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DESCRIPCION
Péptido funcional anticancer para el tratamiento del cancer de mama

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion anticancer que comprende un péptido que inhibe la proliferacion
de células madre cancerosas presentes en el tejido tumoral y que induce la apoptosis de tales células madre
cancerosas, Yy mas en particular, a un péptido anticancer que inhibe la actividad de NF-kB que se sobreexpresa
especificamente en células madre cancerosas presentes en tumores.

Antecedentes de la técnica

La presencia de células madre cancerosas fue sugerida por la hipotesis de que la proliferacion de tumores es
mantenida por ciertas células que tienen una alta malignidad entre las células tumorales. En efecto, las células madre
cancerosas se han aislado de canceres sanguineos y canceres solidos. Dichas células madre cancerosas
generalmente pueden formar tumores, pueden inducir la metastasis de tumores in vivo y pueden crear otros tipos de
células madre cancerosas capaces de diferenciarse en células que tienen varios caracteres (Baccelli | et al., J Cell
Biol 198: 281-293, 2012). Por lo tanto, estas células madre cancerosas tienen caracteristicas sobresalientes, ya que
se dividen asimétricamente y tienen la capacidad de autorrenovarse y proliferar para formar tumores.

De acuerdo con los informes hasta la fecha, es una teoria comun que, debido a la capacidad de las células madre
cancerosas para dividirse y metastatizar, los tumores no se pueden eliminar solo mediante la induccién de apoptosis
de las células cancerosas presentes en los tumores. Las células madre cancerosas en los tumores tienen como
soporte microambientes (nichos) que pueden mantener las caracteristicas de estas células, y tales ambientes, que
incluyen varias células inmunitarias, células estromales, células cancerosas y matriz extracelular, pueden transmitir
las caracteristicas de las células madre cancerosas a otras células distintas de las células madre cancerosas. Sin
embargo, las células madre cancerosas permanecen en estado de reposo, a diferencia de otras células cancerosas,
y son menos agresivas que las células cancerosas metastasicas. Por lo tanto, las células madre cancerosas superan
el desafio de los agentes anticancer, y si varias células madre cancerosas presentes en los tumores se activan debido
al ataque externo de inflamacién o sustancias toxicas, estas células pueden ingresar al ciclo celular a alta velocidad y
de este modo tiene la capacidad de proliferar (Wilson A et al., Nat Rev Cancer 7: 834-346, 2007).

En experimentos preliminares para la presente invencioén, se ha descubierto que, cuando una poblacién celular con
alta expresion de CD44, que es uno de los marcadores de células madre cancerosas, se aislé de células del cancer
de mama con metastasis y se sometié a un ensayo de fosforilacion, la proteina mas altamente fosforilada fue el factor
nuclear kappa B (en adelante denominado "NF-kB"). En efecto, es sabido que NF-kB esta involucrado en la
proliferacion de las células y se activa en células cancerosas y células madre cancerosas.

Generalmente, NF-kB de un p50/p65 en estado de reposo se une al IkB-a y existe en el citoplasma en un estado
inactivo (Simon, T. W. et al., Semin. Cancer Biol. 8: 75-82, 1997). Debido a que IkB-a unido a NF-kB enmascara la
secuencia de localizacion nuclear (NLS) de NF-kB e IkB-a contiene una fuerte secuencia de exportacion nuclear (NES),
NF-kB permanece en el citoplasma sin desplazarse al nucleo (Thomas, H. et al., Cell. 68: 1121-1133, 1992). Si se
aplican a las células varias sefales intracelulares y extracelulares y estrés, se produce la degradacion de IkB-a por la
proteasa debido a su fosforilacion y ubiquitinacion, y, por este motivo, la NLS de NF-kB enmascarado por la unién a
IkB se desenmascara, por lo que el NF-kB restante en el citoplasma se libera, se desplaza rapidamente al nucleo y se
une a su gen diana para activar la transcripcion del gen.

Se ha informado que la activacion intracelular de NF-kB regula la actividad transcripcional no solo de genes tal como
no solo las enzimas relacionadas con la inflamacién (ciclooxigenasa Il (COX-2) y éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)),
proteinas de respuesta al estrés, receptores (receptor de interleuquina-2 y receptor de células T), citoquinas
(interleuquina-1, -2, -6 y -12, y TNF-a) y quimioquinas (interleuquina 8), que estan involucradas en reacciones
inflamatorias, sino también genes tal como ciclina D1, TRAF1 (factor 1 asociado al receptor del factor de necrosis
tumoral) y c-IAP (inhibidor de la apoptosis) 1, que estan involucrados en la apoptosis y la proliferacion celular (Barnes,
P et al., Engl. J. Med. 366:1066-1071, 1997; Xie, Q et al., J. Biol. Chem. 269:4705-4708, 1994; Yamamoto, K. et al., J.
Biol. Chem. 270:31315-31320, 1995).

En particular, se ha descubierto que la activacion anormal de NF-kB regula varios genes que estan involucrados no
solo en enfermedades relacionadas con la inflamacién, sino también en carcinogénesis, proliferacion, invasion y
angiogénesis celular (Aradhya, S. et al., Curr. Opin. Opin. Genet. Dev., 11: 300-7, 2001; Orlowski, R.Z. et al., Trnds
Mol. Med., 8: 385-9, 2002). Ademas, se ha informado que la activacion anormal de NF-kB cumple un papel importante
en la malignidad de las células cancerosas. Ademas, es sabido que NF-kB confiere resistencia a los farmacos a las
células cancerosas tratadas con agentes anticancer e induce la expresion de genes que promueven la supervivencia
de las células cancerosas (Campbell KJ et al., Mol Cell 13: 853-865, 2004). Como se describié anteriormente, se
espera que la regulacion de la actividad de NF-kB no solo inhiba el crecimiento de las células madre cancerosas, sino
que también esté involucrado en el mecanismo de sefializaciéon de las células cancerosas en microambientes en los
que existen células madre cancerosas, de este modo exhibiendo el efecto de inhibicidn de la proliferacién tumoral.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2773755713

El documento WO 2010/092571 desvela péptidos derivados de B-defensina, tal como el 1,10-cicloRGRKCCRRIK, y su
uso para reducir o inhibir la metastasis del cancer y para reducir o inhibir la migracién y recirculacion de las células
malignas que expresan CXCR4 a la médula 6sea.

Por consiguiente, los inventores de la presente han realizado grandes esfuerzos para desarrollar un farmaco
terapéutico anticancer eficaz que inhiba la proliferacion de células cancerosas y células madre cancerosas y que
induzca la apoptosis de tales células. Como resultado, los inventores de la presente han descubierto y sintetizado un
péptido funcional a partir de un material organico presente in vivo, y han descubierto que, cuando las células madre
del cancer de mama se tratan con el péptido, el péptido exhibe el efecto de inhibir la actividad de NF-kB para inhibir la
proliferacién de las células e inducir la apoptosis de las células, de este modo impidiendo la presente invencion.

Descripcidn de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un uso de un péptido que represente la inhibicion del crecimiento
y los efectos apoptéticos de las células madre cancerosas.

Para lograr el objeto anterior, la presente invencidon proporciona una composicién que contiene, como ingrediente
activo, un péptido representado por una secuencia de aminoacidos SEQ ID NUM.: 2 o 3 para uso en el tratamiento
del cancer de mama.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra los resultados de aislar y recolectar poblaciones celulares de acuerdo con el nivel de
expresion de CD44 en células del cancer de mama con metastasis (MDA-MB-231) y realizar un ensayo de
fosforilacion para descubrir una proteina fosforilada para aumentar su actividad.

La FIG. 2 muestra los resultados de la observacion microscopica de barrido laser confocal de la permeabilidad
intracelular de un péptido inhibidor de la proliferacién de células madre cancerosas en células madre del cancer
de mama.

La FIG. 3 muestra la formacién de colonias suspendidas (mamosferas) inhibidas por un péptido inhibidor de la
proliferacién de células madre cancerosas en células madre del cancer de mama.

La FIG. 4 muestra la formacion de colonias adherentes inhibidas por un péptido inhibidor de la proliferacién de
células madre cancerosas en células madre del cancer de mama (A: imagenes de colonias tefiidas, y B: grafico
de absorbancia que muestra la formacion de colonias).

La FIG. 5 muestra los resultados de la citometria de flujo realizada para medir la apoptosis inducida por un
péptido inhibidor de la proliferacion de células madre cancerosas en células madre del cancer de mama.

La FIG. 6 muestra los resultados del analisis de proteinas relacionadas con la migracién celular y la proliferacion
celular mediante Western blotting para examinar el cambio en las proteinas por un péptido inhibidor de la
proliferacién de células madre cancerosas en células madre del cancer de mama a nivel molecular.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que el entendido cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece la invencion.
Generalmente, la nomenclatura usada en la presente memoria y los procedimientos del experimento, que se
describiran a continuacion, son aquellos bien conocidos y cominmente empleados en la técnica.

En la presente invencion, se descubrié un péptido funcional a partir de un material organico presente in vivo, y las
células madre del cancer de mama se trataron con el péptido. Como resultado, se descubrié que el péptido inhibe el
movimiento intranuclear de la proteina NF-kB para inhibir la sefalizacién de NF-kB, lo que indica que el péptido exhibe
efectos terapéuticos anticancer mediante la inhibicion de la proliferacion de células madre cancerosas y la induccion
de apoptosis de tales células.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién se dirige a una composicion que contiene, como ingrediente activo,
un péptido representado por una secuencia de aminoacidos SEQ ID NUM.: 2 o 3 para uso en el tratamiento del cancer
de mama.

En la presente invencidn, el péptido puede inhibir el movimiento intranuclear de la proteina NF-kB en las células del
cancer de mama o células madre del cancer de mama para inhibir asi la actividad de NF-kB.

En la presente invencion, el péptido puede inhibir la proliferacion de células del cancer de mama o células madre del
cancer de mama e inducir la apoptosis de tales células.

En la presente invencion, las células madre del cancer de mama son preferiblemente aquellas incluidas en células del
cancer de mama derivadas de un tumor metastasico de mama. En la presente memoria, el tumor metastasico tiene el

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2773755713

mismo significado que el cancer.

El tumor metastasico referido se selecciona preferentemente del grupo que consiste en cancer uterino cervical, cancer
sanguineo, cancer de pulmon, cancer de pancreas, cancer de pulmén de células no pequefas, cancer de higado,
cancer de colon, cancer de hueso, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma de la piel, melanoma
intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer rectal, cancer de estdmago, cancer anal, cancer de mama,
carcinoma de trompa de Falopio, carcinoma endometrial, cancer vaginal, carcinoma de vulva, enfermedad de Hodgkin,
cancer de esofago, cancer de intestino delgado, cancer endocrino, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer
suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de uretra, cancer de pene, cancer de préstata, cancer de rifién y
cancer de uréter, pero no se limita a estos.

Como se usa en la presente memoria, el término "composicion" se considera que incluye no solo un producto que
contiene un componente especifico sino también cualquier producto obtenido directa o indirectamente por la
combinacién de un componente especifico.

De acuerdo con la descripcion, la composicién puede comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser al menos uno seleccionado del grupo que consiste en solucion
salina fisioldgica, agua estéril, solucion de Ringer, solucion salina tamponada, solucion de dextrosa, solucion de
maltodextrina, glicerol y etanol, pero no se limita a estos.

Como se desvela en la presente memoria, la composicién puede contener ademas al menos un aditivo seleccionado
del grupo que consiste en un excipiente, un tampén, un conservante antimicrobiano, un tensioactivo, un antioxidante,
un agente de ajuste de tonicidad, un conservante, un espesante y un modificador de la viscosidad, pero no se limita a
estos.

En la presente invencion, la composicién farmacéutica se puede formular para administracién oral, para administracion
por inyeccion, o en forma de un agente gelificante para trasplante local, pero no esta limitada a estos. La composicion
de la presente invencion se puede preparar en una formulacion adecuada usando una técnica conocida (Joseph Price
Remington, Remington’s Pharmaceutical Science, 17th edition, Mack Publishing Company, Easton PA).

El inhibidor de la proliferacion de células madre cancerosas o la composicion anticancer de acuerdo con la presente
invencion se pueden administrar a través de vias que generalmente se usan en el campo médico. La composicion de
la presente invencién se administra preferentemente por via parenteral. La composicién de acuerdo con la presente
invencion se puede administrar, por ejemplo, por via oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular,
intradural, intracardiaca, transdérmica, subcutanea, intraperitoneal, intrarrectal, sublingual o topica.

En la presente invencion, el agente gelificante para trasplante local comprende un polimero sintético tal como acido
polilactico glicélico, poloxamero o propilenglicol, o un polimero natural tal como colageno, acido alginico, acido alginico,
propilenglicol, sulfato de condroitina o quitosano, pero no se limita a estos.

La dosis del inhibidor de la proliferacion de células madre cancerosas o la composicion anticancer de acuerdo con la
presente invencion puede variar de acuerdo con el peso, la edad, el sexo, el estado de salud y la dieta del paciente,
el tiempo de administracion, el modo de administracion, la tasa de excrecion, la gravedad de la enfermedad, o
similares, y puede determinarse facilimente por los expertos en la técnica en consideracion de los factores anteriores.

La composicién de la presente invencion se puede administrar como un agente terapéutico individual o en combinacion
con otros agentes terapéuticos, y se puede administrar en forma secuencial o simultanea con agentes terapéuticos
convencionales. Ademas, la composicion de la presente invencidon se puede usar simultdneamente con otro
procedimiento terapéutico tal como terapia de radiacion.

La presente invencion esta dirigida a una composicion que contiene, como ingrediente activo, un péptido representado
por una secuencia de aminoacidos SEQ ID Nos: 2 o 3, para usar en el tratamiento del cancer de mama.

Como se usa en la presente memoria, el término "tumor” se refiere a un quiste en un érgano o una poblaciéon celular
parenquimatosas en sangre, que esta formado por poblaciones celulares cancerosas o de células madre cancerosas
y prolifera de manera anormal. El término "tumor metastasico" tiene el mismo significado que "cancer".

En la presente invencion, el término "células cancerosas" significa que incluye células que crecen anormalmente
debido a la modificacion genética en los mecanismos de proliferacion y crecimiento de las células normales y que
tienen la capacidad de desplazarse agresivamente a otros 6rganos, lo que se puede designar como metastasis.

En la presente invencion, es sabido que las "células madre cancerosas" estan presentes en los tumores, y se
considera que se producen debido a metastasis anormales de la informacion genética de las células madre normales.
Es sabido que las células madre cancerosas se mantienen y proliferan debido a la presencia de microambientes
(nichos) para su supervivencia, y que las células normales, células inmunitarias relacionadas o células cancerosas
diferenciadas, que estan presentes alrededor de las células madre cancerosas, influyen en el mantenimiento de
caracteristicas y la proliferacion de estas células madre cancerosas.
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Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a los ejemplos. Sera evidente
para una persona experta en la técnica que estos ejemplos tienen solo fines ilustrativos y no se deben interpretar para
limitar el ambito de la presente invencion. Por lo tanto, el alcance sustancial de la presente invencion estara definido
por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

Ejemplo 1: Analisis del conjunto de anticuerpos de fosforilacion de células madre cancerosas

Para encontrar proteinas activadas anormalmente sobreexpresadas en células madre cancerosas, se aislaron células
madre cancerosas de células del cancer de mama con metastasis. Especificamente, una poblacién celular con
sobreexpresion de CD44 conocida como proteina marcadora de células madre cancerosas se aislo por FACS Aria 'y
se denomind "células CD442"%s". Por el contrario, una poblacion celular con muy baja expresion de CD44 se denomind
"células CD44b3ias" E| patron de fosforilacion de CD44 en células CD442'ss similar a las células madre cancerosas se
analizd comparativamente con el de las células CD44bais,

El analisis comparativo del patrén de fosforilacion se realizé usando un microconjunto de anticuerpos fosfo explorador
y un kit de ensayo adquirido de Full Moon Biosystems (USA). Las células aisladas por FACS Aria de acuerdo con los
niveles de expresion de CD44 se lisaron, y se obtuvo el microconjunto de anticuerpos fosfo explorador de las
soluciones de células lisadas usando el kit adquirido en E-Biogen Inc. (Korea).

Como resultado, como se muestra en la FIG. 1, cuando los resultados del analisis cuantitativo de las proteinas
fosforiladas se dispusieron en orden descendente mediante la division del valor de las células CD442's por el valor de
las células CD44b32s se puede observar que la fosforilacion de NF-kB-p65 en el sitio S468 se produjo en la relacion
mas alta. Ademas, las proteinas candidatas activadas en la poblacion de CD4432s de las células de cancer de mama
metastasicas que se pueden considerar células madre cancerosas se muestran en la FIG. 1, y estas proteinas
candidatas tienen un potencial como marcador especifico de células madre cancerosas. En particular, el NF-kB mas
altamente activado es compatible con el informe de que el NF-kB se activa de manera anormal en las células madre
cancerosas. Por lo tanto, los inventores de la presente han seleccionado a NF-kB como una proteina diana para la
linea de células madre cancerosas o la poblacion de células cancerosas CD442%@s, y han desarrollado un péptido que
inhibe la actividad de la proteina NF-kB.

Ejemplo 2: Sintesis del péptido para inhibir la proliferaciéon de células madre cancerosas

Se sintetiz6 un péptido de la siguiente SEQ ID NUM.: 1 a partir del extremo terminal C mediante un procedimiento de
sintesis quimica en fase soélida F-moc usando un sintetizador de péptidos. Especificamente, el péptido se sintetizd
usando una resina Rink (0,075 mmol/g, malla 100-200, reticulaciéon DVB 1%) que se habia unido al Fmoc-(9-
fluorenilmetoxicarbonilo) como grupo bloqueante. Se colocaron 50 mg de la resina Rink en un sintetizador, después
de lo que la resina se hinch6 con DMF y se traté con una solucion de piperidina/DMF 20% para eliminar el grupo Fmoc.
De acuerdo con la secuencia que comienza desde el extremo terminal C, se afiadieron solucién de aminoacidos 0,5
M (disolvente:DMF), DIPEA 1,0 M (disolvente:DMF y NMP) y HBTU 0,5 M (disolvente:DMF) a la resina en cantidades
de 5, 10 y 5 equivalentes, respectivamente, y se hicieron reaccionar bajo una atmdsfera de nitrégeno durante 1-2
horas. Después de completar cada una de las etapas de desproteccion y acoplamiento, la resina se lavé dos veces
con DMF y NMP. Incluso después de que se acopld el ultimo aminoacido, se realizé la desproteccion al grupo Fmoc.

La sintesis de péptidos se confirmé usando el procedimiento de prueba de ninhidrina. Después de completar la prueba,
la resina sintetizada se sec6 usando THF o DCM, y después se afiadié un céctel de escision de TFA a la resina en
una cantidad de 20 ml por g de resina, seguido de agitacion durante 3 horas. Después, un cdoctel que contiene la resina
y el péptido disuelto en el mismo se separd por filtracion. Después de eliminar la solucion filtrada usando un evaporador
rotatorio, se anadié éter frio o se afiadid una cantidad excesiva de éter frio directamente a la solucion de coctel de
TFA que contiene el péptido disuelto en el mismo para cristalizar de ese modo el péptido en un sdlido, y el péptido se
separo6 por centrifugacion. El péptido separado se lavo varias veces con éter y se centrifugd para de este modo eliminar
por completo el coctel de TFA. El péptido resultante se afiadié a agua destilada y se liofilizo.

SEQ ID NUM.: 1 (hBD3-3): GKCSTRGRKCCRRKK

La secuencia peptidica sintetizada se escindié de la resina, se lavo, se liofilizd y después se purificd por cromatografia
liquida. El peso molecular del péptido purificado se analizé por espectrometria de masas.

De la misma manera que la descrita anteriormente, un péptido de la SEQ ID NUM.: 2, en la que la cisteina en la
posicion 5 en el extremo terminal C del péptido de la SEQ ID NUM.: 1 esta sustituida con metionina se sintetizd por
un procedimiento de sintesis quimica sélida de F-moc usando un sintetizador de péptidos.

SEQ ID NUM.: 2 (hBD3-3 M1): GKCSTRGRKCMRRKK

Después, un péptido de SEQ ID NUM.: 3, en el que la cisteina en la posicion 6 en el extremo terminal C del péptido
de SEQ ID NUM.: 1 esta sustituida con metionina se sintetizé mediante un procedimiento de sintesis quimica sdlida
de F-moc usando un sintetizador de péptidos.
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SEQ ID NUM.: 3 (hBD3-3 M2): GKCSTRGRKMCRRKK

Ejemplo 3: Examen de la permeabilidad intracelular del péptido para inhibir la proliferaciéon de células madre
cancerosas

3-1: Sintesis de un colorante fluorescente para el péptido para inhibir la proliferacion de células madre
cancerosas

Los péptidos de la SEQ ID NUM.: 1-3, sintetizados en el Ejemplo 2, se marcaron con un colorante fluorescente dada
su capacidad de penetrar en las células. Se acoplaron 10 equivalentes de rodamina B al extremo terminal N de cada
uno de los péptidos sintetizados usando trietilamina, y el peso molecular de cada uno de los péptidos marcados se
analizé por espectrometria de masas para confirmar la sintesis de los mismos.

Mediante el uso de cromatografia liquida de fase inversa, se realizaron el analisis y la purificacion. Para el analisis, se
pasaron TFA/H20 0,1% y TFA/acetonitrilo 0,092% por una columna C18 (diametro: 4,6 mm) con un gradiente de 0 a
60% a un caudal de 1 ml/min durante 30 minutos. En la presente memoria, se ajustd un detector UV a una longitud de
onda de 220 nm. La purificacion se realizé a un caudal de 20 ml/min usando una columna (diametro: 2,2 cm) y los
mismos disolventes y la misma longitud de onda de deteccién que los usados en el analisis. Solo se recogieron
péptidos puros, y los disolventes se eliminaron con un evaporador rotatorio, seguido de liofilizacién.

3-2: Medicion de imagenes de fluorescencia de la permeabilidad celular del péptido para inhibir la proliferacién
de células madre cancerosas

Para medir la permeabilidad celular del péptido para la inhibicion de la proliferacién de células madre cancerosas para
confirmar de ese modo su funcion eficaz, se sembraron hBCSC (células madre del cancer de mama humano,
Celprogen, USA; positivas para CD44) en un portaobjetos de camara de 4 pocillos a una densidad de 1 x 10* células
por pocillo, y después se cultivaron en medio completo hBCSC (Celprogen, USA) durante 20 horas. Se afadieron a
cada pocillo 200 uM de cada uno de los péptidos marcados con fluorescencia para inhibir la proliferacién de células
madre cancerosas, obtenidas mediante el acoplamiento de un colorante fluorescente (Rodamina B, SIGMA, USA) al
extremo terminal N de cada uno de los péptidos (SEQ ID NUM.: 1-3 ), y aislamiento y purificacién de los péptidos
marcados, y 10 minutos después de la adicion de los péptidos, cada pocillo se lavé dos veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), y después se observd con un microscopio de barrido confocal (IX 70, Olympus Co.,
Tokyo, Japan).

Como resultado, como se muestra en la FIG. 2, cuando las células se trataron con cada uno de los péptidos inhibidores
de la proliferacién de células madre cancerosas, que se marcaron con el colorante fluorescente (rodamina B, rojo), se
observaron particulas fluorescentes en las células 10 minutos después del tratamiento en todos los casos tratados
con los péptidos inhibidores de la proliferacion de células madre cancerosas (SEQ ID NUM.: 1-3). Esto sugiere que el
50% o mas de los aminoacidos cationicos incluidos en el péptido inhibidor de la proliferacion de células madre
cancerosas penetraron las células en poco tiempo debido a su gravedad especifica.

Ejemplo 4: Examen del efecto del péptido inhibidor de la proliferacion de células madre cancerosas sobre la
inhibicion de la autorrenovacion

4-1: Examen de la capacidad del péptido inhibidor de la proliferacion de células madre cancerosas para formar
colonias suspendidas

Para confirmar la capacidad del péptido inhibidor de la proliferacién de células madre cancerosas para inhibir la
autorrenovacion similar a las células madre, se sembraron 1x10%® hBCSC en una placa de 6 pocillos y después se
cultivaron en medio DMEM/F12 (Invitrogen, USA) que contiene suplemento libre de suero B27 (1:50; Invitrogen), 50
ng/ml de hrEGF y hrbFGF (factor de crecimiento epidérmico recombinante humano y factor de crecimiento de
fibroblastos basico recombinante humano) (Peprotech, USA). Las células se trataron con 0, 100 y 200 uM de cada
uno de los péptidos inhibidores de la proliferacion de células madre cancerosas (SEQ ID NUM.: 1-3) a intervalos de
48 horas después de la siembra celular. Se afiadié 1 ml de medio una vez cada 4 dias, y se verificd un cambio en el
tamano de las colonias suspendidas formadas mediante control continuo.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 3, después de 14 dias de cultivo, el tamafio de las colonias producidas
difirié significativamente entre el grupo tratado con el péptido y el grupo no tratado con el péptido. En el grupo no
tratado con el péptido, las células sembradas formaron colonias que se reunieron para formar colonias mas grandes
y, por lo tanto, se produjeron colonias suspendidas que tienen un diametro de aproximadamente 100 um o mas en el
punto de tiempo de observacion. Sin embargo, en el grupo tratado con el péptido, se formaron colonias muy pequefias
a concentraciones de péptido de 100 y 200 yM, y sus diametros maximos no superaron 20 ym o mas. Sin embargo,
este patrén se observé claramente a una concentracién de péptido de 200 uM. Ademas, se pudo observar que el
numero de células suspendidas fue menor que el del grupo tratado con péptido. Estos resultados indican que el
tratamiento de las células madre cancerosas con el péptido inhibidor de la proliferaciéon de células madre cancerosas
inhibe la capacidad de autorrenovacion de las células madre cancerosas para retrasar asi la produccion de colonias o
reducir el nimero de células viables.
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4-2: Examen de la capacidad del péptido de proliferacion de células madre cancerosas para formar colonias
adherentes

Para confirmar la capacidad del péptido inhibidor de la proliferacién de células madre cancerosas para inhibir la
autorrenovacion similar a las células madre, a diferencia del procedimiento de observaciéon de las colonias
suspendidas, se indujo a las células a crecer en condiciones de cultivo generales de modo que los cambios celulares
producidos bajo condiciones estables se pueden observar en poco tiempo. Se sembraron 5x10? hBCSC en cada
pocillo de una placa de 24 pocillos, y después se cultivaron en medio completo hBCSC (Celprogen, USA). Después
de la siembra de células, las células se trataron con 0, 1, 10, 50, 100 y 200 uM de cada uno de los péptidos inhibidores
de la proliferacién de células madre cancerosas (SEQ ID NUM.: 1-3) a intervalos de 48 horas. El medio se reemplazd
una vez cada 3 dias, y se verificé un cambio en las colonias formadas mediante control continuo. 5 dias después del
inicio del cultivo, las células se fijaron usando fijador de Carnoy (metanol 75% y acido acético 25%) a temperatura
ambiente durante 5 minutos, y se retird el sobrenadante, después de lo que las células se secaron al aire. Las colonias
producidas se tifieron con violeta cristal 0,4% durante 5 minutos. Después de la succién de la solucion, las colonias
se lavaron dos veces con agua destilada y se barrieron (Figura 4A). Para evaluar el grado de tincion de las colonias
confirmadas, las colonias se lisaron mediante agitacion con acido acético 10% a temperatura ambiente durante 10
minutos, y se transfirieron a una placa de 96 pocillos, y se midi6 la absorbancia a 590 nm (FIG. 4B).

Como resultado, como se muestra en la FIG. 4, se pudo observar una reduccién en la produccién de colonias en los
grupos tratados con 100 pM y 200 pM del péptido. Esta reduccion era dependiente de la concentracién a una
concentracion de 100 uM o superior, pero no hubo diferencia en el grado de reduccién entre las secuencias peptidicas.
Dichos resultados son compatibles con los resultados del Ejemplo 4-1 y, por lo tanto, muestran que la proliferacion de
las células madre cancerosas se inhibi6 mediante el tratamiento con una cierta concentracién del péptido
independientemente de la diferencia entre los ambientes en los que se suspendieron y adhirieron las células.

Ejemplo 5: Examen del efecto del péptido inhibidor de la proliferacion de células madre cancerosas sobre la
apoptosis

Se analiz6 si el efecto inhibidor de la proliferacién celular del péptido inhibidor de la proliferacion de células madre
cancerosas puede inducir finalmente la apoptosis mediante un ensayo de tinciéon con anexina V/yoduro de propidio
(PI). EI principio del ensayo de tincion es el siguiente. En las células vivas normales, la fosfatidil serina (PS) se
encuentra en el citoplasma. Sin embargo, si las células entran en la fase de muerte a través del mecanismo apoptético,
la PS se expone en el exterior de la membrana celular. En este momento, la anexina V se une a la PS en presencia
de iones de calcio para emitir luz. Particularmente, en la etapa inicial de la apoptosis, la tincién con PI del nucleo no
puede pasar a través de la membrana celular, y por lo tanto las células son positivas para la tincion de anexina V y
son negativas para Pl. Sin embargo, si las células son positivas para los dos colorantes, se puede observar que las
células experimentaron el estado tardio de apoptosis o necrosis.

Para analizar cuantitativamente el grado de apoptosis, se sembraron 5x10° hBCSC en cada pocillo de una placa de 6
pocillos, y después se cultivaron en medio completo hBCSC (Celprogen, USA). Después de 20 horas, las células se
trataron con 0 y 200 yM de cada uno de los péptidos inhibidores de la proliferacion de células madre cancerosas (SEQ
ID NUM.: 1-3). Después de 8 horas, las células se recogieron con medio mediante el raspado con un raspador de
células y se centrifugaron para eliminar el sobrenadante, y este procedimiento se repitié dos veces. Un grupo de control
positivo se traté con 50 uM de camptotecina en lugar del péptido. Se disolvieron 1X de anexina V y 100 ng de Pl en
1X de tampon de unién a anexina (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl; 2,5 mM, pH 7,4) y se afiadieron a cada uno
de los grupos celulares hasta un volumen total de 100 pl. Después del tratamiento a temperatura ambiente durante 15
minutos, se observo el tamafio de las células y el cambio en la poblacién celular mediante el tratamiento con el péptido
a FL-1/2 (488 nm y 585 nm) usando FACSCalibur (BD, USA).

Como resultado, como se muestra en la FIG. 5, las células positivas para anexina V formaron 50% del grupo de prueba
tratado con cada uno de los péptidos, y este valor fue significativamente mayor que el de un grupo de control negativo
(6,39%). Por el contrario, no hubo grandes cambios en el nimero de células en la poblaciéon celular, que fueron
positivas para PI, lo que indica que los péptidos inhibieron el crecimiento de las células madre cancerosas mediante
la transduccion de una sefal que induce apoptosis en lugar de necrosis.

Ejemplo 6: Examen del cambio en las células por el péptido inhibidor de la proliferacion de células madre
cancerosas a nivel celular molecular

Para examinar el cambio en las células mediado por NF-kB por el péptido inhibidor de la proliferacién de células madre
cancerosas a nivel celular molecular, se sembraron 5x102 hBCSC en una placa de 10 cm, y después se cultivaron en
medio completo hBCSC (Celprogen, USA). Después de 20 horas de cultivo, las células se trataron con 200 uM de
cada uno de los péptidos inhibidores de la proliferacion de células madre cancerosas y los péptidos de la SEQ ID
NUM.: 1-3 durante 2 horas.

Después, para comparar los niveles de expresion de proteinas en las células, las células tratadas con cada uno de los
péptidos inhibidores de la proliferacién de células madre cancerosas se trataron con el reactivo de extraccion de células
RIPA (Pierce, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para obtener lisados celulares. Las proteinas en
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los lisados de hBCSC aislados se cuantificaron mediante el ensayo de Bradford y se sometieron a electroforesis en
gel de poliacrilamida 10% a 120 voltios durante 4 horas. Después, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa usando tampon de transferencia (Tris 12,5 mM, glicina 0,1 M, pH 8,3) a 310 mA durante 2 horas. Las
membranas se bloquearon con una solucion de bloqueo (leche en polvo sin grasa 5%, en TBS), y después se hicieron
reaccionar con anticuerpos primarios (IkBa fosforilada (plkBa), p65 fosforilada (pp65); Cell Signaling, USA, N-
Cadherina, p16, Fer, Actina; Santa Cruz, USA, Fosfato alcalino (ALP), Fer fosforilado (pFer); Abcam, USA), afiadidos
a la solucién de bloqueo a una concentracion de 1 ug/ml, a 4 ° C durante la noche. En la mafiana del dia siguiente, se
afiadio anticuerpo secundario para cada uno de los anticuerpos primarios a la solucién de bloqueo en una proporcion
de 1:2000, y las membranas se hicieron reaccionar con los anticuerpos secundarios a temperatura ambiente durante
1 hora. Después, las membranas se visualizaron con una pelicula de rayos X utilizando ECL (quimio-luminol
potenciado) en una habitacion oscura.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 6, cuando las células se lisaron y se examino el cambio en las actividades
proteicas en las células mediante el tratamiento con el péptido, se observé que los péptidos de la SEQ ID NUM.: 1-3
inhibieron la fosforilacion de IkBa y p65 en las células, y redujeron los niveles de expresion de Fery pFer en proporcion
con esta inhibicion. Es sabido que Fer pertenece a la familia FPS/FES e influye en la adhesion celular y la
reconstitucion de la proteina del citoesqueleto, tal como actina. Particularmente, es sabido que Fer esta involucrado
en la metastasis al causar un cambio en la agresividad de las células cancerosas y que a medida que aumenta la
expresion de Fer, también aumenta la agresividad de las células cancerosas. Ademas, se observo que la expresion
de N-cadherina, que es una proteina marcadora de células madre cancerosas o células cancerosas metastasicas
agresivas, también disminuyd en el grupo tratado con péptidos. Esto indica que el péptido inhibe el NF-xB entre las
proteinas en las células madre cancerosas y, al mismo tiempo, afecta el mecanismo de crecimiento y la agresividad
(metastasis) de las células madre cancerosas al inducir un cambio en la adhesién celular.

Aplicabilidad industrial

El péptido que inhibe la proliferacion de células madre cancerosas e induce la apoptosis de tales células madre
cancerosas inhibe el movimiento intranuclear de la proteina de NF-kB en las células madre cancerosas para inhibir el
crecimiento de las células madre cancerosas e inducir la apoptosis de dichas células, y por lo tanto se puede utilizar
como ingrediente activo de la composicion anticancer.

Aunque la presente invencién se ha descrito en detalle con referencia a las caracteristicas especificas, sera evidente
para los expertos en la técnica que esta descripcion es solo para una realizacion preferida y no limita el ambito de la
presente invencion. Por lo tanto, el ambito sustancial de la presente invencién estara definido por las reivindicaciones
adjuntas y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES

Una composicidon que contiene, como un ingrediente activo, un péptido representado por una secuencia de
aminoacidos SEQ ID NUM.: 2 o 3 para su uso en el tratamiento del cancer de mama.

La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en el que el péptido inhibe la actividad de NF-kB en las
células del cancer de mama o células madre del cancer de mama.

La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en el que el péptido inhibe la proliferacion de las células del
cancer de mama o células madre del cancer de mama.

La composicién para el uso de la reivindicacion 1, en el que el péptido induce la apoptosis de las células del
cancer de mama o células madre del cancer de mama.

La composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que las células madre del
cancer de mama se incluyen en las células del cancer de mama derivadas de un tumor de mama metastatico.

La composicién para el uso de la reivindicaciéon 1, en el que la composicion se formula para administracion oral,
para administracion por inyeccion, o en la forma de un agente gelificante para el trasplante local.

La composicion para el uso de la reivindicacion 6, en el que el agente gelificante para el trasplante local
comprende un polimero sintético o un polimero natural.

La composicién para el uso de la reivindicacion 7, en el que el polimero sintético es uno cualquiera seleccionado
del grupo que consiste en acido polilactico glicolico, poloxamero y propilenglicol.

La composicién para el uso de la reivindicacion 8, en el que el polimero natural es uno cualquiera seleccionado
del grupo que consiste en colageno, acido alginico, acido alginico de propilenglicol, sulfato de condroitina y
quitosano.
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FIG. 1
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FIG. 3
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FIG. 4

hBD3-3

hBD3-3M2 hBD3-3 M1

0 1 10 50 100 200 (uM)

B =—==hB033 =@ =hBDIIMI - hBDR-IM2
1,6 4

044

0,2 J

14



ES 2773755713

FIG. 5
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FIG. 6
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