acido
nucleico, tal como ARNip). También es preferible usar DSPE-PEG, DSG-PEG, ceramida C16-PEG o similares, con
el fin de mejorar la estabilidad en sangre. Cuando se modifican los liposomas con un polimero hidréfilo, es preferible
modificar los liposomas con el polimero hidréfilo en una cantidad aproximadamente del 1 al 15 % en moles basado
en el 100 % en moles de los lipidos que constituyen el liposoma.

El liposoma de la presente invencién puede producirse usando un método conocido, tal como un método de

hidratacion, método de ultrasonicacion, método de inyeccion de etanol, método de inyeccion de éter, método de
evaporacion en fase inversa, método de congelacion y descongelacion o similares.
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A continuacioén se describe un ejemplo de produccion de liposomas que usa un método de hidratacion.

Se disuelven los lipidos, que son un componente constituyente de una bicapa lipidica y el compuesto peptidico de la
presente invencion en un disolvente organico, seguido por la retirada del disolvente organico mediante evaporacion,
obteniendo de este modo una membrana lipidica. Los ejemplos del disolvente organico usado en el presente
documento incluyen hidrocarburos, tales como pentano, hexano, heptano y ciclohexano; hidrocarburos halogenados,
tales como cloruro de metileno y cloroformo; hidrocarburos aromaticos, tales como benceno y tolueno; alcoholes
inferiores, tales como metanol y etanol; ésteres, tales como acetato de metilo y acetato de etilo; cetonas, tales como
acetona; y similares. Estos pueden usarse de manera individual o en una combinacion de dos o mas.
Posteriormente, se hidrata la membrana lipidica, y se agita o ultrasonica, produciendo de este modo liposomas que
tienen el compuesto peptidico de la presente invencién.

Ademas, a continuacion se describe otro ejemplo de produccion de liposomas usando un método de hidratacion.

Se disuelven los lipidos, que son un componente constituyente de una bicapa lipidica, en un disolvente organico,
seguido por la retirada del disolvente organico mediante evaporacion, obteniendo de este modo una membrana
lipidica. Se hidrata esta membrana, y se agita o ultrasonica para producir liposomas. Posteriormente, se afade el
compuesto peptidico de la presente invencién al liquido externo de los liposomas. El compuesto peptidico de la
presente invencién puede introducirse de este modo en los liposomas.

Por ejemplo, la preparacion de liposomas usando una amina cuaternaria como lipido catiénico puede realizarse
mediante el mismo método que en el ejemplo 4, descrito mas adelante, un método similar, o una combinacién de
tales métodos y un método convencional. Ademas, la preparacion de liposomas usando una amina terciaria como
lipido cationico puede realizarse mediante el mismo método que en el ejemplo 4, descrito mas adelante, un método
similar, o una combinacién de tales métodos y un método convencional.

En la preparacion de liposomas, la proporcion de lipido auxiliar (disolucion de EtOH)/lipido catiénico (disolucion de
EtOH) puede cambiarse adecuadamente.

Los ejemplos preferidos del liposoma de la presente invencion incluyen liposomas que tienen la composicion de
EPC/DOTAP/el compuesto peptidico de presente invencién, EPC/el compuesto peptidico de la presente invencion o
EPC/DSPG/el compuesto peptidico de la presente invencion; y mas preferiblemente liposomas que tienen la
composicion de EPC/DOTAP/el compuesto peptidico de la presente invencion.

El liposoma de la presente invencion tiene un potencial zeta aproximadamente de -50 a +50 mV, de manera
preferible aproximadamente de -40 a +40 mV, y de manera mas preferible aproximadamente de -30 a +30 mV, a
aproximadamente un pH neutro (por ejemplo, pH 7 o 7,4). El potencial zeta puede medirse usando un dispositivo
Zetasizer.

Los liposomas de la presente invencion tienen un diametro de particula medio, por ejemplo, de 30 a 1.000 nm,
preferiblemente de 50 a 500 nm, y mas preferiblemente de 60 a 200 nm, aunque no se limita a los mismos. El
diametro de particula medio puede medirse, por ejemplo, mediante un método de dispersion de luz dinamica, un
método de dispersion de luz estatica, observacion en microscopio electronico, observacién en microscopio de fuerza
atémica, o similares.

Una sustancia diana que va a administrarse a una célula puede encapsularse en el liposoma de la presente
invencion.

Cuando la sustancia diana es soluble en agua, se afiade a un disolvente acuoso que se usa cuando se hidrata una
membrana lipidica durante la produccion de liposomas. La sustancia diana puede encapsularse de este modo en la
fase acuosa de los liposomas. Cuando es liposoluble, la sustancia diana se afiade al disolvente organico usado
durante la produccién de liposomas; la sustancia diana puede encapsularse de este modo en la bicapa lipidica de
los liposomas. El término “encapsular”, tal como se usa en la presente solicitud, indica el caso en el que se incluye
una sustancia diana dentro de una particula hueca tal como un liposoma.

La especie de organismo a la que se administra una sustancia diana no esta limitada siempre que sean animales
vertebrados. Son preferibles los mamiferos. Los ejemplos de mamiferos incluyen humanos, simios, vacas, ovejas,
cabras, caballos, cerdos, conejos, perros, gatos, ratas, ratones, cobayas y similares.

El liposoma de la presente invencion puede usarse en un estado de dispersiéon. Como disolvente de dispersion,
puede usarse una disolucién tampdn tal como una solucién salina fisioldgica, una disolucién de tampon fosfato, una
disolucién de tampoén citrato o una disolucion de tampén acido acético. Pueden anadirse a la dispersion aditivos
tales como un sacarido, un alcohol polihidroxilado, un polimero soluble en agua, un tensioactivo no iénico, un agente
antioxidante, un regulador de pH y un acelerador de la hidratacion.
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El liposoma de la presente invencion puede usarse también en un estado de dispersion secada (por ejemplo,
liofilizada o secada por pulverizacion). Los liposomas secados pueden afadirse a una disolucién tampén, tal como
una solucion salina fisiolégica, una disolucion de tampoén fosfato, una disoluciéon de tampon citrato o una disolucion
de tampdn acetato para preparar una dispersion.

El liposoma de la presente invencién puede usarse tanto in vitro como in vivo. Cuando el liposoma de la presente
invencion se usa como composicion farmacéutica, la via de administracion puede ser, por ejemplo, inyeccion
intravenosa, goteo intravenoso o similares. La frecuencia de administracién y la dosis pueden ajustarse
adecuadamente segun el tipo y la cantidad de la sustancia diana encapsulada en el liposoma de la presente
invencion.

Cuando se usa como composicion farmacéutica, el liposoma de la presente invencién puede contener un vehiculo
farmacéutico, si es necesario. Pueden usarse diversas formas de dosificacion segun el propésito, tal como el
diagnoéstico o el tratamiento. Por ejemplo, pueden usarse inyecciones como formas de dosificacion. Pueden
producirse diversas formas de dosificacion mediante métodos de preparacion conocidos usados comiunmente por un
experto en la técnica.

Cuando se preparan inyecciones, puede afiadirse un regulador de pH, tampoén, agente estabilizante, agente
isotonico, etc., a una sustancia diana. Pueden producirse inyecciones subcutaneas, intramusculares e intravenosas
mediante métodos convencionales.

Los ejemplos de reguladores de pH y tampones incluyen citrato de sodio, acetato de sodio, fosfato de sodio y
similares. Los ejemplos de agentes estabilizantes incluyen pirosulfito de sodio, EDTA, acido tioglicdlico, acido
tiolactico y similares. Los ejemplos de agentes isotonicos incluyen cloruro de sodio, glucosa, D-manitol, glicerol y
similares.

El liposoma de la presente invencion no produce ni pérdida de peso ni hepatopatia, y por tanto puede administrarse
de manera segura.

El agente de induccidon de sustancias de la presente invencién puede usarse o bien in vitro o bien in vivo para
administrar una sustancia diana a un sitio de pH débilmente acido. Los ejemplos de sitios de pH débilmente acido
incluyen sitios de inflamacion, sitios tumorales, sitios infectados y similares. En particular, son preferibles los sitios
tumorales.

Los ejemplos de la sustancia diana que va a encapsularse incluyen, pero no se limitan particularmente a, uno o mas
elementos seleccionados del grupo que consiste en farmacos, acidos nucleicos, péptidos (por ejemplo, oxitocina,
bradiquinina, factor de liberacién de tirotropina, encefalina y péptidos biolégicamente activos y hormonas peptidicas
similares), proteinas (por ejemplo, enzima, interleucina y diversas citocinas similares, factor de transferencia celular,
factor de crecimiento celular y anticuerpos), azucar y materiales compuestos de los mismos. Estos pueden
seleccionarse segun el propésito, tal como diagndstico o tratamiento. Los acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, asi
como analogos y derivados de ADN y ARN (por ejemplo, ARNip, acido nucleico peptidico (PNA) y ADN
fosforotioato). Los acidos nucleicos pueden ser o bien monocatenarios o bien bicatenarios, y pueden ser acidos
nucleicos o bien lineales o bien circulares.

Ademas, el liposoma de la presente invencion puede disefiarse para liberar, en diferentes sitios, varios tipos de
sustancias diana que tienen diferentes pesos moleculares encapsulados en el mismo liposoma. Por ejemplo, el
liposoma de la presente invencion puede disefiarse para liberar una sustancia de bajo peso molecular con un peso
molecular de 700 o menos de manera especifica para pH débilmente acido, y no liberar una sustancia de alto peso
molecular con un peso molecular de 700 o mas en un entorno con pH débilmente acido, sino liberarla después de
que el liposoma sea captado por una célula tumoral.

La sustancia diana esta contenida en una cantidad de 0,1 a 60 partes en masa, y preferiblemente de 1 a 40 partes
en masa, basado en 100 partes en masa en total del péptido y los lipidos que constituyen el liposoma.

Cuando la sustancia diana es un farmaco, puede usarse cualquier farmaco que se use en tejidos en un entorno
débilmente acido (pH alrededor de 6,5). Por ejemplo, pueden usarse agentes antineoplasicos. Los ejemplos
especificos de farmacos antineoplasicos incluyen tegafur, doxorubicina, daunorubicina, cisplatino, oxaliplatino,
carboplatino, paclitaxel, irinotecan, SN-38, actinomicina D, vincristina, vinblastina, metotrexato, azatioprina,
fluorouracilo, mitomicina C, docetaxel, ciclofosfamida, capecitabina, epirubicina, gemcitabina, mitoxantrona,
leucovorina, vinorelbina, trastuzumab, etopdsido, estramustina, prednisona, interferén o, interleucina-2, bleomicina,
ifosfamida, mesna, altretamina, topotecan, citarabina, metilprednisolona, dexametasona, mercaptopurina, tioguanina,
fludarabina, gemtuzumab, idarubicina, mitoxantrona, tretinoina, alemtuzumab, clorambucilo, cladribina, imatinib,
epirubicina, dacarbazina, procarbazina, mecloretamina, rituximab, denileucina diftitox, trimetoprima/sulfametoxazol,
alopurinol, carmustina, tamoxifeno, filgrastim, temozolomida, melfalan, vinorelbina, azacitidina, talidomida,
mitomicina y similares. Ademas, pueden usarse también agentes antiinflamatorios como sustancia diana porque los
sitios antiinflamatorios también son regiones débilmente acidas. Los ejemplos de agentes antiinflamatorios incluyen
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agentes antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, indometacina, aspirina,
diclofenaco, piroxicam, paracetamol, celecoxib y rofecoxib) y agentes antiinflamatorios esteroideos (por ejemplo,
hidrocortisona, prednisolona, dexametasona y betametasona).

Los ejemplos preferibles de acidos nucleicos usados como sustancia diana incluyen cualquiera de los ARN
bicatenarios (ARNbc) seleccionados del grupo que consiste en ARN meroduplex (ARNmd), ARNbc mellado
(ARNbcm), ARNbc con huecos (ARNbch), acido nucleico de interferencia pequefio (ANip), ARNip, micro-ARN
(miARN), ARN de horquilla corta (ARNhc), oligonucleétido de interferencia pequefio, oligonucleétido sustituido de
interferencia pequefio, oligonuclesétido modificado de interferencia pequefio, ARNbc modificado quimicamente y ARN
de silenciamiento de genes postranscripcional (ARNptgs). La sustancia diana puede usarse de manera individual o
en una combinacion de dos o mas. Por ejemplo, pueden usarse dos o mas tipos de ARNip en combinacion.

En una realizacion en lo que se refiere a sustitucion y modificacion (incluyendo modificacién quimica), un ARN
bicatenario puede comprender una protuberancia de uno a cuatro nucleétidos en uno o ambos extremos 3’ del ARN
bicatenario, tal como una protuberancia que comprende un desoxirribonucleétido o dos desoxirribonucleétidos (por
ejemplo, timidina, adenina). Un ARN bicatenario puede tener un extremo romo en uno o ambos extremos del ARN
bicatenario. En una realizacion, el extremo 5’ de la primera o segunda cadena esta fosforilado. En cualquiera de las
realizaciones de ARN bicatenario, las protuberancias de nucleétido en el extremo 3 pueden comprender
ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos quimicamente modificados en un azulcar, base o estructura principal del
acido nucleico. En cualquiera de las realizaciones de ARN bicatenario, las proyecciones de nucleétido en el extremo
3’ pueden comprender uno o mas ribonucleétidos de base universales. En cualquiera de las realizaciones de ARN
bicatenario, las extensiones de nucleétido en el extremo 3’ pueden comprender uno o mas nucleétidos aciclicos. En
cualquiera de las realizaciones de ARN bicatenario, el ARNbc puede comprender ademas un grupo fosfato terminal,
tal como un 5'-fosfato (véase Martinez et al., Cell, 110: 563-574, 2002; y Schwarz et al., Molec. Cell, 10: 537-568,
2002) o un 5',3’-difosfato.

Un ARN bicatenario puede comprender ademas una sustitucion de 2’-azucar, tal como 2’-desoxi, 2’-O-metilo, 2’-O-
metoxietilo, 2’-O-2-metoxietilo, halégeno, 2'-fluoro o 2’-O-alilo, o una combinacién de los mismos. En realizaciones
adicionales, un ARN bicatenario comprende ademas un sustituyente caperuza terminal en uno o ambos extremos de
la primera cadena o uno o mas de las segundas cadenas, tales como un resto alquilo, abasico, desoxi-abasico,
glicerilo, de dinucleétido, de nucleoétido aciclico, de desoxinucleodtido invertido o una combinacion de los mismos.

En realizaciones adicionales, un ARN bicatenario puede comprender ademas al menos un enlace internucleésido
modificado, tal como independientemente un enlace fosforotioato, fosforotioato quiral, fosforoditioato, fosfotriéster,
aminoalquilfosfotriéster, fosfonato de metilo, fosfonato de alquilo, 3’-alquilenfosfonato, 5’-alquilenfosfonato, fosfonato
quiral, fosfonoacetato, tiofosfonoacetato, fosfinato, fosforamidato, 3’-aminofosforamidato, aminoalquilfosforamidato,
tionofosforamidato, tionoalquilfosfonato, tionoalquilfosfotriéster, selenofosfato, boranofosfato, o una combinacién de
los mismos.

Un ARN bicatenario puede sustituirse o modificarse (incluyendo modificacion quimica) usando 5-metilcitosina; 5-
hidroximetilcitosina; xantina; hipoxantina; 2-aminoadenina; 6-metilo, 2-propilo, u otros derivados alquilicos de
adenina y guanina; adeninas y guaninas sustituidas en 8 (por ejemplo, 8-aza, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-
hidroxilo); 7-metilo, 7-deaza, y adeninas y guaninas 3-deaza; 2-tiouracilo; 2-tiotimina; 2-tiocitosina; 5-metilo, 5-
propinilo, 5-halo (por ejemplo, 5-bromo o 5-fluoro), 5-trifluorometilo, u otros uracilos y citosinas sustituidos en 5; y
analogos de nucledtido, tales como 6-azouracilo.

Los ARN, tales como ARN bicatenarios (ARNbc), pueden modificarse quimicamente. Los ejemplos de tales
modificaciones quimicas incluyen, pero no se limitan a, enlaces internucledtido fosforotioato, 2'-
desoxirribonucledtidos, 2’-O-metilrribonucledtidos, 2’-desoxi-2’-fluororribonucleétidos, nucledtidos “aciclicos”, 5’-C-
metilnucledtidos, e incorporacion de residuo desoxi-abasico invertido y/o glicerilo terminal. Estas modificaciones
quimicas pueden conservar la actividad de ARNi en las células.

La presente invencién proporciona una composicidon farmacéutica que comprende el liposoma anterior. Las
enfermedades diana que van a prevenirse o tratarse mediante la composicién farmacéutica de la presente invencion
pueden seleccionarse dependiendo del tipo de sustancia diana, y no estan particularmente limitadas. Los ejemplos
de la composicion farmacéutica de la presente invencion incluyen agentes antitumorales y similares.

En esta realizacion, el cancer diana no esta particularmente limitado. Los ejemplos del mismo incluyen cancer de
cabeza y cuello, cancer de esofago, cancer de estdbmago, cancer de colon, cancer rectal, cancer de higado, cancer
de vesicula biliar y conducto colédoco, cancer de vias biliares, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de
pecho, cancer de ovarios, cancer de cuello uterino, cancer de endometrio, cancer renal, cancer vesical, cancer
prostatico, tumor testicular, sarcoma de huesos vy tejidos blandos, mieloma muiltiple, cancer de piel, tumor cerebral,
mesotelioma, melanoma y similares.
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Ejemplos

La presente invencion se describe a continuacién en mas detalle con referencia a los ejemplos y ejemplos de
prueba. Sin embargo, el alcance de la presente invencion no esta limitado a estos ejemplos.

Ejemplo 1: Sintesis de HGHGLALLAHALLAHAALAHAALA (SEQ ID NO: 1, compuesto peptidico 1)

Usando una resina de Fmoc-Ala-HMP como material de partida, a una escala de 0,1 mM, se sintetiz6 el péptido de
SEQ ID NO: 1 mediante sintesis en fase sdélida con Fmoc usando aminoacidos, un agente de condensacion
(HBTU/HOBL) y un acelerador de reaccion (DIEA) (4 equivalentes cada uno en relacion con la resina). (HBTU: p.m.
379,2, HOBt, anhidro: p.m. 135,1, DIEA: p.m. 129,2). Se afadié una disolucion céctel de TFA (acido trifluoroacético)
(TFA: 125 ml; H20: 0,25 ml; fenol: 0,375 g; etanoditiol: 0,125 ml; y tioanisol: 0,25 ml) a la resina sintetizada y se hizo
reaccionar bajo enfriamiento con hielo durante 15 minutos, y a temperatura ambiente durante 2 horas. Se escindio
un péptido de la resina, y se hizo precipitar en dietil éter para obtener un péptido en bruto. Se realiz6 la purificacion
mediante HPLC, seguida de liofilizacion. Se midié la pureza mediante HPLC y MALDI-TOF-MS. Se realiz6 el analisis
en las siguientes condiciones de HPLC, y se obtuvo el compuesto peptidico 1 diana (SEQ ID NO: 1) como un Unico
pico. Se muestra el indice de hidropatia medio en la tabla 3, proporcionada mas adelante.

Tampon A: TFA al 0,1 %/H20; Tampon B: TFA al 0,1 %/acetonitrilo; Columna: Columna SunFire C18, 5 um, 4,6 x
150 mm; caudal: 1 ml/min; longitud de onda: 220 nm.

Se uso6 un sistema Voyager de Applied Biosystems para MALDI-TOF-MS. Peso molecular calc.: 2320,7; hallado:
2321,40. La figura 1 muestra los resultados de HPLC y MALDI-TOF-MS.

Escala de sintesis: una escala de 0,1-mM (peso molecular: 2020,7);

Resina usada: resina de Fmoc-Ala-HMP;

Cantidad de resina usada: 208,0 mg (cantidad de resina introducida: 0,48 mmol/g);

Valor tedrico del péptido obtenido usando esta resina: 232,3 mg;

Cantidad en bruto realmente obtenida: 228,6 mg (rendimiento: el 98,4 %).

Ejemplo 2: Sintesis de GHHGLALLHALHLAAAALHAAALA (compuesto peptidico 2)

Se realiz6 la sintesis como en el ejemplo 1 para obtener el compuesto peptidico 2 (SEQ ID NO: 2). Peso molecular
calc.: 2320,7; hallado: 2320,04. La figura 2 muestra los resultados de HPLC y MALDI-TOF-MS. El indice de
hidropatia medio se muestra en la tabla 3, proporcionada mas adelante.

Escala de sintesis: una escala de 0,1-mM (peso molecular: 2320,7);

Resina usada: resina de Fmoc-Ala-HMP;

Cantidad de resina usada: 140,1 mg (cantidad de resina introducida: 0,72 mmol/g);

Valor tedrico del péptido obtenido usando esta resina: 234,0 mg;

Cantidad en bruto realmente obtenida: 95,5 mg (rendimiento: el 40,8 %)

Ejemplo 3: Sintesis de EGEGLALLAHALLAHAALAHAALA (compuesto peptidico 3)

Se realiz6 la sintesis como en el ejemplo 1 para obtener el compuesto peptidico 3 (SEQ ID NO: 3). Peso molecular
calc.: 2304,6; hallado: 2305,14. La figura 3 muestra los resultados de HPLC y MALDI-TOF-MS. El indice de
hidropatia medio se muestra en la tabla 3, proporcionada mas adelante.

Escala de sintesis: una escala de 0,1-mM (peso molecular: 2304,6);

Resina usada: resina de Fmoc-Ala-HMP;

Cantidad de resina usada: 175,6 mg (cantidad de resina introducida: 0,60 mmol/g);

Valor tedrico del péptido obtenido usando esta resina: 242,7 mg;

Cantidad en bruto realmente obtenida: 240,1 mg (rendimiento: el 98,9 %).

Ejemplo comparativo 1: Sintesis de HHGGLLLLHHHAAAAALLLAAAAA (compuesto comparativo 1)
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Se realiz6 la sintesis como en el ejemplo 1 para obtener el compuesto comparativo 1 (SEQ ID NO: 4). Peso
molecular calc.: 2320,7; hallado: 2320,65. La figura 4 muestra los resultados de HPLC y MALDI-TOF-MS. El indice
de hidropatia medio se muestra en la tabla 3, proporcionada mas adelante.

Escala de sintesis: una escala de 0,1-mM (peso molecular: 2320,7);

Resina usada: resina de Fmoc-Ala-HMP;

Cantidad de resina usada: 179,8 mg (cantidad de resina introducida: 0,58 mmol/g);

Valor tedrico del péptido obtenido usando esta resina: 242,0 mg;

Cantidad en bruto realmente obtenida: 233,4 mg (rendimiento del 96,4 %).

Ejemplo comparativo 2: Sintesis d¢ HGHGGGGGGGGGAHALLAHAALAH (compuesto comparativo 2)

Se realiz6 la sintesis como en el ejemplo 1 para obtener el compuesto comparativo 2 (SEQ ID NO: 5). Peso
molecular calc.: 2040,1; hallado: 2040,49. La figura 5 muestra los resultados de HPLC y MALDI-TOF-MS. El indice
de hidropatia medio se muestra en la tabla 3, proporcionada mas adelante.

Escala de sintesis: una escala de 0,1-mM (peso molecular: 2040,1);

Resina usada: resina de H-His(Trt)-Trt(2-Cl);

Cantidad de resina usada: 217,6 mg (cantidad de resina introducida: 0,50 mmol/g);

Valor tedrico del péptido obtenido usando esta resina: 222,0 mg;

Cantidad en bruto realmente obtenida: 182,9 mg (rendimiento: el 82,4 %).

Ejemplo comparativo 3: Sintesis de HGHGLALLAHALLAHAAAAL (compuesto comparativo 3)

Se realiz6 la sintesis como en el ejemplo 1 para obtener el compuesto comparativo 3 (SEQ ID NO: 6). Peso
molecular calc.: 1928,2; hallado: 1929,58. La figura 6 muestra los resultados de HPLC y MALDI-TOF-MS. El indice
de hidropatia medio se muestra en la tabla 3, proporcionada mas adelante.

Escala de sintesis: una escala de 0,1-mM (peso molecular: 1928,2);

Resina usada: resina de Fmoc-Leu-HMP;

Cantidad de resina usada: 208,2 mg (cantidad de resina introducida: 0,50 mmol/g);

Valor tedrico del péptido obtenido usando esta resina: 200,7 mg;

Cantidad en bruto realmente obtenida: 111,8 mg (rendimiento: el 55,7 %).

Ejemplo 4: Preparacion de liposoma cationico y capacidad de respuesta al pH

(1) Se prepararon liposomas como sigue. Especificamente, se dispensé una disolucion lipidica en etanol preparada
a partir de una mezcla de fosfatidilcolina de yema de huevo (EPC) y dioleoiltetramonio-propano (DOTAP) a una
proporcion molar de 1:1 en un tubo de ensayo. Se afadié una disolucién en etanol del compuesto peptidico 1
obtenido en el ejemplo 1 en una cantidad del 5 % en moles del contenido de lipido total, y se mezclé con una
cantidad igual de cloroformo, seguido de evaporacion hasta sequedad bajo una corriente de nitrégeno para obtener
una membrana lipidica delgada. Se afadi6 a la misma un tampén que tiene un pH de 7,4, y se hidrato
suficientemente la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras la finalizacién de la hidratacion, se
ultrasonico el tubo de ensayo usando un dispositivo ultrasénico de tipo tanque de agua para preparar el liposoma 1
que comprende EPC, DOTAP y compuesto peptidico 1 (concentracion de lipido: 10 mM).

(2) Se midieron el diametro de particula (tamafio) y el potencial superficial (potencial {) del liposoma 1 diluido y
suspendido en disoluciones tampoén que tienen diferentes pH mediante un dispositivo Zetasizer Nano producido por
Malvern Instruments Ltd. Ademas, se midieron también el tamafo de particula y el potencial superficial de un

liposoma de referencia (EPC/DOTAP = 1/1 (proporcidon molar) en el que no se habia introducido compuesto
peptidico de la misma manera. La tabla 2 muestra los resultados.
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Tabla 2
(1) Liposoma 1 |
pH 5,5 6,0 6,5 7,4
Tamafio (nm) 248 + 30 243 + 53 211+ 44 110 £ 14
potencial { (mV) 21,2142 146+29 9,8+4,5 -20+2.2
2) Liposoma de referencia |
pH 5,5 6,0 6,5 7.4
Tamaiio (nm) 117 117 116 119
potencial (mV)( 34,4 32,3 33,5 37,2

Los resultados muestran que la capacidad de respuesta al pH del liposoma de referencia en el que no se habia
introducido el compuesto peptidico de la presente invencion apenas cambié de diametro de particula ni de potencial
superficial. En cambio, el diametro de particula del liposoma en el que se habia introducido el compuesto peptidico
de la presente invencion fue aproximadamente de 100 nm cuando el pH era 7,4. Cuando el pH era 6,5, el diametro
de particula aumenté aproximadamente al doble de eso cuando el pH era 7,4. Ademas, el potencial superficial era
de -2,0 mV cuando el pH era 7,4; sin embargo, el potencial superficial cambié a +9,8 mV cuando el pH era 6,5. Estos
resultados sugieren que la protonacion de histidina contenida en el péptido debida a pequefios cambios de pH
conduce a cambios en el diametro de particula y el potencial superficial. Se considera que la causa del aumento en
el diametro de particula cuando el pH se redujo desde 7,4 hasta 6,5 es la siguiente: la protonacion de histidina indujo
una reduccion de la interaccion hidréfoba entre regiones hidréfobas y condujo a la repulsion electrostatica entre
regiones hidrdfilas, por lo cual se debilitd la estructura del liposoma.

Ejemplo de prueba 1: Medicion del escape de farmacos encapsulados en diferentes condiciones de pH

(1) Tras prepararse una membrana lipidica que contenia péptido como en el ejemplo 4, se afiadié una disolucion de
calceina (p.m.: 622,55) 30 mM, y se preparo el liposoma 1 con calceina encapsulada como en el gjemplo 4. Se retird
la calceina no encapsulada mediante filtracion en gel (Sephadex G50).

Para medir el escape de la calceina encapsulada de los liposomas, se diluyeron los liposomas y se suspendieron en
tampones que tenian diferentes pH, y luego se incubaron a 37 °C durante 10 minutos. Se midi6 la fluorescencia
(Lex: 488 nm, Aem: 517 nm) de la calceina escapada mediante un lector de placas (Infinite M200, producido por
Tecan). La fluorescencia de la calceina escapada cuando se mezclaron los liposomas con el Triton al 1 %-X100 se
consider6 como escape completo. Se calcul6 la tasa de escape mediante la siguiente féormula. La figura 7 muestra
los resultados.

Tasa de escape (%) = (Fmuestra — For17,.4) / (Ftiiton — Fpr7,4) X 100

Fmuestra: Fluorescencia de calceina escapada de los liposomas a cada pH

FoH 7,4: Fluorescencia de calceina escapada de los liposomas a pH de 7,4

Fuiton: Fluorescencia de calceina cuando se mezclaron los liposomas con Triton al 1 %-X100

Los resultados muestran que no se observé escape a un pH de 7,4, mientras que se observd un escape de
aproximadamente el 100 % de calceina a un pH de 6,5. Esto sugiri6 que la His del bloque hidréfilo y el bloque
hidréfobo del compuesto peptidico incrustado en la membrana lipidica se protond debido a pequefios cambios de
pH, que produjeron la repulsion entre el péptido y las moléculas de lipido, permitiendo de este modo el escape de la
calceina encapsulada.

(2) Tras prepararse una membrana lipidica que contenia péptido como en el ejemplo 4, se afiadié una disolucion de
dextrano marcado con rojo Texas (p.m. 3,000) 2 mg/ml, y se preparé el liposoma 1 con dextrano encapsulado como
en el ejemplo 4. Con el fin de aumentar la tasa de encapsulacion del dextrano marcado con rojo Texas en el
liposoma, se realizé congelacion con nitrégeno liquido, seguido de descongelacion a 37 °C. Se repitio el
procedimiento de congelacion-descongelacion 5 veces. Se retir6 el dextrano marcado con rojo Texas no
encapsulado mediante filtracion en gel (Sepharose CL-6B). Se midid el escape del dextrano marcado con rojo Texas
encapsulado del liposoma de la misma manera que la descrita anteriormente. La figura 8 muestra los resultados.

Los resultados muestran que no se observo escape a un pH de 7,4, y no se observd escape de dextrano del
liposoma incluso a un pH de 6,5 o menos. Esto sugiri6 que este liposoma podria dejar escapar selectivamente un
compuesto de bajo peso molecular, sin dejar escapar un compuesto de alto peso molecular, dependiendo de
pequefios cambios de pH.

(3) Tras prepararse una membrana lipidica que contenia péptido como en el ejemplo 4, se afiadieron una disolucion
de calceina (p.m. 622,55) 15 mM y una disoluciéon de dextrano marcado con rojo Texas (p.m. 3.000) 1 mg/ml, y se
prepard un liposoma 1 con dos componentes encapsulados como en el ejemplo 4. Se retiraron la calceina y el
dextrano no encapsulados mediante dialisis usando una membrana de didlisis (punto de corte molecular: 14.000).
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Se midi6 el escape del dextrano marcado con rojo Texas y calceina encapsulados del liposoma de la misma manera
que se describié anteriormente. La figura 9 muestra los resultados.

Los resultados muestran que cuando se encapsularon calceina y dextrano juntos en el liposoma, el escape de
calceina era aproximadamente del 60 % a un pH de 6,5, y aproximadamente del 80 % a un pH de 6,0 o menos. Por
otro lado, no se observé escape de dextrano en todos los pH. Esto confirmé que este liposoma podria dejar escapar
selectivamente un compuesto de bajo peso molecular dependiendo de pequefios cambios de pH, tal como se
describié anteriormente.

El liposoma de la presente invenciéon puede dejar escapar un compuesto de bajo peso molecular de manera
dependiente del pH. Cuando se encapsulan compuestos que tienen diferentes pesos moleculares en el liposoma de
la presente invencion, los compuestos pueden escaparse gradualmente segin sus pesos moleculares.

Ejemplo de prueba 2: Espectros de CD de péptido solo o liposoma con péptido introducido en diferentes condiciones
de pH (con capacidad de respuesta al pH y la necesidad de un sustrato con estructura de membrana)

Se suspendieron el compuesto peptidico 1 obtenido en el ejemplo 1 solo y un liposoma con péptido introducido
obtenido segun el ejemplo 4 (cada uno tenia una concentracion de péptido de 20 uM) en PBS (-) con diferentes pH,
y se registraron los espectros de CD (dicroismo circular) en un espectropolarimetro J-720WI (producido por JASCO
Corporation). La figura 10 muestra los resultados.

La “hélice o” representa una estructura de hélice a, y la “estructura helicoidal desordenada” representa un estado en
el que no se forma una estructura secundaria clara.

Los resultados muestran que la estructura del compuesto peptidico 1 solo, era hélice a (un pico positivo a alrededor
de 196 nm, y picos negativos a alrededor de 207 y 222 nm) a un pH de 7,4; sin embargo, se transformé
secuencialmente en una estructura helicoidal desordenada (un pico negativo a alrededor de 196 nm), a medida que
se redujo el pH. En cambio, la estructura del liposoma con péptido introducido era de manera similar una hélice o a
un pH de 7,4; sin embargo, se transformd casi completamente en una estructura helicoidal desordenada a un pH de
6,5. Por tanto, el péptido solo y el liposoma con péptido introducido experimentaron diferentes transiciones
estructurales asociadas con cambios de pH. Estos resultados sugieren que un sustrato con estructura de membrana
es esencial para la capacidad de respuesta al pH de los péptidos.

Ejemplo 5: Preparacion de liposomas que tienen diferentes composiciones lipidicas
(1) Se preparé el liposoma neutro 2 (EPC/compuesto peptidico 1 = el 1/5 % en moles) como en el ejemplo 4.

(2) Se preparo el liposoma aniénico 3 (EPC/DSPG/compuesto peptidico 1 = el 1/1/5 % en moles) como en el ejemplo
4.

Ejemplo de prueba 3: Medicién del escape de farmacos encapsulados en diversos liposomas

Se encapsulo la calceina en el liposoma 1 obtenido en el ejemplo 4, y los liposomas 2 y 3 obtenidos en el ejemplo 5,
y se examino la capacidad de respuesta al pH como en el ejemplo de prueba 1. Los resultados muestran que no se
observo escape de calceina de ninguno de los liposomas a un pH de 7,4; sin embargo, a un pH de 6,5, el liposoma
catiénico 1 mostré el mayor escape. El escape se redujo en el orden de liposoma aniénico 3 y liposoma neutro 2.
Esto sugiere que lo mas preferible era introducir un compuesto peptidico en liposomas catiénicos de modo que los
liposomas mostraran capacidad de respuesta a un pH ligeramente acido.

Ejemplo 6

Se produjo el liposoma 2 en el que se habia introducido el compuesto peptidico 2 obtenido en el ejemplo 2 segun el
método descrito en el ejemplo 4, y se preparo el liposoma 2 con calceina encapsulada mediante el mismo método
de produccioén que en el ejemplo de prueba 1.

Ejemplo 7

Se produjo el liposoma 3 en el que se habia introducido el compuesto peptidico 3 obtenido en el ejemplo 3 segun el
método descrito en el ejemplo 4, y se preparo el liposoma 3 con calceina encapsulada mediante el mismo método
de produccioén que en el ejemplo de prueba 1.

Ejemplo comparativo 4

Se produjo el liposoma comparativo 1 en el que se habia introducido el compuesto comparativo 1 obtenido en el
ejemplo comparativo 1 segun el método descrito en el ejemplo 4, y se prepar6 el liposoma comparativo 1 con

calceina encapsulada mediante el mismo método de produccién que en el ejemplo de prueba 1.
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Ejemplo comparativo 5

Se produjo el liposoma comparativo 2 en el que se habia introducido el compuesto comparativo 2 obtenido en el
ejemplo comparativo 2 segun el método descrito en el ejemplo 4, y se prepar6 el liposoma comparativo 2 con
calceina encapsulada mediante el mismo método de produccion que en el ejemplo de prueba 1.

Ejemplo comparativo 6

Se produjo el liposoma comparativo 3 en el que se habia introducido el compuesto comparativo 3 obtenido en el
ejemplo comparativo 3 segun el método descrito en el ejemplo 4, y se prepard el liposoma 3 con calceina
encapsulada mediante el mismo método de produccion que en el ejemplo de prueba 1.

Ejemplo de prueba 4: indice de hidropatia medio de liposoma con péptido introducido, y tasa de escape de farmaco
encapsulado

Se calculd la tasa de escape de calceina de los liposomas con calceina encapsulada obtenidos en los ejemplos 4, 6,
y 7,y los ejemplos comparativos 4 a 6 a un pH de 7,4 y a un pH de 6,5 como en el ejemplo de prueba 1. La tabla 3
muestra los resultados.

Tabla 3
Indice de hidropatia NGmero Tasa de escape
Secuencia de aminoacidos (bloque medio de calceina (%)
Compuesto hidroéfilo)-(bloque hidréfobo) Bloque Bloque Qe
hidrofilo | hidréfobo | "€8i19u0S | PH7.4 | pHE,5
Compuesto | a6 L ALLAHALLAHAALAHAALA -1,8 1,75 24 0 100
peptidico 1
Compuesto | GG L ALLHALHLAAAALHAAALA -1,8 1,75 24 0 90
peptidico 2
Compuesto | £GEG.| ALLAHALLAHAALAHAALA -1,95 1,75 24 0 65
peptidico 3
Compuesto
comparativo HHGG-LLLLHHHAAAAALLLAAAAA -1,8 1,75 24 0 30
1
Compuesto
comparativo | HGHGGGGGGGGG-AHALLAHAALAH -0,87 1,05 24 0 30
2
Compuesto
comparativo HGHG-LALLAHALLAHAAAAL -1,8 1,925 20 - -
3

Los resultados muestran que en los liposomas en los que se habian introducido los compuestos peptidicos de la
presente invencion, no se observé escape en condiciones fisiolégicas de pH 7,4; sin embargo, se observé un alto
escape (el 60 % o mas) del farmaco encapsulado a un pH débilmente acido de 6,5. En particular, se observo un
escape significativamente alto del farmaco encapsulado en los compuestos peptidicos que tienen His en el bloque
de aminoacidos hidrdfilo y en el bloque de aminoacidos hidréfobo. En cambio, incluso con los mismos aminoacidos
constituyentes, en el liposoma en el que se habia introducido el compuesto comparativo 1 que tenia residuos de
histidina adyacentes en el bloque hidrofobo del péptido, y el liposoma en el que se habia introducido el compuesto
comparativo 2, cuyo indice de hidropatia medio cambié al cambiar la proporcién del nimero de aminoacidos en el
bloque hidréfilo y en el bloque hidréfobo del compuesto peptidico a 1:1, el escape de los farmacos encapsulados se
redujo notablemente, incluso cuando el pH cambié desde 7,4 hasta 6,5. Por tanto, la capacidad de respuesta al pH
era insuficiente. Ademas, se prepararon liposomas en los que se habia introducido el compuesto comparativo 3 que
tiene cuatro residuos menos que el compuesto peptidico 1; sin embargo, se agregaron notablemente a un pH de 6,5
o menos. Ademas, se realiz6 un intento de encapsular calceina en los liposomas; sin embargo, a un pH de 7,4 se
observo una intensidad de fluorescencia al mismo nivel que cuando se realizo el tratamiento con Triton. Esto sugirié
que los liposomas que contienen el péptido que tiene una secuencia con cuatro residuos menos eran inestables, y
que no podria encapsularse un farmaco en los mismos.

Ejemplo de prueba 5: Efecto antitumoral del liposoma 4 con doxorubicina encapsulada (Dox)
Se preparo el liposoma 4 con Dox encapsulada como sigue. Especificamente, se dispensé una disolucion lipidica en
etanol preparada a partir de una mezcla de fosfatidilcolina de yema de huevo (EPC) y dioleoiltetramonio-propano

(DOTAP) a una proporcion molar de 1:1 en un tubo de ensayo. Se afiadid una disolucion en etanol de compuesto
peptidico 1 obtenido en el ejemplo 1 en una cantidad del 5 % en moles del contenido de lipido total, y se afadio
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ademas una disolucion en etanol de polietilenglicol-distearoilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE) en una cantidad del 5
% en moles del contenido de lipido total. Se mezclé ademas con la misma una cantidad igual de cloroformo, seguido
de evaporacién hasta sequedad bajo una corriente de nitrégeno para obtener una membrana lipidica delgada.
Posteriormente, se afiadid a la misma sulfato de amonio 250 mM (pH 8,5), y se hidraté suficientemente la mezcla a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras la finalizacion de la hidratacion, se ultrasonico el tubo de ensayo
usando un dispositivo ultrasénico de tipo tanque de agua para preparar el liposoma 4 que comprende EPC, DOTAP,
PEG-DSPE, y compuesto peptidico 1 (concentracion de lipido: 10 mM). Se sometié el liposoma 4 preparado a
filtracion en gel usando una columna Sephadex G-50 equilibrada con el 10 % de sacarosa (pH 8,5). Se cuantifico la
concentracion de lipido en las fracciones recogidas usando la prueba de fosfolipido Wako. Se afadié una disolucién
de Dox (2 mg/ml) al liposoma 4, y se incubd la mezcla a 65 °C durante 1 hora. Entonces, se retird la Dox no
encapsulada mediante filtracion en gel usando una columna Sephadex G-50. Se cuantifico la cantidad de Dox
encapsulada en el liposoma 4 solubilizando el liposoma con tratamiento con Triton-X, y midiendo luego la
absorbancia a 490 nm usando un lector de placas (Infinite M200, producido por Tecan).

Para evaluar el efecto antitumoral del liposoma 4 con Dox encapsulada, se administré una disolucién de Dox o
liposoma 4 con Dox encapsulada a ratones sin pelo que portaban un tumor en los (gue el tumor formado a partir de
células B16-F1 implantadas por via subcutanea crecié hasta un tamafio de 100 mm®, mediante inyeccion en la vena
de la cola a una concentracién de Dox de 0,5 mg/kg por inyeccion 5, 8, 12 6 15 dias tras la implantacion. Se calculd
el volumen tumoral a partir de la longitud y la anchura del tumor usando la siguiente formula:

(Volumen tumoral) = 0,5 x (longitud) x (anchura)?

Ademas, se calcul6 el volumen tumoral relativo mediante la siguiente formula:

(Volumen tumoral relativo) = (volumen tumoral 8, 12, 15 6 19 dias tras la implantacién) / (volumen tumoral 5 dias tras
la implantacion)

La figura 11 muestra los resultados. Tal como se muestra en la figura 11, cuando se administré Dox a dosis baja, €l
liposoma 4 con Dox encapsulada mostré un efecto inhibidor del crecimiento tumoral mayor que el de la disolucion de
Dox.

Lista de secuencias

<110> TAIHO PHARMACEUTICAL CO., LTD.

<120> Péptido sensible a pH débilmente acido, y liposoma que contiene el mismo

<130> P13-137

<150> Documento JP 2012-233011
<151> 22-10-2012

<160> 6

<170> PatentIn versién 3.4
<210>1

<211> 24

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 1

His Gly His Gly Leu Ala Leu Leu Ala His Ala Leu Leu Ala His Ala
1 5 10 15

Ala Leu Ala His Ala Ala Leu Ala
20

<210>2
<211> 24
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 2

Gly His His Gly Leu Ala Leu Leu His Ala Leu His Leu Ala Ala Ala
10

1 5

Ala Leu His Ala Ala Ala Leu Ala
20

<210>3
<211> 24
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 3

Glu Gly Glu Gly Leu Ala Leu Leu Ala His Ala Leu Leu Ala His Ala

1 5

Ala Leu Ala His Ala Ala Leu Ala
20

<210> 4
<211> 24
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4

His His Gly Gly Leu Leu Leu Leu His His His Ala Ala Ala Ala Ala
10

1 5

Leu Leu Leu Ala Ala Ala Ala Ala
20

<210>5
<211> 24
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 5

10
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His Gly His Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ala His Ala Leu
1 5 10 15

Leu Ala His Ala Ala Leu Ala His
20

<210>6

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 6

His Gly His Gly Leu Ala Leu Leu Ala His Ala Leu Leu Ala His Ala
1 5 10 15

Ala Ala Ala Leu
20
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REIVINDICACIONES

Compuesto peptidico que consiste en un bloque de aminoacidos hidréfilo y un bloque de aminoacidos
hidréfobo;

[1] conteniendo el compuesto peptidico de 24 a 36 aminoacidos en total;

[2] conteniendo el bloque de aminoacidos hidréfilo de 4 a 10 aminoacidos en total y teniendo un indice de
hidropatia medio de -3,0 a -1,0; y

[3] conteniendo el bloque de aminoacidos hidréfobo de 20 a 32 aminoacidos en total, conteniendo uno o
mas residuos de His, y teniendo un indice de hidropatia medio de 1,0 a 2,5,

en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo consiste en aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de
0 o menos y el bloque de aminoacidos hidréfobo consiste en uno o mas residuos de His y aminoacidos que
tienen un indice de hidropatia mayor de O y

en el que aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de -3,0 o0 menos no son adyacentes entre si en el
bloque de aminoacidos hidréfobo cuando el bloque de aminoacidos hidréfobo comprende dos o mas
aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de -3,0 o menos.

Compuesto peptidico segun la reivindicacion 1, en el que el bloque de aminoacidos hidrdfilo tiene un indice
de hidropatia medio de -2,0 a -1,5; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo tiene un indice de hidropatia medio de 1,5 a 2,0.
Compuesto peptidico segun la reivindicacién 1, en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo comprende un
aminoacido que tiene un indice de hidropatia de -3,0 0 menos y un aminoacido que tiene un indice de

hidropatia de 0 a -1,0; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo comprende His y un aminoacido que tiene un indice de hidropatia
mayor de 0.

Compuesto peptidico segun la reivindicacion 1, en el que los aminoacidos que constituyen el bloque de
aminoacidos hidrofilo son His o Glu, y Gly; y

los aminoacidos que constituyen el bloque de aminoacidos hidréfobo son His y cualquier aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Leu, Ala, Met, Cys, Phe, Val e lle.

Compuesto peptidico segun la reivindicacion 1, en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo tiene una
secuencia peptidica que contiene de 0 a 5 residuos de His; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo tiene una secuencia peptidica que contiene de 1 a 8 residuos de His.

Compuesto peptidico segun la reivindicacion 1, en el que el bloque de aminoacidos hidrofilo esta
representado por la siguiente férmula (1):

(AA1) (AA2) (AAs) (AAs) (1)

en la que dos cualesquiera de AA1, AA2, AAs y AA,4 son His o Glu, y los otros dos son Gly; y

el bloque de aminoacidos hidréfobo contiene de 5 a 8 unidades representadas por la siguiente formula (11):
(AAs) (AAe) (AA7) (AAs) (IT)

en la que AAs, AAs, AA; y AAs son iguales o diferentes, y representan cada uno His, Leu o Ala, con la
condiciéon de que al menos una de las unidades de la formula (Il) contenga uno o dos residuos de His; cada

unidad puede tener la misma o diferente secuencia de aminoacidos.

Compuesto peptidico que consiste en un bloque de aminoacidos hidréfilo y un bloque de aminoacidos
hidréfobo;

[1] consistiendo el compuesto peptidico en de 24 a 36 aminoacidos en total;

[2] consistiendo el bloque de aminoacidos hidréfilo en de 4 a 10 aminoacidos en total y teniendo un indice
de hidropatia medio de -3,0 a-1,0; y
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[3] consistiendo el bloque de aminoacidos hidréfobo en de 20 a 32 aminoacidos en total, conteniendo uno o
mas residuos de His, y teniendo un indice de hidropatia medio de 1,0 a 2,5,

en el que el bloque de aminoacidos hidréfobo contiene de 5 a 8 unidades representadas por la siguiente
férmula (11):

(AAs) (AAs) (AA7) (AAg) (IT)

en la que AAs, AAs, AA; y AAs son iguales o diferentes, y representan cada uno His, Leu o Ala, con la
condicidon de que dos residuos de His entre las unidades o en cada unidad no sean adyacentes entre si
cuando el bloque de aminoacidos hidréfobo contiene dos o mas residuos de His; y cada unidad puede tener
la misma o diferente secuencia de aminoacidos

en el que el bloque de aminoacidos hidréfilo consiste en aminoacidos que tienen un indice de hidropatia de
0 o menos y el bloque de aminoacidos hidréfobo consiste en uno o mas residuos de His y aminoacidos que
tienen un indice de hidropatia mayor de 0.

Liposoma que comprende el compuesto peptidico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y un
lipido.

Liposoma segun la reivindicacion 8, en el que el liposoma comprende del 1 al 10 % en moles del
compuesto peptidico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 basado en la cantidad total de
lipidos en el liposoma.

Liposoma segun la reivindicacion 9, en el que el liposoma es un liposoma cationico.

Liposoma segun la reivindicacion 8, en el que el liposoma encapsula una sustancia diana.

Composicion farmacéutica que comprende el liposoma segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11.

Agente antitumoral que comprende el liposoma segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11.

Liposoma segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, para su uso en la prevencion o el
tratamiento de cancer.
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Fig. 1A

~datos de analisis por HPLC~

informacién de la muestra

Nombre de la muestra: 6939-Pure Diselucién A : H2ZO0 en TFA al 0.1%
Fecha del analisis: 29/07/2011 14:12:55 Disolucién B : ACN en TFA al 0.1%
Cantidad de inyeccién: 10,00 nl Condiciones de andlisis: min BA %B
Velocidad de fluje: 1.0ml/min 0 20 10

Longitud de onda: 220nm 20 40 60
3.00
2.50
2.00
o
~
g 1.50 ﬁ
3
1,004 e
lc-i
0.50- =
3
a
0.00 =——= ————— AR S SESSS e e e e
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
min
Tiempo de i
Nombre de reterf::ién Area %, de Altura |ooncentracién [Unidad|
componente (min) {pV seg) area {pv)
1 12.222 9032781 | 98.64 | 1262380
2 12.556 66080 0.72 7067
3 12.788 18971 0.21 2186
4 13.698 39774 0.43 5203
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Fig. 1B
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Fig. 2A

ES 2627056 T3

~ datos de analisis por HPLC ~

informacidén de la muestra

8303-Pure Disolucidn A

Nombre de la muestra: : H20 en TFA al 0.1%
Fecha del analisis: 25/04/2012 12:18:24 Disolucién B : ACN en TFA al 0.1%
Cantidad de inyeccién: 10.00 pl Condiciones de analisis: min $A %B
Velocidad de flujo: 1.0ml/min 0 0 10

Longitud de onda: 220nm 20 40 60
3.00
2.50
—
o)
2.00+ n
o
i ~
g 1.504
1.004
0.50
0.00 ‘ - T 'TJ ot eyt Ty T
o ————— T FEE——T U
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
min
Ti d A
N°“?bre de rel:ernlf>coiéne Axea %, de Altura Concentracién|Unidad
componente | - (min) (uv seg} area (uv)
1 13.591 | 15864138 100.00 | 1654223
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Fig. 2B
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Fig. 3A

~ datos de analisis por HPLC ~

informacidén de la muestra

Nombre de la muestra: 8769-Pure Disolucién A ; H20 en TFA al 0.1%
Fecha del analisis: 27/08/2012 20:35:24 Disolucién B : ACN en TFA al 0.1%
Cantidad de inyeccién : 10.00 pl Condiciones de analisis: min $A B
Velocidad de flujo: 1.0ml/min 0 90 10

Longitud de onda : 220nm 20 40 60
3.00 1
2.50
o~
!
2.00 :’;
‘ —
g 1.50
1.00 ] ]
o0
0.50 @
v
J -
0.00 —— ” P ———— S MS—. A S——— T
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
min
‘Tiempo de Area
Nombre de retencién ® de Altura |Concentracién [inidad
componente (min) (nV seg} area
1 13.312 | 14418427 | 97.82 1706395
2 14.468 321337 2.18 45377
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Fig. 3B
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Fig. 4A

Nombre de la muestra:
Fecha del andlisis:

ES 2627056 T3

datos de analisis por HPLC ~

informacidén de la muestra

8767-Pure

24/08/201220:13:22

Disolucidn A :
Disolucidn B :

Cantidad de inyeccién: 10,00 pl Condiciones de analisis: min %A  %B
Velocidad de flujo: 1.0ml/min 0 80 10
Longitud de onda: 220nm 20 40 60
3.00
a\
2.50 4 ~
.
‘_‘\
2.001
1.50 1
8
1.00 4 § 5
N
0.50 .
S 3{
0.00 L -
400 6.00 800 1000 12.00 1400 1600 1800 20.00
min
Ti d A
Nombre de reltegnr?coiéne Area | %, de' Altura |ooncentracién Unidad
componente (min) {(pV seg) area (nv)
10.609 26266 0.13 ] 5563
10.987 136140 0.70 | 23305
11.232 | 19367421 | 99.17 | 2041537
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Fig. 4B
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Fig. 5A

~ datos de analisis por HPLC ~

informacién de la muestra

Nombre de la muestra: 8768—-Pure Disolucién A : H20 en TFA al 0.1%
Fecha del analisis: 27/08/2012 19:53:36 Disolucién B.: ACN en TFA al 0.1%
Cantidad de inyeccién: 10,00 pl Condiciones de analisis: min 3A %B
Velocidad de flujo: 1.0ml/min 0 95 5

Longitud de onda: 220nm 20 60 40
2.00 i
1.80 J
1.60 =
1.40 3 :
1.20 ‘
1.00 4

8
0.80 1 :
0.60 1
0.40 ] i
0.20 4
0.00 v Ls . —
- e oo Fo: S S S S s S
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
min
. Tiempo de Area Alt
Hembre de retencidén %, de uxa Concentracién|Unidad
componente (min) (0V seg) area (nv)
1 11.217 9115913 | 100.00 | 1301210
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Fig. 5B
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Fig. 6A

~ datos de analisis por HPLC ~

informa_cién de la muestra

Nombre de la muestra: 8770-Pure Disolucién A: H20 en TFA al 0.1%
Fecha del andlisis: 22/08/2012 11:53:01 Disolucién B: ACNen TFA al 0.1%
Cantidad de inyeccién : 10,00 pl Condiciones de analisisi: min %A %$B
Velocidad de flujo : 1.0ml/min 0 90 10

Longitud de onda : 220nm 20 40 60
300 :
2.50 4

) o~
2.00+ = .
a
g 1.50 4 i
1.00 4 i
. o
0.50 ‘ B
a3
0-00 - — rad -
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
min X
¥
Nombre de rTeiteenr?coiéie Area % de Altura N » ]
componente i) (v seg) Area (av) C_oncen racién|Unidad
1 13.078 86324 0.66 | 15046
2 13.402 | 12902083 | 99.34 | 1617808
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Fig. 7
Escape de calceina
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