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DESCRIPCION

Péptido antitumoral derivado de una regién determinante de complementariedad de un anticuerpo monoclonal
humanizado contra el transportador NaP12B

REFERENCIA CRUZADA A LA SOLICITUD RELACIONADA

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad a la solicitud de patente provisional de EE.UU. Ser. N.° 61/422,856,
presentada el 14 de diciembre de 2010.

CAMPO

[0002] El presente objeto se refiere a péptidos biolégicamente activos. En particular, el presente objeto proporciona
nuevos peéptidos antitumorales derivados de una region determinante de complementariedad de un anticuerpo
monoclonal humanizado contra el transportador NaPi2B, y a composiciones farmacéuticas y métodos para inhibir
o tratar un tumor o cancer.

ANTECEDENTES

[0003] A nivel mundial, varios carcinomas (canceres) se destacan como los principales asesinos, con millones de
personas que mueren de cancer cada afio.

[0004] Esta enfermedad esta caracterizada por la proliferacion de células anormales o neoplasicas derivadas de
un tejido normal, que forma una masa tumoral, la invasion de tejidos adyacentes por estas células anormales y la
generacion de células malignas que se extienden finalmente a través de la sangre o el sistema linfatico a ganglios
linfaticos regionales y a sitios distantes (metastasis). Con muy pocas excepciones, la enfermedad metastasica a
partir de un carcinoma es fatal.

[0005] Debido a las tasas de recurrencia y a los efectos secundarios del tratamiento actual contra el cancer, existe
una gran necesidad de nuevos agentes terapéuticos capaces de inhibir el crecimiento celular neoplastico. En este
escenario, las moléculas de inmunoglobulina (lg) (tanto IgM como IgG) se han ido proporcionando recientemente
como fuentes de péptidos bioactivos que pueden mostrar actividades antimicrobianas, antivirales y antitumorales
diferenciales in vitro e in vivo (Polonelli et al. PLoS One. 3(6):€2371,2008; Magliani et al., Curr Med Chem.
6(18):2305-23,2009). Dicha distribucién interna de secuencias de aminoacidos bioactivos es paralela a la de otras
secuencias peptidicas expresadas en receptores de inmunidad nativa (Litman et al., Nat. Rev. Immunol., 5: 866-
879,2005). Sin embargo, no hay ninguna similitud estructural entre ellas. Los péptidos bioactivos con tamarios que
van desde 10aa hasta 20aa se obtuvieron a partir de los dominios hipervariables de la region determinante de
complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés), a partir de las secuencias que incluyen aminoacidos marco y
CDR, e incluso a partir de las regiones constantes de Ig. Para evaluarse, se usaron preparaciones sintéticas de
péptidos que generalmente estaban amidadas en el aminoacido C-terminal. Mientras que la bioactividad es
generalmente independiente de la especificidad del anticuerpo, CDR3 de V4 puede compartir las propiedades
aglutinantes al antigeno del anticuerpo original. Esto es especialmente cierto cuando el antigeno es una secuencia
peptidica y menos cuando es un carbohidrato. Los péptidos CDR3 de cadena pesada que actuan como el
anticuerpo original se denominan "microanticuerpos (=microAbs)".

[0006] La conformacion de los péptidos V4 CDR3 (H3) fue revisada por Morea et al. (J. Mol. Biol., 275: 269-
294,1998). A diferencia de las estructuras candnicas de los otros cinco CDRs (H1, H2, L1, L2, L3), los bucles H3
tienen varios tamarios flanqueados por C%? y G'% seguin la enumeracion de Kabat et al. (Sequences of proteins of
immunological interest, 52 edicion, Public Health Service, N.I.H., Washington, DC., 1991) en secuencias extendidas
de 10 a 22 aminoacidos.

[0007] A continuacién se describe un ejemplo de un V4 CDR3 bioactivo identificado en un anticuerpo monoclonal
(mADb). Usando el melanoma anti-B16F10 mAb A4 (Dobroff et al., Hybrid. Hibridomics 21: 321-331,2002), todos los
seis CDRs se evaluaron en forma de péptidos sintéticos para determinar la citotoxicidad. Los péptidos H3
extendidos lineales y ciclicos, unidos a células tumorales, compitieron con mAb A4 para la unién y estos fueron
citotdxicos en las células que expresan protocadherina 3-13, pero no en las células de leucemia HL-60 que no la
expresan (Dobroff et al., Translat.Onc., 3: 204-217,2010). La ventaja de usar microAbs es su pequefio tamafrio, lo
que facilita la realizacién del analisis de la estructura-funcion y su accesibilidad a sitios de reaccion complejos.

[0008] Las secuencias peptidicas internas en inmunoglobulinas (por ejemplo, anticuerpos monoclonales)
pertenecen a regiones constantes y variables. Los CDRs, o las secuencias de reconocimiento de antigenos,
aunque se consideran dominios hipervariables, pueden ser compartidos individualmente por diferentes
inmunoglobulinas o anticuerpos. Dicha similitud entre los anticuerpos puede involucrar a todos los CDRs (cada
uno en una familia de moléculas de Ig) con la excepcién de CDR V4 3. Este CDR tiende a ser Unico para un
anticuerpo dado en su secuencia C%2-G'%* original.
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[0009] Mates et al obtuvieron, en 1987, una murina monoclonal IgG1 llamada MAb MX35 al inmunizar ratones con
una mezcla de cuatro muestras de carcinoma de ovario fresco. Esto mostré reactividad con aproximadamente el
90 % de los canceres epiteliales de ovarios humanos y un numero limitado de tejidos normales segin lo
determinado por la inmunohistoquimica (Mattes et al., Cancer Res. 47: 6741-6750,1987). Se ha demostrado que
la MX35 MAb también reacciona con las lineas celulares de carcinoma de pulmén y renal, pero no con la mayoria
de las otras lineas celulares de carcinoma, asi como con las lineas celulares derivadas de melanomas,
astrocitomas, sarcomas, teratocarcinomas, choriocarcinomas y tumores hematopoyéticos. Esta reaccioné con 5/5
muestras de células asciticas de carcinoma de ovario fresco por inmunofluorescencia, con 3/6 quistes benignos y
18/18 carcinomas de tejido sélido por tincidn con immunoperoxidasa de secciones congeladas (Mattes et al.,
Cancer Res. 47: 6741-6750,1987).

[0010] Posteriormente, se estudié la localizacién y la biodistribucién de anticuerpos murinos madiomarcados en
pacientes con carcinoma de ovario en ensayos clinicos de fase |. Se ha demostrado que F(ab') de MAb MX35 se
localiza en depésitos de carcinoma de ovario micrometastasico en la cavidad peritoneal (Finstad et al., Clin Cancer
Res. 3(8):1433-1442,1997). La MAb MX35 y sus fragmentos marcados con el nucleido que emite particulas alfa
2Mastatina (At-a) mostraron una alta eficacia en el tratamiento del crecimiento tumoral micrometastasico en un
modelo de ratén desnudo de cancer de ovario humano (Elgqvist et al., J Nucl Med. 46 (11): 1907-15,2005).
Ademas, la MX35 MAb ha mostrado una localizacién tumoral selectiva eficiente in vivo como lo indicado por la
formacién de imagenes PET vy la histologia. También se dirigi6 a tumores en pacientes con cancer de ovario sin
eventos adversos graves informados (Hultborn et al., Cancer Biother Radiopharm 21: 373-381,2006).

[0011] Mas recientemente, se obtuvo una version humanizada de MX35 (denominada huMX35 o RebMab200) y
esta descrita en una solicitud de patente internacional presentada el 9 de enero de 2009 (PCT/US2009/000576).

[0012] A lo largo de esta especificacion, se hace referencia a varias publicaciones cientificas y patentes o
solicitudes de patente publicadas.

RESUMEN

[0013] Un objetivo del presente objeto es identificar y proporcionar péptidos capaces de inhibir el crecimiento de
células neoplasicas, tales como las células cancerosas. Se ha descubierto que los péptidos derivados del
anticuerpo monoclonal humanizado RebMab200 (huMX35) afectan al crecimiento in vitro de varias lineas celulares
tumorales humanas y también inhiben el crecimiento metastasico in vivo en un modelo singénico. Se ha
descubierto que los péptidos se dirigen a las células cancerosas que imprimen respuestas significativas
dependientes de la dosis, que van desde la hiperadherencia hasta la inhibicién de la migraciéon de células,
traducidas ademas en la inhibicién de la invasién de células y la metastasis.

[0014] Por consiguiente, un aspecto del presente objeto es proporcionar un péptido antitumoral aislado o sintético
que comprende una secuencia de aminoacidos derivados de la region determinante de complementariedad de un
anticuerpo monoclonal humanizado RebMab200, como se identifica por la SEQ ID N° 3, o un derivado del mismo.
El derivado de SEQ ID N° 3 puede incluir una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID Nos: 8, 9y 14-33. Los presentes péptidos muestran actividad antitumoral incluso contra células tumorales
que no reaccionarian con mAb MX35, tales como el melanoma, y se pueden usar como un activo en una
composicion farmacéutica o un método para inhibir el crecimiento tumoral o tratar un tumor o cancer.

[0015] Por consiguiente, otro aspecto del presente objeto es proporcionar una composicién farmacéutica que
comprenda uno o mas de los péptidos antitumorales y un portador farmacéuticamente aceptable. Otro aspecto
mas del presente objeto es proporcionar péptidos para su uso en un método para inhibir el crecimiento tumoral o
tratar un cancer, que comprende administrar a un sujeto necesitado una cantidad efectiva de los péptidos
antitumorales.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0016]

La figura 1A es una representacion grafica del efecto de RB9 de la adhesién celular en el murino B16F10-
Eae);izgﬂr.a 1B es una representacion grafica del efecto de RB10 de la adhesién celular en el murino B16F10-
Eae )f(léJra 1C es una representacion grafica del efecto de RB9 de la adhesion celular en el glioblastoma U87MG
E;nf]igz(r)é 1D es una representacion grafica del efecto de RB10 de la adhesion celular en el glioblastoma
U87MG humano.
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La figura 2A es una representacion grafica del efecto de RB9 de la adhesion celular en el cancer de mama
SKBR3 humano.

La figura 2B es una representacion grafica del efecto de RB10 de la adhesion celular en el cancer de mama
SKBR3 humano.

La figura 2C es una representacion grafica del efecto de RB9 de la adhesion celular en el melanoma A2058
humano.

La figura 2D es una representacion grafica del efecto de RB10 de la adhesién celular en el melanoma A2058
humano.

La figura 3A es una representacion grafica del efecto de RB9 de la adhesién celular en células tumorales
cervicales SiHa humanas.

La figura 3B es una representacion grafica del efecto de RB10 de la adhesion celular en células tumorales
cervicales SiHa humanas.

La figura 4A es una representacion grafica del efecto de RB9 de la adhesion celular en células tumorales de
colon HCT humanas.

La figura 4B es una representacion grafica del efecto de RB10 de la adhesion celular en células tumorales de
colon HCT humanas.

La figura 5 muestra los efectos antitumorales in vivo de RB9 y RB10 en células de melanoma B16F10-Nex2,
que se trataron con control, un microanticuerpo real de un antimelanoma citotéxico mAb (A4 H3), RB9 y RB
10.

La figura 6 es una representacion grafica de nédulos de melanoma pulmonar reducidos por el tratamiento de
RB9 y RB10 en comparacion con el control y A4 H3.

La figura 7A es una representacion grafica de una citotoxicidad leve de RB9 a las células HL-60 de leucemia
humanas medidas por azul de tripan.

La figura 7B es una representacion grafica de una citotoxicidad leve de RB9 a células HL-60 de leucemia
humana medidas mediante el ensayo MTT.

La figura 8A es una representacion grafica de la falta de citotoxicidad de RB9 a células tumorales ovaricas
OVCAR-3 humanas medidas por azul de tripan.

La figura 8B es una representacion grafica de la falta de citotoxicidad de RB9 a células tumorales ovaricas
OVCAR-3 humanas medidas mediante el ensayo MTT.

La figura 9 es una representacion grafica de efectos adherentes celulares por los derivados de RB10 para las
series de escaneo de alanina: RB10a, RB10 A1, RB10 A3, RB10 A4, RB10 A5, RB10 A6 y RB10 A8, cada
uno a una concentracién de 1 mM, en comparacion con el control y RB10.

La figura 10A es una representacion fotografica de la produccion in vitro de superéxido de anién en células
tumorales B16F10-NEx2 no tratadas (control).

La figura 10B es una representacion fotografica de la produccion in vitro de superéxido de anién en células
tumorales B16F10-NEx2 tratadas con H,O2 (positivo).

La figura 10C es una representacion fotografica de la produccion in vitro de superéxido de anién en células
tumorales B16F10-NEx2 tratadas con RB10.

Las figuras 11A-11C son representaciones graficas de la espectrometria de masas por HPLC para la vida
media de RB9.

La figura 11A es una representacion grafica de la espectrometria de masas por HPLC de plasma humano no
tratado.

La figura 11B es una representacion grafica de la espectrometria de masas por HPLC de plasma humano
tratado con RB9, a las 0 horas.

La figura 11C es una representacion grafica de la espectrometria de masas por HPLC de plasma humano
tratado con RB9, a las 24 horas.

La figura 12 es una representacion grafica del 50 % de la degradacion del péptido RB9 en el plasma humano
después de 2 horas.

La figura 13A es una representacion fotografica de la migracion de células de melanoma B16F10-Nex2 en
control, a las 0 horas (izquierda) de hora y a las 24 horas (derecha).

La figura 13B es una representacion fotografica de la migracion de células de melanoma B16F10-Nex2
inhibidas por el tratamiento con RB10 500 uM, a las 0 horas y a las 24 horas.

La figura 14 es una representacion grafica de la inhibicién de la migracion dependiente de la dosis de RB10
en células de melanoma B16F10-Nex2 murinas.

La figura 15 es una representacion fotografica de la inhibicion parcial de RB10 del crecimiento de células de
melanoma B16F10-Nex2 murinas, después de 12 horas de incubacion.

La figura 16A es una representacion grafica de la inhibicion completa de la migracion de células B16F10-
Nex2 por RB9 y la inhibicion parcial por RB9 codificado, RBOM1, RB9 M2, RB9 M3 y RB9 M4.

La figura 16B es una representacion grafica de la inhibicion completa de la migracion de células B16F10-
Nex2 por RB9 y la inhibicion parcial por RB9 M5.

La figura 16C es una representacion grafica de la inhibicion parcial de la migracion de células B16F 10-Nex2
por RB9 Sc2 y Rb9 Sc3.

La figura 16D es una representacion grafica de la inhibicion completa de la migracion de células B16F10-
Nex2 por RB10 y RB10 M3 y la inhibicion parcial por RB10 codificado y RB10 M4.
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La figura 16E es una representacion grafica de la no inhibicion de la migracion de células B16F10-Nex2 por
RB10 A1.

La figura 16F es una representacion grafica de la inhibicién parcial de la migracion de células B16F10-Nex2
por RB10 M1, RB10 A3, RB10 A4, RB10 A6 y RB10 A8.

La figura 17A es una representacion grafica de la inhibicion completa de la migracién de células A2058 de
melanoma humano por RB9.

La figura 17B es una representacion grafica de la inhibicion parcial de la migracién de células U87 de
glioblastoma humano por RB9.

La figura 17C es una representacion grafica de la inhibicion parcial de la migracion de células HCT de cancer
de colon humano por RB9.

La figura 17D es una representacion grafica de la no inhibicion de la migracién de células SiHa de cancer de
cuello de utero humano por RBO.

La figura 17E es una representacion grafica de la inhibicion parcial de la migracion de células OVCAR-3 de
cancer de ovario humano por RB9.

La figura 17F es una representacion grafica de la inhibicion completa de la migracion de células SKBr-3 de
cancer de mama humano por RB9.

La figura 18A es una representacion grafica de la inhibicion parcial de la migracién de células U87 de
glioblastoma humano por RB10.

La figura 18B es una representacion grafica de la inhibicién parcial de la migracién de células U87 de
glioblastoma humano por RB10 M3.

La figura 18C es una representacion grafica de la inhibicion casi completa de la migracién de células SiHa de
cancer de cuello de utero humano por RB10 M3.

La figura 18D es una representacion grafica de la inhibicion casi completa de la migracion de células Hela
de céncer de cuello de utero humano por RB10 M3.

La figura 19A es una representacion grafica de la no inhibicién de fibroblastos murinos 3T3 por RB9.

La figura 19B es una representacion grafica de la no inhibicion de la migracién de fibroblastos humanos
primarios de FibroRP por RB9.

La figura 19C es una representacion grafica de la no inhibiciéon de la migracién de fibroblastos humanos
primarios T75 por RB9.

La figura 20 es una representacion grafica de la inhibicion dependiente de la dosis de RB9 de la invasién de
células de melanoma B16F10-Nex2 murinas a través de Matrigel.

La figura 21 es una representacion grafica del efecto no hemolitico de RB10 M3.

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

[0017] Las siguientes definiciones sirven para proporcionar una comprension clara y consistente de la
especificacion y las reivindicaciones, incluyendo el alcance que hay que dar a dichos términos.

[0018] Mediante la frase "citotoxicidad de células tumorales" se hace referencia a diferentes efectos, que incluyen
la inhibicién del crecimiento, la detencion del ciclo celular, la inhibicion de la motilidad celular, el aumento de la
adherencia celular, la inhibicion de la invasion de células a través de un sustrato matricial, la muerte celular inducida
por el receptor, la interferencia en el metabolismo celular y las vias de sefializacion que conducen a la senescencia
o la muerte. Estos efectos se pueden estudiar in vitro o in vivo.

[0019] EI término "péptido", como se usa en este caso, significa un compuesto que esta formado por dos 0 mas
aminoacidos unidos por enlaces covalentes que se forman por la eliminacién de una molécula de H>O del grupo
amino de un aminoacido y el grupo carboxilo del siguiente aminoacido. Para los fines del presente objeto, un
péptido puede estar en una matriz lineal o ciclica de residuos de aminoacidos, es decir, los extremos del péptido
lineal o las cadenas laterales de amino&cidos dentro del péptido pueden estar unidos, por ejemplo, por un enlace
quimico.

[0020] El término "aislado", para los fines del presente objeto, se refiere a un estado de materiales bioldgicos (por
ejemplo, acido nucleico, péptido o proteina) que se han eliminado de su entorno original (el entorno en el que estan
presentes de manera natural), o el estado donde existen materiales por separado del entorno original. Por ejemplo,
un péptido presente en estado natural en una planta o un animal no esta aislado; sin embargo, el mismo péptido
separado de los aminoacidos adyacentes en los que esta presente de manera natural se considera "aislado". Los
términos "péptidos aislados", para los fines del presente objeto, pueden incluir aquellos preparados o sintetizados
por un método conocido que corresponde a los péptidos naturales.

[0021] La frase "péptido sintético", para los fines del presente objeto, se refiere a un péptido preparado por una
reaccion quimica conocida de aminoacidos o por aislamiento y purificacion de un material biolégico, como se ha
descrito anteriormente.
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[0022] La frase "correspondiente a" se utiliza, en este caso, para referirse a secuencias similares u homaélogas, si
la posicion exacta es idéntica o diferente de la molécula con la que se mide la similitud u homologia. Una secuencia
de acidos nucleicos o de aminoacidos puede incluir espacios. Por lo tanto, el término "correspondiente a" se refiere
a la similitud de la secuencia, y no a la numeracion de los residuos de aminoacidos o bases de nucleétidos.

[0023] EI término "derivado(s)" de un péptido usado aqui se refiere a un péptido que incluye variaciones de, por
ejemplo, modificacion, sustitucion, delecion y/o adicion en su secuencia de aminoacidos, hechas con respecto a
un péptido de referencia, que retiene una relacién identificable al péptido de referencia. La modificacion puede
incluir modificacion quimica mediante, por ejemplo, glicosilacion, PEGilacion, alquilacion de PEG, alquilacion,
acetilacién, amidacion, glicosilfosfadilinositalizacion, farnesilacion, ribosilacién de ADP, sulfacion, fijacion lipidica,
hidroxilacion, y/o fosforilacion. Este término se entiende como intercambiable con el término "analogo funcional”.
[0024] Como se utiliza en este caso, los términos "administrar”, "administracion,” y términos similares, se refieren
a cualquier método que, en la practica médica adecuada, suministra la composicion actualmente provista a un
sujeto de tal manera que proporcione un efecto terapéutico. Un aspecto del presente objeto proporciona la
administracion intravenosa de una cantidad terapéuticamente efectiva de la presente composicién a un paciente
que lo necesite.

[0025] Como se usa en este caso, el término "tratar" incluye profilaxis de un tumor o cancer en un paciente o un
sujeto que tiene una tendencia a desarrollar dicho tumor o cancer, y la mejora o eliminacién del tumor o cancer
desarrollado una vez que se ha establecido, o el alivio de los sintomas caracteristicos de dicho cancer.

[0026] Como se usa en este caso, los términos "tumor" o "cancer" se refieren a todos los tipos de tumor o cancer.
En algunas formas de realizacion, el término "tumor" se refiere a carcinomas de ovario, de pulmén, renal o de
colon, glioblastomas, melanomas, astrocitomas, sarcomas, teratocarcinomas, coriocarcinomas o tumores
hematopoyéticos. Asimismo, el término "cancer" se refiere a cancer de ovario, cancer de pulmoén, cancer de rifién,
cancer de piel, cancer de cerebro, cancer de utero, cancer de mama, cancer de colon, cancer de prostata, cancer
de higado, cancer intestinal, cancer de eséfago y de estdbmago, cancer de cabeza y de cuello, o leucemia. Los
términos "tumor" y "cancer" pueden ser intercambiables entre si.

[0027] Como se usa en este caso, el término "sujeto" se refiere a cualquier sujeto, particularmente un sujeto
mamifero, para el que se desea el diagnostico, el prondstico o la terapia, por ejemplo, un humano. El término se
puede usar para referirse a un "paciente”.

[0028] Como se usa en este caso, los términos "portador”, "excipiente", o "diluyentes" se refieren a cualquier
componente de una composicion farmacéutica que no sea la sustancia farmacolégica. Por consiguiente, el término
"portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un relleno liquido no téxico, inerte, semisodlido, diluyente,
material de encapsulacion, auxiliar de formulacién de cualquier tipo, o sencillamente a un medio acuoso estéril,
como una solucion salina. Algunos ejemplos de los materiales que pueden servir como portadores
farmacéuticamente aceptables son azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa, almidones, tales como
almidén de maiz y almidén de patata, celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio,
etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta, gelatina, talco; excipientes, tales como manteca de
cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de
cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol,
polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato etilico y laurato etilico,
agar; agentes tampén, tales como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua libre de
pirégenos; solucion salina isoténica, solucion de Ringer; soluciones tampon de alcohol etilico y fosfato, asi como
otras sustancias compatibles no téxicas usadas en formulaciones farmacéuticas.

[0029] El agente activo se administra preferiblemente en una cantidad efectiva. Como se usa en este caso, la frase
"cantidad efectiva" se refiere a la cantidad de un componente que es suficiente para producir una respuesta
terapéutica deseada sin efectos secundarios adversos excesivos (tales como toxicidad, irritacion o respuesta
alérgica) proporcional a una relacién beneficio/riesgo razonable cuando se usa de la manera actualmente descrita.
Por ejemplo, una "cantidad terapéuticamente efectiva," puede ser una cantidad suficiente del agente activo para
provocar la regresion del tumor, o al menos detener parcialmente la tumorigénesis y la metastasis en una relacion
beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. La cantidad real administrada, y la tasa y el
tiempo de administracion, dependeran de la naturaleza y la gravedad de la condicidon que se esté tratando. La
prescripcion del tratamiento, por ejemplo, las decisiones sobre la dosificacion, el tiempo, etc., es responsabilidad
de los médicos generales o especialistas, y generalmente tiene en cuenta el trastorno que se va a tratar, la
condicion del paciente individual, el sitio de suministro, el método de administracion y otros factores conocidos por
médicos. Se pueden encontrar ejemplos de técnicas y protocolos en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences.
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[0030] A lo largo de la solicitud, las descripciones de varias formas de realizacion usan el término "que comprende”,
que sera entendido por un experto en la materia de manera que, en algunos casos especificos, una realizacion
puede describirse alternativamente usando el lenguaje “que consiste esencialmente en" o "que consiste en".

[0031] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo
significado que el entendido cominmente por un experto en la materia al que pertenece el objeto actualmente
descrito.

[0032] Con el fin de comprender mejor las instrucciones actuales y de ninguna manera limitar el alcance de las
instrucciones, a menos que se indique lo contrario, todos los nimeros que expresan cantidades, porcentajes o
proporciones, y otros valores numéricos usados en la especificacion y las reivindicaciones, se deben entender
como modificados en todos los casos por el término "aproximadamente". Por consiguiente, a menos que se indique
lo contrario, los parametros numéricos establecidos en la siguiente especificacion y las reivindicaciones adjuntas
son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se deseen obtener. Como
minimo, cada parametro numérico deberia al menos ser interpretado a la luz del numero de digitos significativos
proporcionados y mediante la aplicacién de técnicas de redondeo ordinarias.

Preparacion de péptidos

[0033] Los péptidos bioactivos descritos actualmente (SEQ ID NOs: 1-6) con tamafios menores de 30 o 25
aminoacidos se pueden aislar o separar de los dominios hipervariables de la region determinante de
complementariedad (CDR) del RebMab 200 (huMX35), que esta descrita en la PCT/US2009/000576, con un
método conocido para aislar, separar y purificar péptidos bioactivos, y pueden modificarse aun mas. Los péptidos
actualmente descritos también se pueden preparar mediante sintesis quimica o fabricaciéon usando tecnologia de
ADN recombinante. Por ejemplo, los péptidos se pueden obtener mediante métodos que usan azida, cloruro de
acido, anhidrido de acido, anhidrido de acido compuesto, DCC, éster activado, reactivo de Woodward K,
carbonildiimidazol, desoxidacion, DCC/HONB, reactivo de BOP, etc., como se conoce en la técnica. Ademas, se
pueden preparar mediante sintesis quimica usando un sintetizador de péptidos automatizado.

[0034] Después de dicha reacciéon quimica, los péptidos se pueden separar y purificar mediante un método de
purificacion conocido. Un ejemplo de dichos métodos de purificacion puede incluir una combinacién de extraccion
por solvente, destilacion, cromatografia en columna, cromatografia liquida, recristalizacion y similares.

[0035] Ademas, los sistemas de expresion recombinante en E. Coli se pueden usar para expresar los péptidos
descritos actualmente como proteinas de fusién, con un sitio de escision enzimatica especifico, por ejemplo,
enteroquinasa. Posteriormente, las bacterias se rompen y se centrifugan y la sopa resultante contiene la proteina
de fusion. La proteina de fusion se puede cargar luego en una columna de afinidad especifica, por ejemplo, una
columna de Ni?* o glutatién, para ser eluida. Después de la elucion, la proteina de fusion purificada se somete a
una reaccion de escision enzimatica especifica. Luego, el péptido se purifica a partir de la mezcla resultante por
HPLC o cromatografia de intercambio i6nico. Los métodos que implican la quimica convencional y analitica, las
técnicas de biologia molecular y celular se describen en detalle en muchas referencias publicamente conocidas,
incluidas las enumeradas aqui.

[0036] El presente objeto proporciona el uso de un péptido de menos de 30 o 25 aminoacidos para la produccion
de una composiciéon farmacéutica para el tratamiento de un sujeto que padece cancer. Un tamafio preferido de los
péptidos antitumorales para su inclusién en una composicién farmacéutica segin el presente sujeto es como
maximo de 30 o 25 aminoacidos, preferiblemente como maximo de 20 aminoacidos, con moléculas menores de
10, 9, 8, 7, 6 0 5 aminoacidos de longitud que son particularmente efectivos.

Derivados, biodistribucién y farmacocinética

[0037] Los derivados (o analogos funcionales) de péptidos se pueden preparar mediante, por ejemplo, la sustitucion
de un residuo de L-aminoacido por un residuo de D-aminoacido u otros residuos no naturales. Al generar muchos
derivados posicionales de una secuencia de aminoacidos original y la deteccién de una actividad especifica, un
péptido mejorado, por ejemplo, que comprende D-aminoacidos, se puede identificar y usar segun el presente
objeto.

[0038] Los derivados o analogos funcionales pueden ser compuestos peptidomiméticos que se asemejan funcional
o estructuralmente al péptido original tomado como punto de partida, pero que, por ejemplo, estdn compuestos por
aminoacidos o poliamidas de origen no natural. Con la "sustitucién conservadora de aminoacidos", un residuo de
aminoacido se sustituye por otro residuo con propiedades generalmente similares (tamafo, hidrofobicidad, y/o
carga), de manera que es probable que el funcionamiento general de una secuencia peptidica que tiene dicha
sustitucién no se vea afectado gravemente. En la "sustitucion de aminoacidos no conservativa", un residuo de
aminoacido se sustituye por otro residuo con propiedades generalmente diferentes (tamario, hidrofobicidad, y/o
carga), de manera que el funcionamiento general de una secuencia peptidica que tiene dicha sustitucion podria
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verse gravemente afectado. También se puede proporcionar un derivado alterando sistematicamente al menos un
aminoacido del péptido de referencia. Esto se puede hacer, por ejemplo, mediante un escaneo de alanina (Ala-
scan) y/o un analisis neto de sustitucion, en el que cada aminoacido se sustituye, a su vez, por uno de los otros 19
aminoacidos (o0 21, si se incluyen selenocisteina y pirrolisina). Con estos métodos se pueden generar muchos
péptidos diferentes, basados en una secuencia de aminoacidos original, pero que contienen cada uno una variacion
o sustitucion de al menos un residuo de aminoacido. De esta manera, muchas variantes posicionales de la
secuencia de aminoacidos original se sintetizan y/o preparan enzimaticamente.

[0039] Los peptidomiméticos incluyen ademas pseudopéptidos que tienen sustitutos para los enlaces peptidicos
entre los aminoacidos originales (véase, por ejemplo, la US 6,689,753). Tales sustitutos para enlaces peptidicos
incluyen, pero de forma no limitativa, CH,, CH>.CH,, CH=CH, C=C, CH2NH, COCHy; CH,S, CH>SO; y NHCO.

[0040] En el caso de péptidos dirigidos directamente a células tumorales, se necesita una circulacién sanguinea
prolongada y, por lo tanto, se sintetizan derivados y/o conjugados para una mayor estabilidad. En una forma de
realizacion del presente objeto, los péptidos se pueden modificar o conjugar adicionalmente para obtener péptidos
estabilizados. La introduccion de D-aminoacidos, o pseudoaminoacidos, y la ciclacion de péptidos son las
estrategias mas comunes para aumentar la estabilidad de los péptidos (Adessi y Soto, Curr Med Chem. 9(9):963-
78,2002). Una modificaciéon comun es la de los péptidos ciclicos C-C (como se lleva a cabo en RBIOa de SEQ ID
N.%: 3, lo que da lugar a RB9 de SEQ ID N.° 8) que también se expresan en determinadas bibliotecas de
presentacion de fagos. Los péptidos se pueden alterar de otras maneras para evitar la degradacion por
endopeptidasas y exopeptidasas. Estas incluyen modificaciones N-terminales (acetilacion, glicosilacion) o C-
terminales (amidacion) y el uso de aminoacidos no naturales (por ejemplo, aminoacidos -amino y a-trifluorometilo)
en sitios particularmente labiles dentro de un péptido.

[0041] Arap et al. (Science 279: 377-380,1998) han identificado tres motivos peptidicos principales que dirigian a
los fagos hacia el desarrollo de tumores in vivo. El fago que transporta el motivo CDCRGDCFC a varios tipos de
tumores, incluidos el carcinoma, el sarcoma, y el melanoma de una manera altamente selectiva, y el recorrido de
referencia se inhibe especificamente por el péptido afin. Los péptidos capaces de mediar la localizacién selectiva
de fagos en los vasos sanguineos del cerebro y los rifiones se han identificado y han mostrado una selectividad
de hasta 13 veces para estos 6rganos. Uno de los péptidos mostrados por el fago de localizaciéon cerebral fue
sintetizado y se demostré que inhibe especificamente la localizacion del fago homaologo en el cerebro (Pasqualini
y Ruoslahti, Nature 380: 364-366,1996; Pasqualini et al., Nat. Biotecnol. 15: 542-546,1997). Estos experimentos,
ademas de identificar objetivos especificos en tejidos tumorales para el reconocimiento de fagos, también han
demostrado que los péptidos afines administrados sistémicamente reconocen los mismos objetivos, lo que implica
también suficiente estabilidad in vivo. Practicamente, cuando se cubrieron de globulos rojos fijados con
glutaraldehido, el péptido causo la localizacién selectiva de células inyectadas por via intravenosa en el tejido
objetivo. En una forma de realizacién del presente objeto, se proporcionan derivados de péptido y/o conjugados
para su uso en ensayos clinicos, que permiten una mayor estabilidad y una farmacocinética mejorada. Dichos
derivados y/o conjugados se pueden sintetizar en base a las secuencias peptidicas establecidas en SEQ ID NOs:
1-6 segun la divulgacion, particularmente SEQ ID N° 3 segun la invencion. Dichos derivados y/o conjugados se
prueban para determinar la citotoxicidad de células tumorales y la inhibiciéon de células tumorales de la migracion
y la metastasis. Una vez que se selecciona un derivado en funcién de la vida media aumentada in vivo y la actividad
antitumoral, este se convierte en un candidato para ser probado en pacientes. En el caso de los péptidos
antimetastasicos, se puede esperar que sea efectivo o Util en ensayos clinicos para pacientes a quienes se les
extirpd su tumor primario, o estan en la fase de compromiso de ganglios linfaticos o tienen un desarrollo tumoral
limitado con metastasis regionales o estan en proceso de quimioterapia. Los péptidos seleccionados con actividad
antitumoral in vitro e in vivo deben ser evaluados, en paralelo, para determinar la biodistribucion y la
farmacocinética de péptidos in vivo.

[0042] En una forma de realizacion del presente objeto, los péptidos actualmente descritos se pueden evaluar para
su biodistribucion y su farmacocinética. Para estos estudios, los péptidos deberian ser marcados apropiadamente
con biotina, radiactividad u otra etiqueta conveniente. Los péptidos biotinilados pueden ser reconocidos por
estreptavidina en placas ELISA o por la unién a gotas de sefarosa-estreptavidina incubadas con fluidos corporales
y homogenizados de tejido. La elucion de péptidos biotinilados fuertemente unidos a placas multipocillos
recubiertas con estreptavidina que se puede lograr por medio de acetonitrilo al 70 %, acido férmico al 0,5 %, 1 mM
de solucion acuosa de biotina, y los péptidos son identificados por LC-MS. Por ejemplo, en el caso de RebMab200
CDR H3, este se puede marcar facilmente con 2%, ya que tiene un residuo de tirosina (Y). Ademas, el residuo de
cisteina N-terminal se puede usar para la biotinilacién usando el reactivo de Pierce. También se pueden usar otras
metodologias adecuadas dependiendo de la estructura del péptido bioactivo.

[0043] Otro método para la evaluacion de la biodistribucion y la unién especifica de células tumorales es el uso del
bacteriofago M13 como un vector de expresion. Por consiguiente, en una forma de realizacién del presente objeto,
los péptidos actualmente descritos se pueden evaluar usando el bacteriéfago M13 para su biodistribucién y la unién
especifica de células tumorales objetivo. El plasmido que genera el fago tras la transfeccion en Escherichia coli se
puede disefiar de manera que el oligonucledtido que codifica el péptido se fusione con esa proteina codificante.
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También se puede construir una serie de péptidos analogos para ser expresados por fagos usando varios
oligonucledtidos. La distribucion de fagos in vivo puede ser seguida por la valoracion viral.

[0044] La farmacocinética y la biodistribucion de péptidos y la absorcion resultante en el tumor y los tejidos
normales se pueden alterar tanto por el tamafio molecular como por la especificidad del ligando, donde el tamafo
molecular afecta a la farmacocinética y a la absorcion de 6érganos de una manera predecible. Se puede lograr un
mayor tamafio molecular mediante la conjugacién del péptido con polietilenglicol (PEGilacion) o albumina sérica.
En una forma de realizacion del presente objeto, los péptidos se pueden conjugar. Como las proteinas mas grandes
(>50 kDa) no son filtradas por los rifiones, PEG pueden servir para aumentar el radio hidrodinamico de los
conjugados peptidicos y evitar su depuracion renal. En ambos casos, es importante probar la actividad del péptido
conjugado. Usando aminoacidos nucleofilicos (por ejemplo, cisteina o aminoacidos no naturales), PEG también se
puede unir dentro de una secuencia peptidica, y si no inhibe la funcién peptidica, entonces las endopeptidasas
también podrian excluirse de la degradacion de residuos internos particularmente labiles. En una forma de
realizacion, los péptidos actualmente descritos pueden formar una proteina de fusion.

[0045] Las interacciones no covalentes también son posibles. La fusién de una secuencia de 20 aminoacios en el
extremo C-terminal de un factor anti-tisular Fab permitié la asociacion no covalente con la albdamina in vivo y
aumento la vida media del Fab 40 veces en conejos (McFarland et al., Cancer Res. 67(1):254-61,2007). Se podria
probar una construccion similar usando la Ig-CDR fusionada en el C-terminal con el péptido
QRLMEDICLPRWGCLWEDDF que se va a asociar con la albumina para aumentar la vida media del péptido
efector. La fusidon genética de péptidos al dominio Fc de la inmunoglobulina gamma humana (IgG) es un método
alternativo para aumentar el tamafio molecular del péptido. La fusidon de fc aprovecha la funcion de proteccion de
IgG del receptor Fc neonatal (FcRn). La albdmina sérica, ademas de escapar del aclaramiento renal, también se
recicla a través de FcRn mediante la union a una superficie del receptor diferente a la IgG. La conjugacion quimica
de péptidos a albumina por enlace covalente a la cisteina libre en la posicién de aminoacidos 34 de la albumina
también es efectiva para extender la vida media del péptido terapéutico. Se esta desarrollando una gama de otras
estrategias para extender el periodo de permanencia en el plasma.

[0046] Los péptidos seleccionados por citotoxicidad tumoral directa no deberian ser inmunogénicos, y, por lo tanto,
no pueden provocar una fuerte respuesta de anticuerpos neutralizante ni ser presentados por MHC para la
reactividad inmune celular o mediar las reacciones de hipersensibilidad. La incorporacion de D-aminoéacidos en la
estructura peptidica deberia disminuir tanto la escisién proteolitica como la reactividad inmune de los péptidos.
También se deberia verificar la inmunogenicidad de otros tipos de derivatizacion.

Actividad biolégica

[0047] La "actividad biolégica", en el contexto del presente objeto, se utiliza para referirse a la capacidad de los
péptidos de recurrir a uno o mas de los efectos citotoxicos enumerados aqui en relacién con la definicion de una
"cantidad terapéuticamente efectiva". En una forma de realizacion especifica, la "actividad biolégica" es la
capacidad de inhibir el crecimiento o la proliferacion de células neoplasticas. Una actividad bioldgica preferida es
la inhibicién, incluida la ralentizacion o la detencién completa, del crecimiento de una célula tumoral objetivo (por
ejemplo, cancer). Otra actividad biolégica preferida es la actividad citotéxica que se produce en la muerte de la
célula tumoral objetivo (por ejemplo, cancer). Otra actividad bioldgica preferida es el aumento de la adherencia
celular de las células neoplasicas.

[0048] La presente descripciéon en un aspecto proporciona un método para identificar uno o mas péptidos; y/o
determinar la actividad biolégica de uno o mas péptidos, que comprende, por ejemplo, cribar un péptido para
determinar la actividad del péptido; analizar el resultado; y/o identificar uno o mas péptidos que tienen actividad
antitumoral. La eficacia de los péptidos contra un tipo de tumor particular se puede determinar in vitro o in vivo, por
ejemplo, al someter células derivadas del tumor a la presencia o ausencia del péptido in vitro o al tratar un ratén
expuesto a un tumor y al monitorizar las horas extraordinarias del tumor, como se describe, por ejemplo, en
Polonelli et al. (PLoS One. 3(6):e2371,2008) y Dobroff et al. (Translat.Onc., 3: 204-217,2010). En algunas formas
de realizacion, los péptidos antitumorales son los derivados de RebMab200, particularmente los derivados de
RebMab200 CDRs, particularmente de CDR H3 (SEQ ID N° 3), como se establece en SEQ ID NOs: 8,9 y 14-33.
Preferiblemente, los péptidos son los que se establecen en SEQ ID N° 3 (RB10a), SEQ ID N° 8 (RB9), SEQ ID N°
9 (RB10), SEQ ID N° 16 (RB9 M3), SEQ ID N° 24 (RB10A4), SEQ ID N° 26 (RB10 A6) y SEQ ID N° 31 (RB10 M3).

[0049] La inhibicion del crecimiento celular se refiere a una reduccion significativa de las células objetivo,
especialmente las células cancerosas, ya sea in vitro o in vivo. Se puede encontrar mas informacioén en The
Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e Israel, eds., capitulo 1, titulado "Cell cicle regulation, oncogenes, y
antineoplastico drugs" por Murakami et al., (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente p. 13.

[0050] Se dice que la adherencia celular de una linea celular es "aumentada" por un tratamiento peptidico si se
observa un aumento de la union celular después del cultivo celular y la incubacion con diferentes concentraciones
del péptido, en comparacién con un control negativo.
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[0051] En una forma de realizacion, se observa un efecto dependiente de la dosis: es decir, en una dosis inferior
del péptido las células se separarian con tripsina/EDTA a velocidades inversamente proporcionales a la
concentracion peptidica.

[0052] Ademas, o en vez de, probar la eficacia del péptido contra un tipo particular de células tumorales in vitro, el
médico puede probar los efectos antitumorales del péptido in vivo. Para las pruebas in vivo, las células derivadas
de un tipo de tumor se inyectan en animales de laboratorio, tales como los ratones. Entonces los animales se
monitorean para determinar si los tumores surgen en el sitio de la inyeccién o en cualquier otra parte del animal.
Los animales de laboratorio que son tratados con un péptido después de la inoculacién de células tumorales
tipicamente no desarrollaran tumores o reduciran significativamente la formacién de tumores.

Composiciones farmacéuticas

[0053] Una composicion que contiene una cantidad efectiva de los péptidos descritos aqui se puede administrar a
un sujeto que requiere tratamiento. La composicién se puede administrar por via parenteral, intravenosa, tépica,
oral, bucal, nasal, rectal, subcutanea, intramuscular o intraperitoneal.

[0054] La composicién del tratamiento se puede formular para ser compatible con la via de administracion. La
composicion se puede formular como comprimido, capsula, solucién, polvo, inhalante, locidn, tintura, tableta,
supositorio o parche transdérmico.

[0055] Una solucién para la administracion parenteral, intradérmica o subcutéanea puede comprender, por ejemplo:
un diluyente estéril, tal como agua, solucion salina, glicerina, aceites fijos, polietilenglicoles, propilenglicol u otros
solventes sintéticos; un agente antibacteriano, tal como alcohol bencilico o parabenos de metilo; un antioxidante,
tal como acido ascoérbico o bisulfito sédico; un agente quelante; un agente tampédn, tal como acetato o fosfato. La
solucion se puede almacenar en ampollas, jeringas desechables o viales de plastico o de cristal.

[0056] Una formulacién para la inyecciéon o la administracion intravenosa puede incluir un portador, que es un
solvente o un medio de dispersion. Los portadores adecuados incluyen agua, solucién salina fisiolégica, agua
bacterioestatica, solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ), etanol,
polioles (por ejemplo, glicerol, glicol, propilenglicol y similares), y mezclas de los mismos. Estas composiciones
deben ser estériles y fluidas para permitir la inyeccion. La fluidez se puede mantener con un recubrimiento, tal
como lecitina o un tensioactivo. La contaminacién microbiana se puede evitar mediante la inclusion de agentes
antibacterianos y antifungicos, tales como parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico y timerosal. Los
azucares y los polialcoholes, tales como manitol, sorbitol y cloruro sédico, se pueden usar para mantener la
isotonicidad en la composicion.

[0057] La esterilidad se puede asegurar mediante esterilizacion por filtracion de la solucién. Alternativamente, la
solucion se puede producir a partir de componentes que se esterilizaron por filtracion individualmente. Un
componente esterilizado por filtracién puede secarse al vacio o liofilizarse para producir un polvo estéril. Dicho
polvo se puede rehidratar antes de la inyeccién con una solucion de portador esteéril.

[0058] Las composiciones orales incluyen, por ejemplo: comprimidos; capsulas; pastillas; suspensiones y
soluciones. Las composiciones se pueden formar con un diluyente inerte o un portador comestible. Las capsulas
se pueden formular combinando un diluyente apropiado con un péptido o la formulacién del mismo y llenando la
capsula con la mezcla. Los diluyentes comunes son almidones, tales como celulosa en polvo, o azucares, tales
como sacarosa, fructosa o manitol. Los comprimidos pueden ser elaborados por granulacién himeda o seca, por
compresion o mediante otros métodos conocidos. Ademas del péptido/compuesto deseado, las composiciones
para comprimidos pueden incluir, por ejemplo: un aglutinante, tal como celulosa microcristalina o gelatina; un
excipiente, tal como un almidén; un azucar (por ejemplo, lactosa, fructosa, glucosa, metilcelulosa, etilcelulosa); una
goma (por ejemplo, goma de tragacanto, acacia); un agente desintegrante (por ejemplo, acido alginico, Primogel
o almidén de maiz); un lubricante (por ejemplo, estearato de magnesio o Sterotes); un agente deslizante (por
ejemplo, diéxido de silicio coloidal); un agente edulcorante (por ejemplo, sacarosa o sacarina); un agente
aromatizante (por ejemplo, menta, metilsalicilato o aroma de naranja); o cualquier compuesto de una naturaleza
similar. Los polimeros biodegradables, tales como polid-D,L-lactida-co-glicélido o poliglicolato, se pueden usar
como una matriz para retrasar la liberacion de la composicion.

[0059] Para la administracién por inhalacién, los compuestos pueden administrarse, por ejemplo, en forma de
aerosol desde un dispensador de recipientes a presion, que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas,
o mediante otros métodos conocidos. Por ejemplo, la administracién también puede ser transmucosa, por ejemplo,
con un espray nasal o supositorio, o por medios transdérmicos, por ejemplo, como un ungiento, una pomada, un
gel o una crema. Tales modos de administracion pueden usar formulaciones que comprenden, por ejemplo, sales
biliares y derivados de acido fusidico.
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[0060] También se pueden preparar preparaciones de liberacién sostenida. Los ejemplos adecuados de
preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos solidos que
contienen el péptido, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o
microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(vinilalcohol), polilactidas (Patente de EE.UU. N.° 3,773,919), copolimeros de
acido L-glutamico y y-etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido
glicélico degradable, tal como DEPOT™ LUPRON (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido
lactico-acido glicolico y acetato de leuprolida), y poli-D-(-)-acido 3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros, tales
como etileno-acetato de vinilo y &cido lactico-acido glicélico, permiten liberar moléculas durante mas de 100 dias,
determinados hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.

[0061] También se proporciona el uso de un péptido antitumoral, preferiblemente un derivado de RebMab200, para
la produccién de una composicion farmacéutica para el tratamiento de cancer, preferiblemente un carcinoma
metastasico.

Modo de administracién y método de tratamiento

[0062] Los péptidos descritos aqui se pueden administrar, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo, mediante
infusiéon continua, por ejemplo, para prolongar el contacto con la region epidural o mediante otros métodos
conocidos. El péptido se puede infundir durante cualquier periodo de tiempo. La dosificaciéon y el tiempo de
administracion se pueden modificar segun las necesidades del sujeto particular, por ejemplo, dentro de la
estructura de protocolos clinicos estandar para tratar el dolor. El péptido se puede suministrar por vias intratecales
y dentro del flujo sanguineo. Ademas, se pueden usar bombas implantables o montables en el cuerpo para
suministrar el péptido descrito aqui a una velocidad controlada. Alternativamente, la administracion prolongada se
puede lograr mediante depdsitos conocidos en la técnica o formulaciones de liberaciéon sostenida.

[0063] Las administraciones unicas o multiples de las composiciones peptidicas se pueden llevar a cabo con
niveles de dosis y patrones seleccionados por el médico tratante. En cualquier caso, las formulaciones
farmacéuticas deberian proporcionar una cantidad de péptido suficiente para tratar eficazmente al paciente. La
administracion deberia comenzar con la primera indicacion de proliferacion celular indeseable o poco después del
diagndstico y continuar hasta que los sintomas hayan disminuido sustancialmente y durante un periodo posterior.
En casos bien establecidos de cancer, se requeriran dosis de carga seguidas de dosis de mantenimiento.

[0064] Ademas, se proporciona un método para tratar o inhibir el crecimiento tumoral, que comprende administrar
a un sujeto que necesite dicho tratamiento una cantidad efectiva de al menos un péptido antitumoral o un derivado
o un analogo funcional del mismo que comprende o consiste en las secuencias de aminoacidos representadas por
SEQ ID NOs: 1-33, junto con un diluyente farmacéuticamente aceptable para el sujeto. Un tamafio preferido de un
péptido antitumoral para su inclusidon en una composicién farmacéutica segun el presente objeto es como maximo
de 30 aminoacidos, preferiblemente como maximo de 20 aminoacidos, aunque moléculas mas pequefas de 19,
18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 0 5 aminoacidos de longitud pueden ser particularmente efectivas.

[0065] Se pueden combinar otros regimenes terapéuticos con la administracion de los péptidos antitumorales del
presente objeto. Por ejemplo, el paciente que se va a tratar con tales péptidos antitumorales también puede recibir
radioterapia. Alternativamente, o ademas, se puede administrar un agente quimioterapéutico al paciente. Los
programas de preparacion y dosificacion para tales agentes quimioterapéuticos se pueden usar segun las
instrucciones de los fabricantes o segun lo determine empiricamente el médico experto. Los programas de
preparacion y dosificacion para dicha quimioterapia también se describen en Chemotherapy Service, ed., M.C.
Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992). EIl agente quimioterapéutico puede preceder, o seguir a la
administracién del agente antitumoral del presente objeto, o se puede suministrar simultaneamente con el mismo.

[0066] Puede ser deseable administrar anticuerpos también contra antigenos asociados a tumores, tales como
anticuerpos que se unen a ErbB2, EGFR, ErbB3, ErbB4 o al factor endotelial vascular (VEGF). Alternativamente,
0 ademas, dos o0 mas anticuerpos que se unen al mismo o dos o mas antigenos diferentes asociados al cancer se
pueden coadministrar al paciente. A veces, puede ser beneficioso administrar también una o mas citocinas al
paciente. En una forma de realizacion preferida, los agentes anticancerigenos se coadministran aqui con un agente
inhibidor del crecimiento. Por ejemplo, el agente inhibidor del crecimiento se puede administrar primero, seguido
de la administracion de un péptido antitumoral del presente objeto. También se contempla primero la administracion
simultanea o la administracion del péptido antitumoral. Las dosificaciones adecuadas para el agente inhibidor del
crecimiento son las usadas actualmente y se pueden reducir debido a la accién combinada (sinergia) del agente
inhibidor del crecimiento y los péptidos del presente documento.

Dosificacion
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[0067] Se debe determinar una dosificacién apropiada para el tratamiento. La determinacion de la cantidad o dosis
requerida para tratar a un sujeto individual es una rutina para un experto en la materia, por ejemplo, un médico,
farmacéutico o investigador.

[0068] Para la prevencion o el tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un péptido antitumoral
del presente documento dependera del tipo de enfermedad que se vaya a tratar, tal y como se ha definido
anteriormente, de la gravedad y el curso de la enfermedad, de si el agente se administra para fines preventivos o
terapéuticos, de la terapia precedente, de la historia clinica del paciente y de la respuesta al agente, y de la
discrecion del médico tratante. El péptido se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie
de tratamientos. Los experimentos con animales proporcionan una guia fiable para la determinaciéon de dosis
eficaces para la terapia humana. La gradacion interespecies de dosis efectivas se pueden realizar siguiendo los
principios establecidos por Mordenti, J. y Chappell, W. "The use of interspecies scaling in toxicokinetics" en
Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobi et al., eds., Pergamon Press, Nueva York 1989, pags. 42-96.

[0069] También se puede determinar la toxicidad y la eficacia terapéutica de los péptidos y/o las formulaciones de
los péptidos. Los protocolos rutinarios estan disponibles para determinar la LD50 (la dosis letal en el 50 % de la
poblacion) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50 % de la poblacién) en animales no humanos. El
indice terapéutico se mide como la relacion de LD50/ED50. Las relaciones adecuadas incluyen, por ejemplo,
relaciones superiores a aproximadamente 2, 5, 10, 50 o 100. Se pueden determinar los compuestos, las
formulaciones y los métodos de administraciéon con altos indices terapéuticos, ya que dichos tratamientos tienen
poca toxicidad a las dosificaciones que proporcionan alta eficacia. Se pueden usar compuestos con efectos
secundarios téxicos o indeseables si hay medios disponibles para suministrar el compuesto al tejido afectado,
mientras que se minimiza la herida al tejido no afectado, por ejemplo, tejido endotelial. En una forma de realizacion,
los péptidos actualmente descritos muestran un valor de ED50 de aproximadamente 920 a 930 uM (véase la figura
7).

[0070] Al formular un rango de dosificacién para un uso en humanos, la dosis efectiva de una preparacion de
péptidos se puede estimar a partir de estudios con animales de laboratorio, por ejemplo, como se describe a
continuacion. Por ejemplo, las dosificaciones terapéuticamente efectivas en ensayos de cultivo celular incluyen,
por ejemplo, aproximadamente de 0,1 mM a 1 mM, preferiblemente de 0,25 mM a 1 mM del péptido, y los intervalos
entre ellas. Una dosis se puede formular en un animal para lograr una concentracién circulante de inhibidor en
plasma que se encuentra en este rango. Una dosis ejemplar produce una concentracién plasmatica que excede la
IC50 (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que logra una inhibicién semimaxima de un sintoma),
como se determina en ensayos de cultivo celular. La concentracién plasmatica circulante se puede determinar, por
ejemplo, al obtener una muestra de sangre, y al analizar la muestra usando un ensayo ELISA especifico basado
en anticuerpos o con cromatografia liquida de alto rendimiento o espectroscopia de masas.

[0071] Alternativamente, la dosis se puede estimar a partir de pruebas en un modelo animal, como se describe a
continuacion. El alivio de los sintomas se observa cuando los ratones reciben un péptido o una composicion
farmacéutica a una dosis de al menos aproximadamente 1 ug/kg hasta 10 mg/kg. Por ejemplo, la dosis puede ser
de 6mg/kg para un péptido libre, no derivatizado o no conjugado, susceptible a hidrélisis plasmatica y acalaramiento
renal. La interrelacion de dosificaciones para animales y humanos (basada en miligramos por metro cuadrado de
superficie corporal) esta descrita, por ejemplo, en Freireich et al., Cancer Chemoter. Rep. 1966, 50, 219. El area
de superficie corporal se puede determinar aproximadamente a partir de la altura y le peso del paciente. Véase,
por ejemplo, Scientific Tables, Geigy Pharmaceuticals, Ardley, Nueva York, 1970, 537. Una dosis efectiva para
tratar a pacientes humanos no se puede estimar actualmente, porque dependera de la estabilidad del derivado
peptidico usado y su farmacocinética. El péptido se puede administrar con una frecuencia o continuamente para
mantener una concentracion local efectiva para reducir el dolor en el sujeto.

[0072] Dependiendo del método de administracion, la dosis apropiada puede variar, por ejemplo, de
aproximadamente 1 pg/kg/dia a aproximadamente 10 mg/kg/dia. Ademas, teniendo en cuenta la baja naturaleza
inmunogénica de péptidos pequefios, sera posible dosificar hasta 100 mg/kg con péptidos pequefios, y en algunos
casos, cuando se determina que la necesidad de tratamiento es aguda teniendo en cuenta la condicion del sujeto
que necesita tratamiento, de hasta 200 mg/kg, 500 mg/kg o incluso 1g/kg.

[0073] La dosis para un paciente se puede optimizar mientras el paciente esta bajo el cuidado de un médico,
farmacéutico o investigador. Por ejemplo, una dosis relativamente baja de los péptidos descritos se puede
administrar inicialmente. El paciente se puede monitorear para detectar sintomas y sensacién de dolor, como se
describe a continuacién. La dosis se puede aumentar hasta que se obtenga una respuesta apropiada. Ademas, el
nivel de dosis especifico para cualquier sujeto en particular puede variar dependiendo de la edad, el peso corporal,
la salud general, el sexo y la dieta del sujeto, el tiempo de administracion, la via de administracién, el indice de
excrecion y otros farmacos proporcionados en combinacion.

[0074] Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden limitar el alcance de las
reivindicaciones.
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EJEMPLOS

Material y métodos

Preparacion de lineas celulares tumorales y cultivo celular.

[0075] Se clonaron células de melanoma B16F10-Nex2.1 murino en la unidad de oncologia experimental,
Universidad Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). El Instituto Ludwig para la investigacion del cancer, Sao Paulo,
Brasil, proporcioné células de melanoma humano (A2058), de carcinoma de colon humano (HCT-8), de carcinoma
de mama humano (MCF-7, MDA y SKBR3), de carcinoma cervical humano (SiHa) y de carcinoma de ovario
(OVCAR-3). Todas las lineas celulares se cultivaron a 37 °C, a una atmdsfera himeda y con el 5 % de COa, en el
medio RPMI-1640 con 10 mM de acido N-2-hidroxietil-piperazina-N-2-etanosulfénico (HEPES), 24 mM de
bicarbonato sédico, 40 mg/L de gentamicina, pH 7,2y 10 % de FCS. Las células HelLa (carcinoma cervical humano)
fueron proporcionadas por el Dr. Hugo P. Monteiro, departamento de bioquimica, UNIFESP, y las células U87-MG
(glioblastoma) fueron proporcionadas por el Dr. Osvaldo K.Okamoto, USP. Las células HelLa y U87-MG se
mantuvieron en el medio DMEM suplementado como se ha indicado anteriormente.

Crecimiento de células tumorales in vitro e in vivo

[0076] Los detalles del crecimiento celular tumoral in vitro, las pruebas de citotoxicidad, la determinacién de células
viables y los experimentos de proteccién in vivo con células B16F10 en un modelo metastésico de raton se
describen en Polonelli et al. (PLoS One. 3(6):€2371,2008) y Dobroff et al. (Translat.Onc., 3: 204-217,2010).

Ensayo de migracién de células

[0077] Para los estudios de migracion, se distribuyeron 5 x 10° o 10° células en placas de 6 pocillos y se dejaron
adherir durante 2 horas a 37 °C/5 % de CO.. Se cambio el medio de cultivo y se afiadio el péptido a 500 uM durante
toda la noche. La monocapa celular se "hirié" con una punta P1000 y se incubd durante 24 horas. Las imagenes
de células no tratadas (control) y células tratadas con péptidos se capturaron con una camara JENOPTIK. Los
numeros de células (nucleos) se determinaron usando el software Pixcavator version 5.0.

Ejemplo 1: Identificacion y preparacion de los péptidos

[0078] Se estudid la secuencia de RebMab 200 (huMX35) de la region variable (PCT/US2009/000576) para los
dominios de CDR y se seleccionaron los péptidos correspondientes para la sintesis de péptidos.

[0079] Se sintetizaron siete (7) péptidos con alta pureza (>95 %) (adquiridos de Peptide 2.0 Inc. Chantilly, VA,
EE.UU.).

RBS AIYPGNGDTSYKQKFRG-NH, (H2) (SEQ ID N° 7)
RB9 CARGETARATFAYWGQGC-NH;  (H3) (SEQ ID N° 8)
RB10 CARGETARATFAYWGQG-NH2  (H3) (SEQ ID N° 9)
RB10a CARGETARATFAYWGQG (H3) (SEQ ID N° 3)
RB11 GYTFTGYNIH-NH, (H1) (SEQ ID N° 10)
RB12 SASQDIGNFLN-NH;, (L1) (SEQ ID N° 11)
RB13 YTSSLYS-NH, (L2) (SEQ ID N° 12)
RB14 QQYSKLPLT-NH, (L3) (SEQ ID N° 13)

[0080] Se sintetizaron cinco (5) péptidos derivatizados RB9 correspondientes a las secuencias a continuacion. Los
aminoacidos D-isoméricos, D-alanina (dA), D-citrulina (dCit), D-fenilalanina (dF), y D-arginina (dR) se introdujeron
en los péptidos derivados RB9 y RB10.

RB9 M1 C(dA)RGETA(ACit)ATFAYWGQ(dA)C-NH (SEQ ID N° 14)
RB9 M2 C(dA)RGETA(ACit)AT(dF)AYWGQ(JA)C-NHz  (SEQ ID N° 15)
RB9 M3 C(dA)RGETARATFAYC-NH, (SEQ ID N° 16)
RB9 M4 CARGETA(dCit) ATFAYWGQGC-NH; (SEQ ID N° 17)
RB9 M5 C(dA)RGETARATFAYWGQGC-NH, (SEQ ID N° 18)
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[0081] Se sintetizaron tres (3) péptidos codificados RB9 correspondientes a las siguientes secuencias:

RB9 Scramble CGTFEYRAQAGWAGRTAC-NH: (SEQ ID N° 19)
RB9 Sc2 YWCRAAFTTEAGRACQGG-NH2  (SEQ ID N° 20)
RB9 Sc3 CFTARAGWYATEARGGQC-NHz  (SEQ ID N° 21)

[0082] Se sintetizaron otros seis (6) péptidos correspondientes a las series de escaneo de alanina de RB10 con
las siguientes secuencias:

RB10 A1 AARGETARATFAYWGQG-NH; (SEQ ID N° 22)
RB10 A3 CAAGETARATFAYWGQG-NH: (SEQ ID N° 23)
RB10 A4 CARAETARATFAYWGQG-NH; (SEQ ID N° 24)
RB10 A5 CARGATARATFAYWGQG-NH: (SEQ ID N° 25)
RB10 A6 CARGEAARATFAYWGQG-NH:2 (SEQ ID N° 26)
RB10 A8 CARGETAAATFAYWGQG-NH: (SEQ ID N° 27)

[0083] EI péptido C-terminal de RB10 (excluido el fragmento WGQG) con la siguiente secuencia también se
sintetizo:

RB10 C-t TFAYWGQG-NH; (SEQ ID N° 28)

[0084] Se sintetizaron cuatro (4) péptidos RB10 derivados correspondientes a las secuencias:

RB10 M1 CARGETA(dCit)AT(dF)AYWGQ(dA)-NH, (SEQ ID N° 29)
RB10 M2 CA(dR)GETA(dR)AT(dF)AYWGQ(dA)-NH,  (SEQ ID N° 30)
RB10 M3 C(dA)RGETARATFAYWGQG-NH; (SEQ ID N° 31)
RB10 M4 C(dA)RGETA(dCit)ATFAYWGQ(dA)-NH, (SEQ ID N° 32)

[0085] Se sintetizd un (1) péptido codificado RB10 correspondiente a la secuencia:
RB10 Scramble CGTFEYRAQAGWAGRTA-NH; (SEQ ID N° 33)

[0086] Brevemente, no se encontré ninguna actividad antitumoral para RebMab 200 CDRs L1, L2 L3y H1. El CDR
H2 amidado de RebMab 200 (SEQ ID N° 7) comparte hasta dieciséis (16) aminoacidos idénticos con fragmentos
H2 similares de varios anticuerpos murinos de diversas especificidades. Sin embargo, no mostré ningun efecto
antitumoral en contraste con la fuerte actividad previamente descrita para el CDR H2 de mAb C7 (IgM) que tiene
una especificidad diferente y células de melanoma destruidas por la inhibicion de la apoptosis y la angiogénesis
(Polonelli et al., PLoS One. 3(6): E2371).

[0087] EI CDR H3 de RebMab 200 (SEQ ID N° 3) en una forma extendida que contiene la secuencia conservada
WGXG, comparte hasta el 82 % de aminoacidos idénticos con las secuencias de H3 de algunos otros anticuerpos.
Sin embargo, la secuencia de H3 basada en Kabat GETARATFAY muestra una identidad parcial (8-9/10) o una
identidad completa (9/9) con un numero de proteinas de diversas fuentes, principalmente de organismos
procariéticos, con muy pocas referencias a secuencias de Ig. Sorprendentemente, la secuencia de H3 extendida
de RebMab 200 mostré efectos antitumorales incluso contra células tumorales que no reaccionarian a mAb MX35
(por ejemplo, melanoma), lo que sugiere que no actia como un microanticuerpo y usa probablemente otro receptor
de superficie celular para unirse a las células tumorales.

Ejemplo 2: Ensayo de adherencia celular

[0088] El tratamiento de células tumorales con péptidos RB9, RB10 y RB10a (SEQ ID NOs: 8, 9 y 3,
respectivamente) hizo que las células mostraran un aumento dependiente de la dosis de la adherencia al sustrato
(placas de 96 pocillos, RPMI con el medio de cultivo FCS al 10 %). A una concentracion de 1 mM de péptido, la
mayoria de las células tumorales mostraron hiperadherencia y no pudieron ser suspendidas incluso por tratamiento
a largo plazo con tripsina/EDTA. En una dosis inferior, las células serian separados con tripsina/EDTA con indices
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inversamente proporcionales a la concentracion peptidica. Posiblemente, los péptidos RB9 y RB10 afectaron a la
dinamica del citoesqueleto de las células, lo que indica una mayor adhesion celular. Dicha respuesta se observd
en las células de melanoma B16F10-Nex2.1 murino, de glioblastoma U87MG humano, de melanoma A5028, de
cancer de mama SKBR3, cervicales SiHa y de cancer de colon HCT (figuras 1, 2, 3y 4).

[0089] Ambas células suspendidas y adherentes fueron viables como se muestra por tincién con azul de tripan y
el ensayo MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; un tetrazol amarillo], lo que indica que los
péptidos no son directamente citotdxicos, pero estimulan fuertemente la adherencia celular de una manera que
podria inhibir la migracién y la invasion de las células tumorales. Los péptidos H1 (RB11, SEQ ID N° 10), H2 (RBS,
SEQID N°7), L1 (RB12, SEQID N° 11), L2 (RB13, SEQ ID N° 12), L3 (RB14, SEQ ID N° 13) no mostraron ninguna
actividad antitumoral y se usaron como controles negativos.

Eiemplo 3: Efectos de los péptidos RB9 y RB10 en el melanoma murino y células de glioblastoma humano.

[0090] Las células B16F10-Nex 2.1 (5x103) y las células U87-MG (1 x 104) se cultivaron en placas de 96 pocillos
y se incubaron con diferentes concentraciones de RB9 (SEQ ID N° 8) y RB10 (SEQ ID N° 9) de 0,01 a 1 mM (es
decir, 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 0,7, 0,8 y 1 mM de RB9 y RB10 para células B16F10-Nex 2.1; y 0,25, 0,5, 0,75y 1 mM
de RB9 y RB10 para células U87-MG). Después de 18 horas de incubacion, se contaron las células viables
separadas con tripsina/EDTA usando tincion de exclusion con azul de tripan. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado en dos experimentos independientes. Los resultados se muestran en las figuras 1A a 1D.

Ejemplo 4: Efectos de RB9 y RB10 en cancer de mama humano SKBR3 y en células A2058 de melanoma.

[0091] Las células SKBR3 (1 x 10%) se cultivaron en placas de 96 pocillos y se incubaron con RB9 (SEQ ID N° 8)
y RB10 (SEQ ID N° 9). Después de 18 horas de incubacién, se contaron las células viables separadas con
tripsina/EDTA usando tincién de exclusion con azul de tripan. Los ensayos se realizaron por triplicado en dos
experimentos independientes. Las células de melanoma humano A2058 (1 x 104) se incubaron durante 4 horas a
37 °C en una camara humidificada con el 5 % de CO,. Se afiadieron a los pocillos medios frescos que contenian
diferentes concentraciones peptidicas de RB9 y RB10 que oscilaban entre 0 y 1 mM (es decir, 0, 0,25, 0,5y 1 mM)
y se incubaron durante 24 horas. Posteriormente se aspiraron los medios, las células se separaron con 30 pl/pocillo
de tripsina-EDTA durante cinco minutos a 37 °C y se contaron las células viables a una camara de Neubauer
usando azul de tripan. Como se muestra en las figuras 2A-2D, el 50 % de las células fueron resistentes a la tripsina-
EDTA a 630y 610 uM de RB9 y RB10, respectivamente.

Ejemplo 5: Deteccion de células SiHa hiperadherentes tratadas con péptidos.

[0092] Las células SiHa viables (1 x 10%)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 96 pocillos y se
incubaron durante 4 horas a 37 °C en una camara humidificada con el 5 % de CO.. El medio fresco que contenia
diferentes concentraciones peptidicas de RB9 (SEQ ID N° 8) y RB10 (SEQ ID N° 9) que oscilaban entre 0 y 1 mM
(es decir, 0, 0,25, 0,5y 1 mM) se afiadieron a los pocillos y se incubaron durante 24 horas. Luego se aspir¢ el
medio; las células se separaron con 30 pl/pocillo de tripsina-EDTA durante cinco minutos a 37 °C y se lavaron
suavemente con PBS. Las células hiperadherentes se incubaron durante 4 horas con 0,5 mg/mL de MTT [bromuro
de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] en el medio fresco y los cristales de formazan se solubilizaron
afadiendo 1 volumen de solucion SDS al 10% durante la noche. La intensidad se midié usando un lector de placas
a 570nm. Como se muestra en las figuras 3A y 3B, RB10 fue mas efectivo que RB9 contra la linea celular SiHa; a
500 uM provocd que el 80 % y el 30 %, respectivamente, de células tumorales se volvieran resistentes a la
tripsinizacion.

Ejemplo 6: Deteccion de células HCT hiperadherentes tratadas con péptidos.

[0093] Las células HCT viables (1 x 10%)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 96 pocillos y se
incubaron durante 4 horas, siguiendo el mismo protocolo del ejemplo 5. Como se muestra en las figuras 4A y 4B,
el efecto de RB10 (SEQ ID N° 9) fue similar a RB9 (SEQ ID N° 8) en la linea celular HCT, donde el 80 % de las
células fue resistente a la tripsinizacién a 500 uM de péptido.

Ejemplo 7: Efectos antitumorales in vivo de RB9 y RB10.

[0094] Los péptidos RB9 y RB10, junto con el péptido apoptético A4H3, un verdadero microanticuerpo de
antimelanoma citotéxico mAb (A4) (Dobroff et al., Translat.Onc., 3: 204-217,2010), se analizaron para determinar
sus efectos protectores contra la colonizacién pulmonar mediante células de melanoma B16F10-Nex2 (2x10°%)
inyectadas por via intravenosa en ratones C57B1/6 (6 animales/grupo). Los péptidos se administraron
intraperitonealmente (250 ug i.p.) los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 después de la exposicion a las células tumorales. Los
pulmones de los animales tratados con péptidos se muestran en la figura 5 después de 22 dias de exposicion al
tumor. Como se observo, el tratamiento peptidico se interrumpié 10 dias antes del sacrificio de los animales.
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[0095] Los péptidos RB9 (SEQ ID N° 8) y RB10 (SEQ ID N° 9) se protegieron exitosamente contra el melanoma
metastasico, lo que redujo significativamente la colonizaciéon pulmonar. En la figura 6 se muestra la proteccion in
vivo mediante los péptidos RB9 y RB10 (y A4H3 control) contra la colonizacion pulmonar mediante células de
melanoma B16F10-Nex2 (2x10°) inyectadas por via intravenosa en ratones C57BI/6 (6 animales/grupo). Los otros
5 CDRs de RebMab200 (SEQ ID NOs: 7, 10, 11, 12, 13) no fueron protectores in vivo. Los péptidos se
administraron de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se determiné el numero de ndédulos
pulmonares.

[0096] La proteccion por RB9 y RB10 se observo incluso cuando el tratamiento peptidico se interrumpié dias 10
antes del sacrificio de animales, lo que sugiere un efecto temprano sobre la migracion e invasion de células
tumorales. Estos resultados apuntan a un amplio espectro de reactividad de estos péptidos mas alla de lo
establecido para huMX35.

[0097] Los péptidos RB9 y RB10 fueron levemente citotdxicos para las células HL-60 de leucemia humana que
crecen en suspension (figura 7) y fueron inactivos contra las células de cancer de ovario OVCAR-3 (figura 8). Las
células de cancer de ovario tratadas con péptidos normalmente se separaron de tripsina/EDTA, a diferencia de las
otras células tumorales evaluadas, lo que sugiere una falta de efecto de ambos péptidos en estas células. Dado
que huMX35 se une a las células de cancer de ovario OVCAR-3, pero no es directamente citotdxico para ellas
(datos no mostrados), este experimento no proporciona evidencia de que RB9 y RB10 puedan representar
microanticuerpos funcionalmente relacionados con el mAb original. Los experimentos de competicion se realizaron
usando la célula ELISA, pero RB10 reaccion6 con un anticuerpo secundario (es decir, IgG antihumana de GE
Healthcare); por lo tanto, se requerira una metodologia diferente para responder a la pregunta. Sin embargo, los
péptidos RB9 y RB10 reaccionaron con un receptor expresado en células tumorales y afectaron fuertemente a la
adhesion celular dependiente del citoesqueleto al sustrato. Dicha adhesién aumentada parece inhibir la metastasis,
lo que es consistente con la inhibiciéon de la colonizacidon pulmonar por las células de melanoma tratadas con
péptidos.

Ejemplo 8: Efecto de RB9 sobre células de leucemia humana.

[0098] Las células HL-60 viables (1 x 10*)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 96 pocillos y se
incubaron durante 4 horas con diferentes concentraciones de RB9 (SEQ ID N° 8) que oscilaban entre 0 y 1 mM
durante 24 horas. La viabilidad celular se midi6é directamente contando en una cdmara de Neubauer con azul de
tripan o se estimé mediante el ensayo MTT colorimétrico. Como se muestra en las figuras 7A 'y 7B, RB9 redujo en
un 50 % la viabilidad celular a 920-930 pM.

Ejemplo 9: Efecto de RB9 sobre células de carcinoma de ovario.

[0099] Las células OVCAR-3 viables (1 x 10*)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 96 pocillos y se
incubaron durante 4 horas con diferentes concentraciones de RB9 (SEQ ID N° 8) que oscilaban entre 0 y 1 mM
durante 24 horas. Las células se separaron con 30 pl/pocillo de tripsina-EDTA durante cinco minutos a 37 °C y se
contaron en una camara de Neubauer con azul de tripan o se estimaron mediante el ensayo MTT colorimétrico.
Como se muestra en la figura 8, RB9 tuvo un bajo efecto en este linaje sin una reduccion significativa en la viabilidad
mediante el ensayo MTT. A 1 mM de RB9, la mayoria de las células no se vieron afectadas por el efecto
hiperadherente, como se muestra en las figuras 1-4.

Ejemplo 10: Series de escaneo de alanina y ensayo de adhesion celular.

[0100] EI péptido RB10 (SEQ ID N° 9) se disefi6 para reemplazar cada aminoacido mediante alanina usando la
metodologia Ala-scan, y asi ayudar a evaluar el papel de cada aminoacido en el efecto biolégico, especificamente
en la hiperadherencia observada con 1 mM de péptido.

[0101] Para este fin, las células B16F10-Nex2 de melanoma viables (1 x 10%)/pocillo se distribuyeron en una placa
de cultivo de 96 pocillos y se incubaron durante 4 horas. Se afiadieron medios frescos que contenian 1 mM de las
series de escaneo de alanina para RB10 y se incubaron durante 24 horas. Las células tratadas se separaron con
30 pl/pocillo de tripsina-EDTA durante cinco minutos a 37 °C y se lavaron suavemente con PBS. Las células se
incubaron durante 4 horas con 0,5 mg/mL de MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] en
medios frescos y los cristales de formazan se solubilizaron afiadiendo 1 volumen de una soluciéon SDS al 10 %
durante toda la noche. La intensidad se midié usando un lector de placas a 570 nm. Como se muestra en la figura
9, los derivados RB10 A4 (SEQ ID N° 24) y RB10 A6 (SEQ ID N° 26), asi como el péptido RB 10a (con un extremo
carboxilico) (SEQ ID N° 3), actuaron como lo hizo el péptido RB10 (SEQ ID N° 9), lo que indujo a una alta
adherencia celular resistente a la tripsina/EDTA. Los derivados sustituidos con alanina RB10 A1 (SEQ ID N° 22),
A3 (SEQ ID N° 23), A8 (SEQ ID N° 27), y menos efectivos A5 (SEQ ID N° 25), produjeron células que, a diferencia
de RB10, normalmente se separaron cuando se trataron con 1 mM de péptido. El valor del 100 % para cada péptido
representd las células tratadas que no habian sido tripsinizadas.
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Ejemplo 11: Inhibicién de la invasién de células tumorales.

[0102] Una suspension de células B16F10-Nex2 2 x 10% en 500 pl de RPMI se incubd con 0,5 mM de RB9 y se
afadié a la camara superior de un transpocillo de 8-uM (Becton-Dickinson) precubierto con Matrigel (Becton-
Dickinson). Como quimioatrayente, se utilizé FCS al 10 % en RPMI en la camara inferior del transpocillo. Después
de 24 horas a 37 °C en atmésfera humidificada con el 5 % de COg, las células no invasivas se excluyeron con un
hisopo, y las células que cruzaron la membrana se fijaron con metanol y se tifieron con Giemsa. Las células se
contaron en cada membrana transpocillo, y los numeros de las células invasivas se expresan como porcentajes.
El péptido RB9 (SEQ ID N° 8) pudo inhibir la invasion de células tumorales de Matrigel en un sistema transpocillo.
La inhibicién de la invasion de células B16F 10-Nex2 mediante RB9 fue dependiente de la dosis con una inhibicion
del 60 % a 25 uM de RB9 (figura 20).

Ejemplo 12: Produccién mejorada de anién superéxido mostrada en el ensayo de dihidroetidio (DHE).

[0103] El efecto protector se mostré en un modelo singénico metastasico de melanoma murino cuando se
administré por via intraperitoneal y la notable hiperadherencia de células tratadas mostradas en pruebas in vitro
sugiere que los péptidos RB9 (SEQ ID N° 8) y RB10 (SEQ ID N° 9) interfieren con la migracién y la invasion de
células al afectar a la dinamica del citoesqueleto de las células. Sobre la base de las interacciones internas de los
componentes, tales como, la actina y los peréxidos en las células tumorales, que incluso conducen a la apoptosis,
la produccion de superdxido de anidn en las células tumorales tratadas con RB10 se examiné mediante el ensayo
de dihidroetidio (DHE).

[0104] Las células B16F10-Nex2 se trataron con 1 mM de RB10 durante 18 horas o 5 mM de H,O; durante 20
minutos. Las células tratadas con péptido o H2O; y las células no tratadas se incubaron entonces con DHE. La
conversion de DHE a etidio por oxidacion se observé usando microscopia de fluorescencia (Magnificacion 600X).

[0105] La reaccion con dihidroetidio fue positiva en estas células (figura 10).

Ejemplo 13: Estabilidad del péptido - Degradaciéon del péptido RB9 por plasma humano.

[0106] Los péptidos tienen semividas variables en el plasma debido a la actividad proteolitica y la filtracién renal,
que son aspectos relevantes en la farmacocinética de los candidatos de farmaco. Para estudiar estos aspectos, el
péptido RB9 (2mg) (SEQ ID N° 8), que es mas soluble que RB10 (SEQ ID N° 9), se disolvié en 200 uL de agua de
MilliQ y se incubd con 1 mL de plasma humano a 37 °C y la cinética de degradacion se siguié hasta 24 horas
cuando se degradé todo el péptido.

[0107] Para analizar el péptido en HPLC y en el espectro de masas, se transfirié una alicuota de 200 pL a un tubo
Eppendorf nuevo y las proteinas se precipitaron con 20 pL de acido trifluoroacético durante 5 minutos a 4 °C.
Después de la centrifugacion durante 10 minutos a 14,000 r.p.m., el sobrenadante fue analizado en un LC/ESI-MS
(Waters). Las figuras 11A-11C muestran el pico de péptido de HPLC y del espectro de masas (0 horas) y su
degradacion total después de 24 horas.

[0108] Con respecto a los ensayos para determinar la degradacién plasmatica en el lapso de tiempo del péptido
RB9, se monitorizé la degradacion peptidica por plasma humano en HPLC y en los espectros de masas cada 30
minutos, como se ha descrito anteriormente (figura 12). Aproximadamente el 50 % de RB9 se escindié después
de 2 horas de incubacion a 37 °C.

[0109] A modo de comparacion, RB8 se incubé igualmente en el plasma. La vida media del mismo fue inferior a 1
hora. El mismo método se puede usar para controlar la resistencia de los péptidos a la protedlisis plasmética
después de los procedimientos de derivatizacién. La media vida de RB9 es comparable con las medias vidas de
otros péptidos derivados de CDR estudiados anteriormente (Polonelli et al., PLoS One. 3(6): E2371,2008), que,
sin embargo, permitieron una exposicion suficiente en las células tumorales para tener efectos protectores in vivo
en el modelo metastasico de ratén.

Ejemplo 14: Migracién de células tumorales — Ensayo de cicatrizacion de heridas.

[0110] Las células B16F10-Nex2 viables (5 x 10°%)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 6 pocillos y se
incubaron durante toda la noche a 37 °C en una camara humidificada con el 5 % de CO.. Se us6 una punta P1000
para herir la monocapa celular y la imagen se capturé inmediatamente (0 horas) usando una camara (Jenoptik)
con el software Progres 2.8. Después de 24 horas se obtuvo y grabé una nueva imagen del mismo campo (24
horas).

[0111] Las células B16F10-Nex2 de control no tratadas migraron para reconstituir la monocapa después de 24
horas (figura 13A). Tras el tratamiento con el péptido RB10 (SEQ ID N° 9) a una concentracion de 500 uM, se
produjo una inhibicién del 100 % de la migracion de 1 x 10° células tumorales (figura 13B).
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[0112] La inhibicion total de la migracién de células de melanoma B16F10-Nex2 se observé con RB9 (SEQ ID N°
8) y RB10 a 500 uM, o con RB10M3 (sustitucién dAla2Ala, SEQ ID N° 16). Otras sustituciones como en las series
de escaneo de alanina y otras derivaciones y péptidos codificados mostraron una inhibicién parcial de la migracién
0 no mostraron ningun efecto (figura 16). Esta respuesta apunta a una marcada especificidad de los péptidos H3
para la inhibicién de la migracién de células B16F10-Nex2.

[0113] El péptido RB9 inhibié completamente la migracion de células de melanoma humano A2058, de carcinoma
de colon HCT y de cancer de mama SKBr3. Este inhibié la mitad de la migracion de las células Ovcar-3 y, de
manera pobre, las células tumorales de glioblastoma U87. Este no mostré ningln efecto en las células de cancer
de cuello de utero SiHa (figura 17).

[0114] El péptido RB10 o RB10M3 (SEQ ID N° 31) mostré una inhibicion parcial de la migracion de células de
glioblastoma U87 y una inhibicion completa o casi completa de células de cancer de cuello de utero HelLa y SiHa
(figura 18).

[0115] El péptido RB9 no afectd a la migracion de células normales no tumorigénicas, una linea celular de
fibroblastos murinos (3T3) y dos fibroblastos humanos primarios (figura 19).

Ejemplo 15: Inhibicién dependiente de la dosis de la migracion de células tumorales por el péptido RB10.

[0116] Las células B16F10-Nex2 viables (3 x 10%)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 12 pocillos y
se incubaron durante 4 horas a 37 °C en una camara humidificada con el 5 % de CO,. Se afiadié un medio fresco
que contenia RB10 (SEQ ID N° 9) a diferentes concentraciones a los pocillos y se incub6é nuevamente durante 4
horas. La herida en la monocapa se realiz6 como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 12, y las imagenes
se obtuvieron en consecuencia. Después de 24 horas, se obtuvo y grabé una nueva imagen en el mismo campo
(24 horas). Como se muestra en la figura 14, la inhibiciéon de la migracion dependia de la dosis e incluso a baja
concentracién (30 uM) de RB10 fue capaz de inhibir la migracion en mas del 30 %. A 500 uM inhibio el 100 % de
la migracion de células, como se muestra en la figura 14. Magnification X100.

Ejemplo 16: Inhibicién del crecimiento de RB10.

[0117] Las células B16F10-Nex2 viables (5 x 10°%)/pocillo se distribuyeron en una placa de cultivo de 6 pocillos y se
incubaron durante 4 horas. El medio fresco que contenia 0 o 500 uM de RB10 (SEQ ID N° 10) se afiadi6 a los
pocillos y se incubd durante 12 horas. La imagen se capturé usando una camara (Jenoptik) con el software Progres
2.8. El nimero de células se detectdé usando el software pixcavator (intelligent perception). Después de 12 horas
a 0,5 mM de RB10, las células de melanoma tenian menos células en un 39 % (figura 15); estas células aun fueron
capaces de proliferar, pero no de migrar. Estos efectos de RB10 parecen explicar por qué el péptido es protector
contra un modelo metastasico de melanoma, pero no contra el desarrollo de un tumor primario en un modelo
subcutaneo, ambos en ratones susceptibles. Magnificacion X100.

Ejemplo 17: Evaluacion de toxicidad de péptidos in vivo.

[0118] Los ratones fueron inyectados con RB9 (SEQ ID N° 8) durante siete dias consecutivos (300 ug a través de
i.p.) y fueron sacrificados posteriormente por histopatologia. No se observaron signos de toxicidad o alteraciones
morfolégicas en el higado, pulmoén, corazon, rifidén y bazo. Ademas, los péptidos no eran hemoliticos, como se
muestra en la figura 21 para RB10M3 (SEQ ID N° 31).

[0119] Los expertos en la materia a los que se refiere el presente objeto apreciaran que pueden realizarse diversas

modificaciones sin apartarse de la naturaleza esencial de las mismas. Se pretende abarcar todas esas
modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones anexas.
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LISTADO DE SECUENCIAS
[0120]

<110> Recepta Biopharma S.A.

<120> PEPTIDO ANTITUMORAL DERIVADO DE UNA REGION DETERMINANTE DE COMPLEMENTARIEDAD

ES 2804476 T3

DE UN ANTICUERPO HUMANIZADO CONTRA EL TRANSPORTADOR NAPI2B

<130> 31146PCT

<150> US 61/422,856
<151> 2010-12-14

<160> 33

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de CDR H1 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<400> 1

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Asn Ile H1s
1 5 10

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de CDR H2 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<400> 2

Ala Ile Tyr Pro G

1
Gly

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

1y Asn Gly Asn Thr S(e)r Tyr Lys GIn Lys Phe Arg
1 15

<223> Secuencia de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<400> 3

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Tgr Phe Ala Tyr Trp %y Gln
1 5 1

Gly

<210> 4
<211> 11
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de CDR L1 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido
<400> 4

Ser Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Phe Leu Asn

1 5 1
<210> 5
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de CDR L2 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido
<400> 5

Tyr Thr Ser Ser Leu Tyr Ser

1 5
<210> 6
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de CDR L3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido
<400> 6
GIn GIn Tyr Ser Lys Leu Pro Leu Thr
1 5

<210>7
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada de CDR H2 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400>7
Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asn Thr Ser Tyr Lys GlIn Lys Phe Arg
1 5 10 15
Gly
<210> 8
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)

<223> Disulfuro

<400> 8
Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
1 5 10 15
Gly Cys

<210>9

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400>9
Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
1 5 10 15
Gly

<210>

<211>10

<212> PRT

<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada de CDR H1 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)
<223> Amidacion

<400> 10
Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Asn Ile His
1 5 10
<210> 11
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
21
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<223> Secuencia amidada de CDR L1 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)
<223> Amidacion

<400> 11
Ser Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Phe Leu Asn
1 5 1

210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Secuencia amidada de CDR L2 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Amidacion

<400> 12
Tyr Thr Ser Ser Leu Tyr Ser
1 5

<210> 13

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada de CDR L3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(9)..(9)

<223> Amidacion

<400> 13
GIn GIn Tyr Ser Lys Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 14

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>
22
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<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)
<223> Enlace disulfuro

<220>

<221> MODIFIED_BASE

<222> (2)..(17)

<223> (2) y (17) son D-alanina y (8) es D-citrulina

<400> 14

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Igr Phe Ala Tyr Trp g;y GIn
1 5

Ala Cys

<210> 15

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)

<223> Enlace disulfuro

<220>

<221> MODIFIED_BASE

<222> (2)..(17)

<223> (2) y (17) son D-alanina, (8) es D-citrulina, y (11) es D-fenilalanina

<400> 15

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Tgr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
1 5 1 15

Ala Cys

<210> 16

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada derivada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método
conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(14)
<223> Enlace disulfuro
23
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<220>

<221> MODIFIED_BASE
<222>(2)..(2)

<223> D-alanina

<400> 16

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Cys
1 5 0

<210> 17

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)

<223> Enlace disulfuro

<220>

<221> MODIFIED_BASE
<222> (8)..(8)

<223> D-citrulina

<400> 17

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly GIn
1 5 10 15

Gly Cys

<210> 18

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)

<223> Enlace disulfuro

<220>

<221> MODIFIED_BASE
<222>(2)..(2)

<223> D-alanina

ES 2804476 T3
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<400> 18

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly GIn
1 5 10 15

Gly Cys

<210> 19

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y codificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)

<223> Enlace disulfuro

<400> 19

Cys Gly Thr phe Glu Tyr Arg Ala Gln Ala Gly Trp Ala Gly Arg Thr

Tt ————t e = e = -

1 5 10 15
Ala Cys

<210> 20

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y codificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(15)

<223> Enlace disulfuro

<400> 20
Tyr Trp Cys Arg Ala Ala Phe Thr Thr Glu Ala Gly Arg Ala Cys GlIn
1 5 10 15
Gly Gly

<210> 21

<211> 18
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y codificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> Amidacion

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(18)

<223> Enlace disulfuro

<400> 21

Eys Phe Thr Ala érg Ala Gly Trp Tyr Aga Thr Glu Ala Arg G}y Gly
1 1

GIln Cys

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400> 22

Ala Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr pPhe Ala Tyr Trp Gly GIn
1 5. 10 15

Gly

<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400> 23
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Cys Ala Ala Gly Glu Thr Ala Arg Ala Tgr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
1 5 1 15

Gly

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400> 24

Eys Ala Arg Ala g]u Thr Ala Arg Ala Igr Phe Ala Tyr Trp g}y Gln

Gly

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMx35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400> 25

Cys Ala Arg Gly Ala Thr Ala Arg Ala Igr Phe Ala Tyr Trp g;y Gln
1 5

Gly

<210> 26

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion
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<400> 26

Cys Ala Arg Gly Glu Ala Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly GIn
1 5 10 15

Gly

<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400> 27
gys Ala Arg Gly g]u Thr Ala Ala Ala Igr Phe Ala Tyr Trp g;y Gln

Gly

<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Amidacion

<400> 28
Thr Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly
1 5

<210> 29

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<220>

<221> MODIFIED_BASE

<222> (8)..(17)

<223> (8) es D-citrulina, (11) es D-fenilalanina y (17) es D-alanina
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<400> 29

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Igr Phe Ala Tyr Trp g;y GIn
1 5

Ala

<210> 30

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<220>

<221> MODIFIED_BASE

<222> (3)..(17)

<223> (3) y (8) son D-arginina, (11) es D-fenilalanina y (17) es D-alanina

<400> 30

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Igr Phe Ala Tyr Trp g}y Gln
1 5

Ala

<210> 31

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<220>

<221> MODIFIED_BASE
<222>(2)..(2)

<223> D-alanina

<400> 31

Cys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly Gin
1 5 10 15
Gly

<210> 32

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia amidada y modificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<220>
<221> MODIFIED_BASE
<222> (2)..(17)

ES 2804476 T3

<223> (2) es D-alanina, (8) es D-citrulina y (17) es D-alanina

<400> 32

Ccys Ala Arg Gly Glu Thr Ala Arg Ala Thr Phe Ala Tyr Trp Gly GlIn
1 5 10 15

Ala

<210> 33

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia amidada y codificada de CDR H3 de RebMab 200 (huMX35), obtenible por un método conocido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)

<223> Amidacion

<400> 33

Cys Gly Thr phe glu Tyr Arg Ala Gln %a Gly Trp Ala Gly é;g Thr
1

Ala

30
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REIVINDICACIONES

1. Péptido antitumoral aislado o sintético que consiste en una secuencia de aminoacidos como se establece en las
SEQ ID N° 3, 8, 9y 14-33.

2. Péptido antitumoral aislado o sintético segun la reivindicacion 1, donde el péptido de la SEQ ID N° 8 es ciclico.

3. Composicion farmacéutica que comprende uno o mas del (de los) péptido(s) antitumoral(es) segun la
reivindicacion 1 o 2 y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

4. Péptido segun la reivindicacion 1 o 2 o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 3 para usarse como
un medicamento.

5. Péptido o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, destinado(a) a usarse para inhibir el crecimiento
tumoral o canceroso en un sujeto.

6. Péptido o composicion farmacéutica para usarse segun la reivindicacion 5, donde el cancer es un cancer
seleccionado del grupo que consiste en melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer renal, cancer de
mama, cancer de cerebro, cancer de cuello y de cabeza, cancer gastrico e intestinal, cancer de préstata, cancer
de higado y glioblastorna.

7. Péptido o composicion farmacéutica segun la reivindicacién 4, destinado(a) a usarse en el tratamiento de un
tumor o cancer en un sujeto.

8. Péptido o composicion farmacéutica para usarse segun la reivindicacion 7, donde el cancer es un cancer
seleccionado del grupo que consiste en melanoma, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer renal, cancer de
mama, cancer de cerebro, cancer de cuello y de cabeza, cancer gastrico e intestinal, cancer de préstata, cancer
de higado y glioblastoma.
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células tumorales HCT
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Leucemia HL-60 de RB9
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Degradacién plasmatica del péptido RB9
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Migracion de células de melanoma 5 x 10 B16F10-Nex2 en control
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Figura 13A
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100 % de inhibicion de la migraciéon de células de melanoma 10°'B16F10-Nex2
por RB10 500 um

Figura 13B
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Inhibicion de la migracion dependiente de la dosis de RB10
Melanoma murino B16F10-Nex2
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Migracion de B16F10-Nex2
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Migracion de B16F10-Nex2
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Migracion de B16F10-Nex2 — Rb10 A1 (C1A)

120
100
80
60
40
20

% Migracion

Control Rb10 A1 (500 uM)
24 horas

Figura 16E

52



Migracion ( (4 m)

ES 2804476 T3
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células de melanoma A2058
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Migracion de células SiHa
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Migracion ( 4 m)
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Migracion de células OVCAR-3
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Migracién de células U87
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Migracion de células U87
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Migracion de células SiHa
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Migracion de células HelLa
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Migracion ( (£ m)
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Migracion de fibroplastos 3T3
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Migracion RP de fibroblastos
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Migracion T75 de fibroblastos
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Rb9 inhibe la invasion de B16F10-Nex2 (Ensayo transpocillo)
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