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PEPTIDOS LINEALES QUE INHIBEN LA FOSFORILACION MEDIADA POR CK2 Y
COMPOSICIONES QUE LOS COMPRENDEN

Campo de la técnica

La presente invencidn se relaciona con la rama de la farmacologia molecular y la
medicina humana. En particular, la invencion se relaciona con la obtencién de
péptidos lineales que inhiben el evento de fosforilacion mediado por la enzima
Caseina Kinasa 2 (CK2), a través de la interaccién directa con el sitio fosfoaceptor en
el sustrato. Por su actividad biologica, los péptidos y polipéptidos de la invencién son
utiles para el tratamiento de diferentes tipos de tumores sélidos y de otros origenes.
Estado de la técnica anterior

La CK2 es una enzima serina/treonina que esta involucrada en el incremento de la
proliferacién celular, y su localizacion intracelular es fundamentalmente nuclear
durante el proceso de transformacion maligna (Tawfic S., et al, 2001, Histol.
Histopathol. 16:573-582). Por ello, dicha enzima constituye un blanco terapéutico
atractivo (Duncan J.S., et al., 2008, Biochim. Biophys. Acta, 1784: 33-47).

El evento de fosforilacion mediado por la enzima CK2 ha sido manipulado en
oncologia experimental, mediante el uso de compuestos quimicos derivados del
45,6, 7-tetrabromobenzotriazole (TBB) (Pagano M.A., et al., 2004, J. Med. Chem., 47:
6239-6247), oligonucleétidos antisentido (Slaton J.W., et al., 2004, Mol. Cancer Res.
2:712-720) y péptidos bloqueadores de la interaccién entre las subunidades
cataliticas y regulatorias de la enzima (Laudet B., et al., 2007, Biochem. J., 408: 363-
373). El compuesto quimico CX-4945 inhibe las dos subunidades cataliticas de la
enzima CK2 (Siddiqui-Jain A., et al., 2010, Cancer Res. 70: 10288-10298), y es un
potente inhibidor de la proliferacién celular in vitro, con una concentracion inhibitoria
media maxima (Clso) de 5,5 uM. Sin embargo, se requieren altas dosis de dicho
compuesto (25 y 75 mg/kg), y un agresivo régimen de administracion, para inhibir el
crecimiento tumoral in vivo. Solamente este inhibidor de la enzima CK2 ha sido
evaluado satisfactoriamente en humanos, donde se registraron parametros
farmacocinéticos y de seguridad favorables en estudios clinicos Fase | (Lim J.K.C., et
al., 2010, Cancer Res. 70: 2763-2766). La inhibicidn de dicho evento de fosforilacion
por interaccion directa de una molécula con el sitio fosfoaceptor de la enzima CK2 en
el sustrato se describié por primera vez con el péptido denominado CIGB-300
(Solicitud de patente WO03/054002; Perea S.E., et al., 2004, Cancer Res., 64: 7127-
7129).
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El péptido CIGB-300 es una molécula quimérica, que contiene un péptido ciclico que
interacciona con el sitio fosfoaceptor de la CK2 en el sustrato y un péptido de
“penetracion intracelular’, proveniente de la proteina Tat1 del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), para garantizar su internalizacion en la célula. El
CIGB-300 ha demostrado propiedades antiproliferativas y proapoptoéticas, in vitro e in
vivo, en varias lineas de tumores solidos como pulmoén, cérvix, laringe (Perera Y., et
al., 2014, Mol Clin Oncol, 2 (6): 935-944) y en tumores liquidos como leucemia
linfocitica crénica (Martins L., ef al.,, 2013, Oncotarget, 5(1): 258-263) y leucemia
linfoblastica aguda tipo T (Perera Y., et al., 2020, Cancers, 12, 1377). Ademas, este
péptido mostrd signos de beneficio clinico, comprobados en estudios clinicos Fase I/l
(Perea S., et al., 2011, Mol Cell Biochem., 356 (1-2): 45-50) (Sarduy M., et al., 2015,
Br. J. Cancer, 112: 1636-1643).

Sin embargo, el CIGB-300 es un péptido de 25 aminoécidos, que contiene metionina
en su secuencia y un puente disulfuro intramolecular. Estas son fuentes de
inestabilidad quimica en la molécula, y pueden ser la causa de inconsistencias en las
etapas superiores de desarrollo del producto, ya sea en la formulacion liquida o
liofilizada y en los estudios de estabilidad (Frokjaer S. et al., 2000, Pharmaceutical
formulation development of peptides and proteins. Taylor & Francis). Las principales
impurezas presentes en este péptido se deben a la oxidacion de la metionina y la
formacidén de agregados (dimeros y trimeros), por formacion de enlaces disulfuro
intermoleculares (Garay H., ef al., 2018, J Pept Sci. 24(6): €3081). Por otra parte, los
procesos de sintesis de péptidos que contienen cisteinas son mas engorrosos
(Albericio F., et al., 2000, Fmoc solid phase peptide synthesis. A Practical Approach.
Oxford University Press Inc, New York. Capitulo 4, 77-114), y la formacién del enlace
disulfuro intramolecular introduce un paso extra en los procesos productivos, 1o que
incrementa los costos de produccién. Por tanto, sigue siendo de interés la obtencidn
de inhibidores de la fosforilacion mediada por la enzima CK2, del tipo péptido lineal,
de menor tamano y complejidad estructural, cuya sintesis sea mas sencilla y
econdémica, para el desarrollo de terapias contra diferentes tipos de tumores.
Explicacion de la invencién

La presente invencién resuelve el problema antes mencionado, al proveer péptidos
lineales que inhiben la fosforilacion mediada por la enzima CK2 y que poseen una

secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo compuesto por las secuencias
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identificadas como SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, y SEQ ID NO:

57 - SEQ ID NO: 62. Dichas secuencias se muestran a continuacion:

a) SEQ ID NO: 45 RKRSRYWP
b) SEQ ID NO: 49 RKRWRYWP
) SEQ ID NO: 50 RKRSWYWP
d) SEQ ID NO: 57 R(D-Lys)RWRYWP
e) SEQ ID NO: 58 RK(D-Arg) WRYWP
f) SEQ ID NO: 59 RKRWR(NMe-Tyr)WP
a) SEQ ID NO: 60 R(D-Lys)RSWYWP
h) SEQ ID NO: 61 RK(D-Arg)SWYWP
i) SEQ ID NO: 62 RKRSW(NMe-Tyr)WP

Estos péptidos se diferencian del CIGB-300 en que son lineales, de menor tamario y
quimicamente mas estables. No presentan ni metionina ni cisteina en su secuencia,
lo que representa una ventaja. Ademas, desde el punto de vista productivo, su
obtencion es mas factible.

Los péptidos lineales identificados como SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 49, SEQ ID
NO: 50, y SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 62 se seleccionaron por su capacidad de
interactuar con el sitio fosfoaceptor de la enzima CK2 en el sustrato E7 del Virus
Papiloma Humano (VPH)-16 (LNDSSEEEDEI), y ademas por su capacidad de inhibir
la fosforilacibn mediada por CK2 de esta oncoproteina. Como se aprecia en los
ejemplos de la presente invencidn, estos péptidos lineales son capaces de inhibir la
fosforilacion mediada por CK2 en la proteina E7 de manera similar al péptido CIGB-
300.

Para lograr la accion intracelular sobre los sustratos enddgenos de CK2, los péptidos
de la invencién se pueden conjugar quimicamente con péptidos de “penetracién
intracelular’, pertenecientes a proteinas tales como la proteina Tat1 del VIH
(Schwarze S.R., et al., 2000, Trends Pharmacol, 21: 45-48), la proteina VP22 del Virus
Herpes Simples (Lindgreen M., et al., 2000, Trends Pharmacol Sci, 21: 99-103), el
Penetratin y el Transportan (Gariepy J., et al., 2001, Trends Biotech 19: 21-28), entre
otros.

Por tanto, la invenciéon también provee polipéptidos que comprenden los péptidos

lineales que poseen una secuencia de aminoacidos que se selecciona entre las
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secuencias identificadas como SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, y
SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 62 y un péptido de penetracion intracelular.

En una materializacion de la invencién, el péptido de penetracién intracelular en esos
polipéptidos es un péptido proveniente de la proteina Tat1 del VIH. En una realizacién
de la misma, el péptido de penetraciéon intracelular posee una secuencia de
aminoacidos que se identifica como SEQ ID NO: 65 o SEQ ID NO: 66.

En una realizacion particular, el polipéptido de la invencion posee una secuencia de
aminoacidos que se selecciona del grupo compuesto por las secuencias identificadas
como SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, y SEQ ID NO: 51 - SEQ ID

NO: 56. Dichas secuencias se muestran a continuacion:

a) SEQIDNO: 35 GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSRYWP
b) SEQID NO: 47 GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRWRYWP
c) SEQIDNO: 48 GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSWYWP

d) SEQIDNO:51  Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-BA-R(D-Lys)RWRYWP
e) SEQIDNO:52  Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-BA-RK(D-Arg)\WRYWP
fy) SEQIDNO:53 Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-BA-RKRWR(NMe-Tyr)WP
g) SEQIDNO:54  Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-BA-R(D-Lys)RSWYWP
h) SEQIDNO:55  Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-BA-RK(D-Arg)SWYWP
)  SEQIDNO: 56 Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-BA-RKRSW(NMe-Tyr)WP

La mayoria de estos polipéptidos son mas activos que el péptido CIGB-300, ya que
poseen una Clso menor en varias lineas celulares de cancer (pulmén, vejiga, laringe,
pancreas y leucemia). Los polipéptidos fueron capaces de producir un efecto de
manera dosis-dependiente sobre la proliferacion de las células cancerigenas. Por su
parte, el polipéptido identificado como SEQ ID NO: 35 muestra valores de Clsg
similares a las del CIGB-300 en estas lineas celulares. Sin embargo, se considera
superior porque posee una secuencia de aminoacidos lineal, de menor tamano y mas
estable quimicamente, con ventajas productivas que aceleran el desarrollo del
producto terapéutico.

Para la identificacion de los péptidos descritos en la invencidén se sintetizé6 una
biblioteca combinatoria de péptidos lineales del tipo "una-perla-un-compuesto” que
contenia mas de 16 millones de secuencias peptidicas diferentes y se realizé el
pesquisaje con un péptido sintético que comprendia la regién 28-38 de la

oncoproteina E7 modificado con Biotina. Con el empleo de la espectrometria de
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masas se asignaron las secuencias de los péptidos contenidos en las nueve perlas
que resultaron positivas al pesquisaje. Los péptidos identificados como SEQ ID NO: 1-
SEQ ID NO: 9 se sintetizaron quimicamente, y se confirmé que eran capaces de
inhibir la fosforilacion mediada por CK2 en la oncoproteina E7 de VPH-16. Con el
objetivo de lograr la accion intracelular sobre los sustratos enddgenos de CK2, se
disefaron y sintetizaron polipéptidos que contenian los nueve péptidos, en los que se
anadia en el N-terminal el péptido de penetracion intracelular correspondiente a la
proteina Tat1 del VIH (GRKKRRQRRRPPQ, identificado como SEQ ID NO: 65). A
continuacién, se evalud el efecto de estos nueve polipéptidos sobre el crecimiento
celular de la linea NCI-H125 (cancer de células no pequefias de pulmén). Ninguno de
los polipéptidos alcanz6 valores de inhibicién similares al CIGB-300, en el rango de
concentraciones evaluadas. Solo tres de ellos, identificados como SEQ ID NO: 18 -
SEQ ID NO: 20, inhibieron entre un 20% y un 30% la proliferacién celular a la maxima
concentracion estudiada, por lo que se hicieron modificaciones a sus secuencias para
mejorar la actividad biologica.

Se disefid y obtuvo una biblioteca de barrido de posicidn de Trp, para evaluar el
impacto de la incorporacion del Trp en la actividad bioldgica de los polipéptidos
identificados como SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 20. Seguidamente, se evalud el
efecto antiproliferativo de los 24 polipéptidos generados en la biblioteca de Trp
(identificados como SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 44) en la linea celular NCI-H125.
Seis de los 24 polipéptidos, identificados como SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 25, SEQ
ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 35y SEQ ID NO: 43, mostraron porcentajes
de inhibicion de la proliferacion celular similares al péptido CIGB-300 a la maxima
concentracion evaluada. Los valores de Clso del polipéptido identificado como SEQ
ID NO: 35 y del CIGB-300, obtenidos en las lineas celulares NCI-H125 y AsPC-1
(adenocarcinoma de pancreas) son comparables. Particularmente, el polipéptido
identificado como SEQ ID NO: 35 se considera superior al CIGB-300, porque es una
secuencia lineal de menor tamano, mas estable quimicamente y con ventajas
productivas.

Otros dos polipéptidos lineales mas activos que el péptido CIGB-300, identificados en
la invencion como SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48, son el resultado de un estudio
donde se introdujo un segundo residuo Trp en tres posiciones del polipéptido
identificado como SEQ ID NO: 35. Se demostré que los polipéptidos identificados
como SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 son mas potentes que el péptido CIGB-300,
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en su capacidad de inhibir la proliferacidén celular en lineas celulares de cancer de
pancreas (AsPC-1, PanC-1) y leucemia mieloide aguda (OCI-AML3), y fueron
similares al CIGB-300 en la linea celular de cancer de pulmén empleada (NCI-H125).
Como resultado de la introduccion de aminoacidos no naturales en las secuencias
identificadas como SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48, en sitios propensos a la
degradacién enzimatica, se obtuvieron seis nuevos polipéptidos lineales mas activos
que el CIGB-300, los que se identificaron como SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 56. Los
ensayos antiproliferativos se realizaron en las lineas celulares NCI-H125, Hep2C
(carcinoma de laringe) y en dos lineas de cancer de vejiga (MGH-U3 y MGH-U4). Los
valores de Clso de los péptidos identificados como SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 56,
obtenidos en las lineas celulares NCI-H125, Hep2C, MGH-U3 y MGH-U4, son
menores que los obtenidos para el CIGB-300, lo que demuestra que son mas
potentes. En el caso de las lineas de cancer de vejiga (MGH-U3 y MGH-U4), los
valores de Clsg son inferiores en un orden de magnitud respecto al CIGB-300, lo cual
es muy atractivo por ser un nicho poco explorado, no resuelto y con una alta incidencia
en salud. La introduccion de los aminoacidos no naturales se realizdé para aumentar
la estabilidad a proteasas. Sin embargo, sorprendentemente también se logré
potenciar la capacidad de dichos polipéptidos de inhibir la fosforilacidn mediada por
CK2.

La invencién también provee composiciones farmacéuticas que comprenden al
menos un péptido lineal que posee una secuencia de aminoacidos que se selecciona
del grupo compuesto por las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 45, SEQ ID
NO: 49, SEQ ID NO: 50, y SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 62, o al menos un polipéptido
que posee una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo compuesto
por las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO:
48, y SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 56, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
Los excipientes que pueden formar parte de las composiciones farmacéuticas de la
invencién son conocidos por los versados en este campo de la técnica. En una
realizacion de la invencion, la composicién farmacéutica es formulada para su
administracién por ruta sistémica, intratumoral, oral o mucosal. En una materializacion
de la invencién, las composiciones farmacéuticas son utiles para el tratamiento de
tumores sélidos o liquidos en un individuo que lo requiera.

Es objeto de la invencién, el uso de los péptidos lineales que poseen una secuencia

que se selecciona del grupo compuesto por las secuencias identificadas como SEQ
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ID NO: 45, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, y SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 62, o de
los polipéptidos que poseen una secuencia de aminoacidos que se selecciona del
grupo compuesto por las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO:
47, SEQ ID NO: 48, y SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 56, para fabricar un medicamento.
En una materializacién de la invencion, dicho medicamento se emplea en el
tratamiento de tumores sélidos o liquidos.

En otro aspecto, la invencidn revela un método de tratamiento de tumores sélidos o
liquidos en un individuo que lo necesita que comprende la administracion de una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicidén farmacéutica que comprende
al menos un péptido lineal que posee una secuencia de aminoacidos que se
selecciona del grupo compuesto por las secuencias identificadas como SEQ ID NO:
45, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, y SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 62, o al menos
un polipéptido que posee una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo
compuesto por las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 47,
SEQID NQO: 48,y SEQID NO: 51-SEQ ID NO: 56. En una realizacion de la invencion,
el tumor sélido que se trata es un tumor de pulmén, cérvix, laringe, pancreas, o vejiga.
En otra realizacidn de la invencioén, el tumor liquido que se trata es leucemia linfocitica

cronica, leucemia linfoblastica aguda tipo T o leucemia mieloide aguda.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Efecto de los péptidos sintéticos de SEQ ID NO: 1 - SEQ ID NO: 9 sobre la
fosforilacion de la proteina E7 de VPH-16 mediada por CK2. Se emplearon como
controles dos péptidos que no interaccionan con el sitio fosfoaceptor de la enzima
CK2 (identificados como SEQ ID NO: 10y SEQ ID NO: 11). En el eje Y se representan
los conteos por minuto (cpm).

Figura 2. Porcentaje de inhibicion de la proliferacién celular (% 1) en la linea celular
NCI-H125 para los nueve polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 12 - SEQ ID
NO: 20. Los péptidos CIGB-300 y Tat se utilizaron como control positivo y negativo
del ensayo, respectivamente. Se seleccionaron los polipéptidos que mostraron un
porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular = 20%.

Figura 3. Curvas dosis-efecto de los polipéptidos F11P19, F11P20 y F11P21 (SEQ
ID NO: 18 - SEQ ID NO: 20) en la linea celular NCI-H125. Se incluye la curva dosis-
efecto del péptido CIGB-300 que se empleé como control positivo del ensayo. % |:

Porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular. C: concentraciéon.

PCT/CU2022/050007
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de la proliferacién celular (% I) en la linea celular
NCI-H125 para los polipéptidos generados a partir de las secuencias identificadas
como SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 20, por barrido de posicién del residuo Trp en el
cargo (SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 44). A. Porcentaje de inhibicién alcanzada por
los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 44, a dos
concentraciones. Se incluyeron los péptidos precursores identificados como SEQ ID
NO: 18- SEQ ID NO: 20y el CIGB-300 como control positivo. El recuadro discontinuo
enmarca los seis polipéptidos que mostraron mas del 60% de inhibicién de la
proliferacién celular a 200 pM y el CIGB-300. B. Porcentaje de inhibicién alcanzado
por los seis polipéptidos mas activos a varias concentraciones entre 12,5 uM vy
200 pM.

Figura 5. Curvas dosis-efecto de los polipéptidos A14P27 (SEQ ID NO: 21), A14P31
(SEQ ID NO: 25), A14P33 (SEQ ID NO: 27), A14P43 (SEQ ID NO: 32), A14P46 (SEQ
ID NO: 35), A14P59 (SEQ ID NO: 43) en la linea celular NCI-H125. Se incluye la curva
dosis-efecto del péptido CIGB-300 empleado como péptido control. % |: Porcentaje
de inhibicion de la proliferacion celular. C: concentracion.

Figura 6. Curvas dosis-efecto del polipéptido A14P46 (SEQ ID NO: 35) y el péptido
CIGB-300 en la linea celular AsPC-1. % |: Porcentaje de inhibicién de la proliferacion
celular. C: concentracion.

Figura 7. Curvas dosis-efecto de los polipéptidos A15P35, A15P36 y A15P37 (SEQ
ID NO: 46 - SEQ ID NO: 48) en la linea celular NCI-H125. Se incluyen las curvas
dosis-efecto del polipéptido precursor A14P46 (SEQ ID NO: 35) y del péptido CIGB-
300 que se empled como control. % |: Porcentaje de inhibicion de la proliferacién
celular. C: concentracion.

Figura 8. Curvas de dosis-efecto de los polipéptidos E17P01, E17P02 y E17P03 (SEQ
ID NO: 51 - SEQ ID NO: 53) en la linea celular NCI-H125. Se incluyen las curvas
dosis-efecto del polipéptido precursor A15P36 (SEQ ID NO: 47) y del CIGB-300 que
se empled como control. % |. Porcentaje de inhibicion de la proliferacién celular. C:
concentracion.

Figura 9. Curvas de dosis-efecto de los polipéptidos D17P78, D17P79 y D17P80
(SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 56) en la linea celular NCI-H125. Se incluyen las curvas
dosis-efecto del polipéptido precursor A15P37 (SEQ ID NO: 48) y del CIGB-300 que
se empled como control. % |. Porcentaje de inhibicion de la proliferacién celular. C:

concentracion.
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Figura 10. Efecto antitumoral del polipéptido inhibidor de la fosforilacion por CK2
E17P01 (SEQ ID NO: 51) en un modelo de tumor de vejiga humano implantado en

ratones atimicos.

Exposicién detallada de modos de realizaciéon / Ejemplos de realizaciéon
Ejemplo 1. Seleccién de péptidos lineales que interaccionan con el sitio
fosfoaceptor de la enzima CK2 en la proteina E7 de VPH-16.

Para la identificacién de los péptidos lineales bioactivos que interaccionan con el sitio
fosfoaceptor de la enzima CK2, se pesquisé una biblioteca combinatoria de péptidos
lineales sintéticos del tipo "una-perla-un-compuesto" nombrada BCP-1, que contenia
mas de 16 millones de secuencias peptidicas diferentes. Esta biblioteca se diserié
para ser compatible con el analisis de la secuencia por espectrometria de masas con
ionizacion por electronebulizacién (ESI-MS) (Masforrol Y., et al, 2012, ACS
Combinatorial Science, 14(3): 145-9). El pequisaje se realizd con un péptido sintético
biotinilado, que se denomind BIOT, que contiene el sitio fosfoaceptor de la enzima
CK2 en el sustrato E7 del VPH-16 (LNDSSEEEDEI, identificado como SEQ ID NO:
63). Se empled el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina como molécula de
reconocimiento, y como sustrato para el revelado se utilizé la sal de p-toluidina de 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP). El color azul facilita la diferenciacion visual de
las perlas que contienen secuencias bioactivas reconocidas por el péptido BIOT,
respecto al color amarillo claro brillante que tiene la resina TentaGel de la biblioteca
BCP-1. El péptido BIOT se sintetizé sobre la resina 4-metilbencidrilamina (MBHA),
con el empleo de la quimica Fmoc/tBu (Field GB y Noble RL. Int. J. Peptide Protein
Res. 1990; 35(3):161-214). Se purificé por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC)
y se corrobor6 su identidad por ESI-MS. Se obtuvo con mas del 95% de pureza, y el
analisis por ESI-MS confirmé su masa molecular (MM) de 1574,6 Da.

La biblioteca BCP-1 se coloc6é en un reactor de polipropileno con un sistema de
filtracidn al vacio y con agitacion mecanica. Se lavo con agua purificada y disoluciéon
tampédn fosfato salina (PBS) pH 7,4; y se bloque6 con albumina de suero bovino (BSA)
al 1% en PBS pH 7,4 durante una hora. Los disolventes y reactivos se eliminaron por
filtracién al vacio. La biblioteca se incubd con 80 mL de una disolucién del péptido
BIOT a 150 ug/mL en BSA al 1% en PBS pH 7,4, durante 16h a 4°C. Se lavé con
Tween-PBS (T-PBS) pH 7,4; y se incubd con el conjugado estreptavidina - fosfatasa

alcalina (0,4 ug/mL) en una disolucién de BSA al 1% en PBS pH 7,4. A las dos horas,
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se lavo con T-PBS pH 7,4 y se incub6 con BCIP (0,5 mg/mL) en disoluciéon sustrato
durante 30 min. Cuando aparecié el color azul, se detuvo la reaccion por filtracion y
abundantes lavados con PBS pH 7,4.

Las perlas positivas se separaron del resto mediante exploracién visual, con la ayuda
de una lente ocular, se trasvasaron a un reactor con una frita, y se regeneraron.
Posteriormente, se hicieron ensayos para descartar reconocimientos inespecificos
por el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina y por el BCIP. Se realizé6 un
pesquisaje en condiciones de mayor astringencia, para seleccionar las secuencias de
mayor afinidad y reducir el numero de perlas positivas, para ello se redujo la
concentracion del péptido BIOT a 120 ug/mL. Las perlas positivas se regeneraron y
se procedié a la identificacion de la secuencia por nanoESI-MS/MS, segun el
procedimiento descrito anteriormente (Masforrol Y., et al, 2012, ACS Combinatorial
Science, 14(3): 145-9).

Como resultado del pesquisaje inicial con el péptido BIOT a 150 pg/mL se
seleccionaron 56 perlas positivas. Después del segundo pesquisaje con menor
concentracion de BIOT (120 pg/mL), se seleccionaron nueve perlas positivas que
mostraron una coloracién azul mas intensa que el resto de las perlas positivas al
pesquisaje inicial, lo que evidencié la mayor afinidad de estos péptidos por el sitio
fosfoaceptor de CK2. Los espectros nanoESI-MS/MS obtenidos de las nueve perlas
positivas fueron analizados de forma paralela, mediante la secuenciacién manual de
novo y la secuenciacion automatica, con el empleo del programa Mascot para la
busqueda en las bases de datos de BCP-1. En la Tabla 1 se muestra la secuencia de
los nueve péptidos identificados (SEQ ID NO: 1 - SEQ ID NO: 9). A partir del analisis
de las secuencias asignadas a cada péptido, se obtiene total correspondencia de la
asignacién de las sefiales de m/z entre la identificacion manual y la secuenciacién
automatica, lo que permitié la identificacion certera de las secuencias peptidicas en
cada caso.

Se aprecié una similitud en la composicion aminoacidica de los nueve péptidos
mostrados en la Tabla 1. Esta se caracteriza por el predominio de aminoacidos basicos

(K, R) y la presencia de aminoacidos hidrofébicos (L, A, V, F, Y).
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Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de los péptidos identificados en las nueve
perlas positivas aisladas en el pesquisaje de la biblioteca BCP-1 con el péptido
BIOT.

LRRRKADP
TYRYRRDP
VARRRYDP
AVRRRYDP
TFYRRYDP
RKRSRYDP
GYRYKRDP
VKKRRLDP

O| 00 N O o ] WO DN
O| 00 N O o ] WO DN

Para corroborar que las nueve secuencias identificadas por nanoESI-MS/MS
interaccionan con el sitio fosfoaceptor de la enzima CK2 en la proteina E7, se
sintetizaron los péptidos directamente sobre la resina Tentagel, con el empleo de la
quimica Fmoc/tBu (Field G.B. et al., 1990, Int. J. Peptide Protein Res., 35(3):161-214).
Se desarroll6 una reaccion enzimatica sobre el péptido acoplado a la resina, con el
péptido BIOT a la concentracion de 120 pg/mL. Se empleé el conjugado
estreptavidina- fosfatasa alcalina como molécula de reconocimiento, y como sustrato
para el revelado se utilizé el BCIP. Nueve reactores que contenian 15 mg de los
péptidos codificados (P1-P9) acoplados a resina se colocaron en un sistema de
filtracidn al vacio, con agitacibn mecanica. Se emplearon dos péptidos controles
acoplados a la resina (P10 identificado como SEQ ID NO: 10 y P11 identificado como
SEQ ID NO: 11) que no interaccionan con el sitio fosfoaceptor de la CK2 en la proteina
E7. Se ajustd el procedimiento para reproducir el ensayo de pesquisaje de la biblioteca
BCP-1 en un volumen de trabajo de 500 uyL para cada reactor. Los resultados
mostraron que los nueve péptidos acoplados a la resina (P1-P9) desarrollaron un color
azul intenso después de ensayo enzimatico, lo que evidencia la capacidad de los
nueve péptidos lineales identificados de interactuar con el sitio fosfoaceptor de la
enzima CK2 en el sustrato E7 modelo. Por el contrario, los péptidos controles

acoplados a la resina (P10 y P11) no desarrollaron coloracién azul.
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Ejemplo 2. Efecto de los péptidos identificados como SEQID NO: 1 - SEQID NO:
9 sobre la fosforilacién de la proteina E7 de VPH-16 mediada por CK2.

Los péptidos se sintetizaron sobre la resina MBHA con el empleo de la quimica
Fmoc/tBu (Field GB y Noble RL. Int. J. Peptide Protein Res. 1990; 35(3):161-214).
Los péptidos se purificaron por RP-HPLC y se corrobor6 su identidad por ESI-MS.
Para la sintesis, se denominaron como F11P04 - F11P12, y sus secuencias de
aminoacidos se corresponden con las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 1-
SEQ ID NO: 9. Como se observa en la Tabla 2, todos se obtuvieron con mas del 95%
de pureza y el analisis por ESI-MS corrobor6 su identidad.

Tabla 2. Caracterizacion de los péptidos sintéticos que contienen las

secuencias identificadas tras el pesquisaje de la biblioteca BCP-1 con BIOT.

1 F11P04 RLRRKADP 99,1 1009,6
2 F11P05 LRRRKADP 99,1 1009,6
3 F11P06 TYRYRRDP 98,1 11246
4 F11P07 VARRRYDP 99,3 1030,6
5 F11P08 AVRRRYDP 98,6 1030,6
6 F11P09 TFYRRYDP 98,9 1115,5
7 F11P10 RKRSRYDP 98,8 1075,7
8 F11P11 GYRYKRDP 97,9 1052,5
9 F11P12 VKKRRLDP 99,6 1009,7
10 D10P94 EQPAFHDP 98,5 938,6
11 D10P95 VAGFFLDP 98,7 863,4

El ensayo para medir el efecto de estos péptidos sobre la fosforilacién de la proteina
E7 de VPH-16, mediada por CK2, se basd en una reaccién de fosforilacion in vitro,
donde se empled la oncoproteina E7 del VPH-16 expresada en Escherichia coli como
sustrato. Esta oncoproteina se obtuvo como proteina de fusion a Glutation S-
Transferasa. El ensayo se realiz6 segun el procedimiento descrito previamente (Perea
S.E., et al., 2004, Cancer Res., 64: 7127-7129). Los resultados se observan en la
Figura 1, e indican que los péptidos identificados como SEQ ID NO: 1- SEQ ID NO: 9
son capaces de inhibir la fosforilacién mediada por CK2 en la proteina E7 del VPH-
16.
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Ejemplo 3. Efecto de los polipéptidos sintéticos identificados como SEQ ID NO:
12 - SEQ ID NO: 20 sobre el crecimiento celular en la linea de cancer de células
no pequenas de pulmén NCI-H125.
Con el objetivo de lograr la accion intracelular sobre los sustratos endégenos de CK2,
5 alas secuencias identificadas como SEQ ID NO: 1 - SEQ ID NO: 9 se les adicion6 en
el N-terminal el péptido de penetracion intracelular Tat, correspondiente a la proteina
Tat1 del VIH, (GRKKRRQRRRPPQ). Se introdujo un residuo de betaAlanina (BA)
como espaciador entre el péptido de interés y el péptido Tat. Los polipéptidos se
codificaron como F11P13- F11P21 para la sintesis, y se corresponden con las
10 secuencias identificadas como SEQ ID NO: 12 - SEQ ID NO: 20, como se muestra en
la Tabla 3. El péptido CIGB-300 se identifico como SEQ ID NO: 64, y el péptido Tat
se identific6 como SEQ ID NO: 65. La sintesis, purificacidén y anélisis de identidad de
los péptidos se realizé como se muestra en el Ejemplo 2. Como se aprecia en la
Tabla 3, todos se obtuvieron con mas del 95% de pureza y el analisis por ESI-MS
15  corroboré su identidad.
Tabla 3. Caracterizaciéon de los polipéptidos sintéticos identificados como SEQ
ID NO: 12 - SEQ ID NO: 20.

-B ; :
13 F11P14 GRKKRRQRRRPPQ-BA-LRRRKADP 98,7 2780,7
14 F11P15 GRKKRRQRRRPPQ-BA-TYRYRRDP 96,6 2895,8
15 F11P16 GRKKRRQRRRPPQ-BA-VARRRYDP 97,2 2801,7
16 F11P17 GRKKRRQRRRPPQ-BA-AVRRRYDP 98,2 2801,7
17 F11P18 GRKKRRQRRRPPQ-BA-TFYRRYDP 96,9 2886,8
18 F11P19 GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSRYDP 96,6 2846,7
19 F11P20 GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYKRDP 97,4 28237
20 F11P21 GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKKRRLDP 97,4 2780,7
64 CIGB-300 | ciclo (Cys1s-Cys 25) GRKKRRQRRRPPQ- [ 99,2 3057,6
BA-CWMSPRHLGTC
65 Tat GRKKRRQRRRPPQ 98,3 1717 1

La evaluacion de la actividad antiproliferativa de los polipéptidos F11P13-F11P21
20  (SEQ ID NO: 12 - SEQ ID NO: 20) se realiz6 en la linea celular NCI-H125. La linea
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celular exhibe una alta sensibilidad a bajas concentraciones del farmaco en
evaluacién (HU L.-Y., et al, 2018, European Review for Medical and Pharmacological
Sciences, 22: 4551-4556). El efecto antiproliferativo del péptido CIGB-300 ha sido
ampliamente caracterizado en esta linea (Cirigliano S.M., et al., 2017, Cancer Cell
International, 17, 42), por lo que se seleccioné como control positivo. Se empleé como
control negativo el péptido Tat. Los polipéptidos se evaluaron a las concentraciones
de 25, 50, 100 y 200 uM. El ensayo de proliferacion celular se realizé por un
procedimiento descrito previamente (Perera Y., et al., 2012, J. Pept. Sci, 18 (4):215-
23).

En la Figura 2 se muestra el resultado del ensayo antiproliferativo en las células NCI-
H125. Cada barra se corresponde con los valores del porcentaje de inhibiciéon de la
proliferacién celular (% 1) alcanzado para las concentraciones de los polipéptidos
evaluadas (25, 50, 100 y 200 puM). Se seleccionaron los polipéptidos que mostraron
un valor de inhibicién de la proliferacion celular mayor o igual a 20%, ya que este valor
de porciento se encuentra dentro del coeficiente de variacién del ensayo. Solo los
polipéptidos F11P19, F11P20 y F11P21 inhibieron la proliferacién celular entre un
20% y un 30%, a la concentracion de 200 uM. Solo se alcanzé6 el 50% de inhibicion
de la proliferacién con el péptido CIGB-300, utilizado como control.

En la Figura 3 se presentan las curvas dosis-efecto de los polipéptidos F11P19,
F11P20y F11P21, en comparacién con el péptido CIGB-300. Los valores de Clso para
los polipéptidos F11P19, F11P20, F11P21 y para CIGB-300 fueron 336 uM, 305 uM,
668 uM y 64 pM, respectivamente. Los valores de Clsg de los polipéptidos F11P19,
F11P20, F11P21 aun distan del valor de Clso obtenido para el CIGB-300, por lo que
se hace necesario optimizar dichas estructuras primarias para mejorar su actividad
biolégica.

Ejemplo 4. Optimizacién de las secuencias identificadas como SEQ ID NO:18-
SEQ ID NO: 20 mediante un barrido de Triptéfano en el cargo.

El aminoacido Trp fue excluido en la sintesis de la biblioteca BCP-1 por disefio
(Masforrol Y., et al, 2012, ACS Combinatorial Science, 14(3): 145-9). Por ello, se
disefaron bibliotecas de barrido de posicién de Trp para las secuencias identificadas
como SEQ ID NO: 18 - SEQ ID NO: 20, en los que se realiz6 la sustitucién puntual de
cada residuo de aminoacido por el Trp en el cargo (Tabla 4). Esto permitié estudiar la
contribucion del Trp en cada posiciéon de la secuencia del cargo.

Los polipéptidos de la biblioteca de barrido de posicién de Trp se sintetizaron sobre
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la resina MBHA, con el empleo de la quimica Fmoc/tBu (Field GB y Noble RL. Int. J.
Peptide Protein Res. 1990; 35(3):161-214), se purificaron RP-HPLC y se corroboré la
identidad por ESI-MS. Como se aprecia en la Tabla 4, que muestra las secuencias de
aminoacidos, todos se obtuvieron con mas del 95% de pureza y el analisis por ESI-
MS corroboré la identidad con la molécula disefiada.

Tabla 4. Caracterizacién de los polipéptidos generados por barrido de posicién
de Trp identificados como SEQ ID NO: 21 - SEQ ID NO: 44.

21 © A14P27 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-WYRYKRDP 96,5 29526

22 ?, A14P28 | GRKKRRQRRRPPQ-LA-GWRYKRDP 97,8 2846,6
i)

23 E‘ @ A14P29 [ GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYWYKRDP 96,4 2853,5

24 % % A14P30 [ GRKKRRQRRRPPQ-LA-GYRWKRDP 97,8 2846,6
a

25 <z 2 A14P31 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYWRDP 97,8 2881,6
° g

26 S L(})J A14P32 [ GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYKWDP 97,7 2853,6

27 -g A14P33 [ GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYKRWP 95,7 28946
/)

28 a A14P34 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYKRDW 95,1 29126

29 © A14P40 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-WKRSRYDP 96,7 2876,6

30 ?, A14P41 [ GRKKRRQRRRPPQ-BA-RWRSRYDP 95,9 2904,6
e

31 g_ ®© A14P42 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKWSRYDP 97,6 28766

32 % g A14P43 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRWRYDP 98,7 29456
a

33 3z 2 A14P44 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSWYDP 95,7 2876,6
° g

34 S I(J/)J A14P45 [ GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSRWDP 99,1 2869,6
@

35 Z A14P46 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSRYWP 99.7 29176
/)

36 a A14P47 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSRYDW 99,3 29357

37 A14P53 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-WKKRRLDP 98,1 2867,8

@

38 ?, A14P54 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-VWKRRLDP 98,8 2838,7
S

39 E‘ P A14P55 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKWRRLDP 99,7 2838,7

40 % g A14P56 | GRKKRRQRRRPPQ-LA-VKKWRLDP 99,0 2810,7
a

41 5z 2 A14P57 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKKRWLDP 99,3 2810,7
© O

42 S L(})J A14P58 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKKRRWDP 96,3 2853,8

43 -g A14P59 | GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKKRRLWP 99,6 2851,8
/)

44 a A14P60 [ GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKKRRLDW 99,3 2869,8

En negrita se destacan las modificaciones realizadas a las secuencias de aminoacidos del

cargo.
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Para corroborar que la modificacién con Trp no afecta la capacidad de los polipéptidos
de interaccionar con el sitio fosfoaceptor de la enzima CK2 en la proteina E7, se siguio
el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Los 24 polipéptidos acoplados a la resina
desarrollaron un color azul intenso después de ensayo enzimatico, |0 que evidencia
la interaccion con el sitio fosfoaceptor de la enzima CK2 en el sustrato E7 modelo.
Por otra parte, para demostrar que la modificacion con Trp no afecta el efecto de los
polipéptidos sobre la fosforilacién de la proteina E7 por la CK2, se sigui6 el
procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Los 24 polipéptidos identificados como SEQ
ID NO: 21- SEQ ID NO: 44 mantuvieron la capacidad de inhibir la fosforilacion de la
proteina E7 del VPH-16, mediada por la CK2, ya que se obtuvieron valores de
inhibicion de la fosforilacion entre 60-85%. El CIGB-300 mostré 87% de inhibicion de
la fosforilacién.

La evaluacion de la actividad antiproliferativa de los polipéptidos sintéticos generados
por barrido de posicidén de Trp (SEQ ID NO: 21- SEQ ID NO: 44) se realizd en la linea
celular NCI-H125. El ensayo se realizd por el procedimiento descrito previamente
(Perera Y., et al., 2012, J. Pept. Sci, 18 (4): 215-23). Se incluyeron como controles
positivos los polipéptidos precursores (F11P19, F11P20, F11P21) y el péptido CIGB-
300. Los polipéptidos se evaluaron a las concentraciones de 12,5; 25; 50; 100 y
200 uM. En la Figura 4A se muestran los resultados del porcentaje de inhibicién de la
proliferacién celular para las concentraciones de polipéptido de 100 y 200 uM. Los
resultados demuestran que seis de los 24 polipéptidos evaluados (A14P27 (SEQ ID
NO: 21), A14P31 (SEQ ID NO: 25), A14P33 (SEQ ID NO: 27), A14P43 (SEQ ID NO:
32), A14P46 (SEQ ID NO: 35), A14P59 (SEQ ID NO: 43)) mostraron mas del 60% de
inhibicion de la proliferaciéon celular a 200 uM, similar al efecto encontrado con el
péptido CIGB-300. En la Figura 4B se representan los valores del porcentaje de
inhibicion de la proliferacidon celular obtenidos para los seis polipéptidos
seleccionados, a las concentraciones evaluadas. Como se observa, el polipéptido
A14P46 inhibe mas del 50% de la proliferacidon celular a las concentraciones
superiores de 100 y 200 pM, similar al comportamiento del CIGB-300. A las
concentraciones inferiores, el polipéptido A14P46 mostré una mejor correlacion dosis-
efecto comparado con el comportamiento del péptido CIGB-300.

En la Figura 5 se presentan las curvas dosis-efecto de los polipéptidos A14P27,
A14P31, A14P33, A14P43, A14P46, A14P59 y CIGB-300. Por su parte, en la Tabla 5

se muestra que los valores de Clsg para estos seis polipéptidos son menores que los
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obtenidos para sus polipéptidos precursores F11P19 (336 uM), F11P20 (305 pM) y
F11P21 (668 uM). La Clso del polipéptido A14P46 (72 uM) es comparable a la Clsg
del péptido de referencia CIGB-300 (64 uM)

Tabla 5. Valores de Clso de los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 35y SEQ ID NO: 43

en el ensayo de proliferacién celular con la linea NCI-H125.

21 A14P27 GRKKRRQRRRPPQ-BA-WYRYKRDP 165
25 A14P31 GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYWRDP 135
27 A14P33 GRKKRRQRRRPPQ-BA-GYRYKRWP 124
32 A14P43 GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRWRYDP 107
35 A14P46 GRKKRRQRRRPPQ-BA-RKRSRYWP 72
43 A14P59 GRKKRRQRRRPPQ-BA-VKKRRLWP 140
64 CIGB-300 ciclo (Cys15-Cys 25) GRKKRRQRRRPPQ- 64
BA-CWMSPRHLGTC

El estudio estructural realizado en la secuencia peptidica X1X2X3X4X5XsX7Xs, permitio
concluir que el cambio de D por W en la posicién X; es esencial para mejorar la
actividad biolégica (A14P46 >> A14P33 > A14P59), con la mejor respuesta para el
polipéptido A14P46. De forma adicional, se pudo concluir que las posiciones X4 > Xs
> X1 también mostraron resultados notables respecto a la actividad bioldgica, lo cual
sugirié la introduccion de un segundo aminoacido W en sustitucién de dichas
posiciones.

Para corroborar que la actividad biolégica del polipéptido A14P46 (SEQ ID NO: 35)
solamente se atribuye al cargo (RKRSRYWP), se sintetiz6 un péptido similar sin la
secuencia Tat y la BA, con el empleo del procedimiento de sintesis descrito en este
ejemplo. El péptido D14P165, identificado como SEQ ID NO: 45, se obtuvo con 95%
de pureza y el analisis por ESI-MS corroboré su MM de 1146,7 Da. El ensayo de
inhibicion de la fosforilacién se realizé segun se describe en el Ejemplo 2 y se obtuvo
un 85% de inhibicién, lo que confirmé la capacidad del péptido de inhibir la
fosforilacion de la proteina E7 del VPH-16 mediada por la CK2.

Teniendo en cuenta que el polipéptido A14P46 mostrd resultados de actividad

biolégica similares al CIGB-300 en la linea celular NCI-H125, se estudié el
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comportamiento del mismo polipéptido en la linea tumoral de adenocarcinoma de
pancreas (AsPC-1), en comparacion con el CIGB-300. El ensayo de proliferacion
celular se realizd siguiendo el procedimiento descrito previamente (Perera Y, ef al,,
2012, J. Pept. Sci, 18 (4):215-23). Como se observa en la Figura 6, ambas moléculas
son capaces de producir un efecto de manera dosis-dependiente sobre la proliferacion
de las células AsPC-1. Se obtuvieron valores de Clso de 125 pM para el A14P46 y de
102 uM para el CIGB-300, lo que evidencia que ambos tienen similar potencia en esta
linea celular.

Se demuestra que el polipéptido A14P46 (SEQ ID NO: 35) es comparable al CIGB-
300 en su capacidad de inhibir la proliferacion celular en las lineas celulares NCI-
H125 y AsPC-1 (Figuras 5y 6), pero lo supera por ser un polipéptido lineal de menor
tamano, quimicamente mas estable, por no presentar metionina ni cisteina en su
secuencia, lo que lo hace mas atractivo desde el punto de vista productivo.

Ejemplo 5. Optimizacién del polipéptido identificado como SEQ ID NO: 35 por
introduccién de un segundo residuo Trp en su secuencia.

Basado en los resultados obtenidos en el Ejemplo 4, se introdujo otro residuo de Trp
en las posiciones X1, X4 y Xs del polipéptido A14P46, y se evalud su impacto en la
actividad biologica. Los polipéptidos se sintetizaron sobre la resina MBHA con el
empleo de la quimica Fmoc/tBu (Field GB y Noble RL. Int. J. Peptide Protein Res.
1990; 35(3):161-214), se purificaron RP-HPLC y se corroboré la identidad por ESI-
MS. Como se aprecia en la Tabla 6, los tres péptidos se obtuvieron con mas del 95%
de pureza y el analisis por ESI-MS corroboro6 la identidad de la molécula.

Tabla 6. Caracterizacion de los péptidos generados para la optimizacién del
péptido identificado como SEQ ID NO: 35.

46 A15P35 | GRKKRRQRRRPPQ-BA- WKRSRYWP 99,7 29477
47 A15P36 | GRKKRRQRRRPPQ-BA- RKRWRYWP 95,1 3016,8
48 A15P37 | GRKKRRQRRRPPQ-BA- RKRSWYWP 95,1 29477
En negrita se destaca la introduccién del segundo residuo Trp en la secuencia del péptido
identificado como SEQ ID NO: 35.

La evaluacion de la actividad antiproliferativa de los polipéptidos sintéticos A15P35,
A15P36 y A15P37 (SEQ ID NO: 46 - SEQ ID NO: 48) se realizd en las lineas celulares
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NCI-H125, AsPC-1, PanC-1 (carcinoma de pancreas) y OCI-AML3 (leucemia mieloide
aguda-3). El ensayo se llevo a cabo por el procedimiento descrito previamente (Perera
Y, etal., 2012, J. Pept. Sci, 18 (4):215-23). En la Figura 7 se presentan las curvas de
dosis-efecto de los tres polipéptidos en la linea celular NCI-H125, en comparacion con
su precursor A14P46 y el péptido control CIGB-300. Los polipéptidos A15P35,
A15P36 y A15P37 fueron capaces de producir un efecto de manera dosis-
dependiente sobre la proliferacion de las células NCI-H125. En las lineas AsPC-1,
PanC-1 y OCI-AML3 los tres polipéptidos también mostraron un patron dosis-
respuesta.

En la Tabla 7 se resumen los valores de Clso de los polipéptidos A15P35, A15P36 y
A15P37 obtenidos en las lineas celulares NCI-H125, AsPC-1, PanC-1 y OCI-AML3,
en comparacioén con su precursor A14P46 y con el péptido control CIGB-300. Los
valores de Clsg del polipéptido A15P35 son similares a los obtenidos para su precursor
A14P46 y para el CIGB-300, en las cuatro lineas estudiadas, lo que evidencia que la
introduccién del Trp en la posicién X1 de la secuencia es irrelevante. Por el contrario,
los valores de Clsq obtenidos para los polipéptidos A15P36 y A15P37 fueron menores
que los obtenidos para el polipéptido A14P46 y el péptido CIGB-300, sobre todo en
las lineas celulares de cancer de pancreas (AsPC-1, PanC-1) y de leucemia mieloide
aguda (OCI-AML3).

Tabla 7. Valores de Clso de los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 46 —
SEQID NO: 48 en el ensayo de proliferacion celular con las lineas NCI-H125,
AsPC-1, PanC-1 y OCI-AML3.

46 A15P35 106 127 145 130
47 A15P36 42 26 54 9
48 A15P37 46 23 65 21
35 A14P46 72 125 166 70
64 CIGB-300 64 102 156 63

Se incluyen los valores obtenidos para los péptidos controles A14P46 y CIGB-300.

Para corroborar que la actividad biologica de los polipéptidos A15P36 (SEQ ID NO:
47) y A15P37 (SEQ ID NO: 48) solo se atribuye a los cargos RKRWRYWP vy

RKRSWYWRP, se sintetizaron ambos péptidos sin la secuencia Tat ni la A, con el



10

15

20

25

30

WO 2023/280330 PCT/CU2022/050007

20

empleo del procedimiento de sintesis descrito en este ejemplo. Los péptidos D15P105
(SEQ ID NO: 49) y D15P106 (SEQ ID NO: 50) se obtuvieron con mas de 95% de
pureza, y el andlisis por ESI-MS corroboré sus masas moleculares de 1245,7 Da y
1176,6 Da, respectivamente. El ensayo de fosforilacion se realizd segun se describe
en el Ejemplo 2, y se obtuvieron valores de inhibicion de la fosforilacion de 87% y
82%, respectivamente, lo que confirmé la capacidad de ambos péptidos de inhibir la
fosforilacion mediada por CK2 en la proteina E7 del VPH-16.

Los resultados de este ejemplo evidencian que la introduccién de un segundo Trp en
las posiciones X4 y Xs de la secuencia del polipéptido A14P46 (SEQ ID NO: 35),
favorece la interaccién del péptido con el sitio fosfoaceptor, y por tanto su capacidad
de inhibir la fosforilacion por CK2. Se demuestra que los polipéptidos A15P36 y
A15P37 son mas potentes que el CIGB-300 en su capacidad de inhibir la proliferacion
celular en las lineas celulares de cancer de pancreas (AsPC-1, PanC-1) y leucemia
mieloide aguda (OCI-AML3). Ambos polipéptidos tienen la ventaja adicional de que
son secuencias lineales de menor tamafo, quimicamente mas estables, por no
presentar residuos sensibles como metionina y cisteina. Ademas, son mas atractivos
desde el punto de vista productivo.

Ejemplo 6. Optimizacién de los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 47
y SEQ ID NO: 48 por introducciéon de aminoacidos no naturales (D- y L-N-metil
aminoacidos).

Con el objetivo de proteger los polipéptidos A15P36 (SEQ ID NO: 47) y A15P37
(SEQ ID NO: 48) de la accion de las endopeptidasas en los fluidos bioldgicos, se
introdujeron aminoacidos no naturales en aquellos sitios de la secuencia mas
propensos a la degradacion por tripsina y quimotripsina. Los sitios mas sensibles a la
protedlisis se predijeron con la ayuda del sitio Expasy (http://www.expasy.org)
(Gasteiger E., et al., 2003, Nucleic Acids Research. 31(13): 3784-3788). Se incorpord
D-Arg en la Rg del Tat y se evalué la proteccion de la Kig, la R17 y la Yaq, con la
introduccion de D-Lys, D-Arg y NMe-Tyr, respectivamente. Se acetilé el N-terminal de
cada polipéptido para protegerlo de las N-peptidasas. Los polipéptidos E17P01,
E17P02 y E17P03 (SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 53) son derivados del A15P36 y los
polipéptidos D17P78, D17P79 y D17P80 (SEQ ID NO: 54 - SEQ ID NO: 56) son
derivados del A15P37. Los polipéptidos se sintetizaron sobre la resina MBHA con el
empleo de la quimica Fmoc/tBu, se purificaron por RP-HPLC y se corroboré la

identidad por ESI-MS. Como se aprecia en la Tabla 8, todos se obtuvieron con mas
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del 95% de pureza y el analisis por ESI-MS corroboroé la identidad de la molécula.
Tabla 8. Caracterizacion de los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 51-
SEQ ID NO: 56.

-Ar
51 E17P01 o 98,4 3058,8
BA-R(D-Lys) RWRYWP

Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-
52 E17P02 96,3 3058,8
BA-RK(D-Arg) WRYWP

Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-
53 E17P03 96,6 3072,8
BA-RKRWR(NMe-Tyr)WP

Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-
54 D17P78 97,3 2989,7
BA-R(D-Lys)RSWYWP

Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-
55 D17P79 98,2 2989,7
BA-RK(D-Arg)SWYWP

Ac-GRKKRRQ(D-Arg)RRPPQ-
56 D17P80 95,7 3003,7
BA-RKRSW(NMe-Tyr)WP

Para corroborar que la introduccion de los aminoacidos no naturales no afecta la
capacidad de los polipéptidos de interaccionar con el sitio fosfoaceptor de la enzima
CK2 en la proteina E7, se siguid el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Los seis
polipéptidos acoplados a la resina desarrollaron un color azul intenso después del
ensayo enzimatico, lo que evidencia la interaccion con el sitio fosfoaceptor de la
enzima CK2 en el sustrato E7 modelo. Por otra parte, para demostrar que la
modificacién no afecta el efecto de los péptidos sobre la fosforilacién por la enzima
CK2 en la proteina E7, se siguio el procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Los
polipéptidos E17P01-E17P03 y D17P78-D17P80, identificados con las SEQ ID
NO: 51 - SEQ ID NO: 56, mantienen la capacidad de inhibir la fosforilacion mediada
por CK2 en la proteina E7 del VPH-16, se obtuvieron valores de inhibicién de la
fosforilacion entre 83 y 90%.

Los ensayos antiproliferativos se realizaron en las lineas celulares NCI-H125, Hep2C
(carcinoma de laringe) y en dos lineas de cancer de vejiga (MGH-U3 y MGH-U4). El
ensayo se llevd a cabo por el procedimiento descrito previamente (Perera Y., et al,
2012, Pept. Sci, 18 (4):215-23).

En las Figuras 8 y 9 se presentan las curvas de dosis-efecto en la linea celular NCI-

PCT/CU2022/050007
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H125 de los polipéptidos E17P01, E17P02 y E17P03 (SEQ ID NO: 51- SEQ ID
NO: 53) y D17P78, D17P79 y D17P80 (SEQ ID NO: 54- SEQ ID NO: 56),
respectivamente. En cada caso se incluye el péptido control CIGB-300 y los
polipéptidos precursores A15P36 y A15P37, respectivamente. Los seis polipéptidos
fueron capaces de producir un efecto de manera dosis-dependiente sobre la
proliferacién de las células de la linea NCI-H125. En las lineas celulares Hep2C,
MGH-U3 y MGH-U4 los seis polipéptidos también mostraron un patrén dosis-
respuesta.

En la Tabla 9 se resumen los valores de Clso de los polipéptidos E17P01, E17P02,
E17P03, D17P78, D17P79 y D17P80 (SEQ ID NO: 51- SEQ ID NO: 56) obtenidos en
las lineas celulares NCI-H125, Hep2C, MGH-U3 y MGH-U4, en comparacién con sus
precursores y el péptido control CIGB-300.

Tabla 9. Valores de Clso de los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 51 -
SEQ ID NO: 56 en las lineas celulares NCI-H125, Hep2C, MGH-U3 y MGH-U4.

51 E17P01 20 11 65 53
52 E17P02 27 26 55 38
53 E17P03 47 11 29 33
54 D17P78 14 20 86 89
55 D17P79 21 18 77 69
56 D17P80 13 24 65 70
47 A15P36 42 44 - -

48 A15P37 46 48 - -

64 CIGB-300 64 61 327 335

Se incluyen los valores obtenidos para los polipéptidos controles A15P36, A15P37 y CIGB-
300.

En la Tabla 9 se observa que los valores de Clsp de los polipéptidos identificados
como SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 56, en las lineas celulares NCI-H125, Hep2C,
MGH-U3 y MGH-U4, son menores que los obtenidos para el péptido CIGB-300, lo
que demuestra que son mas potentes en cuanto a su efecto antiproliferativo. En el

caso de las lineas de cancer de vejiga (MGH-U3 y MGH-U4), sorprendentemente, los
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valores de Clsg llegan a ser inferiores en un orden de magnitud respecto al CIGB-300,
lo cual es muy atractivo, por ser un nicho poco explorado, no resuelto y con una alta
incidencia en salud. Las modificaciones en los polipéptidos A15P36 y A15P37 se
introdujeron para aumentar la estabilidad a proteasas. Sin embargo, de manera
sorprendente, también se logré potenciar la capacidad de inhibir la fosforilacién por
CK2.

Para corroborar que la actividad biolégica de los péptidos identificados como SEQ ID
NO: 51 - SEQ ID NO: 56 solo se atribuye a sus cargos, se sintetizaron péptidos sin la
secuencia Tat y la BA, con el empleo del procedimiento de sintesis descrito en este
mismo ejemplo. Los péptidos D17P81- D17P86 (SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO: 62) se
obtuvieron con mas de 95% de pureza y el analisis por ESI-MS corroboro6 la identidad
de las moléculas obtenidas con las disefiadas (Tabla 10).

Tabla 10. Caracterizacién de los péptidos identificados como SEQ ID NO: 57-
SEQID NO: 62.

57 D17P81 R(D-Lys) RWRYWP 98,5 12457
58 D17P82 RK(D-Arg)WRYWP 97,6 12457
59 D17P83 RKRWR(NMe-Tyr)WP 95,8 1259,7
60 D17P84 R(D-Lys)RSWYWP 96,3 1176,7
61 D17P85 RK(D-Arg)SWYWP 97,8 1176,7
62 D17P86 RKRSW(NMe-Tyr)WP 95,56 1190,6

El ensayo de fosforilacion se realizd segun se describe en el Ejemplo 2, y se
obtuvieron valores de inhibicion de la fosforilaciéon entre 83 y 90%, lo que confirmé la
capacidad de dichos péptidos de inhibir la fosforilacion mediada por CK2 en la
proteina E7 del VPH-16.

En resumen, los polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 51 - SEQ ID NO: 56 son
mas potentes que el péptido CIGB-300, en cuanto a su capacidad de inhibir la
proliferacién celular, en particular fue sorprendente su actividad inhibitoria en las
lineas de cancer de vejiga (MGH-U3 y MGH-U4). Ademas, estos péptidos son
lineales, de menor tamano, y quimicamente mas estables, lo que trae indudables

ventajas desde el punto de vista productivo.
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Ejemplo 7. Efecto antitumoral de polipéptido inhibidor de la fosforilacién por
CK2 en un modelo de tumor humano de vejiga implantado en ratones atimicos.
Para estos ensayos se utilizaron ratones BalbC atimicos, de sexo femenino, de entre
6y 8 semanas de nacidos. Se emplearon células MGH-U3, procedentes de carcinoma
de células de vejiga. Para la implantacién del tumor en este modelo, las células fueron
resuspendidas en PBS, a una concentracion de 1 000 000 células por mililitro. La
suspensién celular fue inoculada por via subcutanea en la cavidad abdominal de los
animales. La administracion del polipéptido E17P01 (identificado como SEQ ID
NO: 51) o del CIGB-300 se inici6 5 dias después de inoculadas las células tumorales,
y continué durante 5 dias consecutivos, por via intraperitoneal. El polipéptido y el
péptido se disolvieron en PBS. La dosis administrada fue de 20 ug, que se
corresponde con 1 mg/kg de peso. A diferentes tiempos, se midié el volumen tumoral
(en mm?3), como parametro para evaluar el efecto antitumoral del polipéptido. Como
se observa en la Figura 10, el polipéptido E17P01 mostré su capacidad de inhibir la
progresion del tumor, que fue mayor que la observada para el CIGB-300. Estos
resultados evidenciaron la eficacia antitumoral del polipéptido identificado como SEQ
ID NO:51 en un modelo de tumores humanos implantados en animales de

experimentacion.
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REIVINDICACIONES

PEPTIDOS LINEALES QUE INHIBEN LA FOSFORILACION MEDIADA POR CK2Y
COMPOSICIONES QUE LOS COMPRENDEN

1.

Péptido lineal que inhibe |a fosforilacion mediada por la enzima Caseina Kinasa
2 (CK2) que se caracteriza porque posee una secuencia de aminoacidos que
se selecciona del grupo compuesto por las secuencias identificadas como SEQ
ID NO: 45, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, y SEQ ID NO: 57 - SEQ ID NO:
62.

Polipéptido que comprende el péptido lineal que inhibe la fosforilacién mediada
por la enzima Caseina Kinasa 2 (CK2) de la reivindicaciéon 1 y un péptido de
penetracion intracelular.

El polipéptido de lareivindicacion 2 donde el péptido de penetraciéon intracelular
es un péptido proveniente de la proteina Tat1 del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana.

El polipéptido de lareivindicacion 2 donde el péptido de penetraciéon intracelular
posee una secuencia de aminoacidos que se identifica como SEQ ID NO: 65
o SEQ ID NO: 66.

El polipéptido de la reivindicacidon 4 que posee una secuencia de aminoacidos
que se selecciona del grupo compuesto por las secuencias identificadas como
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, y SEQ ID NO: 51 - SEQ ID
NO: 56.

Una composicién farmacéutica que comprende al menos un péptido lineal que
inhibe la fosforilacidn mediada por Caseina Kinasa 2 (CK2) de la reivindicacion
1 0 un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La composicidn farmacéutica de la reivindicacién 6 que es formulada para su
administracién por ruta sistémica, intratumoral, oral o mucosal.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 6 que es util para el
tratamiento de tumores sélidos o liquidos.

Uso del péptido lineal que inhibe la fosforilacibn mediada por Caseina Kinasa
2 (CK2) de la reivindicacion 1 o del polipéptido de cualquiera de las

reivindicaciones 2-5 para la fabricaciéon de un medicamento.

10.El uso segun la reivindicacién 9 donde el medicamento se emplea en el

tratamiento de tumores sélidos o liquidos.
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11.Un método de tratamiento de tumores solidos o liquidos en un individuo que lo
necesita que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente
efectiva de la composicién farmacéutica de la reivindicacién 6.

12.El método de tratamiento de la reivindicacién 11 donde el tumor sélido es de
pulmoén, cérvix, laringe, pancreas, o vejiga.

13. El método de tratamiento de la reivindicacion 11 donde el tumor liquido es
leucemia linfocitica crénica, leucemia linfoblastica aguda tipo T o leucemia

mieloide aguda.
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