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DESCRIPCION

Andlogos peptidicos sintéticos para el tratamiento del cancer.
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a una combinacion de péptidos que puede usarse en la fabricacién de un medi-
camento para tratar el cancer. La combinacion de péptidos compite por la unién de neuropéptidos especificos en la
membrana plasmatica y asi altera los niveles de moléculas intracelulares clave implicadas en la proliferacién celular,
dando como resultado un amplio espectro de actividad anticancerigena. La invencidn también se refiere a composicio-
nes farmacéuticas que contienen una combinacién de tales andlogos peptidicos.

Antecedentes de la invencion

Los neuropéptidos funcionan periféricamente como factores paracrinos y endocrinos para regular diversos proce-
sos fisioldgicos y actian como neurotransmisores y neuromoduladores. En una gran mayoria de casos, los receptores
que median la sefalizacién por neuropéptidos son miembros de la superfamilia de los siete receptores transmembrana
acoplados a proteinas G (Burbach y Meijer, Eur J Pharmacol, 227, 1-18, 1992). Se ha documentado que los neuropép-
tidos desempefian papeles importantes como factores de crecimiento autocrinos / paracrinos para canceres humanos
(Rozengurt E, 1996, En Neuropeptids growth factors: Signaling pathways and role in cancer. En: Pusztai, L.L et al
(editores), Cell proliferation in cancer: Regulatory mechanisms of Neoplastic cell growth, Oxford, Oxford University
press, paginas 247- 259, 1996). La interrupcion de la sefializacion por neuropéptidos autocrina y paracrina con antago-
nistas especificos o antagonistas derivados de amplio espectro ofrece nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento
del cancer (Lynn E.H, Oncogene research, Vol. 20, 1563- 1569, 2001).

Se ha mostrado previamente en la patente estadounidense 6.156.725, la patente europea 0835662 y la patente aus-
traliana 707.158; (Mukherjee et al.) que se secretan el péptido intestinal vasoactivo (VIP), somatostatina, sustancia
P y bombesina por algunas células tumorales humanas y que hay sitios de unién de alta afinidad especificos para
estos péptidos en estas células. También se mostré que los cuatro péptidos se unen a células tumorales. Se mostré
que los antagonistas / andlogos de estos péptidos tienen actividad antiproliferativa sobre ciertas células cancerigenas,
mads especificamente adenocarcinomas. También se mostré que una combinacién de los antagonistas / andlogos pep-
tidicos provocaba regresion del tumor en un modelo de xenoinjerto de ratén desnudo. Se planteé la hipétesis de que
existe un mecanismo autocrino para la proliferacion celular en el que los péptidos se secretan por células tumorales
y transducen sefiales celulares a través de receptores de superficie celular especificos, lo que conduce a la prolifera-
cién celular. Entonces, los andlogos / antagonistas de estos péptidos pueden anular / bloquear estas sefiales celulares
relacionadas con la proliferacion. Ademads, también se ha descrito previamente el potencial antiangiogénico de los
antagonistas/andlogos (Mukherjee et al; solicitud estadounidense 09/248.381 y solicitud PCT WO 00/047221).

Se describieron anteriormente en la patente estadounidense (6.316.414; Burman et al) péptidos novedosos que
son agonistas de la somatostatina y su uso para el tratamiento del cincer. Esta invencién se refiere particularmente al
disefio y sintesis de andlogos novedosos de somatostatina que incorporan aminoécidos alfa,alfa-dialquilados de una
manera especifica del sitio. También se han descrito los métodos para la generacion de estos péptidos, composiciones
que contienen los péptidos y las aplicaciones farmacolégicas de estos péptidos, especialmente en el tratamiento y la
prevencion del cdncer.

También se describieron en las solicitudes de patentes estadounidenses (09/630.333, 09/630.345 y 09/629.642,
Burman et al) andlogos antiproliferativos novedosos de VIP, bombesina y sustancia P que son ttiles en el tratamiento
del cancer. Estos andlogos incorporan aminodcidos a,a-dialquilados y muestran actividad antiproliferativa en varias
lineas de células tumorales humanas. Ademas, provocaron una regresion parcial del tumor en xenoinjertos de ratones
desnudos cuando se administraron en una dosis de aproximadamente 1-25 microlitros/ratén. Por tanto, cuando se usan
individualmente, estos péptidos muestran niveles moderados de citotoxicidad.

Los neuropéptidos y sus andlogos se unen a receptores transmembrana de alta afinidad especificos en células diana
para iniciar una cascada de acontecimientos de sefializacion citoplasmaticos. Esto incluye el reclutamiento de varias
proteinas efectoras / adaptadoras que inician una cascada de interacciones proteina-proteina. La unién de neuropép-
tidos a sus receptores provoca la modulacién de varios sistemas efectores celulares tales como adenilil ciclasa que
provoca la alteracion en los niveles de moléculas de segundos mensajeros (Pimentel, En Growth factors and neoplasia,
En Handbook of Growth factors, CRC Press, EE.UU., Vol. 1, 329-337, 1994). La uni6n de un ligando peptidico a su
receptor también provoca la activacion de proteina cinasas / fosfatasas intracelulares que son reguladores negativos /
positivos criticos en las rutas de sefializacion intracelulares que dan como resultado respuestas celulares especificas del
factor de crecimiento tales como mitosis, diferenciacion, transformacion o muerte. Varios elementos de esta cascada
se han visto implicados directa / indirectamente en la transformacién maligna y la tumorigénesis de adenocarcinoma.
El papel de los neuropéptidos en el cancer y la angiogénesis asociada con el cancer se ha revisado ampliamente con
anterioridad. (Anticancer Res sep.-oct. de 2000; 20 (5A): 3123-9); (Danesi R, Del Tacca M, Metabolism agosto de
1996; 45 (8 Supl. 1): 49-50); (Woltering EA et al, J Surg Res marzo de 1991; 50 (3): 245-251).

Los adenocarcinomas expresan y segregan multiples factores de crecimiento, a saber, factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento transformante (TGF) alfa.
La unién de los factores de crecimiento a sus respectivos receptores activa una cascada de rutas intracelulares, especi-
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ficamente acontecimientos de fosforilaciéon mediados por proteinas cinasas y fosfatasas, que modulan la actividad de
una variedad de factores de transcripcion celulares. Las aberraciones en estos acontecimientos inducidos por senales
se asocian con el desarrollo del cancer y/o la progresion del cancer.

La sefalizacién celular mediada por receptores acoplados a proteinas G, tal como los de péptidos reguladores,
se transduce mediante el sistema de AMPc-adenilil ciclasa. La respuesta mitogénica de las células a los factores de
crecimiento y los péptidos reguladores se ve influida por las concentraciones intracelulares de AMPc, que a su vez
activa las proteinas cinasas (PKA) dependientes de AMPc, AMPc colabora con una variedad de hormonas y factores
de crecimiento para estimular de manera sinérgica la proliferacion de diferentes tipos de células eucariotas.

Las tirosina cinasas receptoras (RTK) se transactivan mediante receptores acoplados a proteinas G (GPCR). El fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento
similar a la insulina 1 (IGF1) se fosforilan en las tirosinas tras la activacién por GPCR. Los factores de crecimiento
fosforilados reclutan a su vez multiples proteinas auxiliares para activar las proteinas cinasas activadas por mitégeno
(MAPK). Los adenocarcinomas humanos tienen una actividad de MAPK constitutiva aumentada (Ostrowski et al, Br.
J Cancer Vol. 78, 1301-1306, 1997), y el bloqueo de esta proteina cinasa suprime el crecimiento tumoral in vitro € in
vivo (Sebolt - Leopold et al, Nature Medicine, Vol. 5, 810-816, 1999). La ruta de la MAP cinasa es un punto de con-
vergencia crucial para muchas redes de sefializacién citoplasmaticas. Las MAP cinasas forman una familia de Ser/Thr
cinasas, que puede activarse mediante factores de crecimiento celulares. La MAP cinasa se encuentra aguas abajo de
la ruta oncogénica Ras-Raf y su activaciéon conduce a la fosforilacion de factores de transcripcion nucleares, lo que da
como resultado la proliferacién celular (Ostrowski et al., Br. J Cancer Vol. 78, 1301- 1306, 1997).

Las tirosina fosfatasas asociadas a la membrana desfosforilan dianas especificas, oponiéndose asi de manera fun-
cional a la accién de las tirosina cinasas. La inhibicién de la tirosina fosfatasa induce reversiblemente la transformacién
de células en cultivo de una manera dependiente de la dosis in vitro. La induccién de tirosina fosfatasas en células can-
cerigenas conduce a la diferenciacién celular e inversion del fenotipo transformado.

La proteina supresora de tumores pS3 desempefia un papel clave en el control de la sefializacién apoptdtica y del
ciclo celular normal. Se producen mutaciones en el gen p53 en aproximadamente la mitad de todos los canceres de
una amplia variedad de tumores humanos y se asocian con un mal prondstico y tratamiento (Kirch & Kastan, J. Clin
Oncology, Vol. 16, 3158 - 3168, 1998). La sobreexpresion de p53 de tipo natural en las células induce la detencién del
crecimiento en el ciclo celular, lo que da como resultado la apoptosis en casos especificos.

Bcl-2 es el primer miembro de una familia de proteinas que se ha mostrado que evitan la muerte que o bien es
dependiente de p53 o bien es independiente de p53 (Peled et al, Cancer research, 56, 2148 - 2156, 1 de mayo de
1996). La sobreproduccion de la proteina bcl-2 también evita la muerte celular inducida por casi todos los agentes
anticancerigenos citotéxicos contribuyendo con frecuencia a fracasos del tratamiento en pacientes con varios tipos de
cénceres (Reed et al, J. Cell Biochem, Vol. 60, 23-32, 1996). La fragmentacién apoptdtica del ADN estd provocada
por la activacién secuencial de la familia de caspasas.

Sumario de la invencion

En la presente solicitud, se ha usado una combinacidn de andlogos peptidicos, que comparada con péptidos in-
dividuales, provoca una citotoxicidad significativamente superior frente a las células tumorales. Esto condujo a la
investigacién de las moléculas de sefializacion intracelular claves que se alteraban por la combinacién de péptidos.

Los andlogos peptidicos en la combinacién compiten con los receptores por los péptidos nativos en la membrana
plasmadtica, de este modo regulando por disminucién de manera sinérgica las sefiales intracelulares que convergen
en moléculas especificas estimuladas por estos péptidos pro-proliferativos, dando como resultado la inhibicién de la
proliferacion de células tumorales o cancerigenas. Se investigaron los efectos de las combinaciones de péptidos para
determinar su modulacién de moléculas intracelulares especificas en células de adenocarcinoma. La proliferacion de-
pendiente del factor de crecimiento epidérmico (EGF) de las células cancerigenas, los niveles de AMPc intracelular,
la actividad de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) y las tirosina fosfatasas, estuvieron modulados por la
combinacidén de péptidos de esta invencién. Ademds, en otro efecto relacionad con la invencién, pero no reivindicado
en el presente documento, la combinacion de péptidos indujo la expresiéon de p53, regul6 por disminucién los niveles
de la proteina antiapoptdtica bel2 y activo la caspasa 3, desencadenando asi la muerte celular apoptética en adenocar-
cinomas. La induccién de la proteina supresora de tumores p53 mediante esta combinacién es una propiedad novedosa
de esta combinacion, no notificada anteriormente. Adicionalmente, la combinacién también es antiangiogénica ya que
inhibe la formacién de “estructura de tipo tubo” y la migracién de células endoteliales de manera concomitante con
una reduccién de los niveles de VEGF.

Por tanto, la combinacién de péptidos bloquea varias de las rutas implicadas en la proliferacién celular alterando
los niveles de moléculas clave implicadas y, por tanto, puede provocar no sélo una muerte celular significativamente
superior, sino que también presenta un espectro mas amplio de actividad anticancerigena. La combinacién de péptidos,
cuando se usa en la fabricacién de un medicamento, provoca una reduccion significativa de los niveles de AMPc en
adenocarcinomas de estémago y mama. Inhibe la proliferacién dependiente del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) en las células de céncer pancredtico. La combinacion de péptidos, cuando se usa en la fabricaciéon de un
medicamento, provoca la induccién de caspasa-3 activa en células de cancer de ovarios, y esto provoca la reduccién
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de los niveles de VEGF en células de cancer de mama. Por tanto, habiendo realizado varios experimentos, se ha
optimizado una combinacién de péptidos con alta actividad citotéxica y de amplio espectro. El efecto anticancerigeno
de la presente invencién estd mediado por la alteracién de multiples rutas celulares en las células neopldsicas, lo que
conduce asf a apoptosis y actividad antiangiogénica.

La presente invencion se refiere a una composicién util en la fabricacién de un medicamento para destruir o inhibir
el crecimiento y/o la multiplicacién de células tumorales y/o cancerigenas. La composicién comprende péptidos de
SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ ID: 3 y SEQ ID: 4 o sal(es) farmacéuticamente aceptable(s) de los mismos, o, en
una variante de la invencidn, no reivindicada en el presente documento, puede comprender, consistir en, 0 consistir
esencialmente en, una combinacién terapéuticamente eficaz de un andlogo peptidico de somatostatina, un anidlogo
peptidico de un péptido intestinal vasoactivo, un andlogo peptidico de bombesina y un andlogo peptidico de la sustancia
P. En una realizacién preferida, se usa un vehiculo, diluyente o disolvente farmacéuticamente eficaz con los andlogos
peptidicos. La invencion también permite un método de tratamiento para seres humanos, mamiferos u otros animales
que padecen cancer y metdstasis y angiogénesis asociada con cancer. Adecuadamente, el método puede comprender,
consistir en, o consistir esencialmente en, administrar una dosis terapéuticamente eficaz de la composiciéon de manera
que se inhibe la metéstasis o angiogénesis asociada con tumor o cancer y se destruyen, se inhibe el crecimiento, o
se inhibe la multiplicacién, de células cancerigenas o tumorales mediante induccién de apoptosis. Otro aspecto de la
invencion permite un método para tratar un mamifero (incluyendo un ser humano) aquejado de cincer. Los métodos
permitidos por esta invencién comprenden, consisten en, o consisten esencialmente en, administrar sistematicamente
al mamifero una combinacién de péptidos terapéuticamente eficaz.

Breve descripcion del dibujo

La figura 1 muestra la actividad antitumoral in vivo con la administracién subcutdnea de la combinacién de péptidos
en xenoinjertos de PTC.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencién comprende, consiste en, o consiste esencialmente en una composicién de una combinacién terapéu-
ticamente eficaz de 4 péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4. La combinacién
consiste en:

SEQID NO: 1

SEQ ID NO: 2

SEQID NO: 3

SEQ ID NO: 4

Las secuencias de aminoécidos representadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4
se describen a continuacién. Pueden usarse una o mas de las sales farmacéuticamente aceptables de SEQ ID: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4 en vez de los respectivos SEQ ID: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ
ID NO: 4. La concentracién de cada péptido en la combinacién es preferiblemente de 107° a 107! M, preferiblemente
de 108 a 10 M.

La secuencia del inhibidor de unién al receptor de VIP es:

Leu-Met-Tyr-Pro-Thr-Tyr-Leu-Lys-OH (SEQID NO: 1)
que se describe en la solicitud de patente estadounidense nimero: 09/630.345.

La secuencia del antagonista de bombesina es:

D-Phe-GlIn-Trp-Ala-Val-Aib-His-Leu-NH, (SEQ ID NO: 2)
que se describe en la solicitud de patente estadounidense nimero: 09/630.333.

La secuencia del antagonista de la sustancia P es:

D-Arg-Pro-Lys-Pro-D-Phe-GlIn-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Ac5c-NH, (SEQ ID NO: 3)
que se describe en la solicitud de patente estadounidense nimero: 09/629.642.

La secuencia del andlogo de somatostatina es:

D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH, (SEQID NO: 4)

(hay un enlace disulfuro entre los aminoacidos Cys y Pen) que se describe en la patente estadounidense nimero
6.156.725 (Mukherjee et al).
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Los métodos permitidos por esta invencién comprenden, consisten esencialmente o consisten en administrar a un
ser humano o animal, preferiblemente un mamifero, una combinacién terapéuticamente eficaz de esta invencion. Las
combinaciones de esta invencién pueden usarse en la fabricacién de medicamentos para destruir o inhibir la multipli-
cacion de células tumorales o células cancerigenas. Las combinaciones son especialmente eficaces para tratar cdncer
de mama, de ovarios, de colon, de pulmdn, pancredtico, de préstata, de estbmago y bucal y para tratar fibroblastos
de piel. Las combinaciones de esta invencion también pueden usarse en la fabricaciéon de un medicamento para mo-
dular moléculas intracelulares individuales, en las que la molécula intracelular es factor de crecimiento epidémico,
adicionalmente en las que la molécula intracelular es proteina cinasa activada por mitégeno, adicionalmente en las
que la molécula intracelular es proteina bcl2, adicionalmente en las que la molécula intracelular es caspasa 3. Las
combinaciones de esta invencion pueden usarse en un método no reivindicado en el presente documento para regular
por disminucién la proliferacién dependiente de factor de crecimiento epidérmico, los niveles intracelulares de AMPc,
la actividad intracelular de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK); y regular por incremento la actividad in-
tracelular de tirosina fosfatasa en diversos tipos de células cancerigenas. También pueden usarse en un método no
reivindicado en el presente documento para inducir la proteina p53 de tipo natural, la actividad enzimética de caspasa
e inhibir la proteina bcl2, e inhibir la secrecion de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en estos tipos de
células cancerigenas.

La razén de péptidos en la composicion puede variar de tal manera que el peso de un péptido puede ser de entre
1y 3 veces el peso de otro péptido. El peso total de una unica dosis es de entre 0,01 y 50,0 mg. Esto estd de acuerdo
con una dosis de 0,05 - 500 microgramos/kg de peso corporal del ser humano o animal. Estos péptidos tiene su mejor
actividad biolégica sistémica o in vitro (anticancerigena) cuando sus concentraciones individuales oscilan entre 1076
My 1071 M (preferiblemente de 10-* M a 10~ M). No es necesario que el peso de todos los péptidos en la dosis sea
el mismo. El peso del péptido en una dosis dependera de muchos factores tales como (i) biodisponibilidad del péptido,
(ii) semivida del péptido, (iii) nimero y afinidad de receptores por un péptido particular en el tumor y (iv) tipo de
tumor o cancer que va a tratarse.

Una dosis eficaz de la combinacién oscila preferiblemente desde 0,05 - 500 microgramos/kg de peso corporal del
mamifero, dependiendo la dosis, entre otros, de los efectos buscados, el modo de administracion, el péptido selec-
cionado y el cancer que estd tratindose. La administracion sistémica se refiere a la bucal, rectal, nasal, transdérmica
y parenteral (es decir, intramuscular, intravenosa y subcutdnea). De acuerdo con la buena préctica clinica, se prefie-
re administrar la composicién a una dosis que produzca efectos anticancerigenos sin provocar efectos secundarios
perjudiciales excesivos. La composicion puede administrarse o bien sola o bien como una mezcla con otros agen-
tes terapéuticos tales como 5-fluorouracilo, metotrexato, etop6sido, paclitaxel, taxotere, doxorubicina, daunorubicina,
vincristina, vinblastina y otros foirmacos anticancerigenos de este tipo.

La composicién puede contener opcional y preferiblemente diluyentes, excipientes, disolventes, aglutinantes, es-
tabilizantes y similares farmacéuticamente aceptables, tales diluyentes pueden incluir rpmi 1649, solucién salina tam-
ponada, NaCl isoténico, disolucién de Ringer, agua, agua destilada, polietilenglicol (puro o en agua), Tween al 2%
en agua, dimetilsulféxido hasta el 50% en agua, propilenglicol (puro o en agua), solucién salina tamponada con
fosfato, solucién de sal equilibrada, glicerol, y otros fluidos convencionales que son adecuados para la administra-
cidén intravenosa. Se prefieren composiciones farmacéuticas que proporcionan desde aproximadamente 0,5 hasta 20
mg (preferiblemente de 0,5 a 10,0 mg de la composicién por dosis unitaria) y se preparan convencionalmente como
comprimidos, pastillas para chupar, cdpsulas, polvos, suspensiones acuosas u oleosas, jarabes, elixires y disoluciones
acuosas. Por supuesto, la naturaleza de la composicién farmacéutica empleada dependerd de la via de administracién
deseada.

Se prefieren composiciones farmacéuticas que proporcionan de 0,01 a 50,0 mg de la combinacién por dosis unitaria
y se preparan convencionalmente como comprimidos, pastillas para chupar, cdpsulas, polvos, suspensiones acuosas u
oleosas, jarabes, elixires y disoluciones acuosas. Por supuesto, la naturaleza de la composicién farmacéutica empleada
dependera de la via de administracién deseada.

Una cantidad eficaz se refiere a aquella cantidad de un péptido, combinacién de péptidos o composicién que
comprende, consiste esencialmente en o consiste en péptidos que provocard la respuesta médica bioldgica de un tejido,
célula de un sistema, animal o ser humano que se pretende.

Se llev6 a cabo una busqueda en PubMed de la National Library of Medicine (“Biblioteca Nacional de Medicina”)
para determinar la relevancia de las lineas celulares usadas para determinar la actividad anticancerigena de los péptidos.
Aunque HT29 (colon humano) mostré 2021 “coincidencias” cuando se buscé con referencia al cadncer, otras lineas
de células cancerigenas humanas también mostraron un gran nimero de coincidencias (6848 para K562, 2532 para
MOLT-4, 542 para DU145, 1063 para MCF-7 y 182 para PA-1). Esto muestra claramente el amplio uso de estas
lineas celulares en la investigacion del cancer. Ademads, es una norma y practica comin y convencional para someter
a prueba moléculas para determinar la actividad anticancerigena in vitro en lineas de células tumorales humanas. (Br
J Cancer. 18 de mayo de 2001; 84 (10); 1289-90 (Flasks, Fibres and Flanks - Preclinical tumor models for predicting
clinical antitumor activity). Los autores notifican que la actividad in vitro frente a 6 o mas lineas celulares de cancer
de pulm6n o de mama predice actividad del xenoinjerto frente a estos tipos de tumores. En los articulos “Semin Oncol
dic. de 1992; 19 (6): 622-38 (The National Cancer Institute: cancer drug discovery and development program)” y “Jpn
J Antibiot dic. de 1977; 30 Supl.: 35-40 (Antitumor screening procedures of the National Cancer Institute)” se describe
el extenso uso de lineas de células tumorales humanas para la identificacién de posibles farmacos citotéxicos.
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La presente invencion se describe adicionalmente en detalle con referencia a los siguientes ejemplos, que se faci-
litan para el fin de ilustrar meramente la invencién sin limitarla.

Ejemplo 1
Sintesis de péptidos

Los péptidos en la presente invencion se han generado mediante la técnica en fase sélida segin la estrategia de
Fmoc, en un sintetizador semiautomadtico de péptidos (CS Bio, Modelo 536), usando una protecciéon 6ptima de las
cadenas laterales. Los péptidos se ensamblaron desde el extremo C-terminal hacia el extremo N-terminal. Los péptidos
amidados en el extremo carboxi-terminal se sintetizaron usando resina Rink Amide y los péptidos con extremo carboxi-
terminal libre usando resina Wang.

Tras completar el ensamblaje del péptido, se retird el grupo Fmoc amino-terminal y entonces se lavé el péptido-
resina con metanol y se secd. Entonces se desprotegieron los péptidos y se escindieron del soporte de resina median-
te tratamiento con 4cido trifluoroacético, fenol cristalino, etanoditiol, tioanisol y agua desionizada durante de 1,5 a
5 horas a temperatura ambiente. Se obtuvo el péptido bruto mediante precipitacién con éter seco frio. Se disolvid
adicionalmente en agua y se liofiliz6.

Se purificé el péptido bruto resultante mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon preparativa usando
una columna de fase inversa C-18 en un sistema de HPLC preparativa usando un gradiente de TFA al 0,1% en acetoni-
trilo y agua. Volvieron a analizarse las fracciones eluidas en un sistema de HPLC analitico. Se evaporé el acetonitrilo
y se liofilizaron las fracciones para obtener el péptido puro. Se confirmé la identidad de cada péptido mediante espec-
troscopia de masas. Los péptidos se obtuvieron como sal de trifluoroacetato. Los péptidos pueden contener otras sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales englobadas dentro del término “sal farmacéuticamente aceptable” se refieren
a sales no toxicas de los compuestos de esta invencion. Esteres y sales representativas incluyen las siguientes: aceta-
to, ascorbato, benzoato, citrato, oxalato, estearato, trifluoroacetato, succinatos, tartrato, lactato, fumarato, gluconato,
glutamato, fosfato / difosfato, valerato y similares.

Se usan las siguientes abreviaturas para los aminodcidos poco frecuentes:
Orn = Ornitina
Pen = Penicilamina
Aib = dcido a-aminoisobutirico
Ac5c = 4cido 1-aminociclopentanocarboxilico
Ejemplo 2
La combinacion se preparo de la siguiente manera

Se prepara una disolucién madre para cada uno de los cuatro péptidos (SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3 y SEQ ID NO:4) con un pH de aproximadamente 3,5 a 7,0 pero preferiblemente de 4,0 a 5,5. Aunque
se usé solucion salina tamponada con fosfato para preparar cada disolucién madre para las pruebas descritas en el
siguiente ejemplo, pueden usarse otros diluyentes tales como solucién salina tamponada, NaCl isoténico, disolucién
de Ringer, agua, agua destilada, polietilenglicol (puro o en agua), Tween en agua, dimetilsulféxido hasta el 50% en
agua, propilenglicol (puro o en agua), solucién salina tamponada con fosfato, solucién de sal equilibrada, glicerol y
otros fluidos convencionales que son adecuados para la administracion parenteral. Para obtener un pH en el intervalo
de aproximadamente 3,5 a 7,0, para cada disolucién madre, el pH puede ajustarse usando HCI 1 N para reducir el pH
o NaOH 1 N para elevar el pH, aunque pueden usarse otros tampones tales como tampon citrato, tampén fosfato y
similares u otros agentes convencionales para ajustar el pH. Entonces se mezcla la disolucién madre de cada péptido en
diluciones apropiadas de manera que se obtiene una concentracion final de 107° a 107'° M, pero mds preferiblemente
en el intervalo de 1078 a 107'° M y todavia mas preferiblemente de 107® M. Se prepara una disolucién madre para las
sales farmacéuticamente aceptables de la misma manera.

Formulacion de una dosis de la combinacion para su administracion parenteral

Se prepard una dosis de la formulacién de combinacién de la siguiente manera. En primer lugar, se prepard una
disolucién madre de cada uno de los cuatro péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ
ID NO: 4 usando solucién salina tamponada con fosfato estéril con un pH aproximado de 4,0 a 5,5. Se mezclaron
juntas alicuotas de las disoluciones madre de los péptidos para preparar formulaciones que contenian combinaciones
de dos péptidos, formulaciones que contenian tres péptidos o formulaciones que contenian cuatro péptidos. La razén
de péptidos en las formulaciones puede variar de tal manera que el peso de un péptido puede ser de entre 1 y 3 veces
el peso de otro péptido. Mds preferiblemente, la razén de los cuatro péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 debe ser de 3:1:1:2 (p/p). El peso total de una tnica dosis es de entre 0,01 y 50,0 mg. Esto
esta de acuerdo con una dosis de 0,05 - 500 microgramos/kg de leso corporal del mamifero. Preferiblemente, el peso
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de los cuatro péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 en la dosis debe estar en la
razén de 3:1:1:2. Estos péptidos tienen su mejor actividad bioldgica sistémica o in vitro (anticancerigena) cuando sus
concentraciones individuales oscilan entre 10° My 107! M (preferiblemente de 107 M a 10~ M, més preferiblemente
de 1078 M.). Para lograr las concentraciones sistémicas terapéuticamente eficaces, se necesita administrar una dosis
de 0,05 - 500 microgramos/kg de peso corporal del mamifero. Ademads, no es necesario que el peso de todos los
péptidos en la dosis sea el mismo. El peso del péptido en una dosis dependerd de muchos factores tales como (i)
biodisponibilidad del péptido, (ii) semivida del péptido, (iii) nimero y afinidad de receptores por un péptido particular
en el tumor y (iv) tipo de cdncer o tumor que va a tratarse.

Ejemplo 3

Se cultivaron adenocarcinoma de colon humano primario, carcinoma de células escamosas y PTC, KB en medio
RPMI 1640 complementado con glutamina 2 mM, HEPES 25 mM, penicilina 100 u/ml, estreptomicina 50 micro-
molar/ml, gentamicina 40 micromolar/ml y un 10% de FCS. Se mantuvieron las células a 37°C en una atmdsfera
humidificada que contenfa un 5% de CO,. Todos los ensayos de unién se realizaron a 4°C. Se obtuvieron TGFx,
sustancia P, somatostatina, bombesina y VIP marcado con 'I cada uno de 2000 Ci/mmol de actividad especifica de
DuPont NEN, EE.UU. Se llev6 a cabo el ensayo en células intactas tal como se describe por (Qin et al., 1995). En
resumen, se sembraron 5 x 10* células por pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos y se dejé que se adhirieran
durante la noche. Se lavaron las células dos veces con tampdn de unién enfriado en hielo (MgCl, 10 mM, 1% de BSA,
EGTA 1 mM, PMSF 0,25 mM vy aprotinina 10 micromolar/ml en RPMI 1640). Se incubaron las células con 3 nM de
VIP, bombesina o sustancia P o TGF« o con 2 nM de somatostatina en presencia o ausencia de diversas concentra-
ciones de combinacién de péptidos frios y se dejaron incubar durante 2 h a 4°C. Se lavaron posteriormente las células
tres veces con tamp6n de unién enfriado en hielo para eliminar el radioligando no unido y se lisaron con tampén Tris-
HC1 20 mM, pH 7,4, que contenia un 1% de SDS. Se midieron las cuentas radiactivas en el lisado celular usando
un contador gamma (LKB Wallace, Finlandia). Se determiné la unién no especifica en presencia de 1:M del péptido
nativo. Se trataron las cuentas usando el programa EBDA Biosoft para obtener valores de Kd y Bmax (pmol/mg de
proteina celular). Los estudios de competicion en frio con la combinacién de péptidos (SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4) muestran que los péptidos constituyentes del formaco pueden unirse a los receptores
de neuropéptidos para VIP, somatostatina, bombesina y sustancia P en células PTC. La combinacién de péptidos no
desplazé la unién de TGF« de sus receptores, incluso cuando se afiadié en una concentracién de 30.000 veces com-
parado con la de TGFx. El farmaco pudo desplazar los péptidos nativos de sus respectivos receptores de una manera
dependiente de la dosis (tabla 1).

TABLA 1

Inhibicion en porcentaje de la union de los neuropéptidos nativos en PTC por la combinacion de péptidos

Exceso en veces de la combinacién de péptidos frios

Neuropéptido 400 veces 1000 wveces 30.000 veces
(1,2 micromolar) | (3 micromolar)| (90 micromclar)

VIP 2,6% 35,87% 94,01%

Somatostatina | 20,31% 42,91% 96, 6%

Bombesina 7,89% 39,08% 93,13%

Sustancia P 5,06% 27,71% 97,52%

TGF Nada Nada 4,5%

La combinacién de péptidos pudo inhibir significativamente la unién de péptidos nativos radiomarcados a una
concentracion 1000 veces superior a la del péptido nativo y menos del 10% de unién residual permanecié en todos
los casos con un exceso de 30.000 veces. Los estudios de competicion en frio con combinacion de péptidos en células
KB muestran que los péptidos constituyentes del firmaco pueden unirse a los receptores de neuropéptidos para VIP,
somatostatina, bombesina y sustancia P. El fairmaco pudo desplazar los péptidos nativos de sus respectivos receptores
de una manera dependiente de la dosis tal como se observa para PTC (tabla 2). La combinacién de péptidos no desplazé
la unién de TGFec de sus receptores, incluso cuando se afiadié en una concentracién de 30.000 veces comparado con
la de TGFox.

Se observé que la combinacién de péptidos inhibe la unién de los péptidos nativos radiomarcados a células KB a
una concentracion de un exceso de 1000 veces y menos del 10% de unidn especifica permanecié en todos los casos
con un exceso de 30.000 veces.
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TABLA 2

Inhibicion en porcentaje de la union de los neuropéptidos nativos en KB por la combinacion de péptidos

Exceso en veces de la combinaciédn de péptidos frios

Neuropéptido 400 veces 1000 veces 30.000 veces
(1,2 micromolar) | (3 micromolar)| (90 micromolar)

VIP 8,64% 50,4% 93,17%

Somatostatina | 12, 9% 45% 97,8%

Bombesina 13,16% 62,54% B6, 3%

Sustancia P 13,29% 38,5% 98,8%

TGFo: Nada Nada 4,25%

Estos resultados sugieren que los derivados peptidicos incorporados en la combinacién de péptidos también siguen
siendo funcionales en la formulacién combinada y pueden inhibir competitivamente la unién de concentraciones fi-
siolégicamente relevantes de los neuropéptidos nativos. Ademads, la combinacién de péptidos no compite por la unién
de los factores de crecimiento en la membrana plasmaética, a saber, tal como para TGFe«. Los datos sugieren que el
desplazamiento de neuropéptidos pro-proliferativos especificos de sus receptores en la membrana plasmadtica puede
regular por disminucién de manera sinérgica las sefiales intracelulares estimuladas por estos péptidos pro-proliferati-
vos, sin alterar la unién de los factores de crecimiento e indirectamente conduce a una inhibicién de la proliferacién
de células tumorales o cancerigenas.

Ejemplo 4
Efecto citotoxico de la combinacion sobre lineas de células tumorales humanas

Se realizaron experimentos para estudiar el efecto citotéxico de la combinacién sobre 23 lineas de células tumora-
les humanas usando el ensayo citotéxico de MTT de tres dias. Estas lineas celulares fueron K562 (leucemia humana),
MOLT-4 (linfoma humano), L.132 (pulmén), A549 (carcinoma de pulmén humano), MCF-7 (mama), HBL100 (ma-
ma), MDA.MB.453 (mama humana), SW620 (colon), PTC (colon), CoL0205 (colon), HT29 (colon), CaCO.2 (colon
humano), HuTu80 (duodeno humano) y Hu746T (estomago humano). En resumen, se incubaron células de las 21
lineas de células tumorales humanas en una placa de cultivo de 96 pocillos (aproximadamente 50.000 células canceri-
genas en cada pocillo) durante 72 horas a 37°C en una incubadora de CO,. Se afiadi6é la combinacién de SEQ ID NO:
1+ SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4, todos a una concentracién de 107 M (20 ul por pocillo) a los
pocillos de todas las muestras tratadas a tiempo 0, 24 y 48 horas. Los controles fueron células de 21 lineas de células
tumorales que no se trataron con la combinacién. Al final de las 72 horas, se afiadi6 disolucién madre de MTT a cada
pocillo y se continud la incubacién durante una hora adicional. Tras afiadir SDS-HCI 0,01 N, se ley¢ la placa a 540
nm. La citotoxicidad en porcentaje provocada por la combinacién en cada una de las 21 lineas celulares se enumera
en la tabla 3.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3

Citotoxicidad en porcentaje provocada por la combinacion de péptidos en 21 lineas de células tumorales humanas

Linea celular Tipo de tumor Citotoxicidad en
porcentaje
Colon B PTC 94,2 + 3,1
CoLo205 80,1 + 6,3
HT29 41,4 + 2,7
SW620 33,2 £ 4,7
CaCo0.2 79,2 + 3,4
Pulmén L132 36,2 £ 4,3
A549 15,2 + 4,8
Mama HBL10O 52,5 + 3,8
MDA.MB.453 47,2 + 2,2
MCF-7 34,6 + 5,8
Leucemia MOLT-4 81,3 + 4,2
K562 41,9 + 4,8
Glioblastoma U87MG 84,2 + 2,4
{ U373MG 88,3 + 3,1
Pancreas MiaPaCa.?2 85,4 + 2,9
Préostata DU145 46,2 + 3,1
Cervicouterino Hela 33,1 + 1,8
Ovarios PA-1 28,4 + 4,1
Estomago HuTu80 92,1 + 2,2
Duodeno Hs746T 9,4 + 3,7
Bucal KB 70,0 £ 2,7
SK.MEL.28 Melanoma No activa
SKO.007 Mieloma No activa
Ejemplo 5

Efecto de la combinacion de péptidos sobre los niveles de AMPc en células de cdncer de mama

Se llevé a cabo un ensayo inmunoabsorbente unido a enzimas intercalado (“sandwich”) en células de cancer
de mama (MCF7) para estudiar la modulacién de los niveles de AMPc con el tratamiento con los péptidos y sus
combinaciones. Se cultivaron las células en placas de 6 pocillos estériles a una densidad de 0,5 x 10%/pocillo en
DMEM complementado con un 10% de FCS, y se dejé que se adhirieran durante la noche. Se cambio el medio a
DMEM y se trataron las células con concentraciones apropiadas del péptido y sus combinaciones, tal como se muestra
en la tabla III, durante 30 minutos, de tal manera que, en cada caso, la concentracién de péptido final fue de 10~ M.

Se coincubaron las células con forskolina a una concentracién de 1 micromolar. Se rascaron las células usando

un rascador celular y se sedimentaron. Se suspendi6 el sedimento celular en un tamp6n de resuspension apropiado
(Tris 50 mM, que contenia EDTA, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,2 mM, pepstatina 1 ug/ml y leupeptina
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0,5 microgramos/ml ajustado a pH 7,4). Se transfirieron los extractos celulares a tubos de microcentrifuga y se centri-
fugaron durante 5 minutos a 10.000 x g. Se prepararon patrones de AMPc con concentraciones que oscilaban desde
200 unidades/ml hasta 0 unidades/ml inmediatamente antes del inicio del ensayo. Se afiadié anticuerpo monoclonal
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) dirigido frente a AMPc a los pocillos de microtitulacién recu-
biertos previamente con anticuerpo monoclonal primario frente a AMPc. Se afiadieron 50 ul de lisados de muestras y
patrones de AMPc por duplicado en los pocillos de microtitulacién que contenian ambos anticuerpos monoclonales
frente a AMPc. Se incubaron los pocillos a temperatura ambiente durante 2 horas. Se lavaron los pocillos de micro-
titulacién tres veces con un tampén de lavado apropiado (PBS 50 mM, con Tween al 0,5%) y se afiadi6 la dilucién
apropiada de conjugado de peroxidasa del rabano anti-FITC y se incub6 durante 30 minutos. Se lavaron los pocillos de
microtitulacién tres veces con el tampdn de lavado y posteriormente con agua destilada. Se afiadi6 tetrametilbencidina
a cada pocillo y se incub6 en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia en
cada pocillo a una longitud de onda dual de 450/595 nm en el plazo de 30 minutos desde la adicién de disolucién de
detencion y se calculd la cantidad de AMPc presente en las muestras de células.

Se regularon por disminucién los niveles intracelulares de AMPc con el tratamiento con subcombinaciones de
péptidos mediante 30 minutos de tratamiento. La tabla 4 muestra la inhibicién en porcentaje de los niveles de AMPc
tras el tratamiento con subcombinaciones en células MCF 7 (células de cancer de mama). La inhibicién médxima en
los niveles intracelulares de AMPc se observé con la combinacién de cuatro péptidos de SEQ ID NO: 1 + SEQ ID
NO: 2 +SEQ ID NO: 3 +SEQ ID NO: 4.

TABLA 4

Niveles de AMPc expresados como porcentaje de los valores control en células de cancer de mama tratadas con la
combinacion de péptidos

N°® S. PEPTIDO (combinaciones) AMPc (% del control)
1 SEQ ID NO: 1 25,2 + 4,5
2 SEQ ID NO: 2 15,4 + 3,0
3 SEQ ID NO: 3 13,3 £ 4,0
4 SEQ ID NO: 4 12,9 + 5,0
5 SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + 13,7 £ 5,5
SEQ ID NO: 4
6 SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 +1|5,7 ¢+ 6,0
SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4
Ejemplo 6

Efecto de la combinacion de péptidos sobre la proliferacion dependiente del factor de crecimiento epidérmico en
células de cdancer pancredtico (MiaPaCa2)

Se cultivaron células de cancer pancredtico (MiaPaCa2) en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de
10.000 células/pocillo en DMEM complementado con un 10% de FCS, y se dej6 que se adhirieran durante la noche.
Se cambié el medio a DMEM Yy se trataron las células con factor de crecimiento epidérmico (EGF) recombinante a una
concentracion que oscilaba desde 5 nM hasta 1 micromolar. Se incubaron las células durante un periodo acumulativo
de 72 horas. Se anadié EGF a las células una vez cada 24 horas. Las células control no se trataron con EGF. Se

compard la fraccién superviviente de las células tratadas con EGF con la de las células no tratadas mediante el ensayo
de MTT.

El ensayo se termin6 afiadiendo 100 microgramos (20 microlitros) de MTT a cada pocillo, entonces se incub6
durante una hora adicional y finalmente se afiadieron 50 microlitros de SDS al 10%-HCI 0,01 N a cada pocillo para
lisar las células y disolver el formazdn. Tras incubar durante una hora, se leyé la placa espectrofotométricamente a
540 nm y se calcul6 la fraccién de supervivencia celular. Se obtuvo la concentracién 6ptima de EGF que provoca la
proliferacién de las células pancredticas. Se trataron las células de cdncer pancredtico con la concentracién 6ptima de
EGF (5 nM) y las subcombinaciones de péptidos mostradas en la tabla 5, durante 72 horas, de tal manera que, en cada
caso, la concentracién de péptido final fue de 10~ M.

Se afiadieron la combinacién de péptidos y EGF cada 24 horas. Se calcul6 la fraccion de células supervivientes

para cada combinacién de péptidos mediante el ensayo de MTT descrito anteriormente. La tabla 5 a continuacién
muestra la fraccidn de supervivencia de las células tratadas con EGF y diferentes combinaciones de péptidos.
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Se anulf la proliferacién celular dependiente del factor de crecimiento epidérmico mediante las combinaciones de
péptidos en diversos grados in vitro. Esta inhibicion fue especifica para EGF ya que los experimentos se llevaron a
cabo en medio libre de cualquier otro factor de crecimiento. La tabla 5 muestra la fraccién de supervivencia de células
tratadas con diversas combinaciones de péptidos expresada como un porcentaje de las células control no tratadas. La
inhibiciéon méxima de la proliferacién se bloque6 mediante la combinacién de cuatro péptidos de SEQ ID NO: 1 +
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 +SEQ ID NO: 4.

TABLA 5

Células supervivientes en porcentaje en células pancredticas humanas tratadas con factor de crecimiento
epidérmico y combinaciones de péptidos

N° S. COMBINACIONES DE PEPTIDOS Fraccidén de
supervivencia de las
células

1 SEQ ID NO: 1 90,6 + 5,0

2 SEQ ID NO: 2 80,4 + 6,0

3 SEQ ID NO: 4 96,9 + 5,5

4 SEQ ID NO: 3 75,2 t 4,0

5 SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 1 55,9 + 5,6

6 SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 +|60,4 £ 6,7

SEQ ID NO: 4
7 SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 +|10,5 %+ 9,0
SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4
Ejemplo 7

Efecto de la combinacion de péptidos sobre la actividad de tirosina fosfatasa en células cancerigenas de cdncer
pancredtico

Se llevé a cabo la cuantificacion de tirosina fosfatasa colorimétricamente usando sus sustratos peptidicos fosfori-
lados en las tirosinas marcados con biotina sintéticos. Se extingui6 la reaccién enzimatica mediante la adicién de un
inhibidor especifico, y se inmoviliza el sustrato fosforilado y desfosforilado uniéndolo a una placa de microtitulacién
recubierta con estreptavidina. Se determina la fraccién del sustrato no metabolizado mediante su anticuerpo anti-fosfo-
tirosina directamente conjugado a peroxidasa.

Se cultivaron las células en placas de 6 pocillos estériles a una densidad de 0,5 x 10%/pocillo en DMEM com-
plementado con un 10% de FCS, y se dej6é que se adhirieran durante la noche. Se cambié el medio a DMEM. Se
trataron las células con concentraciones apropiadas del péptido y sus combinaciones mostradas en la tabla 6, durante
30 minutos, de tal manera que, en cada caso, la concentracién de péptido final fue de 10~° M.

Se lisaron las células en un tampén de lisis apropiado (Tris 50 mM, que contenia EDTA, PMSF 0,2 mM, pepsta-
tina 1 microgramo/mililitro y leupeptina 0,5 microgramos/mililitro ajustado a pH 7,4). Se transfirieron los extractos
celulares a tubos de microcentrifuga y se centrifugaron durante 5 minutos a 10.000 xg.

Se realizé la cuantificacién de la actividad de la enzima fosfatasa con 30 microlitros de sustratos especificos y
se extinguid la reaccién con la adicién de ortovanadato de sodio 100 micromolar. Se afiadi6 la mezcla de reaccién a
una placa de microtitulacion recubierta con estreptavidina. Se lavaron meticulosamente los pocillos y se afiadieron 75
microlitros de anticuerpo anti-fosfotirosina a la placa. Tras 3 lavados, se afiadieron 100 microlitros del sustrato POD a
los pocillos, y se ley6 la absorbancia a 405 nM.

La combinacién de péptidos indujo actividad de tirosina fosfatasa en un plazo de 30 minutos en células de cancer
pancredtico. La tabla 6 muestra la induccién en porcentaje de actividad de tirosina fosfatasa tras el tratamiento con las
subcombinaciones en la linea celular de cdncer pancredtico (MiaPaCA2). La induccién mdxima de tirosina fosfatasa,
150%, en células de cancer pancredtico (MiaPaCa?2) se produjo en la combinacién de cuatro péptidos de SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4.
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TABLA 6

Induccion de actividad de tirosina fosfatasa expresada como el porcentaje de los valores control en células de
cdncer pancredtico (MiaPaCa2) tratadas con la combinacion de péptidos

N° S. | COMBINACION DE PEPTIDOS % de
induccidn
de tirosina
fosfatasa

1 SEQ ID NO: 4 15,6 + 4,5

2 SEQ ID NO: 3 14,3 + 3,5

3 SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 20,7 + 2,5

4 SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID|{30,3 + 4,0
NO: 3

5 SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID|g2,0 + 5,6 |

NO: 3 + SEQ ID NO: 4

En los ejemplos 8-15, se comparan los resultados mostrado con los controles que son células no tratadas células.
Ejemplo 8
Efecto de la combinacion de péptidos sobre la actividad de proteina cinasa activada por mitogeno

Se recogieron células de cancer de colon (PTC) confluentes usando tripsina al 0,05% - EDTA 0,2 mM y se volvie-
ron a cultivar en placa en RPMI complementado con un 10% de FCS, en placas de cultivo tisular de 6 pocillos a una
densidad de 50.000 células/pocillo. Tras incubacién durante la noche, se cambié el medio a RPMI complementado con
un 2,5% de FCS. Después de eso, se incubaron las células con la combinacién de péptidos a su concentracién ptima
(N) durante 15 minutos. La concentracién optima de la combinacién de péptidos se define como una concentracién
10 M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ ID: 3 y SEQ ID: 4. También se trataron las células con N/5 (un quinto de la
concentracion 6ptima) y N/10 (un décimo de la concentracion 6ptima) de la combinacién de péptidos. Se lavaron las
células una vez con tamp6n de lisis que contenia Tris 10 mM / NaCl 150 mM / EDTA 2 mM / ditiotreitol (DTT) 2 mM /
ortovanadato 1 mM/ fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM / Triton-X-100 al 1% (pH=7,4). Se precipitaron los
restos celulares a 25.000 g y se conservo el sobrenadante para la estimacién de MAPK.

Se inici6 la reaccién mediante la adicién de tamp6n ATP-magnesio que contenia y-**P-ATP a una concentracion de
200 pCi/microlitro en presencia del péptido sustrato. Se incub6 la mezcla durante 30 minutos. Se termind la reaccién
segun las instrucciones del fabricante y se cargd la mezcla sobre ldminas de unién tratadas, usando el kit de ensayo
de MAP cinasa (Amersham Pharmacia Biotech, EE.UU.). Se calculé la actividad de MAP cinasa a partir de la tasa
a la que se transfiri6 el grupo fosfato al péptido sustrato especifico por minuto. La tabla 7 a continuacién muestra
la inhibicién de la actividad de MAPK en células de cdncer de colon tratadas con diversas concentraciones de la
combinacién de péptidos.

TABLA 7

Inhibicion en porcentaje de la actividad de MAPK en células de cdncer de colon tratadas con diversas
concentraciones de la combinacion de cuatro péptidos

Linea celular |Actividad de MAPK como porcentaje de los
valores control

N/10 N/5 N

PTC (células | 36,2 + 3,2 20,5 + 3,1 10,1 + 4,2
de cancer de

colon)
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Se descubrié que el tratamiento de células de carcinoma de colon con SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID
NO: 3 + SEQ ID NO: 4 provocaba una regulacion por disminucién sumamente significativa y dependiente de la dosis
de la actividad de MAP cinasa constitutiva en un plazo de 15 minutos desde el tratamiento con el farmaco. Se redujo
la actividad de MAPK en un 80 - 90% de la de las células no tratadas.

Ejemplo 9
Efecto de la combinacion de péptidos sobre la induccion de la caspasa 3

Se cultivaron células cancerigenas PA-1 (ovario), MDA.MB.453 (mama), HT29 (colon) y A549 (pulmén) en ma-
traces de cultivo tisular de 25 ¢cm? a 37°C en una incubadora humidificada, que contenfa un 5% de CO,. Cuando los
cultivos alcanzaron las preconfluencia, se afiadieron los péptidos individuales de la combinacién y diferentes combi-
naciones de los péptidos tal como se muestra en la tabla 8 a diferentes matraces de tal manera que la concentracién
final de cada péptido en el matraz era de 10~® M. Los matraces no tratados sirvieron como controles. Se incubaron las
células con farmaco durante 6 horas.

Tras 6 horas de incubacidn, se recogieron las células mediante tratamiento con tripsina seguido por centrifugacién
a 2000 r.p.m. durante 10 minutos. Se retir6 suavemente el sobrenadante y se desechd y se afladié tampén de lisis al
sedimento celular (25 microlitros de tamp6n de lisis por 1x10* células en un tubo cénico de 15 ml) y se incubd en
hielo durante 10 minutos y se centrifugd a 10.000 x g durante 1 minuto. Se transfirieron 50 microlitros de sobrenadante
(lisado celular) a los pocillos de una placa de 96 pocillos. Se prepar6 tampén de reaccién 2X anadiendo 10 microlitros
de disolucién madre de DTT nueva por 1 ml de tampén de reaccion 2x. Se afiadieron 50 microlitros de tampén de
reaccion 2x a cada pocillo seguido por la adicién de 5 microlitros de sustrato colorimétrico de caspasa 3 (DEVD-pNA).
Se incubo la placa durante 1-2 horas a 37°C. Tras la incubacién, se ley6 la placa en un lector de microplacas a una
luz de longitud de onda de 405 nm, el nivel de actividad enzimatica de la caspasa en el lisado celular era directamente
proporcional a la reaccién de color. Se calcul6 la induccién de actividad de caspasa por las subcombinaciones como
un porcentaje del control usando la férmula [(DO de la muestra/DO del control) -1] *100.

Se observ6 activacion de la caspasa 3 con el tratamiento con péptidos ya a las 6 horas en células PA-1 (ovario).
La tabla 8 muestra la induccién en porcentaje de la actividad de caspasa tras el tratamiento con subcombinaciones
en lineas de células cancerigenas. Se observé la mdxima induccién de caspasa del 86,5% (PA-1), 75,9 (HT29), 68,9
(A549) y 58,6% (MDA .MB.453) en la combinacién de cuatro péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4.

TABLA 8

Efecto de la combinacion de péptidos sobre la induccion de caspasa 3

N° S. | COMBINACION DE | $ DE INDUCCION
PEPTIDOS PA-1 MDA.MB453 | HT29 549
1 SEQ ID NO: 4 34,8 + 1,3|18,9 + 1,0| 18,6 + 1,9| 28,4 + 2,8
2 SEQ ID NO: 3 46,2 + 2,11 22,8 + 3,8|28,4 £ 2,4 38,5 + 3,8
3 SEQ ID NO: 2 + | 54,0 + 3,5|48,2 £ 2,7|54,7 £ 5,3 46,2 + 3,7
SEQ ID NO: 4
4 SEQ ID NO: 2 + | 76,1 + 4,3|54,3 £ 3,2|67,2 + 3,8[54,9 + 4,6
SEQ ID NO: 4 +
SEQ ID NO: 3
5 SEQ ID NO: 1 + |86,5 + 5,8|58,6+ 3,8|/75,9 +6,2|68,9+ 4,7
SEQ ID NO: 2 +
SEQ ID NO: 3 +
SEQ ID NO: 4
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Ejemplo 10
Efecto de la combinacion de péptidos sobre los niveles de la proteina bcl2 en células cancerigenas humanas

Se cultivaron células de adenocarcinoma humano (MiaPaCa2 (pancreédtico), MCF7 (mama), PTC (colon), y de
células escamosas (KB, bucal)) hasta la confluencia y se sembraron en placa con RPMI 1640 complementado con un
10% de FCS, en placas de cultivo tisular de 6 pocillos, a una densidad de 0,5 x 10° células por pocillo. Se incubaron las
células durante 24 horas para permitir la unién completa a los pocillos. Posteriormente, se cambi6 el medio a RPMI
libre de sueros y se incubaron las células con la combinacién de cuatro péptidos a su concentracién éptima (N) durante
20 horas (en la que N= 108 M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ ID: 3 y SEQ ID: 4 respectivamente). Se retir6 el
sobrenadante y se rascaron las células y se lisaron a 4°C para extraer la proteina Bcl-2. Se cuantificé Bcl- 2 mediante
inmunoensayo enzimadtico intercalado (productos de Oncogene Research) segutn las instrucciones del fabricante. Tal
como se muestra en la tabla 9, la combinacién de cuatro péptidos redujo la expresion de la proteina antiapoptética bel2
tanto en los adenocarcinomas como en los carcinomas escamosos in vitro. Los niveles de bcl2 disminuyeron desde el
49-65% in vitro en diferentes lineas de células cancerigenas in vitro.

TABLA 9

Disminucion en porcentaje de los niveles de la proteina bcl2 en células cancerigenas tratadas con la
combinacion de péptidos a una concentracion “N”

Linea celular Disminucién en porcentaje
de los niveles de bcl?2

MiaPaCaZ2 59 + 3,5

MCFE7 49 + 4,0

PTC 65 + 6,5

KB 65 £ 5,5

Ejemplo 11
Efecto de la combinacion de péptidos sobre los niveles de la proteina p53 en células cancerigenas humanas

Se cultivaron células de adenocarcinoma humano (MiaPaCa2 (pancredtico), MCF7 (mama), Colo205 (colon),
A549 (pulmén) y de células escamosas (KB, cancer bucal) hasta confluencia y se sembraron placas con RPMI 1640
complementado con un 10% de FCS, en placas de cultivo tisular de 6 pocillos, a una densidad de 0,5 x 10° células por
pocillo. Se incubaron las células durante 24 horas para permitir la unién completa a los pocillos. Posteriormente, se
cambi6 el medio a RPMI libre de sueros y se incubaron las células con la combinacién de péptidos a su concentracién
6ptima (N) durante 5 horas (en la que N=10"* M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ ID: 3 y SEQ ID: 4 respectivamente).
Se retir el sobrenadante y se rascaron las células y se lisaron a 4°C para extraer la proteina pS3 de tipo natural. Se
cuantificé p53 mediante inmunoensayo enzimatico intercalado (ELISA de formato rdpido, Calbiochem) segtn las
instrucciones del fabricante.

Tal como se muestra en la tabla 10, la combinacién de cuatro péptidos indujo la proteina p53 de tipo natural tanto
en adenocarcinomas como en el carcinoma escamoso in vitro. El aumento en los niveles varié desde el 10-60% en
diferentes lineas celulares mediante 5 horas de tratamiento con farmaco.

TABLA 10

Aumento en porcentaje de los niveles de la proteina p53 en células cancerigenas tratadas con la
combinacion de péptidos

Aumento en porcentaje de
Linea celular los niveles de p53
N
MiaPaCa2 10,6 + 1,5
MCE7 15,5 + 2,5
Colo205 55,8 * 5,0
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Ejemplo 12
Citotoxicidad de células endoteliales

Se resuspendieron células ECV304 y EaHy.926 recogidas en la fase de crecimiento exponencial en medio (3,3 x
10% células/ml en RPMI 1640 que contenia un 10% de FBS). Se afiadieron 150 microlitros de medio a los pocillos
de una placa de cultivo tisular de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) seguido por 30 microlitros de suspension celular. Se
dejé la placa en una incubadora (37°C, 5% de CO,) durante la noche. Se afiadieron 20 microlitros de la combinacién
de péptidos a una concentracién de N, N/10 y 10N (en las que N= 10~% M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQID: 3 y
SEQ ID: 4 respectivamente) a pocillos marcados de la placa de 96 pocillos. Se sembré en placa cada concentracién
por triplicado. Se afiadieron 20 microlitros de medio solo a los pocillos control, mientras que los pocillos sin células
sirvieron como blancos. Se garantizé un volumen total de 200 microlitros en cada pocillo y se dejé la placa en una
incubadora (37°C, 5% de CO,). Tras 72 horas de incubacidn, se realiz6 un ensayo de MTT y se calcul6 la inhibicién en
porcentaje en la proliferacion de las células tratadas con respecto a las células control. La tabla 11 muestra la inhibicién
en porcentaje de las células endoteliales con el tratamiento con diferentes concentraciones de la combinacion de
péptidos.

TABLA 11

Inhibicion en porcentaje de la proliferacion de células endoteliales con el tratamiento con diferentes
concentraciones de la combinacion de péptidos

Linea celular Inhibicién en porcentaje de la proliferacioén

(%)

oQ

N/10 N 10N
BaHy.926 36,2 + 3,2 44,4 + 3,1 38,1 + 4,2
ECV304 24,1 + 4,1 31,0 + 4,6 28,9 + 3,8

Ejemplo 13
Actividad antimigratoria

Se usaron insertos Transwell de filtro de policarbonato (tamafio de 24 pocillos) con poros 8 micromolar (Nunc,
Dinamarca) para el ensayo de migracién. Se afiadieron ECV304 (10* células/200 microlitros de DMEM que contenia
un 0,1% de BSA) a la cdmara superior. La cdmara inferior contenia 600 microlitros d¢ DMEM con un 0,1% de
BSA. Se afiadi6 la combinacién de péptidos a cinco concentraciones diferentes de N/100 (1071 M), N/10 (10~° M),
N, 10N (1077 M), y 100N (10~® M), (en las que N= 10" M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ ID: 3 y SEQ ID:
4 respectivamente), directamente al pocillo superior y se incubd la placa a 37°C durante 24 horas. Se observaron las
células que migraron a la cimara inferior aleatoriamente a cinco campos microscépicos de contraste de fases diferentes
y se conto el nimero total de células usando el sistema de andlisis de imdgenes Video Pro 32. La tabla 12 muestra la
inhibicién en porcentaje de la migracion.
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TABLA 12

Inhibicion en porcentaje de la migracion de células endoteliales tras el tratamiento con concentraciones
variables de la combinacion de péptidos

Péptido Inhibicién en porcentaje de la migracién (%)
N/100 | N/10 N 10N 100N
SEQ ID: 1 0,00 93,4 + 85,7 # 97,3 21,6 *
SEQ ID: 2 3,2 2,7 2,4 5,2
SEQ ID: 3
SEQ ID: 4
Ejemplo 14

Actividad anti-estructura similar a un tubo

Se puso Matrigel (350 microlitros) en cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos a 4°C y se permiti6 que
polimerizara mediante incubacién a 37°C durante 30 min. Se sembraron ECV304 (1,5 x 10*) sobre el Matrigel en 500
microlitros de DMEM complementado con un 10% de FBS. Se afiadieron cinco concentraciones diferentes de N/4,
N/2, N, 2,5N y 5N, (en las que N= 108 M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ ID: 3 y SEQ ID: 4 respectivamente), de
combinacién de péptidos al pocillo y se incub6 la placa a 37°C durante 72 horas. Se formaron estructuras similares a
un tubo, cuya longitud se conté individualmente a cinco campos microscépicos de contraste de fases diferentes usando
el sistema de andlisis de imdgenes Video Pro 32. La tabla 13 muestra la inhibicién en porcentaje de la longitud del
tubo.

TABLA 13

Actividad inhibidora de la estructura similar a un tubo de la combinacion de péptidos a diferentes concentraciones

Concentracién de péptidos Inhibicidén en porcentaje de
la actividad TLS (%)

N/4 28,4 t 3,2

N/2 39,3 £ 4,2

N 47,0 £ 5,6

2,5 N 42,0 £ 3,9

FS N 58,1 = 6,2

Ejemplo 15
Efecto de la combinacion de péptidos sobre la actividad del factor de crecimiento endotelial vascular

Se cultivaron células de adenocarcinoma humano tales como MiaPaCa (pancreas), PC3 (préstata), HT29 (colon),
HuTu80 (estébmago), MDA.MB.453 (mama), PTC (colon), A549 (pulmoén) y células endoteliales humanas (ECV304)
a la densidad de 8-10 x 10° células por 2 ml en una placa de seis pocillos. Tras la incubacién durante la noche de las
células a 37°C, se afiadi6 la combinacién de péptidos (1N 'y 2N), en las que N=10"% M para SEQ ID: 1, SEQ ID: 2, SEQ
ID: 3 y SEQ ID: 4 respectivamente, a los pocillos. Los pocillos no tratados sirvieron como controles. Se incubaron las
placas durante 4 horas a 37°C. Se recogié el medio de todos los pocillos (control y tratados) y se centrifugé a 2000
r.p.m para eliminar el material celular. Se recogi6 el sobrenadante y se usé para ELISA (Quantikine human VEGF,
R&D Systems). El ensayo emplea la técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico intercalado. Se ha recubierto
previamente un anticuerpo monoclonal especifico para VEGF sobre una microplaca. Se pipetearon patrones y muestras
en los pocillos y el VEGF presente se uni6 por el anticuerpo inmovilizado. Tras eliminar por lavado las sustancias no
unidas, se afiadié un anticuerpo policlonal unido a enzima especifico para VEGF a los pocillos. Tras un lavado para
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eliminar cualquier reactivo de anticuerpo-enzima no unido, se afladié una disolucién de sustrato a los pocillos y se
desarroll$ color en proporcién a la cantidad de VEGF unido en la etapa inicial. Se determiné la densidad dptica de
cada pocillo en un plazo de 30 minutos usando un lector de microplacas ajustado a 450 nm y una longitud de onda de
referencia de 540 nm.

Las células mostraron altos niveles de secreciéon de VEGF, que se inhibié mediante la adicién de la combinacién
de péptidos. Sin embargo, no se observé una diferencia significativa en la inhibicién a concentraciones de 1N y 2N del
farmaco. Se resumen los resultados del ensayo en la siguiente tabla 14 y se representan en la figura a continuacion.

TABLA 14

Reduccion en porcentaje de los niveles de VEGF en diferentes tipos de tumor con el tratamiento con la
combinacion de péptidos

N° S. | Linea celular Reduccidn en porcentaje de los
niveles de VEGF con el
tratamiento con la combinacién
de péptidos
1N 10N

1 HT29 (colon) 42,1 + 3,2 52,7 £ 5,3

2 MDA.MB.453 (mama) 38,2 = 3,9 37,9 £ 2,8

3 MiaPaCa2 (pancreas) 36,8 £+ 2,9 46,3 + 4,2

4 PC3 (proéstata) 27,7 £ 1,5 32,9 + 1,2

5 A549 (pulmén) 33,2 £ 4,2 38,9 £ 2,1

6 HuTuB80 (estdmago) 17,6 £ 1,0 32,7 £ 3,2

7 ECV304 (endotelial) 23,9 + 0,1 29,5+ 2,9

Ejemplo 16

Actividad antitumoral in vivo de la combinacion de péptidos sobre ratones con xenoinjerto de tumor primario (colon)

Se hicieron crecer xenoinjertos de tumor PTC en ratones Balb/c atimicos mediante inoculacién subcutinea de una
tinica suspension celular de células PTC (15 X 10° células/100 microlitros). Se dividieron los animales que llevan
tumor en 4 grupos de tres animales, incluyendo cada uno un grupo que comprendia animales control no tratados. Se
inici6 el tratamiento con la combinacién de péptidos cuando los volimenes tumorales promedio, medidos usando un
calibrador Vernier, eran de entre 400 - 800 mm’. se prepararon las combinaciones de péptidos SEQ ID: 2 + SEQ ID: 3
(en una razén de 1:1 p/p), SEQ ID: 1 + SEQ ID: 2 + SEQ ID: 3 (en una razén de 3:1:1 p/p) y SEQ ID: 1 +SEQ ID: 2
+ SEQ ID: 3 + SEQ ID: 4 (en una razén de 3:1:1:2 p/p) y se administraron al grupo asignado de animales que llevan
tumor a una dosis de 25 microgramos/dia (i.v. seguido por i.m.) en dos dosis divididas equitativamente. Se continud el
tratamiento durante un periodo de 14 dias.

Se monitoriz6 la actividad antitumoral de los compuestos midiendo los volimenes tumorales cada cuatro dias
usando la férmula W*W*L*0,4 (W = didmetro mds pequefio, L = didmetro mds grande). Se calcul6 la inhibicién
en porcentaje del crecimiento tumoral usando la férmula (1- volumen tumoral-tratado/volumen tumoral-control) *
100. La tabla 15 muestra los volimenes tumorales medios de los grupos individuales medidos hasta el dia 26 tras la
inoculacién. La figura 1 muestra la cinética tumoral hasta el dia 26 en los animales tratados y no tratados. Las tres
combinaciones de péptidos mostraron una actividad antitumoral significativa sobre xenoinjertos PTC. La inhibicién
en porcentaje del crecimiento tumoral provocada por SEQ ID: 2 + SEQ ID: 3, SEQ ID: 2 + SEQID: 1 + SEQID: 3y
SEQ ID: 1+ SEQ ID: 2 + SEQ ID: 3 + SEQ ID: 4 en comparacién con los controles en el dia 26 fue del 67,8%, 85,1%
y 97,1% respectivamente.
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TABLA 16

Dia | Volumen tumoral (mm’)
No tratado | SEQ ID: 2 + SEQ ID: SEQ ID:
SEQ ID: 3 SEQ ID: SEQ ID:
SEQ ID: SEQ ID:
SEQ ID:
0 0 0 0 0
8 165,5 148 402 212,7
12 629 602,1 1208 976, 3
16 |2991,2 1536 1507,7 1508, 4
20 [ 5254,2 2470 1209,2 1159,3
27 7873,2 253C,1 1166,4 221,6
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende una combinacién terapéuticamente eficaz de péptidos de SEQ ID NO:1 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, SEQ ID NO:2 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, SEQ
ID NO:3 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y SEQ ID NO:4 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

2. Composicion segin la reivindicacion 1, que comprende ademds un vehiculo, diluyente o disolvente farmacéuti-
camente aceptable.

3. Composicién segtin la reivindicacién 1, en la que la concentracion de cada péptido es de 107 M a 1071 M, més
preferiblemente 108 M.

4. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que la razén de un péptido estd entre 1 y 3 veces el peso de un
segundo péptido, mds preferiblemente 3:1:1:2 p/p.

5. Composicién seglin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una composicidn farmacéutica.
6. Composicidn segtin la reivindicacion 5, en la que se proporciona la composicién farmacéutica en dosis unitarias.

7. Composicion segtn la reivindicacién 6, en la que el peso de los péptidos en una dosis tnica estd entre 0,01 y
50,0 mg.

8. Composicion segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la forma de un comprimido, pastilla para
chupar, cdpsula, polvo, suspension acuosa u oleosa, jarabe, elixir o disolucién acuosa.

9. Uso, en la fabricacién de un medicamento para
a. destruir células tumorales o cancerigenas; y/o
b. inhibir la proliferacién y/o multiplicacion de las células tumorales o cancerigenas; y/o

c. tratar un cdncer de colon, pulmén, mama, préstata, cervical, ovarios, estdmago, duodeno, pancreas o bucal
o leucemia o glioblastoma,

de una combinacién que comprende péptidos de SEQ ID:1, SEQ ID:2, SEQ ID:3 y SEQ ID:4 o sal(es) farmacéu-
ticamente aceptable(s) de los mismos.

10. Uso segtn la reivindicacion 9, en el que la concentracién de cada péptido en la combinacién es de 10° M a
10-' M, mds preferiblemente de 107* M.

11. Uso segtin la reivindicacion 9, en el que el medicamento es para administrarse a un ser humano o un animal en
una dosis de 0,05 a 500 microgramos/kg de peso corporal del ser humano o animal.

12. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el medicamento modula moléculas intrace-
lulares individuales o multiples de las células tumorales o cancerigenas compitiendo con los receptores para el péptido
intestinal vasoactivo, bombesina, somatostatina y sustancia P presentes en las células tumorales o cancerigenas.

13. Uso segun la reivindicacién 12, en el que la molécula intracelular es factor de crecimiento epidérmico.

14. Uso segtn la reivindicacion 12, en el que la molécula intracelular es AMPc.

15. Uso segtn la reivindicacion 12, en el que la molécula intracelular es proteina cinasa activada por mitégeno.

16. Uso segtin la reivindicacidn 12, en el que la molécula intracelular es la proteina bcl2.

17. Uso segun la reivindicacién 12, en el que la molécula intracelular es caspasa 3.
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Volumen tumoral (cm’)
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Cinética tumoral de xenoinjertos de tumor primario (colon)

9000 -
8000 -
7000 |
6000 -
5000 -
4000 -
3000
2000 A
1000

en ratones desnudos

—e— NO TRATADO

—8— SEQID:2+SEQID:3

~—&— SEQ!D:1+SEQID:2+SEQID:3

—e—SEQID:1+SEQID:2+SEQID:3
+SEQID:4

10T 20 30

Dias tras el inoculo
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Mukherjee, Rama
Burman, Anand
Singh, Anu
Jaggi, Manu
Prasad, Sudhanand
Dutt, Sarjana

<120> FARMACO QUE COMPRENDE ANALOGOS PEPTIDICOS SINTETICOS PARA EL TRATAMIENTO

DEL CANCER
<130> HSM-DAB-PEP
<140> -
<160> 4
<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Este péptido se generd sintéticamente

<400> 1

Leu Met Tyr Pro Thr Tyr Leu Lys
1 5

<210>2

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Este péptido se generd sintéticamente

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> /producto = D-fenilalanina/marcador = D-Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> /producto = 4cido 2-amino-isobutirico/marcador = Aib

<400> 2
Xaa Gln Trp Ala Val Xaa His Leu
1 5

<210>3

211> 11

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> Este péptido se generd sintéticamente

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> /producto = D-arginina/marcador = D-Arg

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> /producto = D-fenilalanina/marcador = D-Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(7)..(7)

<223> /producto = D-tript6fano/marcador = D-Trp

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(9) .. (9)

<223> /producto = D-triptéfano/marcador = D-Trp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> /producto = Acido aminociclopentanocarboxilico/marcador = Ac5c¢

<400> 3

Xaa Pro Lys Pro Xaa GIn Xaa Phe Xaa Leu Xaa
1 5 10

<210> 4
<211>8

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Este péptido se generd sintéticamente

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> /producto = D-fenilalanina/marcador = D-Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> /producto = D-triptéfano/marcador = D-Trp

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)
<223> /producto = Ornitina/marcador = Orn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(7) .. (7)

<223> /producto = Penicilamina/marcador = Pen

<400> 4

Xaa Cys Tyr Xaa Xaa Thr Xaa Thr
1 5
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