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DESCRIPCION
Inhibidor de la angiogénesis modificado con polietilenglicol HM-1 y aplicacion del mismo
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud es una solicitud en fase nacional de la solicitud internacional nimero PCT/CN2017/075864, presentada
el 7 de marzo de 2017, titulada "INHIBIDOR DE ANGIOGENESIS MODIFICADO CON POLIETILENGLICOL HM-1 Y
APLICACION DEL MISMO", que reivindica el beneficio prioritario de la solicitud de patente china n° 201610211000.5,
presentada el 6 de abril de 2016.

Campo técnico

La presente invencion se refiere en general al campo de los medicamentos polipeptidicos y, en particular, a un inhibidor
de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol y aplicacién del mismo.

Antecedentes

La angiogénesis se refiere a la generacion de nuevos capilares a partir de vasos sanguineos preexistentes en forma
de brotes o no, mediante la proliferacion y migracion de células endoteliales vasculares sobre la base de capilares y/o
vénulas existentes. La angiogénesis desempefia un papel muy importante en el proceso de formacién de la placenta,
el desarrollo del embrion y la curacion de las heridas. En muchas enfermedades, como los tumores, diversos tipos de
inflamacion y enfermedades oculares (tal como la Degeneracion Macular Relacionada con la Edad (AMD)), la
angiogénesis también desempefa un papel fundamental.

Los tumores malignos son la principal causa de muerte en la salud humana. En los ultimos afios, la incidencia y la
tasa de mortalidad del cancer en China han aumentado. El crecimiento infinito, la invasion y la metastasis son signos
de malignidad del cancer y la principal causa de fracaso del tratamiento y de muerte. Por lo tanto, controlar el
crecimiento del tumor, la invasién y la metastasis es la principal medida para mejorar el pronéstico y la tasa de
supervivencia. En los afios 70, Folkman propuso por primera vez en el New England Journal of Medicine que el
crecimiento de los tumores depende de la neovascularizacion. La angiogénesis tumoral es la base morfoldgica del
crecimiento del tumor y de la metastasis. No sélo proporciona nutricion y oxigeno a los tumores, sino que también
exporta un gran numero de células tumorales al huésped, lo que provoca el crecimiento del tumor y la metastasis. La
mayoria de los tumores soélidos malignos, como el cancer de ovario, el cancer de higado, el cancer cervical y el cancer
de mama, son tumores dependientes de los vasos sanguineos. Por lo tanto, la inhibicidon de la angiogénesis tumoral
es una importante medida contra el cancer.

Las enfermedades inflamatorias de la artritis son una de las enfermedades mas comunes que ponen en peligro la
salud humana. Son enfermedades inflamatorias que se producen en las articulaciones humanas y en los tejidos
circundantes. El nimero de personas que padecen estas enfermedades en China aumenta afio tras afio. Estas
enfermedades incluyen principalmente la artritis reumatoide, la artritis gotosa, la artritis reactiva, la artrosis, la artritis
psoriasica, la artritis infecciosa, la artritis traumatica y la espondilitis anquilosante. La artritis reumatoide (RA) es una
artritis cronica progresiva cuya causa aun no se ha afirmado. Generalmente se considera un trastorno autoinmune y
es el resultado de la destruccion fratricida del sistema de defensa del organismo. La genética, la infeccion, el frio y la
humedad, etc., pueden ser factores patogenos. En el proceso patolégico de la RA, la angiogénesis es un cambio
histolégico de referencia. La neovascularizacion va acompafada de hiperplasia sinovial e infiltracion de células
inflamatorias, que es la base de la formacion de vasoespasmos y de la destruccion articular en la RA. Por lo tanto, la
inhibicion de la formacion de nuevos vasos sanguineos es la clave para el tratamiento de dichas enfermedades. La
inhibicion de la angiogénesis no sélo impide el suministro de oxigeno y nutrientes a la membrana sinovial, sino que
también conduce directamente a la degeneracion de los vasos sanguineos, inhibiendo asi el crecimiento sinovial de
la RA.

La patogénesis de las enfermedades oftalmoldgicas, como la enfermedad ocular neovascular del Iris, la enfermedad
ocular neovascular de la coroides, la enfermedad ocular neovascular de la retina y la enfermedad ocular neovascular
de la cornea, esta relacionada con la formacién excesiva de nuevos vasos sanguineos. Al carecer de la estructura
fisiolégica normal de los vasos sanguineos maduros, los nuevos vasos sanguineos tienen una alta permeabilidad, son
faciles de romper, como resultado la sangre fluye hacia la cavidad vitrea, causando hemorragias en el fondo de ojo,
lo que lleva a la vision borrosa o a la pérdida total de la visién en los pacientes, lo que afecta seriamente a la calidad
de vida de los mismos. Por lo tanto, la inhibicion de la angiogénesis es la clave para el tratamiento de estas
enfermedades, y la proliferacion y migracion de las células endoteliales es un paso clave en la formacion de nuevos
vasos sanguineos.

La endostatina (ES) es el fragmento de la regidon carboxi-terminal sin colageno del colageno XVIII macromolecular
compuesto por 183 residuos de aminoacidos con una masa molecular relativa de 20 kD. La endostatina es un inhibidor
de la angiogénesis que impide el suministro de nutrientes a los tumores al inhibir la neovascularizacién tumoral. Como
puede actuar especificamente sobre las células endoteliales y no tiene un efecto significativo sobre los vasos
sanguineos de los tejidos normales, no tiene efectos toxicos ni secundarios y no produce resistencia a los farmacos.
La endostatina ha demostrado cierto efecto antitumoral en modelos animales in vivo, pero no tiene un efecto
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antitumoral significativo en los ensayos clinicos. La US Food and Drug Administration (FDA) rechazo finalmente una
solicitud de farmaco basada en la endostatina. La literatura relacionada informa de que el péptido formado por los
aminoacidos (aa) 6° a 49° y los aminoacidos 134° a 178° de la endostatina puede inhibir la proliferacién y la migracion
de las células endoteliales de la vena umbilical humana, y la actividad es incluso mayor que la de la propia endostatina.
Por lo tanto, el truncamiento de la endostatina y la identificacion de posibles fragmentos activos no sélo revelaria el
mecanismo de la macromolécula, sino que también reduciria el coste del desarrollo de farmacos y proporcionaria
informacion para el desarrollo de tratamientos basados en péptidos para estas enfermedades.

La integrina es una familia de receptores que reconoce una variedad de componentes de la matriz extracelular. Esta
ampliamente distribuido en la superficie celular y media en la adhesién de célula a matriz extracelular y de célula a
célula. También interviene en la angiogénesis al conectar las proteinas del citoesqueleto intracelular con las moléculas
de la matriz extracelular. Estos receptores estan compuestos por dos cadenas a y . Actualmente, se han encontrado
15 cadenas a y 9 cadenas . La combinacion de diferentes cadenas a y 8 determina la especificidad de los ligandos,
las integrinas a1B1, a2B1, a3p1, a6B1, a6B4, asp1, ayBs y avB5 estan implicadas en la angiogénesis y la migracion
celular, y a,83 puede afectar a varios procesos clave en la carcinogénesis. La a,f33 puede expresarse en una variedad
de tipos de células, reconoce el Arg-Gly-Asp (RGD) en la molécula ligando, y esta implicada en la angiogénesis
tumoral, la invasion, la metastasis, la inflamacion, la curacion de heridas y la fisiologia y patologia de la coagulacion.
Por lo tanto, la secuencia RGD puede utilizarse como portadora para dirigir el transporte a las células endoteliales
neovasculares, logrando asi un tratamiento mas eficaz para las enfermedades neovasculares. La solicitud de patente
Z1.201410324568.9 titulada "polipéptido de fusion multifuncional, procedimiento de preparacion y aplicacion del
mismo", introdujo varios polipéptidos inhibidores de la angiogénesis, uno de los cuales es HM-1, y la secuencia es:
Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp. Esta secuencia contiene la secuencia del ligando de la
integrina (Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp) y la secuencia de inhibicion de la neovascularizacion (Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-
Ala). Este polipéptido ha demostrado tener un buen efecto antitumoral mediante repetidas evaluaciones de actividad
in vitro e in vivo , y puede inhibir significativamente la migracion de las células endoteliales, inhibir la angiogénesis
tumoral y, por tanto, inhibir el crecimiento del tumor. Sin embargo, los polipéptidos mencionados tienen una semivida
corta y deben ser administrados con frecuencia, lo que conlleva dolor y molestias para el paciente.

En el informe de la literatura, la modificacion o alteracién de la estructura molecular es un procedimiento comun para
resolver el problema de la semivida corta y la administracion continua del farmaco. Entre ellas, la modificaciéon quimica
es la mas utilizada. EI modificador quimico comunmente utilizado es el polietilenglicol (PEG), el dextrano, el
poliaminoacido, el polianhidrido y similares. EI PEG no es toéxico, no es inmundgeno y es soluble en agua. Esta
reconocido por la FDA como material auxiliar y modificador para productos farmacéuticos. Tras la modificaciéon por
PEG, los farmacos basados en proteinas o péptidos aumentan su peso molecular y disminuyen la tasa de filtracion
glomerular. La funcion de barrera del PEG también protege a las proteinas y los péptidos de la hidrdlisis de las enzimas
proteoliticas y reduce la produccion de anticuerpos neutralizantes. Estos cambios mejoran las deficiencias de los
farmacos basados en proteinas o péptidos, como la rapida eliminacion del organismo, la alta inmunogenicidad, la corta
duracién de la concentracion efectiva del farmaco en la sangre y la administracion frecuente. Se han comercializado
diversos farmacos proteicos modificados con PEG. Sin embargo, el éxito de la modificacion con PEG es incierto,
impredecible y esta lejos de ser rutinario, ya que el PEG suele afectar negativamente a la actividad bioldgica de las
proteinas y los péptidos. La magnitud de los efectos esta relacionada con el modificador, las condiciones de
modificacion y la naturaleza de la proteina o del propio péptido. La actividad biolégica del producto modificado puede
determinarse mediante pruebas farmacodinamicas in vitro e in vivo .

Los inhibidores de la angiogénesis son una clase de farmacos que han recibido una gran atencién en el tratamiento
de las enfermedades neovasculares en los ultimos afios. Entre estos inhibidores de la angiogénesis, la angiostatina y
la endostatina son los mas destacados. Aunque estos inhibidores vasculares tienen perspectivas muy atractivas, sus
defectos son también muy evidentes: las dianas de los inhibidores de la angiogénesis no han quedado claras hasta
ahora, y la especificidad y selectividad de los vasos sanguineos no son lo suficientemente buenas, y el efecto es
limitado, lo que da lugar a grandes dosificaciones. Por lo tanto, un buen farmaco antiangiogénico debe ser especifico
para los marcadores moleculares de la neovascularizacion para lograr un efecto dirigido a la neovascularizacion, y
para aumentar el efecto inhibidor del farmaco sobre la angiogénesis en su conjunto. Es imprescindible lograr una
inhibicion eficaz de la angiogénesis con soélo dosis bajas de farmacos puede. Hasta ahora, se ha informado de que
Avastin se ha utilizado con éxito en el tratamiento de enfermedades oculares, y todavia no se ha desarrollado un
medicamento de este tipo en China. La inhibicion de la angiogénesis mediante la diana de integrina de la presente
invencién seria una nueva opcién para el tratamiento de dichas enfermedades oculares.

Zhendong LIU et al informan de que el HM-3 se ha modificado con diferentes polietilenglicoles (PEG) con el fin de
reducir la tasa de eliminacion plasmatica, prolongar la semivida en el organismo, mantener una alta concentracién de
HM-3 en la sangre y aumentar la eficacia terapéutica (INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES,
vol. 12, no. 4, 19 de abril de 2017, paginas 2650-2663). Beili Zhu et al informan de que el HM-3, un polipéptido derivado
de la endostatina modificado con RGD, es un potente inhibidor de la angiogénesis sintetizado. Sus sdlidos efectos
inhibidores de la migracion de las células endoteliales y del crecimiento tumoral se han demostrado mediante ensayos
de actividad in vivo e in vitro (JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, vol. 148, no. 3, 1 de septiembre de 2010, paginas 341-
347). Shen Hong et al divulga que "la PEGilacion mejora las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los
farmacos polipeptidicos. Después de la PEGilacion, el HM-3 modificado (PEG-HM-3) mostré una semivida prolongada
en la sangre. En este trabajo, se evalud el efecto antirreumatico del PEG-HM-3 y se investigd el objetivo de la
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angiogénesis y la inflamacion" (JOURNAL OF MATERIALS CHEMISTRY B, vol. 2, n® 7, 1 de enero de 2014, paginas
800-813). Dongging Yuan et al., investigan la farmacocinética del HM-3 administrado por via intravitrea en los ojos de
ratones como farmaco antiangiogénico para la degeneracion macular relacionada con la edad (CURRENT EYE
RESEARCH, vol. 39, n° 8, 21 de agosto de 2014 (2014-08-21), paginas 837-844).

El documento CN 104045718 divulga polipéptidos de fusion multifuncionales y sus procedimientos de preparacion y
uso. El polipéptido de fusiéon multifuncional es uno de los seis polipéptidos o cualquier combinaciéon multiple de los
mismos, que puede utilizarse para la prevencion y el tratamiento de tumores sélidos, artritis reumatoide y enfermedad
ocular neovascular.

SUMARIO

Problemas a resolver:

En vista de las deficiencias del polipéptido inhibidor de la angiogénesis HM-1 existente, tal como la corta semivida, la
alta tasa de eliminacién del plasma, la administracion frecuente, etc., la presente invencién proporciona un inhibidor
de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol y su aplicacién. EI HM-1 fue modificado por el PEG, pero
durante la modificacién del PEG, las condiciones de reaccién afectarian inevitablemente al rendimiento del producto
modificado, al tipo de producto y a la estabilidad del PEG. El tipo y el peso molecular del PEG también tienen cierto
grado de influencia en la actividad biolégica del producto modificado. Ademas, cuando los tipos de PEG son diferentes,
las condiciones de reaccién pueden producir subproductos, que afectan a la pureza del producto modificado y causan
ciertas dificultades para su aislamiento y purificacién. Por lo tanto, se exploraron PEG con diferentes pesos
moleculares y diferentes condiciones de reaccion para modificar el HM-1, y se encontrd inesperadamente un producto
de modificacion Unico que es estable, de alto rendimiento y eficaz. Los productos modificados se sometieron a diversas
pruebas in vitro e in vivo para comprobar su eficacia farmacolédgica. Se identifican mas productos modificados que
tienen una semivida prolongada in vivo y conservan una actividad biolégica de alto nivel para su uso futuro en la
prevencion y el tratamiento de tumores, diversos tipos de inflamacion y enfermedades oculares neovasculares.

Sin embargo, los productos modificados en estado de solucion tienen poca estabilidad y tienden a perder actividad
durante el proceso de produccion. Para mejorar su estabilidad, la solucion del producto modificado se somete a una
concentracion por evaporacion rotativa, se seca por congelacion al vacio y se almacena a -70 °C; ya que los productos
modificados en estado de solucién tienen poca estabilidad, son sensibles a las altas temperaturas, y la temperatura
durante la evaporacion rotativa puede ser elevada. El tiempo excesivo empleado durante la evaporacion rotativa puede
acelerar la degradacion del producto modificado; si la temperatura se hace demasiado baja durante el proceso de
concentracion, éste puede prolongarse indebidamente, lo que también puede afectar negativamente a la estabilidad
de los productos. Por lo tanto, también exploramos la temperatura y el tiempo de la evaporacion rotativa para
establecer las condiciones en las que el proceso de concentracién puede terminar lo mas rapidamente posible sin
afectar a la estabilidad del producto.

Soluciones técnicas:

Para resolver los problemas anteriores, la solucion técnica adoptada por la presente invencion es la siguiente:

Un inhibidor de la angiogénesis modificado con polietilenglicol HM-1 que tiene la secuencia de mPEG-Arg-Gly-Ala-
Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp.

Preferentemente, el mMPEG es mPEG-SC (carbonato de monometoxi polietilenglicol succinimida), mPEG,-NHS (éster
succinimidilico de monometoxi polietilenglicol ramificado) mMPEG-ALD (polietilenglicol-propionaldehido
monometoxilado) o mMPEG-bALD (polietilenglicol-butaldehido monometoxilado), en los que el peso molecular que varia
de PEG es de 500 a 40.000 daltons.

Preferentemente, las secuencias son:

mPEG-SCs,-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-SCok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-SCaok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-SCaok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG;,-NHSs-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG2-NHS 10k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG2-NHS0k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG2-NHS40k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-ALDs-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-ALD10k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-ALDq-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-ALDaok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-bALDsk-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-bALD1o-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-bALDg-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp; o

4



10

15

20

25

30

35

40

ES 2890 733 T3

MPEG-bALD4ok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp.

Un medicamento, medicina o farmaco hecho de, o una aplicacion del inhibidor de la angiogénesis modificado con
polietilenglicol HM-1 descrito anteriormente, para su uso en el tratamiento de tumores, inflamacion y enfermedades
oculares neovasculares mediante la inhibicion de la neovascularizacion.

Preferentemente, los tumores comprenden un cancer primario o secundario, melanoma, hemangiomas y sarcomas
originados en la cabeza humana, cuello, cerebro, tiroides, eséfago, pancreas, pulmén, higado, estbmago, mama, rifién,
vesicula biliar, colon o recto, ovario, cuello uterino, Utero, prostata, vejiga y testiculos.

Preferentemente, la inflamacion comprende la artritis reumatoide, la artritis gotosa, la artritis reactiva, la artrosis, la
artritis psoriasica, la artritis infecciosa, la artritis traumatica y la espondilitis anquilosante.

Preferentemente, las enfermedades oculares neovasculares comprenden la enfermedad ocular neovascular del iris,
la enfermedad ocular neovascular de la coroides, la enfermedad ocular neovascular de la retina y la enfermedad ocular
neovascular de la cérnea.

Un medicamento para su uso en el tratamiento de tumores, inflamaciones y enfermedades oculares neovasculares
mediante la inhibicion de la neovascularizacién, en el que el medicamento contiene el inhibidor de la angiogénesis
modificado con polietilenglicol HM-1 descrito anteriormente, en el que la administracién del medicamento es por
inyeccion.

Preferentemente, la administracion del medicamento incluye la inyeccion subcutanea, la inyeccion intramuscular, la
inyeccion intravenosa, la inyeccion vitrea intraocular y el goteo intravenoso.

El procedimiento de preparacion del inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol anterior, que
incluye los pasos de: (1) sintetizar el péptido con la secuencia Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
(2) modificar el péptido Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp con mPEG; (3) separar y purificar los
productos modificados en el inhibidor de la angiogénesis HM-1 puro modificado con polietilenglicol en estado de
solucidn; (4) La solucion de productos modificados obtenida por aislamiento y purificacion se sometié a concentracion
por evaporacion rotatoria, seguida de secado por congelacion al vacio para obtener un polvo de productos
modificados, que se almacené a -70 °C.

El proceso especifico de modificacion con mPEG de la HM-1 es el siguiente: se exploraron inicialmente y se
reoptimizaron diversas condiciones que pueden afectar a la reaccion de modificacion, incluyendo: la temperatura de
reaccion, el tiempo de reaccion, la relacion molar entre el mMPEG y la HM-1, el tipo de tampon, el pH del tampoén, la
concentracion del tampén (Tabla 2), la concentracion del polipéptido y la concentracion del agente reductor
cianoborohidruro de sodio (NaCNBHj3), y se analiz6 la tasa de modificacion del producto tnico modificado mediante el
procedimiento de normalizacion de areas utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento. El analisis se llevo a
cabo para seleccionar diversas condiciones de reaccién en las que el rendimiento de diversos productos de
modificacion simple de HM-1 modificados con mPEG fuera alto. Las condiciones cromatograficas especificas son:

Columna analitica: COSMOSIL, 250 mm x 4,6 mm (5 ymresina);

Fase movil: la fase A es agua (mas 0,1 % de TFA), la fase B es acetonitrilo (mas 0,1 % de TFA);
Cantidad de carga: 20 pl;

Caudal: 1 ml/min;

Longitud de onda de deteccién: 220 nm;

Gradiente de elucion: véase la Tabla 1

Tabla 1 Gradiente de elucion utilizado para detectar el rendimiento de los productos modificados

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% longitud de onda (nm)
0 1 95 5 220
5 1 88 12 220
17 1 60 40 220
30 1 30 70 220
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Tabla 2 Tampones para diversos mPEG

PH del
tampon

Concentracion del tampon
(mol/l)

0,05
7,56~8,5 0,1
0,2

0,05
8,0~9,0 0,1
0,2

0,05
NazHPO4-NaH2PO4 0,1
0,2

0,05
CH3COOH-NaCH>COOH 0,1
0,2

Tipo de PEG Tipo de tampones

mPEG-SC NazHPO4-NaH2PO4

mPEGz-NHS H3BO3-NazB407

mPEG-ALDy mPEG-bALD 5,0~6,0

La exploracion inicial de las diversas condiciones de modificacion de PEG se realizd de la siguiente manera: la
temperatura de reaccion se fijé en 4 °C, la relacion molar de mPEG a HM-1 se fij6 en 1,5:1, y la concentracion de
polipéptido se fijé en 1 mg/ml, y el tipo y la concentracion del tampoén de reacciéon se prueban y seleccionan: (1)
seleccidn de la concentracion de tampén para la modificacion de HM-1 por medio dePEG-SC: el tiempo de reaccion
fue de 6 horas, y se prepardé Na;HPO4-NaH;PO,4 con pH de 7,5, 8,0, 8,5 a concentraciones de 0,05 mol/l, 0,1 mol/l y
0,2 mol/l, respectivamente. Las reacciones de modificacion se llevaron a cabo con distintas concentraciones de tampén
y distintos pH de tampon, y se detectd la tasa de modificacion del producto Unico modificado. Los resultados mostraron
que el mPEG-SC con diferentes pesos moleculares tenia el mayor rendimiento de modificacion simple a la
concentracion de 0,1 mol/l y pH 8,5 en tampon Na;HPO4-NaH,PO,4, hasta el 90,0 %, y la tasa de modificacion
aumentaba con el incremento del pH. Por lo tanto, se utilizé el tampén Na;HPO4-NaH,PO4 de 0,1 mol/l para optimizar
las condiciones de modificacion del mMPEG-SC. (2) Cribado de la concentracion del tampon para la modificacion de
mPEG2-NHS de HM-1: la concentracion del agente reductor NaCNBH3; fue de 0,05 mol/l, y el tiempo de reaccion fue
de 10 horas, y los tampones H3BO3-NayB4O7 se prepararon a las concentraciones de 0,05 mol/l, 0,1 mol/l y 0,2 mol/
L, con pH de 8,0, 8,5 y 9,0. Las reacciones de modificacion se llevaron a cabo en tampones de diferentes
concentraciones y diferentes pH, y se midio la tasa de modificacion de los productos modificados individualmente. Los
resultados mostraron que el mMPEG2-NHS con diferentes pesos moleculares tenia el mayor rendimiento de
modificacion simple en el tampon H3BO3-NazBsO7 con una concentracion de 0,05 mol/l y pH 8,5, hasta el 58,8 %, pero
la produccion de subproductos aumentaba con el aumento del pH. Por lo tanto, se utilizé un tampén H3BO3-Na;B4O7
de 0,05 mol/l para optimizar las condiciones de modificacion del mMPEG,-NHS. (3) Cribado de las especies y la
concentracion de los tampones utilizados en la modificacion mPEG-ALD y mPEG-bALD de HM-1: el tiempo de
reaccion fue de 10 h, y el tampén Na;HPO4-NaH,PO4 y el tampon CH3COOH-NaCH,COOH se prepararon a las
concentraciones de 0,05 mol/l, 0,1 mol/l y 0,2 mol/l, con un pH de 5,0, 5,5y 6,0, y se midio la tasa de modificacién de
los productos modificados individuales en las diferentes concentraciones y los diferentes tampones de pH. Los
resultados mostraron que el mMPEG-ALD y el mPEG-bALD con diferentes pesos moleculares tenian el mayor
rendimiento de modificacion simple en el tampdn CH3COOH-NaCH>COOH a una concentracion de 0,1 mol/l y pH 5,5,
con los mayores rendimientos de 85,6 % y 96,2 %, respectivamente. Como resultado, se realizé una optimizacion
adicional de las condiciones de modificacion de mPEG-ALD y mPEG-bALD utilizando un tampén CH3COOH-
NaCH,COOH de 0,1 mol/l.

La optimizacion adicional de diversas condiciones de modificacion de PEG se realizd de la siguiente manera:
basandose en los resultados de la exploracion inicial, bajo las concentraciones de tampén seleccionadas y los tipos
de tampon para diversas modificaciones de PEG, se optimizaron ain mas otros factores clave. (1) Optimizacion de
las condiciones para la modificacion mPEG-SC de HM-1: en la condicion fija de la temperatura de reaccién de 4 °C,
una concentracion de péptido de 1 mg/ml, y un tampén de 0,1 mol/l de Na;HPO4-NaH;PO4, se sometieron a una
prueba ortogonal de tres factores la relacion molar de mPEG a HM-1, el pH del tampén y el tiempo de reaccion (Tabla
3). Los resultados de las pruebas ortogonales se analizaron mediante el analisis de intervalos. EI cambio de pH del
tampon fue el factor clave que afect6 a la reaccion. Las tasas medias de modificacion a pH 7,5, 8,0 y 8,5 fueron del
50,88 %, 74,55 % y 81,68 %, respectivamente. El efecto es significativo, y el pH del tampdn puede ser reoptimizado.
(2) Optimizacioén de las condiciones para la modificacion por mPEG,-NHS de la HM-1: a una temperatura de reaccion
fija de 4 °C, una concentracion de péptido de 1 mg/ml, y un tampén de 0,05 mol/l de H3BO3-NazB4O7, se sometieron
tres factores que incluian la proporcion molar de mPEG a HM-1, el pH del tampén y el tiempo de reaccidn a una prueba
ortogonal de tres factores (Tabla 4). Los resultados de las pruebas ortogonales se analizaron mediante el analisis de
intervalos. El cambio de pH del tampdn fue el factor clave que afecté a la reaccién. Las tasas medias de modificacion
a pH 8,0, 8,5y 9,0 fueron del 37,40 %, 50,72 % y 25,63 %, respectivamente. El efecto es significativo, y a medida que
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aumenta el pH, se incrementa el contenido de subproductos, lo que no favorece el aislamiento y la purificacion del
producto modificado, por lo que se puede reoptimizar el pH del tampodn. (3) Optimizacion de las condiciones para la
modificacion mPEG-ALD y mPEG-bALD de HM-1: a una temperatura de reaccion fija de 4 °C, una concentracion de
péptido de 1 mg/ml y un tampén H3BO3-Na;B4O7 de 0,05 mol/l, se analizaron cuatro factores que incluian la relacion
molar pf mMPEG y HM-1, el pH del tampon, el tiempo de reaccion y la concentracion del agente reductor NaCNBH3; en
un ensayo ortogonal de cuatro factores y tres niveles (Tabla 5). Los resultados de las pruebas ortogonales se
analizaron mediante el analisis de intervalos. El pH del tampdn fue el factor clave que afecté a la modificacion de HM-
1 por mPEG-ALD. Las tasas medias de modificacién a pH 5,0, 5,5 y 6,0 fueron del 66,40 %, 75,00 % y 85,32 %,
respectivamente. El efecto sobre la tasa de modificacion fue significativo. La relaciéon molar entre el PEG y el péptido
fue el factor clave que influyé en la modificacion mPEG-ALD de la HM-1. Las tasas medias de modificacion en la
relacion molar de 1,1:1, 1,3:1y 1,5:1 son del 86,18 %, 87,63 % y 95,23 %, respectivamente. El efecto sobre la tasa de
modificacion fue significativo. Ademas, como el agente reductor NaCNBHj3 tiene cierta citotoxicidad, su dosis debe
reducirse al maximo. Por lo tanto, el pH del tampdn y la concentracion de NaCNBH3; pueden volver a optimizarse
durante la modificacion mPEG-ALD de HM-1, la proporcion molar de PEG a péptido y la concentracion de NaCNBH3
pueden volver a optimizarse durante la modificacion mPEG-bALD de HM-1.

Reoptimizacion de diversas condiciones de modificacion de PEG: los factores clave de las diferentes modificaciones
de PEG se reoptimizaron de acuerdo con los resultados de optimizacion de las condiciones de modificacion. (1)
reoptimizacion de las condiciones para la modificacion mMPEG-SC de HM-1: bajo la condicién de que la temperatura
de la reaccion fuera de 4 °C, la concentracion del péptido fuera de 1 mg/ml, la proporcion molar de mPEG a HM-1
fuera de 1,5:1, y el tiempo de reaccion fuera de 3 horas, el pH del tampén se reoptimizé en el tampon 0,1 mol/l
Na;HPOs-NaH,PO4 a pH 8,2, 8,3, 8,4, 8,5, 8,6 y 8,7, respectivamente. Los resultados mostraron que el rendimiento
de la modificacion simple aumentaba con el pH a 8,2-8,5. Cuando el pH era superior a 8,5, se producian subproductos
de la reaccion, y el rendimiento de los subproductos aumentaba con el incremento del pH, lo que no favorecia el
aislamiento y la purificacion de los productos modificados. Por lo tanto, el pH debe controlarse estrictamente a 8,5. (2)
Reoptimizacién de las condiciones para la modificacion por mPEG2-NHS de HM-1. Bajo la condicidon de que la
temperatura de la reaccion fuera de 4 °C, la concentracion del péptido fuera de 1 mg/ml, la relacion molar de mPEG a
HM-1 fuera de 1,5:1, y el tiempo de reaccion fuera de 10 h, el pH del tampo6n se reoptimizé en un tampdén H3BO3-
NazB4O7 de 0,05 mol/l a pH 8,3, 8,4, 8,5, 8,6 y 8,7, respectivamente. Los resultados mostraron que el rendimiento de
la modificacion simple aumentaba con el incremento del pH a pH 8,2-8,5. Cuando el pH era superior a 8,5, el
rendimiento del subproducto aumentaba con el aumento del pH y mostraba un patrén de pico en forma de hombro con
el producto objetivo, lo que no era propicio para el aislamiento y la purificacion del producto modificado, por lo que el
pH debia controlarse estrictamente a 8,5. (3) Reoptimizacién de las condiciones para la modificacion con mPEG-ALD
de la HM-1: 1) reoptimizacion del pH del tampon: bajo las condiciones de temperatura de reaccion fue de 4 °C, la
concentracion de péptido fue de 1 mg/ml, la relacién molar de mPEG a HM-1 fue de 1,5:1, la concentracion de
NaCNBH3; fue de 0,05 mol/l, y el tiempo de reaccién fue de 10 horas, el pH del tampdn se reoptimiza en tampon
CH3;COOH-NaCH2COOH de 0,1 mol/l con pH de 5,8, 5,9, 6,0, 6,1 y 6,2, respectivamente. Los resultados mostraron
que el rendimiento de la modificacion simple aumento ligeramente con el aumento del pH a pH 5,8-6,0. Cuando el pH
era superior a 6,0, aparecian subproductos, lo que no favorecia el aislamiento y la purificaciéon del producto modificado,
por lo que se control6 el pH a 5,8-6,0. 2) Reoptimizacion de la concentracion de NaCNBHa: bajo las condiciones de
temperatura de reaccion de 4 °C, concentracion de péptido de 1 mg/ml, relacion molar de mPEG a HM-1 de 1,5:1, pH
del tampén CH3COOH-NaCH,COOH de 6,0, tiempo de reaccion de 10 horas, la concentracion de NaCNBH3; se
reoptimizé cuando la concentracién de NaCNBH;3 fue de 0,02 mol/l, 0,03 mol/l, 0,04 mol/ly 0,05 mol/l, respectivamente.
Los resultados mostraron que cuando la concentracion de NaCNBH3 se redujo a 0,03 mol/l, la tasa de modificacion
fue equivalente a cuando el NaCNBH3; era de 0,05 mol/l. Cuando la concentracion se redujo a 0,02 mol/l, la tasa de
modificacion disminuyé significativamente. Por lo tanto, la concentracion de NaCNBH3; se redujo a 0,03 mol/l. (4) Re-
optimizacion de las condiciones para la modificacion mPEG-bALD de HM-1: 1) Reoptimizacion de la relacién molar
entre el mPEG y el HM-1: bajo las condiciones de temperatura de reaccion de 4 °C, concentracion de péptido de 1
mg/ml, concentracion de NaCNBH3 de 0,05 mol /I, y pH del tampénCH3COOH-NaCH,COOH de 6,0, se reoptimizo la
relacion molar entre el mMPEG y el HM-1 a una relacion molar entre el mPEG y el HM-1 de 1,3:1, 1,4:1 y 1,5:1. Los
resultados mostraron que la tasa de modificacién del producto aumentaba con el incremento de la proporciéon molar
de mPEG y HM-1, pero la diferencia no era evidente cuando la proporcién molar era de 1,4:1 y 1,5:1. Para ahorrar
costes, la relacion molar se fijé en 1,4:1. 2) Reoptimizacion de la concentracion de NaCNBHs: el procedimiento de
reoptimizacion y los resultados son los mismos que los de la modificacion mMPEG-ALD de HM-1.

Tabla 3 Protocolo de prueba ortogonal para la modificacion mPEG-SC de HM-1

Grupo de prueba Relacion molar de mPEG a HM-1 PH del tampon  Tiempo de reaccion (h)

1 1,1:1 7,5 1

2 1,1:1 8,0 2
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(continuacion)

Grupo de prueba Relacion molar de mPEG a HM-1 PH del tampon  Tiempo de reaccion (h)

3 1,1:1 8,5 3
4 1,3:1 7,5 2
5 1,3:1 8,0 3
6 1,3:1 8,5 1
7 1,5:1 7,5 3
8 1,5:1 8,0 1
9 1,5:1 8,5 2

Tabla 4 Protocolo de prueba ortogonal para la modificacion mPEG2-NHS de HM-1

Grupo de prueba Racién molar de mPEG aHM-1  PH del tampén  Tiempo de reaccion (h)

1 1,1:1 8,0 8
2 1,1:1 8,5 10
3 1,1:1 9,0 12
4 1,3:1 8,0 10
5 1,3:1 8,5 12
6 1,3:1 9,0 8
7 1,5:1 8,0 12
8 1,5:1 8,5 8
9 1,5:1 9,0 10

Tabla 5 Protocolo de prueba ortogonal para la modificacion mPEG-ALD y mPEG-bALD de HM-1

Grupo de Relacion molar de PH del Tiempo de Concentracion del
prueba mPEG a HM-1 tampon reaccion (h) reductor (mol/l)
1 1,11 5,0 6 0,03
2 1,11 5,5 8 0,04
3 1,11 6,0 10 0,05
4 1,31 5,0 8 0,05
5 1,31 5,5 10 0,03
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(continuacion)

Grupo de Relacion molar de PH del Tiempo de Concentracion del
prueba mPEG a HM-1 tampon reaccion (h) reductor (mol/l)
6 1,31 6,0 6 0,04
7 1,5:1 5,0 10 0,04
8 1,5:1 55 6 0,05
9 1,5:1 6,0 8 0,03

La exploracion de las condiciones de evaporacion rotativa: El objetivo principal de la evaporacion rotativa es eliminar
el disolvente organico de la solucién y concentrarla. Los dos factores principales que afectan a la tasa de evaporacion
rotativa y a la estabilidad de la muestra son la temperatura y el tiempo, y la duracion del tiempo también se ve afectada
por la temperatura. Asi, se exploraron estos dos factores para aumentar la eficacia del paso de concentracién en
condiciones que garanticen la estabilidad de la muestra. Dado que el producto modificado en estado de solucién es
sensible a la temperatura, cuando la temperatura es superior a 40 °C, se produce una degradacion significativa, por
lo que la temperatura se fija en 30-38 °C, y la solucién se concentra a 1/3 de la cantidad original a diferentes
temperaturas. El tiempo requerido y la estabilidad de la muestra se muestran en la Tabla 6. Los resultados mostraron
que el tiempo requerido para la concentracion a 37 °C era mas corto (40 min) y la estabilidad de la muestra era mayor,
por lo que se selecciond realizar el paso de concentracion por evaporacion rotativa a 37 °C.

Tabla 6 Exploraciéon de condiciones de evaporacion rotativa

Tiempo de Pureza de la muestra Pureza de la muestra

Grupo de prueba Temperatura (°C)  concentracion antes de la tras la concentracion
(min) concentracion (%) (%)
1 30 132 98,9 98,2
2 31 125 99,1 98,4
3 32 115 99,0 98,5
4 33 100 98,8 98,2
5 34 85 98,9 98,2
6 35 70 98,5 98,2
7 36 55 98,8 98,6
8 37 40 99,0 98,9
9 38 30 98,7 97,8

El estudio encontré6 que el péptido con la secuencia de Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala tiene el efecto de inhibir la
angiogénesis tumoral. La secuencia arginina-glicina-aspartato (RGD) es un importante ligando para la integrina, por
lo que el péptido Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp que contiene la secuencia RGD también puede reconocer especificamente
la integrina. El polipéptido inhibidor de la angiogénesis de la presente invencién es una conjuncién del péptido Arg-
Gly-Ala-Asp-Arg-Ala, que puede inhibir la angiogénesis, y el péptido Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp, que contiene Arg-Gly-
Asp (RGD) que tiene afinidad hacia la familia de las integrinas y se une especificamente a ellas, en el que la conjuncion
esta en el C-terminal del péptido Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala. La conjunciéon crea un polipéptido que tiene afinidad hacia
las integrinas y capacidad de unién a las mismas, y efecto inhibidor sobre la angiogénesis. Mientras tanto, el N-terminal
del polipéptido inhibidor de la angiogénesis con la capacidad de dirigirse a la integrina se optimizé especificamente
mediante la modificacién con polietilenglicol, y la secuencia final optimizada fue: mPEG-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-
Gly-Gly-Arg-Gly-Asp, que contiene PEG y un polipéptido de 13 aminoacidos. El objetivo de la secuencia RGD en el
polipéptido modificado es la integrina a,83 y asB+, pero el principal objetivo de unién sigue siendo la integrina a,f3. En
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combinacién con la secuencia de inhibicion de la neovascularizacion Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala, los polipéptidos inhiben
eficazmente la angiogénesis tumoral y, por tanto, el crecimiento del tumor y la metastasis. El polietilenglicol (PEG) es
un tipo de polimero macromolecular con propiedades fisicoquimicas Unicas. Es biocompatible, no téxico y no
antigénico. La principal funcion biolégica de los farmacos proteicos o peptidicos tras la modificacion con PEG
permanece inalterada, y la modificacion con PEG puede conferir a la proteina una serie de propiedades deseables:
(1) aumento de la estabilidad, prolongacion de la semivida plasmatica; (2) reduccidon de la inmunogenicidad y la
antigenicidad; (3) reduccion de los efectos secundarios téxicos; (4) reduccion de la posibilidad de degradacion por la
hidrolasa, reduccién de la tasa de eliminacion por el rifidn; (5) mejora de la distribucion del farmaco y del
comportamiento cinético, etc.

El polipéptido HM-1 se modifica con polietilenglicol y el objetivo no se modifica. Al mismo tiempo, la semivida in vivo
se prolonga, la tasa de eliminacion se reduce, la inmunogenicidad y la antigenicidad se reducen, mientras que la
actividad antitumoral permanece inalterada. Como resultado, la frecuencia de la administracion del farmaco se reduce,
de una vez al dia a una vez cada 2-3 dias para el HM-1 modificado con PEG.

Los inventores han descubierto y divulgado a través de extensos experimentos que el inhibidor de la angiogénesis
modificado con polietilenglicol, es de cir, el polipéptido, puede inhibir significativamente la proliferacion y la migracion
de las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC), y puede inhibir significativamente la proliferacion
de las células HelLa de cancer cervical humano, las células HCT 116 de cancer de colon humano, las células U87 de
tumores cerebrales humanos, las células MDA-MB-231 de cancer de mama humano y otras células cancerosas.

Los inventores han descubierto y divulgado a través de extensos experimentos que el inhibidor de la angiogénesis
modificado con polietilenglicol puede tratar eficazmente la inflamacién por angiogénesis. Los experimentos y las
pruebas demuestran que la presente invencion puede dirigirse al endotelio neovascular en el proceso de formacion
del vasoespasmo en la RA, inhibir la formacién de nuevos vasos sanguineos y, por lo tanto, lograr el efecto de prevenir
o tratar la artritis reumatoide. Ademas, la presente invencion demuestra, mediante el modelo de artritis reumatoide de
rata de tipo adyuvante y de artritis reumatoide de tipo colageno de raton DBA/1, que la presente invencion tiene efectos
notables de tratamiento de la artritis reumatoide con menos efectos secundarios, baja dosificacion y bajo coste.

Los inventores han descubierto y divulgado a través de extensos experimentos que el inhibidor de la angiogénesis
modificado con polietilenglicol puede inhibir la proliferacion de las células endoteliales vasculares de la retina humana
(HRCEC) de manera dependiente de la dosis dentro de un intervalo. El efecto del polipéptido inhibidor de la
angiogénesis sobre la neovascularizacion de la cérnea de ratén y la neovascularizacion del iris de conejo indica que
el inhibidor de la angiogénesis modificado con PEG de la presente invencion puede inhibir el crecimiento de la
neovascularizacion de la cornea y del iris y tiene el potencial de convertirse en un farmaco para tratar la enfermedad
ocular neovascular de la cornea y la enfermedad ocular neovascular del iris, con el potencial de tratar otras
enfermedades oculares neovasculares.

La coroides esta situada en la parte posterior del ojo. Las pruebas de los inventores han demostrado que los inhibidores
de la angiogénesis aqui divulgados pueden mejorar el flujo sanguineo coroideo, lo que indica que la coroides puede
ser alcanzada actualmente tras la circulacion sistémica o la via escleral-Uvea-nerviosa éptica tras la administracion del
farmaco, por lo que los inhibidores de la angiogénesis pueden ser utilizados para la prevencion o el tratamiento de la
degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) y otras enfermedades neovasculares coroideas. Al mismo
tiempo, al inhibir la formacién de neovascularizacién coroidea en ratas, puede tener cierto efecto terapéutico en las
enfermedades neovasculares coroideas, incluida la degeneracion macular relacionada con la edad.

El inhibidor de la angiogénesis modificado con polietilenglicol disefiado por la invencion es cientifico, razonable, factible
y eficaz, y puede utilizarse como farmaco terapéutico para tratar tumores humanos, diversos tipos de inflamacion y
enfermedades oculares neovasculares, y amplia en gran medida el espectro de enfermedades tratables por esta clase
de inhibidor de la angiogénesis, proporcionando nuevas ideas y perspectivas para el desarrollo futuro de farmacos.

La semivida del polipéptido modificado HM-1 fue de 0,34 horas. La semivida del mPEG-HM-1 modificado por el
polietilenglicol se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7 Comparacion de la semivida de mPEG-HM-1y HM-1 (T+,2B es la semivida)

Farmaco T12B (h) CL (L/h/kg) AUCo. (mg/l/h) MRTo- (h)

HM-1 0,34+0,13 1..47+0,31 32,7948,23 0,067+0,01 3
mMPEG-SCs¢-HM-1 8,31+£0,12 0,0598+0,0108 4391,72+12,85 7,68+2,97

mMPEG-SCok-HM-1 15,18+0,11 0,0273+0,0056 4671,86+10,76 12,67+5,84
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(continuacion)

Farmaco T12B (h) CL (L/h/kg ) AUCy. (mg/l/h) MRTo- (h)
mMPEG-SCzk-HM-1 21,46+0,24  0,0135+0,0093  4310,23+12,98 17,64+12,6
MPEG-SCsok-HM-1 42,19+0,32  0,0068+0,0047  4365,64+11,06  16,36+10,28
mMPEG,-NHSg-HM-1 8,85+0,10 0,0527+0,0112  4789,25+12,08 8,0215,04
mMPEG,-NHS1gc-HM-1 15,27+0,11  0,0259+0,0062  4858,62+10,62 13,08+3,66
mMPEG,-NHS2k-HM-1 22,3840,34 0,0131+0,0102  4682,53+15,01 18,16+£10,22
MPEG2-NHS40k-HM-1 42,25+0,27  0,0066+0,0053  4579,47+13,52 15,2749,37
mPEG-ALDs¢-HM-1 9,13+0,11 0,0506+0,0094  4986,29+10,16 8,15+4,21
mMPEG-ALD1ox-HM-1 16,460,110  0,0255+0,0073 5067,9849,79 11,05+7,68
MPEG-ALD20x-HM-1 22,6510,21 00129+0,0106 5899,4616,68 18,65+2,57
MPEG-ALD4ox-HM-1 43,31+£0,22  0,0065+0,0058 5276,6949,84 16,52+3,06
mPEG-bALDsk-HM-1 9,35+0,12 0,0498+0,0097  4782,29+11,37 8,4616,95
MPEG-bALDgk-HM-1 16,83+0,13  0,0250+0,0105 5108,42+9,98 11,9718,86
mMPEG-bALD20-HM-1 22,94+0,24  0,0127+0,0093 5872,5618,72 18,3242,99
MPEG-bALDok-HM-1 43,88+0,20 0,0066+0,0066 5065,72+9,56 16,75+3,29

Efectos beneficiosos:

En comparacion con la técnica anterior, los efectos beneficiosos de la presente invencién son:

(1) En el caso de las moléculas polipeptidicas de las proteinas, cada cambio de aminoacido constituye una nueva
molécula, lo cual es una caracteristica de las macromoléculas bioldgicas. Por lo tanto, para las
biomacromoléculas, incluidas las moléculas peptidicas, ninguna de las tecnologias es universal. Es necesario
explorar y probar para averiguar si es adecuado para esta nueva molécula; el polipéptido de la presente invencion
es una molécula totalmente nueva disefiada por el inventor, y es la primera modificacion por polietilenglicol, que
requiere un gran ndmero de experimentos para obtener el efecto deseado, y no se puede realizar por
especulacion. El producto modificado por polietilenglicol (PEG) de la presente invencién también pertenece a una
molécula novedosa, y tiene efectos diferentes sobre la actividad de la molécula antes de la modificacion;

(2) En el caso de los polipéptidos, debido a su menor peso molecular relativo, la modificacion con PEG
macromolecular tiende a cubrir su sitio activo, lo que da lugar a una pérdida reducida o completa de su actividad;
ademas, cuando el polipéptido se modifica con PEG, es imprevisible que se produzca el problema de la baja tasa
de modificacion o la formacién de subproductos. Una molécula de farmaco ideal o adecuada, con actividad intacta
y semivida prolongada, sélo puede adquirirse mediante la seleccion de diferentes moléculas de PEG, y la
optimizacion y el cribado de diferentes condiciones de modificacion. La presente invencion utiliza PEG con pesos
moleculares de 5.000, 10.000, 20.000 y 40.000, respectivamente, para modificar el polipéptido, y se optimizan
gradualmente diversas condiciones que afectan a la modificacion del mismo, entre ellas: la temperatura de
reaccion, el tiempo de reaccion, la relacién molar entre el mMPEG y el HM-1, el tipo de tampodn, el pH del tampoén,
la concentracion del tampon, etc., y se seleccionan las condiciones de reaccion de modificacion con una alta tasa
de modificaciéon y pocos subproductos.

(3) Los tipos de PEG utilizados para modificar el polipéptido HM-1 en la presente invencion son el mMPEG-SC y el
mPEG2-NHS utilizados para la acilacion del grupo amino modificado, y el mMPEG-ALD y el mPEG-bALD utilizados
para la alquilacion del grupo amino modificado. Los estudios han demostrado que la actividad bioldgica de los
polipéptidos se redujo significativamente por la modificacion de PEG en general, y la semivida no fue
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necesariamente prolongada. Diferentes tipos y diferentes pesos moleculares de PEG tuvieron diferentes efectos
sobre la semivida y la actividad biolégica del HM-1. No es previsible obtener el resultado de la presente invencion,
en la que el polipéptido HM-1 fue tratado con PEG y después de la modificacion, el producto modificado tiene una
semivida muy prolongada y el polipéptido HM-1 modificado conserva su actividad biolégica original, como lo
demuestran las extensas pruebas farmacodinamicas in vitro e in vivo.

(4) La presente invencion divulga las moléculas novedosas mPEG-HM-1, que es el polipéptido HM-1 modificado
con PEG. Serealizaron amplios estudios de actividad in vitro e in vivo de los cuatro tipos mencionados de inhibidor
de la angiogénesis modificado con polietilenglicol mMPEG-HM-1. En el tratamiento de diversas enfermedades, se
comprobé que diversos productos modificados mantenian, a veces incluso superaban, la actividad del HM-1,
ampliando su valor social y econédmico.

Descripcion detallada
La invencion se describe adicionalmente a continuacién en relacion con realizaciones especificas.
Ejemplo 1: Preparacion y prueba del polipéptido inhibidor de la angiogénesis HM-1

El polipéptido HM-1 se sintetizé por sintesis en fase solida, se aisld y purifico por HPLC preparativa, y su pureza se
determiné por RP-HPLC analitica.

El procedimiento de sintesis en fase solida del polipéptido HM-1 se basa en la resina Fmoc-wang o en la resina Fmoc-
CTC como material de partida, posteriormente se afiadieron secuencialmente aminoacidos protegidos para formar el
dipéptido, el tripéptido,... hasta llegar al péptido de trece aminoacidos. Una vez completada la elongacion del péptido,
éste se lavd completamente, se escindio y se sometié a un post-procesamiento para obtener un producto crudo
inhibidor de la angiogénesis. El producto crudo del inhibidor de la angiogénesis se disolvio, se purificd por fase liquida
preparatoria de alto rendimiento dos veces, se concentrd por liofilizacién para obtener un producto puro, y finalmente
se purificd por una tercera purificaciéon hasta obtener un producto polipeptidico refinado. Este procedimiento no sélo
garantiza la eficacia de la sintesis, sino que también mejora la pureza del producto.

1. Los pasos para la adicion secuencial de aminoacidos son los siguientes:

Se pesan la cantidad adecuada de resina Fmoc-wang o de resina Fmoc-CTC, verterla en la columna de reaccién con
nucleo de arena de vidrio y afiadir CH2Cl, para que la resina se expanda completamente.

a. Desproteccion: afadir una cantidad adecuada de solucion de desproteccion de hexahidropiridina/DMF, dejar
reaccionar durante un periodo de tiempo, drenar la solucion de desproteccion, lavar una vez con DMF, y afadir
una cantidad adecuada de la soluciéon de desproteccion por segunda vez para que reaccione, eliminar el grupo
protector Fmoc;

b. Lavado: drenar la soluciéon de desproteccion, lavar la resina varias veces con DMF y lavar a fondo los
subproductos;

c. conexion: el aminoacido protegido y el reactivo activador utilizado para la adicion del aminoacido se disolvieron
en DMF y en un agente condensador, se mezclaron bien, la temperatura se controlé a unos 34 °C, y se reaccion6
completamente en el recipiente de reaccion;

d. Lavado: La solucién de reaccion se drend, la resina se lavo a fondo con DMF y se lavé el subproducto.
2. Los pasos para escindir o cortar el péptido son los siguientes:

La resina seca se colocd en un matraz de fondo redondo, se afiadi6 el lisado para escindir completamente el péptido
intermedio de 13 aminoacidos sintetizado, y se separo el polipéptido escindido de la resina mediante un embudo con
nucleo de arena. La composiciéon volumétrica del lisado fue: acido trifluoroacético: Fenol: agua: Sulfuro de bencilo:
EDT=90:3:3:2:2.

3. Los pasos para el post-procesamiento son los siguientes:

El polipéptido se precipitd primero afiadiendo éter anhidro a la solucién de escision, luego se centrifugo, se vertié el
sobrenadante, se lavo el polipéptido con éter dietilico anhidro y se seco para obtener un polipéptido crudo.

4. Los pasos para la purificacion son los siguientes: a. Disolucion: pesar con precision el producto crudo HM-1, afiadir
agua purificada adecuada para preparar una solucion de 5-20g/L, agitar con ultrasonidos hasta obtener una solucion
clara no granulada; b. Filtracion: La solucion cruda de HM-1 se filtr6 a través de un filtro mixto de arena de 0,45 pm; c.
Preparacion: primera purificacion, segunda purificacion y tercera purificacion por HPLC semipreparativa para obtener
un producto peptidico purificado, fase movil: la fase A era acetonitrilo, la fase B era TFA al 0,1 % en agua.
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(DDepuracién de una sola vez: La columna se preparé con un 10 % de acetonitrilo y un 90 % de agua (mas un 0,1 %
de TFA) a un caudal de 60 ml/min, se enjuagd durante 10 minutos y se cargd con una bomba de infusion. El gradiente
de elucion se muestra en la Tabla 8.

La primera purificaciéon: La columna se prepar6 con un 10 % de acetonitrilo y un 90 % de agua (mas un 0,1 % de TFA)
a un caudal de 60 ml/min, se enjuagoé durante 10 minutos y se cargdé con una bomba de infusion. El gradiente de
elucion se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8 Gradiente de elucién de la primera purificacion

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda (nm)
0 60 10 90 220
40 60 20 80 220

Recoger la soluciéon que tenga un valor de absorcion superior a 200 mV a la longitud de onda ultravioleta de 220 nm,
combinar alicuotas con una pureza superior al 95 % para utilizarla como pico superior, que se sometera a la segunda
purificacion.

(2) Segunda purificacién: el pico superior se evaporé por rotacién para eliminar el disolvente organico, equilibrar una
columna preparativa con una solucion de 5 % de acetonitrilo y 95 % de agua (mas 0,1 % de TFA) a un caudal de 60
ml/minutos, lavar durante 10 minutos, utilizar la bomba de infusién para cargar. El gradiente de elucidon se muestra en
la Tabla 9.

Tabla 9 Gradiente de elucién de la segunda purificacion

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda (nm)
0 60 5 95 220
40 60 15 85 220

Recoger la solucion que tenga un valor de absorciéon superior a 200 mV a una longitud de onda ultravioleta de 220
nm, combinar las alicuotas con una pureza superior al 98,5 % como solucién de producto calificada. d. Concentracion,
filtracion, liofilizacion: La solucion de producto calificada se concentré bajo presién reducida a 37 °C utilizando un
evaporador rotatorio para eliminar el disolvente residual y parte del agua. Por ultimo, la solucion se filtrd a través de
un filtro de 0,22 pm, el filtrado se colocd en una bandeja de liofilizado y se liofilizd mediante un liofilizador para obtener
un producto puro.

Ejemplo 2: Paso de la modificacion del polietilenglicol a HM-1
1), modificacion mPEG-SC de los pasos HM-1
1. Reaccion de mPEG-SCskx con HM-1

Se pesan 0,25 g de mPEG-SCs, y 40 mg de HM-1 (relacién molar 1,5:1), colocar en 40 ml-100 ml de solucién tampdn
PBS con pH 8,0-8,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar.

2. Reaccion de mPEG-SC1okx con HM-1

Se pesan 0,5 g de mMPEG-SC1ok y 40 mg de HM-1 (relacién molar 1,5:1), colocar en 40 ml-100 ml de solucién tampon
PBS de pH 8,0-8,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar.

3. Reaccion de mPEG-SC2ox con HM-1

Se pesan 1 g de mPEG-SCyu y 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1), colocar en 40 ml-100 ml de solucion tampdn
PBS de pH 8,0-8,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar.

4. Reaccion de mPEG-SCa4okx con HM-1

Se pesan 2 g de mMPEG-SCaok ¥ 40 mg de HM-1 (relacién molar 1,5:1), se colocan en 40 mI-100 ml de solucion tampdn
PBS con pH 8,0-8,5, durante la noche a 4 °C, y se dejan reaccionar. EIl mPEG-SC que tiene un peso molecular que
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oscila entre 500 y 40.000 puede someterse a la reaccion de ligadura para sintetizar un polipéptido modificado segun
la presente realizacion.

2), modificacion mPEG2-NHS de los pasos de HM-1
1. Reaccion de mPEG2-NHSsk con HM-1

Se pesan 0,25 g de mPEG2-NHSs¢ y 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) en 40 ml-100 ml de una soluciéon tampdn
de acido borico de pH 8,5-9,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar.

2. Reaccion de mPEG2-NHS 10k con HM-1

Se pesan 0,5 g de mMPEG2-NHS ¢« y 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y colocarlos en 40 mI-100 ml de solucién
tampon de acido borico con pH 8,5-9,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar.

3. Reaccion de mPEG2-NHS20x con HM-1

Se pesan 1 g de mPEG,-NHS2« y 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y colocarlos en 40 mI-100 ml de solucion
tampon de acido borico con pH 8,5-9,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar.

4. Reaccion de mPEG2-NHS40x con HM-1

Se pesan 2 g de mPEG,-NHS40« y 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y colocarlos en 40 mI-100 ml de solucion
tampon de acido bérico con pH 8,5-9,5, durante la noche a 4 °C, dejar reaccionar. El mMPEG,-NHS que tiene un peso
molecular que oscila entre 500 y 40.000 puede someterse a una reaccion de ligadura para sintetizar un polipéptido
modificado segun la presente realizacion.

3), modificacion mPEG-ALD de los pasos de HM-1
1. Reaccion de mPEG-ALDsk con HM-1

Se pesan 0,25 g de mPEG-ALDskx 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHj3) en 40 mI-100 ml de PBS tamponado a pH 5,0-6,0. La solucion se dejo reaccionar suficientemente a 4 °C
durante la noche.

2. Reaccion de mPEG-ALD1ok con HM-1

Se pesan 0,5 g de MPEG-ALD1g, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de NaCNBH3 en 40 mI-100 ml de
solucién tampén PBS a pH 5,0-6,0 a 4 °C. Dejar toda la noche y permitir que reaccione adecuadamente.

3. Reacciéon de mPEG-ALD2ox con HM-1

Se pesan 1 g de mPEG-ALD2g, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHj3) en 40 ml-100 ml de PBS tamponado con pH 5,0-6,0. La solucidn se dejé reaccionar suficientemente a 4
°C durante la noche.

4. Reaccion de mPEG-ALD4ok con HM-1

Se pesan 2 g de mPEG-ALDag, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHj3) en 40 ml-100 ml de PBS tamponado con pH 5,0-6,0. La solucidn se dejé reaccionar suficientemente a 4
°C durante la noche. El mPEG-ALD que tiene un peso molecular en el intervalo de 500 a 40.000 puede ser sometido
a una reaccion de ligacion para sintetizar un polipéptido modificado segun la presente realizacion.

4), modificacion mPEG-bALD de los pasos de HM-1
1. Reaccion de mPEG-bALDsk con HM-1

Se pesan 0,25 g de mPEG-bALDs,, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHj3) en 40 ml-100 ml de PBS tamponado con pH 5,0-6,0. La solucidn se dejé reaccionar suficientemente a 4
°C durante la noche.

2. Reaccion de mPEG-bALD1ok con HM-1

Se pesan 0,5 g de mPEG-bALD 1o, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHj3) en 40 ml-100 ml de PBS tamponado con pH 5,0-6,0. La solucidn se dejé reaccionar suficientemente a 4
°C durante la noche.

3. Reaccion de mPEG-bALD2ok con HM-1
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Se pesan 1 g de mPEG-bALD2u, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:10 y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHj3) en 40 ml-100 ml de PBS tamponado con pH 5,0-6,0 La solucién se dejo reaccionar suficientemente a 4
°C durante la noche.

4. Reaccion de mPEG-bALDa4ox con HM-1

Se pesan 2 g de mMPEG-bALDag, 40 mg de HM-1 (relacion molar 1,5:1) y 126,2 mg de cianoborohidruro de sodio
(NaCNBHs3) en 40 ml-100 ml de PBS tamponado con pH 5,0-6,0. La solucidn se dejé reaccionar suficientemente a 4
°C durante la noche. EIl mMPEG-bALD que tiene un peso molecular que oscila entre 500 y 40.000 puede someterse a
una reaccion de ligadura para sintetizar un polipéptido modificado segun la presente realizacion.

Ejemplo 3: Pasos de separacion y purificacion del HM-1 modificado con polietilenglicol
1), separacion o aislamiento

La muestra después de la reaccion se purific6 mediante cromatografia liquida semipreparativa de alto rendimiento
(HPLC, Beijing Chuangxintongheng). Las condiciones de purificacion fueron las siguientes:

Columna semipreparativa: YMC, 250 mm x 20 mm (embalaje de 5 ym);
Fase movil: la fase A es acetonitrilo y la fase B es agua;

Cantidad de carga: 5 ml;

Caudal: 15 ml/min;

Longitud de onda de deteccién: 220 nm;

Gradiente de elucion: los gradientes de elucion de mPEG-SCsc-HM-1, mMPEG2-NHSs-HM-1, mPEG-ALDs-
HM-1 y mPEG-bALDs-HM-1 se muestran en el gradiente de eluciéon 1 (Tabla 10); los gradientes de elucion
de mPEG-SC1o-HM-1, mPEG2-NHS10x-HM-1, mMPEG-ALD1gx-HM-1 y mPEG-bALD1g-HM-1 se muestran en
el gradiente de elucion 2 (Tabla 11); Los gradientes de elucion de mPEG-SCao-HM-1, mPEG2-NHS0-HM-
1, mMPEG-ALD2o-HM-1 y mPEG-bALD,o-HM-1 se muestran en el gradiente de elucion 3 (Tabla 12); los
gradientes de elucion de mMPEG-SCao-HM-1, MPEG2-NHS40c-HM-1, mPEG-ALD4ok-HM-1 y mPEG-bALDaok-
HM-1 se muestran en el gradiente de elucion 4 (Tabla 13).

Tabla 10 Gradiente de elucion 1

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda (nm)
0 15 5 95 220
10 15 10 90 220
30 15 55 45 220

Tabla 11 Gradiente de elucioén 2

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda (nm)
0 15 5 95 220
10 15 10 90 220
30 15 65 35 220

Tabla 12 Gradiente de elucién 3

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda (nm)
0 15 5 95 220
10 15 10 90 220
30 15 75 25 220
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Tabla 13 Gradiente de elucion 4

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda (nm)
0 15 5 95 220
10 15 10 90 220
30 15 85 15 220

Cuando se eluyd el pico objetivo, se recogié el producto utilizando un tubo de centrifuga.
2), purificacion

El producto recogido por HPLC semipreparativa se precongel6 primero durante una noche en un congelador a baja
temperatura de 70 °C, y luego se liofilizé en un secador por congelacién preenfriado hasta que se observé visualmente
todo el polvo blanco (unas 30 horas). Se recolecté el producto liofilizado, se peso y registré el peso del producto y se
almacend en un refrigerador a -20 °C y se identifico.

1. Analisis de la pureza del producto

Se analiz6 la pureza del producto después de la liofilizacion mediante HPLC analitica, y las condiciones de analisis
fueron las siguientes:

Columna analitica: COSMOSIL, 250 mm x 4,6 mm (embalaje de 5 ym);

Fase movil: la fase A era agua (mas 0,1 % de TFA), la fase B era acetonitrilo (mas 0,1 % de TFA);
Cantidad de carga: 20 pl;

Caudal: 1 ml/min;

Longitud de onda de deteccién: 220 nm;

Gradiente de elucion: ver Tabla 14.

Tabla 14 Gradiente de elucion en el analisis de pureza

Tiempo (min) Caudal (ml/min) A% B% Longitud de onda nm
0 1 80 20 220
40 1 15 85 220

2. Andlisis por SDS-PAGE de los productos modificados

Para las operaciones basicas, consulte Molecular Cloning (Segunda Edicién). La concentracion del gel concentrado
fue del 5 %, la concentracion del gel de separacion fue del 15 %, la tensiéon de concentracion fue de 80 voltios y la
tension de separacion fue de 120 voltios. Tras la electroforesis, la tira de muestras se tiild primero con Coomassie
Brilliant Blue R250. Tras la tincion, se coloco en la solucion decolorante hasta que el fondo fuera transparente, y luego
se cribo y analizd. A continuacion, la parte que contenia PEG se tifio con Baly, y se completé la tincion y se decoloré
en agua. El fondo es transparente y se criba para su analisis.

Ejemplo 4: Prueba de inhibicion de la proliferacion del polipéptido inhibidor de la angiogénesis modificado
con polietilenglicol (MPEG-HM-1) en diversas células tumorales

La actividad del mMPEG-HM-1 para inhibir el crecimiento de diversas células tumorales se examiné mediante el ensayo
MTT. Las células tumorales se cultivaron hasta una concentracion del 90 % o mas en un incubador a 37 °C y 5 % de
CO. y se recogieron por tripsinizacion. Las células se resuspendieron en el medio de cultivo y se contaron bajo el
microscopio para ajustar la concentracion celular a 2 x10* células/ml, la suspension celular se inoculd en una placa
de 96 pocillos a 100 pl/pocillo y se incubd durante toda la noche a 37 °C en un incubador al 5 % de CO; . El mPEG-
HM-1 se diluyé con la solucion de cultivo a cada concentracion predeterminada. El docetaxel se diluye hasta la
concentracion final con el medio de cultivo. Una vez que las células estaban completamente adheridas, se afadio
cada dilucion a una placa de 96 pocillos (100 pl/pocillo). Se afiadio la dilucion de mPEG-HM-1 como grupo de
administracion de farmacos, y se afiadio docetaxel como grupo de control positivo, y se utilizé una solucién de cultivo
sin ningun farmaco como grupo de control negativo. Incubar durante 48 h a 37 °C en una incubadora con 5 % de CO»
. Se afiadieron 5 mg/ml de MTT en una placa de 96 pocillos a 20 pul por pocillo, y se continud la incubacion durante 4
horas. Se aspir6 el medio, se disolvié en 150 yl de DMSO por pocillo y se mezcldé suavemente agitando durante 10
minutos. Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de mediciéon de 570 nm y una longitud de onda de referencia
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de 630 nm utilizando un lector de microplacas, y se calculd la tasa de inhibicion del crecimiento (inhibicion de la
proliferacion, PI). La férmula es la siguiente:

Pl (%) = 1 -grupo de administracion / grupo negativo

La prueba se repitid 3 veces de forma independiente, y los resultados obtenidos por la prueba se expresaron como
mediatSD, y los resultados de la prueba se muestran en la Tabla 15 a la Tabla 18.

Tabla 15 Tasa de inhibicion del crecimiento de mPEG-SC-HM-1 en diversas células tumorales (%)

mPEG-SC5k-

mPEG-Ska-

mPEG-SCZOK-

mPEG-SC40k-

Fuente de células tumorales HM-1 HM-1 HM-1 HM-1 Docetaxel
Cancer de cabeza y cuello 40,27+11,36 45,61+11,12 49,26+10,32 43,22+10,25 49,23+10,01
Tumor cerebral 42,18+12,29 50,21+12,19 55,56+12,13 52,89+15,41  59,23+16,21
Cancer de tiroides 39,23+13,18 46,23+13,05 50,78+13,46 50,13+t14,21  56,21+14,28
Cancer de esdéfago 44,38+10,72 52,18+10,25 55,51+16,22 52,12+12,35  60,18%17,02
Cancer de pancreas 51,37+16,23 60,53+17,16 62,63+18,13 60,45+17,25  71,13+20,13
Cancer de pulmon 45,33+12,67 50,29+13,18 53,87+15,66 51,32+16,29  68,23+18,32
Cancer de higado 51,34+11,25 57,18+12,35 61,09+14,09 60,37+14,74  66,70+17,25
Cancer gastrico 52,12+13,22 56,22+16,19 66,14+20,08 55,13+10,32  77,34122,18
Cancer de mama 48,13+12,17 50,16+13,27 52,18+18,28 50,12+18,09  65,31+21,44
Cancer de rifion 51,07412,45  60,07+14,24  67,29418,16  62,23+16,51 1712é?331
Cancer colorrectal 55,35+12,82 61,35+16,88 66,19+20,58 62,45+19,22  74,59+20,33
Cancer de ovario 60,81+20,27 65,89+23,37 70,94+20,65 68,46+13,19  85,12+19,39
Cancer cervical 51,11+16,20 57,17+18,40 62,93+20,09 61,52+15,11  80,21+19,54
Cancer de Utero 60,25+16,09 65,29+19,06 76,93+23,14 70,27+21,37  80,25+22,18
Cancer de prostata 38,37+15,61 45,39+12,63 49,35+10,04 45,93+12,72  45,62+14,03
Cancer de vejiga 35,72+11,52 42,76+10,06 50,39+11,73 48,69+11,61 46,72+13,65
Melanoma 61,27+18,13 70,62+20,17 72,14+20,69 68,73121,25  83,49+23,27
Hemangioma 43,68+12,53 52,88+13,66 55,63+18,30 53,36115,09 56,92+16,76
sarcoma 39,42+11,15 45,49+11,89 48,93+10,53 45,26+11,61 51,31£10,49

Resultados: En comparacion con el control negativo, el mMPEG-SC-HM-1 inhibié significativamente la proliferacion de
diversas células tumorales . Entre ellos, el mMPEG-SCyo-HM-1 tuvo el mejor efecto e inhibio la proliferacion de algunas
células tumorales a un nivel cercano al del farmaco positivo. Estos resultados también proporcionaron una base para
desarrollar farmacos antitumorales aun mas eficaces.
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Resultados: En comparacion con el control negativo, mPEG,-NHS-HM-1 inhibid la proliferacion de diversas células
tumorales . Entre ellos, el MPEG2-NHS,-HM-1 tuvo el mejor efecto, pero para la mayoria de las células tumorales
probadas aqui, el efecto inhibidor del MPEG-SCuo-HM-1 es superior al del mPEG,-NHSz0-HM-1, lo que proporciona
una referencia para el desarrollo posterior de farmacos antitumorales.

5 Tabla 17 indice de inhibicién del crecimiento de mMPEG-ALD-HM-1 en diversas células tumorales (%)
Fuente de células tumorales mPEl_Cﬁl\;m‘ Dsi- mPEﬁGhD‘Iow mPES&AA_I,TDZOK' mPES&AA_I,TD“Ok' Docetaxel

Cancer de cabeza y cuello 40,71+11,33 48,93+12,14 47,61+10,68 42,18+10,01 49,23+10,01
Tumor cerebral 42,15+12,89 58,25+14,02 56,89+15,41 50,69+14,41  59,23%16,21
Cancer de tiroides 40,23+10,05 55,30+13,10 50,35+15,23 49,03+13,08  56,21+14,28
Cancer de eséfago 44,63+10,86 65,18+15,16 60,18+15,32 58,11+14,67  60,18+17,02
Cancer de pancreas 52,19+12,64 79,21£19,14 70,65+20,29 65,31+19,81 71,13+20,13
Cancer de pulmon 45,76+13,20 65,73+16,20 66,38+17,16 55,44+16,13  68,23%18,32
Cancer de higado 52,98+11,55 70,55+20,09 65,31+18,18 60,78+10,88  66,70+17,25
Cancer gastrico 58,77+15,49 80,01+18,26 75,23+20,62 70,66+18,72  77,34122,18
Cancer de mama 49,22+11,87 70,19+17,07 65,17+18,20 60,17£19,24  65,31+21,44

Cancer de rifion 55,43+14,04 75,23+19,11 70,23+20,58 68,46+20,98 17125?331
Cancer colorrectal 57,30+15,82 80,22+20,03 72,43+19,32 70,92+16,52  74,59+20,33
Cancer de ovario 65,81+20,42 85,73+22,17 80,68+21,69 74,61+20,09  85,12+19,39
Cancer cervical 61,12+18,39 83,04+18,74 75,66+20,10 70,62+19,14  80,21%19,54
Cancer de Utero 65,99+17,72 90,79+22,19 89,37+23,47 82,59+21,37  80,25+22,18
Cancer de prostata 38,47+11,52 51,09+11,78 43,99+12,77 42,91+11,65  45,62+14,03
Cancer de vejiga 35,93+10,29 52,68+13,12 45,29+11,63 43,22410,31  46,72+13,65
Melanoma 63,61+21,30 88,39+22,38 80,71+23,46 75,18+21,75  83,49123,27
Hemangioma 43,89+14,14 60,25+14,33 53,30+16,06 50,67+14,02  56,92+16,76
sarcoma 38,41+12,53 53,01+11,42 50,96+11,68 45,93+10,77  51,31+10,49

10

Resultados: En comparacion con el control negativo, el mPEG-ALD-HM-1 inhibi6 significativamente la proliferacion de
diversas células tumorales , de las cuales el mMPEG-ALD1o-HM-1 tuvo el mejor efecto y fue superior al mMPEG-SC-HM-
1 y al mMPEG2-NHS-HM-1. El mPEG-ALD+g-HM-1 tiene efectos inhibitorios mas potentes sobre la proliferacion de
algunas células tumorales en comparacion con el control positivo, lo que proporciona una buena perspectiva para el
desarrollo de un farmaco antitumoral eficaz.
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Tabla 18 Tasa de inhibicion del crecimiento de mPEG-bALD-HM-1 en diversas células tumorales (%)

Fuente de células

mMPEG-bALDs-

mPEG-bALDmk-

mPEG-bALDZOK-

mPEG-bALD40k-

tumorales HM-1 HM-1 HM-1 HM-1 Docetaxel
Céncercfj‘zlf:beza Y 39,92¢11,33  49,01+12,14 45,13£12,38 40,09£12,02  49,23+10,01
Tumor cerebral  4511+12,09  59,37+1452  5477+1343  51,89+11,91  59,23+1621
Céncer de tiroides  42,19+10,35  5574+1313  4938+1320  4553+1298  56,21+14,28
Céncerde eséfago  45,03+11,46  64,92¢1217  60,56+14,72  57,19+12,07  60,1817,02
Céncerde pancreas  53,14+10,34  7523+1641  69,54+1837  62,85:+1874  71,13+20,13
Céancerdepulmon  47,56£1222  66,72+1442 65311554  56,47+14,15  68,23£18,32
Céncerde higado  5563:1027  68,59+20,19  62,49+16,14  58,72+10,80 66,70+17,25
Céncer gastrico  56,87+14.41 75011620  70,21+1832  68,65:+1693  77,34+22,18
Céancerdemama  50,02:1047  68,15+1587  60,07+1629  62,45:19,04  6531+21,44

Céncerderifion  57,63+12,09  70,19+1811  66,81:19.48  60,06+18,88 171255?331

Céncer colorrectal  59,35+12,64  7562+18,03  70,73+16,92  66,90+1627  74,59+20,33
Céncerdeovario  66,76:1859  80,35:20,53  75,65:20,09  72,66:+19,03  85,12£19,39
Céncercervical ~ 64,52¢16,88  80,08+18,34  78,57+20,11  70,34+19,04  80,21+19,54
Céancerde (tero  6546+1852  79,79:+2045  7597+2267  70,51£20,22  80,25:22,18
Céncerde prostata  39,27+12,50  50,02+10,65  46,90+11,54  40,82+¢11,75 4562+14,03
Céancerdevejiga  36,03+10,12  49,61+12,12  4524+1069  43,82+10,31  46,72+13,65
Melanoma 65,62:2035  82,33:20,08  80,75:22,94  73,10:2055 83,49+2327
Hemangioma 40,29+12,16  5528+1230  50,31:14,00  48,69+12,72  56,92+16,76
sarcoma 41,42+1003  52,01¢1232  50,01+10,64  47,90410,70 51,31+10,49

Resultados: en comparacion con el control negativo, mPEG-bALD-HM-1 inhibi6 significativamente la proliferacion de
diversas células tumorales . Entre ellos, el MPEG-bALD10x-HM-1 tuvo el mejor efecto, y su inhibicién fue comparable
a la del mMPEG-ALD+o-HM-1. Estos resultados también proporcionaron una buena perspectiva para el desarrollo de
un farmaco antitumoral para la presente invencion.

Ejemplo 5: Inhibiciéon de la migracion de las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) por
mPEG-HM-1

Se diluy6é Matrigel de 10 mg/ml con medio especifico para HUVEC, se extendié sobre una membrana de camara
transwell y se seco al aire a temperatura ambiente. Las células HUVEC cultivadas en fase de crecimiento logaritmico
se digirieron con tripsina, se recogieron, se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en medio especifico para
HUVECSs. Las células se contaron bajo el microscopio y la concentracion celular se ajustd a 1 x10° /ml. Se prepararon
las soluciones de prueba de cada grupo y se diluyeron a 100 pl con un medio especifico para HUVECs en blanco. Las
células se sembraron en una camara transwell a razén de 100 pl por pocillo, y se afiadié a la camara cada conjunto
de solucién de prueba. El cultivo celular se estimulé afadiendo 0,6 ml de medio de cultivo de células endoteliales que
contenia 5 % de suero bovino fetal y 1 % de ECGS en una placa de 24 pocillos, y se cultivé al 5 % de CO; durante 24
horas a 37 °C. Se desecha el medio de cultivo en el pocillo, se fija con alcohol al 90 % a temperatura ambiente durante
30 minutos, violeta de cristal al 0,1 % durante 10 minutos a temperatura ambiente, se enjuaga con agua, se limpian
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suavemente las células no rociadas en la capa superior con un hisopo de algoddn, se observan al microscopio y se
seleccionan cuatro campos para tomar fotografias . Calcular la inhibicién de la migracion (IM) segun la férmula:

N
Ml (%) =1- —2% 100 %

conirol

Nprueba fue el nimero de migracion celular en el grupo de prueba, y Ncontrol fue el nUmero de migracion celular en el
grupo de control en blanco.

La prueba se repitid 3 veces de forma independiente. Los resultados obtenidos de la prueba se calcularon como
mediatSD, y se realiz6 una prueba estadistica T. *P<0,05 es una diferencia significativa, y **P<0,01 es una diferencia
muy significativa. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 19 a 22.

Tabla 19 Inhibicion del mMPEG-SC-HM-1 de la migracién de las HUVEC

Grupos Dosis numero de m!gracic’m celular tasa de inhibicion
(ug/ml) (Media+SD) (%)
mPEG-SCs-HM-1 30 617,03160,97 41,83 %*
40 517,43450,39 51,22 %**
50 469,59+48,95 55,73 %**
60 601,65160,73 43,28 %*
50 612,15150,34 42,49 %*
MPEG-SCrocHM- 60 527,08+48,30 50,31 %**
! 70 439,89+48,08 58,53 %**
80 580,33158,20 45,29 %*
70 596,77+50,58 43,74 %*
MPEG-SCancHM- 80 499,29+50,26 52,93 %**
! 90 415,07+46,74 60,87 %**
100 559,75+52,94 47,23 %*
90 632,63158,69 40,36 %*
MPEG-SCage-HM- 100 501,84162,84 52,69 %**
! 110 464,50+48,47 56,21 %**
120 542,89+49,29 48,82 %*
Una vastina 10 564,53+60,36 46,78 %*
control - 1060,74+32,65 0,00 %

Resultados: Bajo la accion del mPEG-SC-HM-1, el numero de células endoteliales migradas se redujo
significativamente. En comparacién con el grupo de control en blanco, inhibié la migracion de HUVEC inducida por
suero bovino fetal al 5 % y ECGS al 1 %. La inhibicién de la migracion celular por mPEG-SCsk-HM-1 a 40 pg/ml y 50
pg/ml fue significativamente diferente de la del control en blanco (**P<0,01), y la tasa de inhibicion alcanzé el 51,22.
% y 55,73 %; la inhibicion de la migracion celular por mMPEG-SC1ok-HM-1 a 60 pg/ml y 70 pg/ml fue significativamente
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diferente de la del control en blanco (**P<0,01). Las tasas de inhibicion alcanzaron el 50,31 % y el 58,53 %,
respectivamente; la inhibicion de la migracién celular por mPEG-SCyu-HM-1 a 80 pg/ml y 90 pg/ml fue
significativamente diferente de la del control en blanco (** P<0,01), las tasas de inhibicion alcanzaron el 52,93 % vy el
60,87 %, respectivamente; la inhibicién de la migracion celular por mMPEG-SCao-HM-1 @ 100 pg/ml y 110 pg/ml fue
extremadamente significativa en comparacion con el control en blanco. Diferencias sexuales (**P<0,01), las tasas de
inhibicion alcanzaron el 52,69 % y el 56,21 %, respectivamente.

Tabla 20 Inhibicion de la migracion de HUVEC por mPEG2-NHS-HM-1

Grupos Dosis (ug/ml) numero de migracion celular (MediatSD) tasa de inhibicion (%)
30 611,33+£58,92 41,03 %*
40 516,16+48,34 50,21 %**
mPEGz-NHS5k-HM-1
50 475,01+50,90 54,18 %**
60 590,29+50,72 43,06 %*
50 603,97+40,36 41,74 %*
mPEGz-NHS10k-HM-1
60 506,83+46,25 51,11 %**
70 410,53+48,64 60,40 %**
80 563,02+56,22 45,69 %*
70 618,48+47,53 40,34 %*
80 512,85+40,86 50,53 %**
mPEGz-NHSZOK-HM-1
90 434,68142,64 58,07 %**
100 562,61+62,34 45,73 %*
90 640,05+£50,70 38,26 %*
100 516,99+60,04 50,13 %**
mPEGz-NHS40k-HM-1
110 464,43+46,48 55,20 %**
120 584,48+52,28 43,62 %*
Una vastina 10 560,64+62,06 45,92 %*
control - 1036,68+30,32 0,00 %

Resultados: El nimero de células endoteliales migradas se redujo significativamente por la acciéon de mMPEG2-NHS-
HM-1. En comparacion con el grupo de control en blanco, inhibié la migracion de HUVEC inducida por suero bovino
fetal al 5 % y ECGS al 1 %. La inhibicién de la migracién celular por mPEG2-NHSs-HM-1 a 40 pg/ml y 50 pg/ml fue
significativamente diferente de la del control en blanco (**P<0,01), y la tasa de inhibicion alcanzoé el 50,21 % y el 54,18
%, respectivamente; la inhibicion de la migracion celular por mPEG2-NHS10i-HM-1 a 60 pg/ml y 70 pg/ml fue
significativamente diferente de la del control en blanco (**P<0,01). Las tasas de inhibicion alcanzaron el 51,11 % y el
60,40 %, respectivamente; la inhibicién de la migracion celular por mMPEG2-NHS20-HM-1 a 80 pg/ml y 90 pg/ml fue
significativamente diferente de la del control en blanco (** P<0,01), las tasas de inhibicion alcanzaron el 50,53 % vy el
58,07 %, respectivamente; la inhibicion de la migracién celular por mMPEG2-NHS40k-HM-1 a 100 pg/mly 110 pg/ml fue
extremadamente significativa en comparacion con el control en blanco. Diferencias sexuales (**P<0,01), las tasas de
inhibicion alcanzaron el 50,13 % y el 55,20 %, respectivamente.
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Tabla 21 Inhibicion del mMPEG-ALD-HM-1 de la migracion de las HUVEC

Grupos Dosis numero de migracion celular tasa de inhibicion
P (ug/ml) (Media+SD) (%)
30 606,88+58,90 41,02 %*
40 494,52+52,69 51,94 %**
MPEG-ALDsc-HM-1
50 415,39144,92 59,63 %**
60 578,69+66,03 43,76 %*
50 604,31+£52,14 41,27 %*
60 514,38+42,38 50,01 %**
mPEG-ALD10k-HM-1
70 417,96150,48 59,38 %**
80 548,54+56,22 46,69 %*
70 611,92452,08 40,53 %*
MPEG-ALD 20-HM-1 80 507,07+40,74 50,72 %**
90 403,1548,80 60,82 %**
100 564,59+50,42 45,13 %*
90 534,34+56,62 48,07 %*
100 510,47+60,56 50,39 %**
mPEG-ALD40k- HM-1
110 471,88146,27 54,14 %**
120 565,31+£50,34 45,06 %*
Una vastina 10 532,80+60,06 48,22 %*
control - 1028,96+36,42 0,00 %

Resultados: El numero de células endoteliales migradas se redujo significativamente por la accion del mPEG-ALD-
HM-1. En comparacion con el grupo de control en blanco, inhibié la migracion de HUVEC inducida por suero bovino
fetal al 5 % y ECGS al 1 %. La inhibicion de la migracién celular por mPEG-ALDs-HM-1 a 40 pg/ml y 50 pg/ml fue
significativamente diferente de la del control en blanco (**P<0,01), y la tasa de inhibicion alcanzé el 51,94. % y 59,63
%; la inhibicion de la migracién celular por mPEG-ALD1o-HM-1 a 60 pg/ml y 70 pg/ml fue significativamente diferente
de la del control en blanco (**P<0,01). Las tasas de inhibicion alcanzaron el 50,01 % y el 59,38 %, respectivamente;
la inhibicion de la migracion celular por mPEG-ALD2o-HM-1 a 80 ug/ml y 90 pg/ml fue significativamente diferente de
la del control en blanco (** P<0,01), la tasa de inhibicion alcanzé el 50,72 % y 60,82 %, respectivamente; la inhibicion
de la migraciéon celular por mPEG-ALD4o-HM-1 a 100 pg/ml y 110 pg/ml fue extremadamente significativa en
comparacion con el control en blanco (**P<0,01), las tasas de inhibicion alcanzaron el 50,39 % y el 54,14 %,
respectivamente.

Tabla 22 Inhibicion del mMPEG-bALD-HM-1 de la migracion de las HUVEC

Grupos Dosis Numero de migracion celular (MediatSD) Tasa de inhibicion (%)
(Hg/ml)
30 654,96152,07 40,03 %*
40 545,96+45,32 50,01 %**
mPEG-bALDs,-HM-1
50 489,28+46,98 55,20 %**
60 577,96458,76 47,08 %*
50 589,97156,24 45,98 %*
60 483,16150,26 55,76 %**
MPEG-bALD g-HM-1
70 432,71+50,04 60,38 %**
80 581,13160,76 46,79 %*
70 614,44149,28 43,74 %*
80 484,04152,74 55,68 %**
MPEG-bALDg-HM-1
90 504,35+48,36 53,82 %**
100 568,57+56,90 47,94 %*
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(continuacion)

Grupos (Eg/‘:':fi) Numero de migracion celular (MediatSD) Tasa de inhibicion (%)
90 652,01+£52,63 40,30 %*
100 523,03+60,52 52,11 %**
MPEG-bALD40-HM-1
110 545,63+46,84 50,04 %**
120 596,64+50,46 45,37 %*
Una vastina 10 572,06+48,92 47,62 %*
control - 1092,14+30,72 0,00 %

Resultados: Bajo la accion de mPEG-bALD-HM-1, el numero de células endoteliales migradas se redujo
significativamente. En comparacién con el grupo de control en blanco, inhibié la migracion de HUVEC inducida por
suero bovino fetal al 5 % y ECGS al 1 %. La inhibicion de la migracién celular por mPEG-bALDsc-HM-1 a 40 pg/ml y
50 ug/ml fue significativamente diferente de la del control en blanco (**P<0,01), y la tasa de inhibicién alcanzé el 50,01.
% y 55,20 %; mMPEG-bALD1o-HM-1 inhibié la migracién celular a 60 pg/ml y 70 pg/ml, y hubo una diferencia
significativa (**P<0,01) en comparacion con el control en blanco. Las tasas de inhibicion alcanzaron el 55,76 % y el
60,38 %, respectivamente; la inhibicién de la migracion celular por mMPEG-bALD2o-HM-1 a 80 pg/ml y 90 pg/ml fue
significativamente diferente de la del control en blanco (** P<0,01), las tasas de inhibicion alcanzaron el 55,68 % vy el
53,82 %, respectivamente; la inhibicién de la migracion celular por mMPEG-bALD4ok-HM-1 a 100 pg/mly 110 pg/ml fue
significativamente mayor que la del control en blanco. Las diferencias sexuales (**P<0,01), las tasas de inhibicion
alcanzaron el 52,11 % y el 50,04 %, respectivamente.

Ejemplo 6: Efecto del mPEG-HM-1 en la proliferacion de los linfocitos del bazo de raton

Se extrajo el bazo de los ratones en condiciones asépticas, se lavd 3 veces en medio 1640 vacio, se triturd en un
nucleo de jeringa de 5 ml, se filtré a través de un tamiz de 200 mallas y se convirtié en una suspension celular unica,
se centrifugd (1000 rpm x 5 min) y se descarté el sobrenadante. Se utilizé Tris-NH4Cl para romper los glébulos rojos
y se dejaron reposar las células en un bafio de agua helada durante 4 minutos, se centrifugaron (1000 rpm x 5 min),
se desecho el sobrenadante y se lavaron las células dos veces con PBS estéril. Por tltimo, las células se suspendieron
en medio RPMI 1640 (5 ml) suplementado con suero de ternera al 10 %, se contaron, se ajustaron a una concentracion
celular de 5 x10° /ml y se cultivaron en una placa de cultivo de 96 pocillos.

El grupo de prueba consistié en el grupo de control en blanco, el grupo de concanavalina A (ConA), el grupo de
dexametasona (Dex) (0,02 mg/ml) y el grupo de mPEG-HM-1. Después de afiadir a cada grupo 100 pl/pocillo de
suspension de linfocitos de bazo, el grupo de control en blanco se afiadié con 100 yl de medio 1640 vacio, el grupo
de ConA se afadio con ConA (concentracion final de 5 pg/ml), el grupo de Dex se afadié con Dex, y el grupo
experimental se afiadio con diferentes ConA a la concentracion final fue de 5 pg/ml, ademas de anadir mPEG-HM-1.
Las células se cultivaron en una camara de cultivo celular a 37 °C durante 48 h. Una vez finalizado el cultivo, se
afadieron 20 yl de MTT a cada pocillo, y se continud el cultivo durante 4 h. Finalmente, se descartaron todas las
soluciones de cada pocillo, se afiadieron 100 ul de DMSO a cada pocillo, y se agit6 la mezcla y se detecté mediante
un lector de microplacas el valor de DO a 570 nm, 5 paralelos por orificio. Los resultados se muestran en las Tablas
23 a 26.

Tabla 23 Efecto del mMPEG-SC-HM-1 en la proliferacién de linfocitos del bazo de ratén

Grupos Dosis (ug/ml) A570nm/ A630nm Tasa de inhibicién (%)
5 0,6253+0,0947 9,32 %
10 0,5480+0,1081 20,54 %
mPEG-SC5k-HM-‘I
20 0,4954+0,1219 28,16 %
10 0,6234+0,0976 9,60 %
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(continuacion)

Grupos Dosis (ug/ml) A570nm/ A630nm Tasa de inhibicion (%)
20 0,5488+0,1052 20,42 %
mPEG-SC1g- HM-1
40 0,4788+0,1282 30,57 %
20 0,6213+0,0996 9,91 %
40 0,5444+0,1120 21,06 %
mPEG-SCyp-HM-1
80 0,4741+0,1270 31,25 %
40 0,6212+0,0972 9,92 %
80 0,5493+0,1056 20,34 %
mPEG-SC40k- HM-1
160 0,4794+0,1214 30,48 %
ConA - 0,6896+0,0249 -
Dex 20 0,3809+0,1036 44,76 %
Negativo - 0,6082+0,0398 -

Resultados: mPEG-SC-HM-1 con diferente peso molecular inhibié la proliferacién de linfocitos de bazo de ratén en
cierta medida. La tasa de inhibicion de mPEG-SC1ox-HM-1 a 40 pg/ml alcanzé el 30,57. %, la dosis de mMPEG-SCxqx-
HM-1 a 80 ug/ml alcanzo6 el 31,25 %, la dosis de MPEG-SCao-HM-1 a 160 ug/ml alcanzé el 30,48 %; y la inhibicion
de cada grupo de farmacos muestra una relacion dependiente de la dosis.

Tabla 24 Efecto del mMPEG-NHS-HM-1 en la proliferacion de linfocitos del bazo de raton

Grupos Dosis (ug/ml) A570nm/ A630nm Tasa de inhibicion (%)
5 0,6304+0,0983 8,96 %
10 0,5624+0,1098 18,78 %
mPEGz-NHS5k-HM-1
20 0,4873+0,1126 29,62 %
10 0,6239+0,1086 9,90 %
20 0,5533+0,1067 20,09 %
mPEGz-NHS10k-HM-1
40 0,4747+0,1174 31,44 %
20 0,6082+0,0990 12,16 %
40 0,4879+0,1156 29,53 %
mPEGz-NHSZOK-HM-1
80 0,4375+0,1095 36,82 %
40 0,6191+0,0984 10,59 %
80 0,4985+0,1248 28,01 %
mPEGz-NHS40k-HM-1
160 0,4827+0,1136 30,28 %
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(continuacion)

Grupos Dosis (ug/ml) A570nm/ A630nm Tasa de inhibicion (%)
ConA - 0,6924+0,0292 -
Dex 20 0,3832+0,1042 44,66 %
Negativo - 0,6140+0,0362 -

Resultados: mMPEG,-NHS-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibio la proliferacion de linfocitos de bazo de ratén
hasta cierto punto. La tasa de inhibicion de mPEG2-NHS1gi-HM-1 a 40 pg/ml alcanzé el 31,44 %, mPEG2-NHS0k-HM-

5 1 a 80 yg/ml alcanzé el 36,82 %, MPEG,-NHS40-HM-1 a 160 ug/ml alcanzoé el 30,28 %; y la inhibicién de cada grupo
de farmacos mostro cierta relacién dependiente de la dosis.

Tabla 25 Efecto de mPE-ALD-HM-1 en la proliferaciéon de linfocitos del bazo de ratén

Grupos Dosis (ug/ml) A570nm/ A630nm Tasa de inhibicion (%)
5 0,6241+0,0917 9,14 %
10 0,5448+0,1072 20,68 %
mPEG-ALDs¢-HM-1
20 0,4779+0,1178 30,42 %
10 0,6116+0,1046 10,96 %
20 0,5352+0,1022 22,08 %
mPEG-ALD10k-HM-1
40 0,4651+0,1086 32,29 %
20 0,6035+0,0989 12,14 %
40 0,4876+0,1259 29,02 %
mPEG- ALDZOK-HM-1
80 0,4406+0,1074 35,85 %
40 0,6176+0,0998 10,09 %
80 0,5040+0,1239 26,63 %
mPEG-ALD40k-HM-‘I
160 0,4770+0,1057 30,56 %
ConA - 0,6869+0,0294 -
Dex 20 0,3715+0,1266 45,92 %
Negativo - 0,6298+0,0442 -

Resultados: mMPEG-ALD-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié la proliferacién de linfocitos de bazo de ratén

10 en cierta medida. Cuando la dosis de mPEG-ALDs-HM-1 fue de 20 pg/ml, la tasa de inhibicion alcanzé el 30,42. %,
se administré mPEG-ALD+o-HM-1 a una dosis de 40 ug/ml, y la tasa de inhibicion fue del 32,29 %. La dosis de mPEG-
ALDg-HM-1 fue de 80 pg/ml, y la tasa de inhibicién fue del 35,85 %. La dosis de mPEG-ALD4o-HM- 1 fue de 160
pg/ml y la tasa de inhibicion alcanzo el 30,56 %; y la inhibicion de cada grupo de administracion mostré una relacién
dependiente de la dosis.
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Tabla 26 Efecto del mMPEG-bALD-HM-1 en la proliferacion de linfocitos del bazo de raton

Grupos Dosis (ug/ml) A570nm/ A630nm Tasa de inhibicion (%)
5 0,6257+0,1022 9,82 %
10 0,5645+0,1114 18,64 %
mMPEG-bALDs,-HM-1
20 0,4957+0,1286 28,56 %
10 0,6179+0,1049 10,94 %
MPEG-bALDgk-HM-1 20 0,5469+0,1122 21,18 %
40 0,4666+0,1040 32,75 %
20 0,6104+0,1005 12,02 %
mMPEG- bALD2ok- HM-1 40 0,4988+0,1173 28,10 %
80 0,4453+0,1054 35,82 %
40 0,6191+0,0986 10,77 %
MPEG- bALD4ok- HM-1 80 0,5089+0,1230 26,65 %
160 0,4848+0,1146 30,12 %
ConA - 0,6938+0,0308 -
Dex 20 0,3905+0,1094 43,72 %
Negativo - 0,6316+0,0392 -

Resultados: mPEG-bALD-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibio la proliferacion de linfocitos de bazo de raton
en cierta medida. La dosis de mMPEG-bALD1o-HM-1 fue de 40 ug/ml, y la tasa de inhibicion alcanzé el 32,75 %. La
tasa de inhibicion de mPEG-bALD,x-HM-1 fue del 35,82 % a 80 ug/ml, y la tasa de inhibicion de mMPEG-bALD4o-HM-
1 fue del 30,12 % a 160 pg/ml. y la inhibiciéon de cada grupo de administracion mostré una relacion dependiente de la
dosis.

Ejemplo 7: Efecto del mPEG-HM-1 en la produccion de IL-18 por macréfagos peritoneales de raton

(1) Produccion de IL-1B: los ratones fueron inyectados por via intraperitoneal con 1 ml de caldo (que contenia 6
%) de almiddn, y tres dias después, se tomaron asépticamente los macréfagos peritoneales de raton, se lavaron
dos veces con medio 1640, y se ajustd la concentracion celular a 2 x108 células/ml, se inyectaron en una placa
de cultivo de 24 pocillos, 1 ml por pocillo, se incubaron durante 3 horas en una incubadora de cultivo celular, se
agitaron una vez cada 30 minutos, y se permitié que las células se adhirieran completamente. A continuacion, se
lavé dos veces con la solucion de cultivo para eliminar las células no adheridas. Al grupo blanco se le afiadio PBS,
al grupo positivo se le afiadié el farmaco positivo dexametasona (Dex), al grupo modelo no se le administro, al
grupo experimental se le afiadieron tres concentraciones bajas, medias y altas de mPEG-HM-1, y el cultivo se
continud durante 48 horas después de la administracion, 1000 r/min. Centrifugar durante 15 min. El sobrenadante
se tomo6 como muestra para analizar la actividad de la IL-1.

(2) Determinacion del contenido de IL-183: utilizando el kit de ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzimas IL-
18 de raton de R&D, de acuerdo con las instrucciones del kit como sigue: respectivamente, las muestras
analizadas y diferentes concentraciones de productos estandar, se sellé con cinta de sellado el pocillo de reaccion
y se incubo a 37 °C durante 90 min; se lavé la placa cuatro veces; se afiadio la solucion de trabajo de anticuerpos
biotinilados (100 pl/pocillo), y se selld el pocillo de reaccion con papel de sellado, se incubd a 37 °C durante 60
min; se lavo la placa cuatro veces; se afiadio la solucion de trabajo de conjugado enzimatico (100 pl/pocillo), se
sellé el pocillo de reaccién con papel de sellado, se incubé a 37 °C durante 30 min; se lavo la placa cuatro veces;
se afadio el reactivo de color (100 pl/pocillo), se incubd a 37 °C 10-20 min, se afiadié la solucion de parada (100
pl/pocillo), se mezcld y se midié el valor OD450. Los resultados se muestran en las Tablas 27 a 30.
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Tabla 27 Efecto del mPEG-SC-HM-1 sobre la produccién de IL-1B de los macrofagos peritoneales de raton

Grupos dosis (ug/ml) IL-1B (pg/ml) Tasa de inhibicion (%)
5 762,83+15,46** 18,59 %
mPEG-SCs-HM-1 10 678,12+12,09** 27,63 %
20 561,18+13,21** 40,11 %
10 758,05+£15,18** 19,10 %
mMPEG-SCgk-HM-1 20 666,50+£11,93** 28,87 %
40 553,03+14,12** 40,98 %
20 761,42+16,96** 18,74 %
MPEG-SCzk-HM-1 40 653,20+£18,59** 30,29 %
80 512,27+10,50** 45,33 %
40 774,07£15,32** 17,39 %
MPEG-SCaok-HM-1 80 670,72+16,71** 28,42 %
160 553,22+10,82** 40,96 %
Dex 20 361,03+18,27** 61,47 %
Grupo de modelos - 937,02+4,16 -
Control negativo - 9,75+0,62 -

Resultados: mMPEG-SC-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié significativamente la proliferacion de linfocitos
de bazo de ratén, y hubo una diferencia significativa en comparacion con el grupo negativo. Cuando la dosis de mPEG-
SCa0k-HM-1 se administré a 80 pg/ml, la tasa de inhibicion alcanzé el 45,33 % y mostré una relacion dependiente de
la dosis.

Tabla 28 Efecto del mPEG,-NHS-HM-1 sobre la produccién de IL-1B de los macréfagos peritoneales de ratéon

Grupos dosis (ug/ml) IL-1B (pg/ml) Tasa de inhibicion (%)
5 763,97+15,46** 17,51 %
MPEG2-NHSs-HM-1 10 681,45+£12,09** 26,42 %
20 563,37+13,21** 39,17 %
10 758,32+15,18** 18,12 %
mPEG2-NHS1gc-HM-1 20 675,25+£11,93** 27,09 %
40 546,79+14,12** 40,96 %
20 759,06+16,96** 18,04 %
mMPEG,-NHS2k-HM-1 40 655,24+18,59** 29,25 %
80 552,35+10,50** 40,36 %
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(continuacion)

Grupos dosis (ug/ml) IL-1B (pg/ml) Tasa de inhibicion (%)
40 756,84+15,32** 18,28 %
mMPEG,-NHS0¢-HM-1 80 673,30£16,71** 27,30 %
160 568,00+10,82** 38,67 %
Dex 20 368,23+18,27** 60,24 %
Grupo de modelos - 926,14+3,98 -
Control negativo - 9,48+0,59 -

Resultados: mPEG2-NHS-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibi6é significativamente la proliferacién de
linfocitos de bazo de ratén, y hubo una diferencia significativa en comparacion con el grupo negativo. cuando la dosis
de mPEG-SCy0-HM-1 se administréo a 80 pg/ml, la tasa de inhibicion alcanzo el 45,33 % y mostré una relacion
dependiente de la dosis.

Tabla 29 Efecto del mPEG-ALD-HM-1 sobre la produccion de IL-1(3 de los macréfagos peritoneales de raton

Grupos dosis (ug/ml) IL-1 B (pg/ml) Tasa de inhibicion (%)
5 734,73+£16,59** 19,87 %
mMPEG-ALDsc-HM-1 10 654,50+£18,43** 28,62 %
20 516,13+£10,95** 43,71 %
10 724,09+16,59** 21,03 %
mMPEG-ALD1ox-HM-1 20 620,94+18,43** 32,28 %
40 455,16+10,95** 50,36 %
20 729,13+£13,12** 20,48 %
MPEG-ALD20x-HM-1 40 628,18+15,34** 31,49 %
80 438,93+12,56** 52,13 %
40 742,06+£16,59** 19,07 %
MPEG-ALD4ox-HM-1 80 664,40+£18,43** 27,54 %
160 495,96+10,95** 45,91 %
Dex 20 361,45+£19,17** 60,58 %
Grupo de modelos - 916,92+3,09 -
Negativo - 9,06+0,65 -
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Tabla 30 Efecto del mPEG-bALD-HM-1 sobre la produccion de IL-1B de los macrofagos peritoneales de ratdn

Grupos dosis (ug/ml) IL-1B (pg/ml) Tasa de inhibicion (%)
5 729,25+18,34** 20,92 %
10 659,63+£16,52** 28,47 %
mPEG-bALDs- HM-1
20 533,11+£10,87** 42,19 %
10 720,77+£16,65* 21,84 %
MPEG-bALD 1ox-HM-1 20 633,90+£14,73** 31,26 %
40 460,53+10,42** 50,06 %
20 738,66+£12,81** 19,90 %
mMPEG- bALD2ok- HM-1 40 640,26+£14,28** 30,57 %
80 487,37+12,06** 47,15 %
40 740,78+16,79** 19,67 %
MPEG- bALD4ok- HM-1 80 648,10+£14,55** 29,72 %
160 518,91+£12,90** 43,73 %
Dex 20 359,92+19,17** 60,97 %
Grupo de modelos - 922,17+4,15 -
Negativo - 9,84+0,59 -

Los resultados mostraron que el MPEG-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié la proliferacion de linfocitos de
bazo de raton, y el mPEG-ALDok-HM-1 y el mPEG-bALDo-HM-1, a la dosis de 40 pg/ml, alcanzaron la tasa de
inhibicion que es superior al 50 %.

Ejemplo 8: Efecto del mPEG-HM-1 en la inflamacion del oido inducida por el xileno en ratones

Se utilizaron ratones Kunming. El grupo de solucién salina se utiliz6 como grupo de control en blanco, el grupo de
aspirina (200 mg/kg) como grupo de control positivo y el grupo de administracion de mPEG-HM-1 como grupo
experimental. Se administrd a los ratones una vez al dia durante 5 dias consecutivos. El grupo de control en blanco
recibié un volumen igual de solucién salina fisiolégica. Una hora después de la tltima administracion, se aplicaron 0,05
ml de xileno a ambos lados de la oreja derecha de los ratones para provocar la inflamacion, y la oreja izquierda no se
recubrié como las normales. Después de 2 horas, los ratones fueron sacrificados por dislocacion, y las orejas fueron
cortadas a lo largo del pabelldn auricular. Se tomaron trozos de oreja con un perforador, se pesaron y se calcularon el
grado de hinchamiento y la tasa de hinchamiento. Grado de hinchamiento = peso del auricular derecho - peso del
auricular izquierdo, indice de hinchamiento = (grado de hinchamiento/peso del auricular izquierdo) x 100 %. Se realiz6
una prueba estadistica t sobre los resultados de la prueba, *P<0,05 era una diferencia significativa, y **P<0,01 era una
diferencia muy significativa. Véanse los resultados en las Tablas 31 a 34.

Tabla 31 Efecto del mPEG-SC-HM-1 en el hinchamiento de las orejas de los ratones causada por el p-xileno

Grupos dosificacion (mg/kg) hinchamiento (mg) Tasa de inhibicion (%)
5 5,55+0,21 9,57 %
mPEG-SCs-HM-1 10 4,9040,35* 20,13 %
20 4,174£0,19** 32,10 %
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(continuacion)

Grupos dosificacion (mg/kg) hinchamiento (mg) Tasa de inhibicion (%)
10 5,49+0,23 10,55 %
20 4,83+0,32* 21,37 %
mMPEG-SCg-HM-1
40 3,98+0,21** 35,20 %
20 5,38+0,17 12,36 %
MPEG-SCzk-HM-1 40 4,69+0,79* 23,67 %
80 3,77+0,33** 38,58 %
40 5,51+0,13 10,27 %
MPEG-SCaok-HM-1 80 4,76£0,72* 22,42 %
160 3,87+0,27** 37,01 %
Aspirina 200 3,07+0,31** 50,02 %
control - 6,14+0,29

Resultados: mPEG-SC-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié el hinchamiento de la oreja de ratén inducida
por el xileno. La tasa de inhibicion de mPEG-SCs-HM-1 fue del 32,10 % cuando la dosis fue de 20 mg/kg. Cuando se
administr6 mPEG-SC1o-HM-1 a una dosis de 40 mg/kg, la tasa de inhibicion alcanzé el 35,20 %, y cuando la dosis de
mPEG-SCyo-HM-1 fue de 80 mg/kg, la tasa de inhibicién alcanzé el 38,58 %. Cuando se administré mPEG-SCgo-HM-
1 a una dosis de 160 mg/kg, la tasa de inhibicidn alcanzé el 37,01 %, y mostré una relacion dependiente de la dosis.

Tabla 32 mPEG,-NHS-HM-1 Efecto sobre el hinchamiento de las orejas de los ratones causada por el p-xileno

Grupos dosificaacion (mg/kg) hinchamiento (mg) Tasa de inhibicion (%)

5 5,56+0,19 10,02 %

MPEG2-NHSs-HM-1 10 4,94+0,28* 20,05 %
20 4,31£0,20** 30,23 %

10 5,39+0,14 12,76 %

mPEG,-NHS1gc-HM-1 20 4,7240,72* 23,57 %
40 4,1340,35** 33,19 %

20 5,562+0,16 10,65 %

mMPEG,-NHS2«-HM-1 40 4,80£0,29* 22,37 %
80 3,960,22** 35,92 %

40 5,47+0,12 11,52 %

mMPEG,-NHS0¢-HM-1 80 4,83+0,67* 21,88 %
160 4,1940,34** 32,26 %
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(continuacion)

Grupos dosificacion (mg/kg) hinchamiento (mg) Tasa de inhibicion (%)
Aspirina 200 3,02+0,41** 51,11 %
control - 6,18+0,51

Resultados: mPEG,-NHS-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié el hinchamiento de la oreja de ratén inducida
por el xileno. La tasa de inhibicion de mPEG2-NHSs-HM-1 fue del 30,23 % cuando la dosificacion fue de 20 mg/kg. La
tasa de inhibicién de mPEG2-NHSo-HM-1 fue del 33,19 % cuando la dosis fue de 40 mg/kg, y la tasa de inhibicion
fue del 35,92 % cuando se administré6 MPEG2-NHS2u-HM-1 a 80 mg/kg. A una dosis de 160 mg/kg la tasa de inhibicion
de mPEG2-NHS40-HM-1 alcanzé el 32,26 % y mostrd una relacion dependiente de la dosis.

Tabla 33 Efecto del mPEG-ALD-HM-1 en el hinchamiento de las orejas de los ratones causada por el p-xileno

Grupos dosis (mg/kg) hinchamiento (mg) Tasa de inhibicion (%)
5 5,50+0,21 10,17 %
mMPEG-ALDs-HM-1 10 4,80£0,35* 21,52 %
20 4,16£0,14** 32,10 %
10 5,36+0,12 12,36 %
MPEG-ALD1ok-HM-1 20 4,67+0,79* 23,67 %
40 3,568+0,33** 41,58 %
20 4,89+40,20 20,10 %
MPEG-ALD20x-HM-1 40 4,5240,32* 26,19 %
80 3,70+0,20** 39,47 %
40 5,41+0,16 11,53 %
MPEG-ALD4ox-HM-1 80 4,77+0,62* 22,02 %
160 4,16+0,25"* 32,09 %
Aspirina 200 3,01+0,53** 50,87 %

control - 6,12+0,43

Resultados: mPEG-ALD-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié el hinchamiento de la oreja de ratén inducida
por el xileno. La tasa de inhibicion de mPEG-ALDs-HM-1 alcanzé el 32,10 % a una dosificacion de 20 mg/kg; la tasa
de inhibicion alcanzo el 41,58 % cuando la dosis de mMPEG-ALD1o-HM-1 fue de 40 mg/kg, y la tasa de inhibicion
alcanzé el 39,47 % cuando la dosis de mMPEG-ALD2-HM-1 fue de 80 mg/kg. La tasa de inhibicion de mPEG-ALD4ox-
HM-1 administrada a una dosis de 160 mg/kg alcanzé el 32,09 % y mostré una relacion dependiente de la dosis.
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Tabla 34 Efecto del mPEG-bALD-HM-1 en el hinchamiento de las orejas de los ratones causada por el p-xileno

Grupos dosificacion (mg/kg)  hinchamiento (mg) Tasa de inhibicion (%)
5 5,44+0,19 10,36 %
mPEG-bALDs,-HM-1 10 4,83+0,30* 20,47 %
20 4,1840,25"* 31,08 %
10 5,37+0,14 11,54 %
mPEG-bALDiok-HM-1 20 4,6410,72* 23,63 %
40 3,59+0,35** 40,88 %
20 5,03+0,18 17,13 %
40 4,64+0,34* 23,62 %
MPEG- bALD2p- HM-1
80 3,780,27** 37,76 %
40 5,25+0,12 13,45 %
MPEG- bALD4ok- HM-1 80 4,68+0,72* 22,94 %
160 4,06+0,26** 33,09 %
Aspirina 200 2,98+0,53** 50,93 %
controlar - 6,07+0,32

Resultados: el mMPEG-bALD-HM-1 con diferentes pesos moleculares inhibié significativamente el hinchamiento de la
oreja del raton causada por el xileno. Cuando la dosis de MPEG-bALDs-HM-1 fue de 20 mg/kg, la tasa de inhibicion
alcanzo el 31,08 %, cuando la dosis de mPEG-bALD1g-HM-1 fue de 40 mg/kg, la tasa de inhibicion alcanzoé el 40,88
%, cuando la dosis de mPEG-ALDy-HM-1 fue de 80 mg/kg, la tasa de inhibicidon alcanzo el 37,76 %, y cuando la
dosis de mMPEG-bALD4o-HM-1 fue de 160 mg/kg, la tasa de inhibicion alcanzé el 33,09 %, y mostré una relacion
dependiente de la dosis.

Ejemplo 9: Efecto inmunoprotector del mPEG-HM-1 en el modelo animal de artritis de raton inducida por
colageno

Se construyd un modelo animal de artritis de ratén con colageno para estudiar el efecto terapéutico del mPEG-HM-1
en la artritis inducida por colageno (CIA) en ratones. Se utilizaron ratones como animales de prueba, ratones DBA/1
de grado SPF, machos, de 7-8 semanas de edad, con un peso de 18-22 g, se dividieron aleatoriamente en grupo de
control normal, grupo de control de modelo, grupo de mPEG-HM-1, y grupo de control positivo de farmacos
(metotrexato 1 mg/kg). El dia 0, excepto para el grupo normal, se establecio el modelo de CIA de ratén mediante el
procedimiento de disolver el colageno de tipo lll del cartilago de pollo (clll) en una solucién de 4 mg/ml con acido
acético de 0,1 mol/l y dejarlo toda la noche a 4 °C en un refrigerador. El dia del experimento, el colageno de tipo Il se
emulsioné completamente con un adyuvante completo de Freund (CFA) que contenia 4 mg/ml de la cepa H37Rv de
Myeobaeterium tuberculosis. Tras anestesiar a los ratones DBA/1, se inyectaron 50 uL de emulsionante en la piel de
la cola para sensibilizar al raton. Después de 21 dias, se emulsionaron completamente 4 mg/ml de colageno de tipo
1l (clll) e igual volumen de adyuvante incompleto de Freund (IFA), y los ratones se volvieron a inmunizar con la misma
dosis de emulsionante en la cola. Inyeccién subcutanea a partir del 30° dia de modelado: grupo mPEG-HM-1: una vez
cada tres dias; grupo de control positivo de farmacos (metotrexato 1 mg/kg): una vez cada 5 dias, 3 veces seguidas;
grupo de control normal y grupo de control modelo (solucidn salina): 10 dias consecutivos. Se midieron el peso corporal
y la puntuacion de las articulaciones cada 3 dias desde el dia 21 hasta el 70 después del modelado, y se midieron los
diametros del tobillo de la pata trasera izquierda y derecha para observar el efecto del farmaco en la artritis inducida
por el colageno en los ratones. A los 70 dias, los ratones fueron sometidos a eutanasia por dislocacion.

Los indices de evaluacion de la artritis son los siguientes: (1) Puntuacion conjunta: extremidades: se puntia en el nivel
0-4 con cinco grados: 0 = sin eritema o enrojecimiento; 1 = eritema o hinchamiento leve, uno de los cuales presenta
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eritema o hinchamiento de la articulacion anterior/posterior; 2 = mas de un dedo con eritema o hinchamiento; 3 =
hinchamiento de las patas por debajo del tobillo o la mufieca; 4 = hinchamiento de todas las patas, incluido el tobillo.
Las cuatro patas de los ratones se calificaron por separado, con una puntuacién maxima de 16 puntos. La puntuacion
conjunta se realizé cada 3 dias antes del modelado, y del dia 21 al dia 70 después del modelado, y se registraron los
resultados. (2) Medicion del diametro de los tobillos: los diametros del interior al exterior de los tobillos izquierdo y
derecho de los ratones, y el grosor de las patas, se midieron con calibradores de vernier antes del modelado y cada
tres dias entre los dias 21 y 70 después del modelado, y se registraron los resultados.

La prueba se repitié 3 veces de forma independiente. Los resultados obtenidos por la prueba se expresaron como
mediatSD, y se realizé una prueba estadistica T. *P<0,05 se considerd una diferencia significativa, y **P<0,01 fue una
diferencia muy significativa.

Tabla 35 Efecto inmunoprotector de mMPEG-SC-HM-| en el modelo animal de artritis de raton inducida por colageno

G Tamafio del Dosis Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo R . o
grupo (mg/kg) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
Grupo de control 10 ; 0,18+0,07 0,16:0,05 0,000,00
normal
Grupo de control
10 - 2,29+0,39 2,00+0,47 15,65+1,90
del modelo
Grupo de control 10 1 0,700,12** 0,730,12** 8,32+1,35*
positivo
MPES- SCac 10 10 0,79+0,11%* 0,81+0,12** 9,1041,27**
MPES ST 10 20 0,7720,12** 0,79:0,13* 9,0641,24**
mPEHGI\;I_S1C2°k' 10 40 0,72+0,15* 0,76+0,12* 9,00+1,25*
mPEHGI\;I_S1C4°k' 10 80 0,800,16** 0,800,16** 9,09+1,33*

Resultados: En comparacion con los ratones normales, las colas de los ratones se inyectaron por via intradérmica con
adyuvante de Freund completo inactivado de M. tuberculosis y colageno en un volumen igual de emulsionante.
Después de 21 dias, se inyectd la cola por via intradérmica mezclada con emulsionante del adyuvante de Freund
incompleto e igual volumen de colageno en la izquierda, en el dia 27 después de la inmunizacion, las patas de los
ratones de la CIA estaban hinchadas y el indice de artritis estaba aumentado. En el grupo modelo, el hinchamiento
alcanza su punto maximo entre los dias 45 y 60. A los 35 dias, el peso en el grupo modelo no aumenté en absoluto, y
hubo una ligera disminucion en el periodo posterior. El mPEG-SC-HM-1 de diferentes pesos moleculares ejercio
efectos inmunoprotectores en modelos animales de artritis de ratén inducida por colageno. El grupo de control positivo
y el grupo de mPEG-SC-HM-1 presentan diferencias muy significativas en comparacion con el grupo modelo.
(p**<0,01); la puntuacion de las extremidades del grupo mPEG-SCy-HM-1 fue significativamente menor que la del
grupo de control del modelo, y el efecto protector fue el mas significativo.

Tabla 36 Efecto inmunoprotector de mMPEG,-NHS-HM-1 en el modelo animal de artritis de ratén inducida por

colageno
G Tamafio del Dosis Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo R . .
grupo (mg/kg) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica

Grupo de control 10 ; 0,170,08 0,150,06 0,000,00

normal
Grupo de control 10 ; 223+0,35 2,05+0,42 15,78+1,87

del modelo
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G Tamanio del Dosis Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo Zaui i ini
grupo (mg/kg) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
Grupo dg'control 10 1 0,71+0,13** 0,72+0,13** 8,41+1,25*
positivo

v 10 10 0,76£0,11* 0,7840,12** 9,0141,28"™
mPEaa’t‘rSmk' 10 20 0,74£0,14** 0,75£0,15** 8,83+1,32"*
mPECl')_lz'\-/I’tlrSZOK' 10 40 0,75%0,12** 0,72+0,16** 8,67+1,35**
MPEG2-NHS40x- 10 80 0,79+0,15** 0,76+0,14** 8,98+1,30**

HM-1

Resultados: En comparacion con los ratones normales, las colas de los ratones se inyectaron por via intradérmica con
adyuvante de Freund completo inactivado de M. tuberculosis y colageno en un volumen igual de emulsionante.
Después de 21 dias, se inyectd la cola por via intradérmica mezclada con emulsionante del adyuvante de Freund
incompleto e igual volumen de colageno en la izquierda, en el dia 27 después de la inmunizacion, las patas de los
ratones de la CIA estaban hinchadas y el indice de artritis estaba aumentado. En el grupo modelo, el hinchamiento
alcanza su punto maximo entre los dias 45 y 60. A los 35 dias, el peso en el grupo modelo no aumenté en absoluto, y
hubo una ligera disminucién en el periodo posterior. EIl mPEG,-NHS-HM-1 de diferentes pesos moleculares ejercio
efectos inmunoprotectores en modelos animales de artritis de ratén inducida por colageno. El grupo de control positivo
y el grupo mPEG2-NHS-HM-1 presentan diferencias muy significativas en comparacion con el grupo modelo.
(p**<0,01); la puntuacion de los miembros del grupo mPEG2-NHS0-HM-1 fue significativamente menor que la del
grupo de control del modelo, y el efecto protector fue el mas significativo.

Tabla 37 Efecto inmunoprotector de mMPEG-ALD-HM-1 en el modelo animal de artritis de raton inducida por colageno

G Tamafio del Dosis Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo R . o
grupo (mg/kg) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
Grupo de control 10 ; 0,150,06 0,140,06 0,000,00
normal
Grupo de control 10 - 2,19+0,32 1,98+0,45 15,45+1,86
del modelo
Grupo de control 10 1 0,68+0,14** 0,67+0,13** 8,21+1,42%*
positivo
MPES-ALDsc 10 10 0,7240,15** 0,7420,14** 8,93+1,27*
MPES-ALDoc 10 20 0,70£0,14** 0,7340,15* 8,65:1,33"
mPES,;AA_';DZOK' 10 40 0,74+0,13* 0,720,16** 8,66+1,38*
MPEG-ALDsoc- 10 80 0,79+0,12** 0,77+0,14** 8,97+1,42**

HM-1

Resultados: En comparacion con los ratones normales, las colas de los ratones se inyectaron por via intradérmica con
adyuvante de Freund completo inactivado de M. tuberculosis y colageno en un volumen igual de emulsionante.
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Después de 21 dias, se inyecto la cola por via intradérmica mezclada con emulsionante del adyuvante de Freund
incompleto e igual volumen de colageno en la izquierda, en el dia 27 después de la inmunizacion, las patas de los
ratones de la CIA estaban hinchadas y el indice de artritis estaba aumentado. En el grupo modelo, el hinchamiento
alcanza su punto maximo entre los dias 45 y 60. A los 35 dias, el peso en el grupo modelo no aumenté en absoluto, y
hubo una ligera disminucion en el periodo posterior. El mMPEG-ALD-HM-1 de diferentes pesos moleculares ejercio
efectos inmunoprotectores en modelos animales de artritis de ratén inducida por colageno. El grupo de control positivo
y el grupo de mPEG-ALD-HM-1 presentan diferencias muy significativas en comparacion con el grupo modelo.
(p**<0,01); la puntuacion de las extremidades del grupo mPEG-ALD+o-HM-1 fue significativamente menor que la del
grupo de control del modelo, y el efecto protector fue el mas significativo.

Tabla 38 Efecto inmunoprotector de mPEG-bALD-HM-1 en el modelo animal de artritis de ratén inducida por

colageno
G Tamafio del Dosis Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo R . o
grupo (mg/kg) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
Grupo de control 10 ; 0,1740,05 0,15+0,07 0,000,00
normal
Grupo de control 10 - 2,21%0,35 1,99+0,42 15,36+1,83
del modelo
Grupo de control 10 1 0,69+0,15* 0,68+0,12* 8.23+1 47
positivo
mPEﬁimLD“‘ 10 10 0,74+0 13 0,730,15* 8,08+1.25%
mPEle_i'lmLDmk' 10 20 0,710,12* 0,74+0 12* 8,60+1,38*
mPEﬁﬁﬁLDZOK' 10 40 0,750,11** 0,730,15** 8,67+1,32**
mPEG-DALDaor- 10 80 0,79+0,13** 0,78+0,16** 9,01+1,45*

HM-1

Resultados: En comparacion con los ratones normales, las colas de los ratones se inyectaron por via intradérmica con
adyuvante de Freund completo inactivado de M. tuberculosis y colageno en un volumen igual de emulsionante.
Después de 21 dias, se inyectd la cola por via intradérmica mezclada con emulsionante del adyuvante de Freund
incompleto e igual volumen de colageno en la izquierda, en el dia 27 después de la inmunizacion, las patas de los
ratones de la CIA estaban hinchadas y el indice de artritis estaba aumentado. En el grupo modelo, el hinchamiento
alcanza su punto maximo entre los dias 45 y 60. A los 35 dias, el peso en el grupo modelo no aumenté en absoluto, y
hubo una ligera disminucién en el periodo posterior. El mPEG-bALD-HM-1 de diferentes pesos moleculares ejercid
efectos inmunoprotectores en modelos animales de artritis de ratén inducida por colageno. El grupo de control positivo
y el grupo de mPEG-bALD-HM-1 presentan diferencias muy significativas en comparacion con el grupo modelo.
(p**<0,01); la puntuacion de las extremidades del grupo mPEG-bALD1ox-HM-1 fue significativamente menor que la del
grupo de control del modelo, y el efecto protector fue el mas significativo.

Ejemplo 10: Efecto inmunoprotector in vivo del mPEG-HM-1 en un modelo de rata con artritis adyuvante

Se construy6 un modelo de artritis adyuvante en ratas para estudiar el efecto terapéutico del mPEG-HM-1 en ratas
con artritis adyuvante (AA). Se utilizaron ratas como animales de prueba, ratas SD de grado SPF, machos, con un
peso de 140-160 g, se dividieron aleatoriamente en el grupo de control normal, el grupo de control del modelo, el grupo
de mPEG-HM-1 y el grupo de control positivo de farmacos (metotrexato 1 mg/kg). A excepcion del grupo normal, en
todas las ratas de los grupos de prueba se establecié el modelo de artritis por adyuvante el dia 0, inyectando el
Mycobacterium tuberculosis inactivado (H37RA, 10 mg/ml) y adyuvante de Freund completo (0,08 ml) en la pata
trasera izquierda de la rata. 10 dias después de establecer el modelo, se iniciaron las inyecciones subcutaneas: mPEG-
HM-1: una vez cada tres dias; grupo de control farmacoldgico positivo (metotrexato 1 mg/kg): una vez cada cinco dias,
tres veces seguidas; grupo de control normal y grupo de control modelo (solucién salina): 10 dias consecutivos. Al 8°,
11°, 14°, 17°, 20°, 23° y 26° dia después del modelado, se puntuaron las articulaciones y se examinaron los diametros
del tobillo de la pata trasera izquierda y del tobillo de la pata trasera derecha para observar el efecto del farmaco en la
artritis adyuvante de las ratas.
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Los indices de evaluacion de la artritis son los siguientes: (1) Puntuaciones conjuntas de las extremidades: puntuadas
en el nivel 0-4 con cinco grados: 0 = sin eritema o enrojecimiento; 1 = eritema o hinchamiento leve, uno de los cuales
presenta eritema o hinchamiento de la articulacién anterior/posterior; 2 = mas de un dedo con eritema o hinchamiento;
3 = hinchamiento de las patas por debajo del tobillo o la mufieca; 4 = hinchamiento de todas las patas, incluido el
tobillo. Las cuatro patas de las ratas se puntuaron por separado, con una puntuacién maxima de 16 puntos. Las
puntuaciones de las articulaciones se tomaron a los 8, 11, 14, 17, 20, 23 y 26 dias después del modelado, y se
registraron los resultados. (2) Medicion del diametro de los tobillos: los diametros de dentro a fuera de los tobillos
izquierdo y derecho de la rata, y el grosor de las patas, se midieron con calibradores vernier antes del modelado y 8,
11, 14, 17, 20, 23 y 26 dias después del modelado, y se registraron los resultados. La prueba se repitié 3 veces de
forma independiente. Los resultados obtenidos por la prueba se expresaron como media+SD, y se realizé una prueba
estadistica T. *P<0,05 se consider6 una diferencia significativa, y **P<0,01 fue una diferencia muy significativa.

Tabla 39 Efecto inmunoprotector de mMPEG-SC-HM-1 en modelos animales adyuvantes de artritis en ratas

G Tamafio del Dosis Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo R . o
grupo (mg/kg) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
Grupo de control 10 ; 0,9310,14 0,300,15 0,000,00
normal
Grupo de control 10 - 6,981,27 3,74+0,72 13,86%1,65
del modelo
Grupo de control 10 1 3,2610,45* 0,63+0,13** 5,04+1,19*
positivo
mPEHCI\EA'ﬁC“' 10 10 3,960,71** 0,740,18** 5,95+1,07**
MPES ST 10 20 3,8120,71* 0,70£0,18* 5,5041,07*
mPEHGI\;I_S1C2°k' 10 40 3,75£0,67* 0,810,20* 5,83+1,01*
mPEHGI\;I_S1C4°k' 10 80 3,830,62* 0,71£0,11* 5,88+1,08*

Resultados: Una vez establecido el modelo, las ratas modelo, con la pata trasera izquierda inyectada con el adyuvante
de Freund completo inactivado de M. tuberculosis, desarrollaron rapidamente artritis primaria en la pata trasera
izquierda. Se produjeron hinchamiento y ulceracion significativas; la artritis secundaria comenzé a aparecer en la pata
trasera derecha unos 10 dias después, el valor de la puntuacién aumentéd gradualmente; al mismo tiempo, la
hiperplasia vascular de la oreja era obvia, el enrojecimiento y el hinchamiento eran evidentes; la articulacién de la cola
mostré hinchamiento, en comparacion con el grupo modelo, el grupo de mPEG-SC-HM-1 con diferente peso molecular
puede ejercer ciertos efectos de proteccion inmunoldgica in vivo en el modelo animal de artritis adyuvante, y mPEG-
SCi10k-HM-1 tiene el efecto mas significativo.

Tabla 40 Efecto inmunoprotector de mMPEG2-NHS-HM-1 en modelos animales adyuvantes de artritis en ratas

G Tamano Dosis (mg/kg Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo R . i
del grupo ) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
Grupo de control 10 - 0,90:0,13 0,3120,14 0,00£0,00
normal
Grupo de control del 10 ; 6,96+1,24 3,72+0,71 13,94+1,62
modelo
Grupo de control 10 1 3,20+0,43** 0,62:0,15*  5,02+1,17*

positivo
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G Tamafio Dosis (mg/kg Hinchamiento de la pata Hinchamiento Puntuacion
rupo - . .

del grupo ) izquierda y derecha (mm) articular (mm) clinica
MPEG2-NHSs-HM-1 10 10 3,91+0,73** 0,73+0,16** 5,92+1,04**
MPEG2-NHS 10x-HM-1 10 20 3,80+0,73** 0,69+0,19** 5,563+1,09**
MPEG2-NHS,q-HM-1 10 40 3,77+0,66** 0,80+0,21** 5,82+1,03**
MPEG2-NHS40k-HM-1 10 80 3,81+0,63** 0,73+0,14** 5,89+1,07**

Resultados: Una vez establecido el modelo, las ratas modelo, con la pata trasera izquierda inyectada con el adyuvante
de Freund completo inactivado de M. tuberculosis, desarrollaron rapidamente artritis primaria en la pata trasera
izquierda. Se produjeron hinchamiento y ulceracion significativas; la artritis secundaria comenzé a aparecer en la pata
trasera derecha unos 10 dias después, el valor de la puntuacién aumenté gradualmente; al mismo tiempo, la
hiperplasia vascular de la oreja era obvia, el enrojecimiento y el hinchamiento eran evidentes; la articulacién de la cola
mostré hinchamiento, en comparacion con el grupo modelo, el grupo mPEG,-NHS-HM-1 con diferente peso molecular
puede ejercer ciertos efectos de proteccion inmunoldgica in vivo en el modelo animal de artritis adyuvante, y mPEG,-

NHS10k-HM-1 tiene el efecto mas significativo.

Tabla 41. Efecto inmunoprotector de mPEG-ALD-HM-1 en modelos animales adyuvantes de artritis en ratas

Hinchamiento de la pata

Grupo Tamano Dosis izquierda v derecha Hinchamiento Puntuacion
P del grupo  (mg/kg) q (mtln) articular (mm) clinica

Grupo de control normal 10 - 0,91+0,15 0,33+0,14 0,00+0,00

Grupo de control del 10 - 7,031,21 3,7210,65 13,45+1,49
modelo

Grupo de control 10 1 3,210,42** 0,61£0,14* 503116
positivo

MPEG-ALDsk-HM-1 10 10 3,92+0,67** 0,72+0,17** 5,91+1,09**

mPEG-ALDok-HM-1 10 20 3,72+0,54** 0,68+0,15** 5,39+1,10**

MPEG-ALD20k-HM-1 10 40 3,77+0,62** 0,76+0,21** 5,67+1,08**

MPEG-ALD40k-HM-1 10 80 3,80+0,65** 0,73+0,17** 5,76+1,03**

Resultados: Una vez establecido el modelo, las ratas modelo, con la pata trasera izquierda inyectada con el adyuvante
de Freund completo inactivado de M. tuberculosis, desarrollaron rapidamente artritis primaria en la pata trasera
izquierda. Se produjeron hinchamiento y ulceracion significativas; la artritis secundaria comenzé a aparecer en la pata
trasera derecha unos 10 dias después, el valor de la puntuacién aumenté gradualmente; al mismo tiempo, la
hiperplasia vascular de la oreja era obvia, el enrojecimiento y el hinchamiento eran evidentes; la articulacién de la cola
mostré hinchamiento, en comparacioén con el grupo modelo, el grupo de mPEG-ALD-HM-1 con diferente peso
molecular puede ejercer ciertos efectos de proteccion inmunoldgica in vivo en el modelo animal de artritis adyuvante,
y mMPEG-ALDo-HM-1 tiene el efecto mas significativo.

38



10

15

20

25

ES 2890 733 T3

Tabla 42 Efecto inmunoprotector del mMPEG-bALD-HM-1 en modelos animales adyuvantes de artritis en ratas

Hinchamiento de la pata

Tamano Dosis Hinchamiento Puntuacion

Grupo del grupo  (mg/kg) |qu|erc2?n¥nc)ierecha articular (mm) clinica
Grupo de control 10 ; 0,950.13 0,3240.15 0,0040,00
normal
Grupo de control del 10 ; 7.06+1.23 3.75+0,67 13,47+1,42
modelo
Grupo de control 10 1 3,23+0,43* 0,64%0,12*  504+1,13*
positivo
MPEG-bALDs-HM-1 10 10 3.94+0 65 0,73:0.18*  5.02+1,11*
MPEG-bALD 10-HM-1 10 20 3,730 52+ 0,69£0 13"  540%1,09*
MPEG-bALDo-HM-1 10 40 3784063 0774023  568+1,10*
MPEG-bALD.g-HM-1 10 80 3.81+0,62* 0,74+018  578+1,05*

Resultados: Una vez establecido el modelo, las ratas modelo, con la pata trasera izquierda inyectada con el adyuvante
de Freund completo inactivado de M. tuberculosis, desarrollaron rapidamente artritis primaria en la pata trasera
izquierda. Se produjeron hinchamiento y ulceracion significativas; la artritis secundaria comenzé a aparecer en la pata
trasera derecha unos 10 dias después, el valor de la puntuacién aumenté gradualmente; al mismo tiempo, la
hiperplasia vascular de la oreja era obvia, el enrojecimiento y el hinchamiento eran evidentes; la articulacién de la cola
mostré hinchamiento, en comparacién con el grupo modelo, el grupo de mPEG-bALD-HM-1 con diferente peso
molecular puede ejercer ciertos efectos de proteccion inmunoldgica in vivo en el modelo animal de artritis adyuvante,
y mPEG-bALD1o-HM-1 tiene el efecto mas significativo.

Ejemplo 11: Efecto del mPEG-HM-1 en la inflamacién aguda inducida por carragenina de hinchazén de los
dedos de la pata en ratas.

Las ratas SD se dividieron en el grupo modelo en blanco, el grupo positivo a la dexametasona (5 mg/kg) y el grupo de
prueba mPEG-HM-1. El farmaco se administré una vez al dia, y el grupo modelo recibié el mismo volumen de solucién
salina normal durante 3 dias y se aliment6é normalmente. A la primera hora de la Ultima administracion, se inyectaron
0,1 ml de carragenina al 1 % por via subcutanea en la pata trasera derecha de las ratas para inducir la inflamacion. El
volumen de la pata se midid a 1 h, 3 h, 5 hy 7 h después de la inflamacion. El grado de inflamacién de la pata se
calculd segun la siguiente férmula: el grado de inflamacién de la pata (ml) = el volumen de la pata después de la
inflamacion - el volumen antes de la inflamacion. Registrar el nimero de mililitros de liquido rebosado (procedimiento:
utilizar el boligrafo para hacer un circulo como marca de medicién en el punto que sobresale de la articulacién derecha,
y luego poner la pata trasera derecha de cada ratéon en el dispositivo de medicién de volumen, de modo que la
extremidad trasera quede expuesta fuera del cilindro, y la profundidad de la inmersién se determiné haciendo coincidir
el circulo con la superficie del liquido. Después de que la pata entre en el liquido, el nivel del liquido se eleva, y el
volumen del liquido de desbordamiento es el volumen de la pata trasero derecho de la rata, y se determina
secuencialmente el volumen normal de la pata trasero derecho de cada ratén).

Tabla 43 Efecto del mPEG-SC-HM-1 en la inflamacion aguda inducida por carragenina de el hinchamiento del dedo
de la pata de rata

Hinchamiento (mg)

grupo dosis (mg/kg)
1h 3h 5h 7h
mMPEG-SCs¢-HM-1 10 0,24+0,12 0,37+0,14  0,42+0,16  0,32+0,13*
20 0,23+0,10* 0,33+0,20 0,38+0,13** 0,34%0,15*
mMPEG-SCgk-HM-1 20 0,25+0,11 0,38+0,15 0,430,177  0,31£0,11*
40 0,22+0,09* 0,32+0,19 0,37+0,12** 0,34%0,13*
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Hinchamiento (mg)

grupo dosis (mg/kg)
1h 3h 5h 7h
MPEG-SCzk-HM-1 40 0,28+0,14*  0,35#0,17  0,42+0,15* 0,37+0,16*
80 0,26+0,10*  0,33%0,12  0,40+0,13* 0,32+0,17*
MPEG-SCaok-HM-1 80 0,25+0,13*  0,34#0,12  0,44+0,15* 0,34+0,16*
160 0,24+0,12*  0,33%0,13  0,43+0,12* 0,33+0,13*
Dex 10 0,21+0,10* 0,25+0,11** 0,28+0,11** 0,24+0,08*
control - 0,25+0,18 0,4310,19 0,55+0,05  0,36%0,20

Resultados: Los dedos de las patas de las ratas de cada grupo se hincharon rapidamente después del modelado. El
pico de hinchamiento se alcanzé a unos 3~5 h y desapareci6 a las 7 h. El grupo de mPEG-SC-HM-1 con diferentes

5 pesos moleculares pudo inhibir significativamente el hinchamiento del dedo de la pata de la rata inducida por la
carragenina, y el grupo de dosis alta fue mejor que el grupo de dosis baja, de los cuales el MPEG-SCyo-HM- 1 a la
dosis de 80 mg/kg fue mas eficaz.

Tabla 44 Efecto del mPEG,-NHS-HM-1 en la inflamacion aguda inducida por carragenina del hinchamiento del dedo
de la pata de rata

Hinchamiento (mg)

grupo dosis (mg/kg)
1h3 h5h 7h
mPEG,-NHSg-HM-1 10 0,25+0,13 0,36%0,12  0,43%#0,17 0,31£0,15*
20 0,22+0,11*  0,32#0,21 0,3640,12** 0,3210,16*
mMPEG,-NHS1g-HM-1 20 0,24+0,12  0,37#0,16  0,421#0,16  0,30£0,12*
40 0,21+0,170*  0,31%#0,17  0,35%0,11** 0,33%0,15*
mMPEG,-NHS2k-HM-1 40 0,26+0,15* 0,34+0,14  0,43+0,17* 0,36%0,12*
80 0,25+0,11*  0,32#0,13  0,41+0,11* 0,3410,14*
mMPEG,-NHS0¢-HM-1 80 0,26+0,12* 0,32#0,11  0,4240,14* 0,35+0,17*
160 0,27+0,10*  0,35#0,18  0,41+0,13* 0,34%0,19*
Dex 10 0,22+0,11** 0,26%0,10** 0,29+0,12** 0,25+0,09*
Control - 0,2410,16  0,44+0,17 0,53+0,0  90,3510,21

10

Resultados: Los dedos de las patas de las ratas de cada grupo se hincharon rapidamente después del modelado. El

pico de hinchamiento se alcanzé a unos 3~5 h y desaparecio a las 7 h. El grupo de mPEG2-NHS-HM-1 con diferentes

pesos moleculares pudo inhibir significativamente el hinchamiento del dedo de la pata de la rata inducida por la

carragenina, y el grupo de dosis alta fue mejor que el grupo de dosis baja, de los cuales MPEG2-NHSo-HM-1 a la
15 dosis de 40 mg/kg fue el mas eficaz.
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Tabla 45 Efecto del mMPEG-ALD-HM-1 en la inflamacién aguda inducida por carragenina del hinchamiento del dedo
de la pata de rata

Hinchamiento (mg)

grupo dosis (mg/kg)
1h 3h 5h 7h
mPEG-ALDs¢-HM-1 10 0,22+0,10 0,35¢0,13  0,41+0,15 0,31+0,12*
20 0,21+0,11*  0,34+0,19 0,37+0,11** 0,35%0,13*
mMPEG-ALD1ox-HM-1 20 0,24+0,12 0,36+0,13  0,42+0,15 0,32+0,10*
40 0,21+0,170*  0,31+0,20 0,36+0,13** 0,33%0,12*
MPEG-ALD20x-HM-1 40 0,27+0,13* 0,34+0,16  0,41+0,14* 0,35%0,13*
80 0,25+0,09* 0,32+0,11  0,4040,15* 0,3210,16*
MPEG-ALD4ox-HM-1 80 0,26+0,14* 0,35+0,13  0,43%0,14* 0,33+0,17*
160 0,24+0,13*  0,34+0,14  0,4410,15* 0,3410,15*
Dex 10 0,22+0,11** 0,24+0,13** 0,27+0,14** 0,2310,09*
control - 0,24+0,17 0,441+0,17  0,54+0,06  0,37+0,21

Resultados: Los dedos de las patas de las ratas de cada grupo se hincharon rapidamente después del modelado. El
pico de hinchamiento se alcanzé a unos 3~5 h y desaparecié a las 7 h. El grupo de mPEG,-ALD-1 con diferentes
pesos moleculares pudo inhibir significativamente el hinchamiento del dedo de la pata de la rata inducida por la
carragenina, y el grupo de dosis alta fue mejor que el grupo de dosis baja, de los cuales el MPEG2-ALD1o-HM-1 a la
dosis de 40 mg/kg fue mas eficaz.

Tabla 46 Efecto del mPEG-bALD-HM-1 en la inflamacién aguda inducida por carragenina del hinchamiento del dedo
de la pata de rata

Hinchamiento (mg)

Grupo dosis (mg/kg)
1h 3h 5h 7h

mPEG-bALDs- HM-1 10 0,23+0,11  0,34+0,12  0,40+0,140,3210,11*
20 0,22+0,13* 0,33+0,18 0,36+0,15** 0,34+0,12*
MPEG-bALDgk-HM-1 20 0,22+0,14  0,32+0,15 0,41+0,17 0,31+0,12*
40 0,20+0,12*  0,32+0,22 0,38+0,14** 0,32+0,11*
mMPEG- bALD2gk-HM-1 40 0,25+0,15* 0,35+0,14 0,42+0,15* 0,36+0,18*
80 0,27+0,11*  0,34+0,10 0,41+0,12* 0,33+0,17*
mMPEG- bALD4gk-HM-1 80 0,28+0,15* 0,33+0,12 0,45+0,16* 0,37+0,18*
160 0,25+0,12*  0,36+0,13 0,46+0,17* 0,36+0,19*
Dex 10 0,21+0,10** 0,23+0,12** 0,28+0,12** 0,24+0,10*
control - 0,23+0,16  0,45%0,16 0,55+0,07 0,38+0,20
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Resultados: Los dedos de las patas de las ratas de cada grupo se hincharon rapidamente después del modelado. El
pico de hinchamiento se alcanzé a unos 3~5 h y desaparecio a las 7 h. El grupo de mPEG-bALD-HM-1 con diferentes
pesos moleculares pudo inhibir significativamente el hinchamiento del dedo de la pata de la rata inducida por la
carragenina, y el grupo de dosis alta fue mejor que el grupo de dosis baja, de los cuales el MPEG-bALD1gx-HM-1 a la
dosis de 40 mg/kg fue mas eficaz.

Ejemplo 12: Efecto inhibidor del mPEG-HM-1 sobre la proliferacion de las células endoteliales vasculares de
la retina humana (HRCEC)

La actividad del polipéptido inhibidor de la angiogénesis para inhibir la proliferacion de las células endoteliales
vasculares de la retina humana se examind mediante el ensayo MTT. Las células HRCEC se cultivaron en una
incubadora a 37 °C y 5 % de CO; hasta alcanzar una densidad del 90 % o mas, y se recogieron por tripsinizacion. Las
células se resuspendieron en el medio de cultivo y se contaron bajo el microscopio para ajustar la concentracion celular
a 3,0x10* células/ml. La suspension celular se inoculé en una placa de 96 pocillos a razén de 100 pl por pocillo y se
cultivé durante toda la noche a 37 °C en un incubador con un 5 % de CO; . Después de que las células estuvieran
completamente adheridas, se afiadié el polipéptido inhibidor de la angiogénesis como grupo de administracion, y se
utilizé Avastin como grupo de control positivo, y el medio de cultivo sin ningin farmaco se utilizé6 como grupo de control
en blanco, y los medios de cultivo se diluyeron a cada concentracion predeterminada. Cada diluciéon se afiadié por
separado a una placa de 96 pocillos a 100 pl por pocillo y se incubé durante 48 h a 37 °C en un incubador con un 5 %
de CO; . Se afadieron 20 yl de 5 mg/ml de MTT a cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se continud la incubacion
durante 4 h. Se aspir6 el medio y se disolvié en 100 yl de DMSO por pocillo. La absorbancia se midié con un lector de
microplacas a una longitud de onda de deteccion de 570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm, y se
calculd la tasa de inhibicion de la proliferacion (PI). La férmula es la siguiente:

Pl (%) = 1 -grupo de administracion / grupo negativo

La prueba se repitié 3 veces de forma independiente. Los resultados obtenidos por la prueba se expresaron como
mediatSD, y se realiz6 una prueba estadistica T. *P<0,05 es una diferencia significativa, y **P<0,01 es una diferencia
muy significativa. Los resultados de la prueba se muestran en la Tabla 47.

Tabla 47 Efecto inhibidor de mPEG-SC-HM-1 sobre la proliferacion de células endoteliales vasculares de la retina
humana (HRCEC)

Grupo Dosis (ug/ml) A570nm-A630nm Tasa de inhibicion (%)
20 0,7573+0,09088 42,22 %*
mMPEG-SCs- HM-1 40 0,6323+0,08797 51,76 %**
60 0,4968+0,08679 62,10 %*
40 0,7020+0,07964 46,44 %*
mMPEG-SCok-HM-1 60 0,5847+0,07356 55,39 %**
80 0,4084+0,07298 68,84 %*
60 0,7116+0,07539 45,71 %*
MPEG-SCzk-HM-1 80 0,6040+0,06996 53,92 %**
100 0,4372+0,07210 66,64 %*
80 0,7567+0,07109 42,27 %*
MPEG-SCaok- HM-1 100 0,6139+0,07120 53,16 %**
120 0,4760+0,07009 63,68 %*
Una vastina 10 0,4479+0,08104 65,83 %**

control - 1,3107+0,09405 0,00 %
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Resultados: mPEG-SC-HM-1 con diferentes pesos moleculares podia inhibir significativamente la proliferacion de
HRCEC y mostraba una relacion dependiente de la dosis. La tasa de inhibicion del grupo de dosis alta fue cercana a
la del control Avastin, y el MPEG-SC+g-HM-1 en la dosificacion de 80 ug/ml alcanzé una tasa de inhibicion del 68,84
%, que fue ligeramente superior a la del control positivo Avastin.

Tabla 48 Efecto inhibidor del mMPEG2-NHS-HM-1 sobre la proliferacion de las células endoteliales vasculares de la
retina humana (HRCEC)

Grupo Dosis (ug/ml) A570nm-A630nm Tasa de inhibicion (%)
20 0,7807+0,09103 40,94 %*
MPEG2-NHSs-HM-1 40 0,6523+0,08688 50,65 %**
60 0,5144+0,08531 61,08 %*
40 0,7160+0,07829 45,83 %*
mMPEG,-NHS1gc-HM-1 60 0,5985+0,07472 54,72 %**
80 0,4609+0,07165 65,13 %*
mMPEG,-NHS2«-HM-1 60 0,7401+0,07482 44,01 %*
80 0,6056+0,07003 54,18 %**
100 0,4677+0,07601 64,62 %*
80 0,7598+0,07143 42,52 %*
mMPEG,-NHS0¢-HM-1 100 0,6363+0,07532 51,86 %**
120 0,4920+0,07953 62,78 %*
Avastin 10 0,4636+0,08322 64,93 %**
control - 1,3218+0,08917 0,00 %

Resultados: mPEG,-NHS-HM-1 con diferentes pesos moleculares podia inhibir significativamente la proliferacion de
HRCEC y mostraba una relacion dependiente de la dosis. La tasa de inhibicion del grupo de dosis alta fue cercana a
la del control Avastin, y el mMPEG,-NHS10x-HM-1 en la dosificacion de 80 pg/ml alcanzé una tasa de inhibicion del 65,13
%, que fue ligeramente superior a la del control positivo Avastin.

Tabla 49 Efecto inhibidor del mMPEG-ALD-HM-1 sobre la proliferacion de las células endoteliales vasculares de la
retina humana (HRCEC)

Grupo Dosis (ug/ml) A570nm-A630nm Tasa de inhibicion (%)
20 0,7599+0,08933 42,02 %*
mMPEG-ALDsc-HM-1 40 0,6301+0,08011 51,93 %**
60 05042+0,08135 61,53 %*
40 0,6771+0,07904 48,34 %*
mMPEG-ALD1ox-HM-1 60 0,5424+0,07508 58,62 %**
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Grupo Dosis (pug/ml) A570nm-A630nm Tasa de inhibicion (%)
80 0,3422+0,07412 73,89 %*
60 0,7050+0,07965 46,21 %*
mMPEG- ALD2ox- HM-1 80 0,5780+0,06987 55,90 %**
100 0,4175+0,07301 68,15 %*
80 0,7457+0,07094 43,11 %*
MPEG-ALD4ok- HM-1 100 0,5999+0,07138 54,23 %**
120 0,4970+0,07653 62,08 %*
Una vastina 10 0,4494+0,08132 65,71 %**
controL - 1,3107+0,09314 0,00 %

Resultados: mPEG-ALD-HM-1 con diferentes pesos moleculares podia inhibir significativamente la proliferacion de
HRCEC y mostraba una relacion dependiente de la dosis. La tasa de inhibicion del grupo de dosis alta fue cercana a
la del control Avastin, mPEG-ALD1o-HM-1 en la dosificacion de 80 ug/ml alcanzé una tasa de inhibicién del 73,89 %,
mPEG-ALD2g-HM-1 en la dosificacion de 100 ug/ml alcanzé una tasa de inhibicion del 68,15 %, que fueron superiores
a la del control positivo Avastin.

Tabla 50 Efecto inhibidor del mPEG-bALD-HM-1 sobre la proliferacion de las células endoteliales vasculares de la
retina humana (HRCEC)

Grupo Dosis (ug/ml) A570nm-A630nm Tasa de inhibicion (%)
20 0,7747+0,08752 41,82 %*
mPEG-bALDs,-HM-1 40 0,6594+0,08003 50,48 %**
60 04958+0,07902 62,77 %*
40 0,6931+0,07754 47,95 %*
MPEG-bALDgk-HM-1 60 0,5669+0,07609 57,43 %**
80 0,3304+0,07354 75,19 %*
60 0,6987+0,07838 47,53 %*
mMPEG-bALD20-HM-1 80 0,5683+0,07055 57,32 %**
100 0,4112+0,07405 69,12 %*
80 0,7349+0,07082 44,81 %*
MPEG-bALDok-HM-1 100 0,5988+0,07291 55,03 %**
120 0,4911+0,07534 63,12 %*
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Grupo Dosis (ug/ml) A570nm-A630nm Tasa de inhibicion (%)
Avastin 10 0,4518+0,08013 66,07 %**
control - 1,3316+0,09051 0,00 %

Resultados: mPEG-bALD-HM-1 con diferentes pesos moleculares podia inhibir significativamente la proliferacion de
HRCEC y mostraba una relacion dependiente de la dosis. La tasa de inhibicion del grupo de dosis alta fue cercana a
la del control Avastin, mMPEG-bALD1g-HM-1 en la dosificacion de 80 pug/ml alcanzé una tasa de inhibicion del 75,19 %,
mPEG-ALD2g-HM-1 en la dosificacion de 100 ug/ml alcanzé una tasa de inhibicion del 69,12 %, que fueron superiores
a la del control positivo Avastin.

Ejemplo 13: Efecto del mPEG-HM-1 en la neovascularizaciéon corneal en ratones BALB/c

(1) Preparacion del modelo de neovascularizacion corneal inducida por quemadura con alcali en ratones BALB/c:
los ratones fueron agrupados aleatoriamente y etiquetados como grupo experimental mPEG-HM-1 y grupo de
control, 5 ratas en cada grupo, respectivamente, se les administré6 mPEG-HM-1 y solucién salina por inyeccion
intravitrea después de la quemadura con alcali, una vez al dia durante 1 semana. La reaccion inflamatoria y la
neovascularizacion de la cérnea se observaron bajo el microscopio de lampara de hendidura a los 1, 7 y 14 dias
después de la quemadura con alcali. En el dia 14 después de la quemadura con alcali, se registro la
neovascularizacion corneal bajo el microscopio de lampara de hendidura en el segmento anterior del ojo. Todos
los ratones fueron sometidos a eutanasia por dislocacion cervical y los globos oculares se extrajeron, se lavaron
con solucion salina para eliminar la sangre y se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 1,5 horas, se
deshidrataron en PBS con un 30 % de sacarosa durante la noche, se incrustaron en un agente de incrustacion de
secciones congeladas de OCT, se almacenaron en un frigorifico a -80 °C, se congelaron en secciones de 8 umy
se sometieron a la detecciéon inmunocitoquimica de la expresion de CD31.

(2) Medicién cuantitativa de la densidad de los microvasos del tejido corneal: La densidad de microvasos (MVD)
es un indicador para evaluar la angiogénesis. Las células endoteliales vasculares se marcaron con el anticuerpo
anti-CD31 mediante inmunohistoquimica, y se contd el nimero de microvasos por unidad de superficie para medir
el grado de neovascularizacion. Normas para el recuento de microvasos: Microscopicamente, se cuentan en la
neovascularizacion las células endoteliales o los grupos de células que estan claramente delimitados de los tejidos
adyacentes en el tejido corneal y que se tifien de color marrén o pardo. El nimero de nuevos vasos sanguineos
en toda la seccion se contoé bajo un microscopio 10x20. Después de fotografiar el tejido corneal, se calculé el area
total del tejido corneal mediante el software de procesamiento de imagenes Image J, y se determiné la densidad
neovascular de toda la seccion.

La prueba se repitié 3 veces de forma independiente. Los resultados obtenidos por la prueba se expresaron como
mediatSD, y se realiz6 una prueba estadistica T. *P<0,05 es una diferencia significativa, y **P<0,01 es una diferencia
muy significativa. Los resultados de las pruebas se muestran en la Tabla 51.

Tabla 51 Efecto del mMPEG-HM-1 sobre la neovascularizacion corneal en ratones

Grupo MVD Tasa de inhibicion (%)
mMPEG-SCs¢-HM-1 39,69+3,527* 40,52 %
mMPEG-SCok-HM-1 31,9243,648** 52,17 %
mMPEG-SCzk-HM-1 35,6814,842** 46,53 %
MPEG-SCaok-HM-1 37,724+4,153** 43,48 %

MPEG2-NHSs-HM-1 39,95+3,985* 40,13 %
mMPEG,-NHS1g-HM-1 33,3243,871* 50,07 %
mMPEG,-NHSz-HM-1 38,464,528 42,37 %
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Grupo MVD Tasa de inhibicion (%)
mMPEG,-NHS40¢-HM-1 37,914,273 43,19 %
mPEG-ALDs¢-HM-1 36,64+3,909* 45,09 %
mMPEG-ALD1ox-HM-1 30,815,465 53,83 %
MPEG-ALD20-HM-1 34,67+6,953** 48,04 %
MPEG-ALD4ox-HM-1 35,96+6,862** 46,11 %
mPEG-bALDs,-HM-1 37,973,914~ 43,10 %
MPEG-bALDgk-HM-1 32,015,738 52,03 %
mMPEG-bALD20-HM-1 34,816,817 47,84 %
MPEG-bALDk-HM-1 36,52+6,537** 45,27 %
control 66,73+8,324 0,00 %

Los resultados mostraron que el mMPEG-HM-1 con diferente composicion molecular y diferentes pesos moleculares
podia inhibir significativamente el crecimiento de la neovascularizacion corneal, y la tasa de inhibicion del mPEG-
SCiok-HM-1 alcanzo el 52,17 %, y la tasa de inhibicion del MPEG2-NHSo-HM-1 alcanzé el 50,07 %, la tasa de
inhibicion del mPEG-ALD+q-HM-1 alcanzo el 53,83 %, y la tasa de inhibicion del mMPEG-bALD1q-HM-1 alcanzo el
52,03 %.

Ejemplo 14: Efecto del mPEG-HM-1 en la neovascularizacién del iris en conejos

La rama principal de la retina de conejo se condensé con un laser de iones de argdén de 577 nm. La oclusiéon venosa
se confirmé mediante una angiografia con fluoresceina del fondo de ojo (FFA). Tras 5-12 dias, la angiografia con
fluoresceina del iris (IFA) mostré que la fuga de fluoresceina era evidente en los vasos del iris en comparacion con el
grupo de control normal, lo que confirmé la formacién del modelo animal de neovascularizacion del iris (NVI).

51 ojos con modelado exitoso fueron divididos al azar en grupos de 3 cada uno. Se etiquetaron como grupo de control
negativo, grupo de tratamiento mPEG-SC-HM-1, grupo de tratamiento mPEG2-NHS-HM-1, grupo de tratamiento
mPEG-ALD-HM-1 y grupo de tratamiento mPEG-bALD-HM-1, respectivamente. Se administré solucién salina, mPEG-
HM-1 (véase la tabla 52 para la dosificacion) por via intravitrea, una vez al dia durante 2 semanas. En la tercera
semana se observaron los ojos mediante microscopia 6ptica y electronica.

Tabla 52 dosis del grupo de tratamiento con mPEG-HM-1

Grupo Dosis (ug)
mMPEG-SCs¢-HM-1 25
mPEG-Ska-HM-‘I 50
grupo de tratamiento con mPEG-SC-HM-1
mPEG-SCZOK-HM-‘I 100
mPEG-SC40k-HM-‘I 200
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(continuacion)

Grupo Dosis (ug)
mMPEG,-NHSg-HM-1 25
mPEGz-NHS10k-HM-1 50
grupo de tratamiento mPEG2-NHS-HM-1
mPEGz-NHSZOK-HM-1 100
mPEGz-NHS40k-HM-1 200
mPEG-ALDs¢-HM-1 25
mPEG-ALD1gx-HM- 1 50
grupo de tratamiento mPEG-ALD-HM- 1
mPEG-ALD2gx-HM-1 100
mMPEG-ALD4gx-HM-1 200
mPEG-bALDsc-HM-1 25
grupo de tratamiento mPEG-bALD-HM- 1 mPEG-bALD1gx-HM-1 50
mMPEG-bALD20-HM-1 100
mPEG- bALD4gk-HM-1 200

Resultados: Bajo el microscopio 6ptico, se observé que la superficie anterior del iris estaba compuesta principalmente
por residuos de membranas vasculares fibrosas compuesto de tejido fibroso, y habia pocos limenes vasculares
abiertos. En la matriz del iris pueden verse restos vasculares, que son células necréticas y restos celulares. En la
superficie del iris del ojo de control, bajo el microscopio 6ptico, se puede observar la membrana vascular fibrosa con
rama y lumen potencial; la ultraestructura del iris en el grupo de tratamiento tiene una serie de cambios degenerativos:
las células endoteliales de los grandes vasos sanguineos del centro de la matriz del iris tienen el nucleo, el citoplasma
y las uniones celulares normales, se encontraron restos de capilares en la matriz del iris y en la superficie anterior del
iris, rodeados de restos celulares e infiltracion de macréfagos, no hay capilares con lumen potencial y las células de
la pared estan degeneradas, lo que indica que la neovascularizaciéon ha remitido.

Los resultados mostraron que el mMPEG-HM-1 puede inhibir la formacion de la neovascularizacion del iris en conejos
y hacer que los vasos sanguineos formados se degeneren.

Ejemplo 15: Efecto del mPEG-HM-1 en la neovascularizaciéon coroidea en ratas

Las ratas BN macho de 6-8 semanas de edad fueron anestesiadas con un anestésico compuesto 846 de 0,5 ml/kg
administrado por via intraperitoneal. Las gotas oculares de los ojos compuestos de tropamida se utilizaron 5 minutos
antes de la fotocoagulacién con laser, y las pupilas de ambos ojos se dispersaron completamente. En los animales
fijos, con la ayuda de lentes de contacto de -53,00D, alrededor del disco 6ptico y a lo largo de la misma distancia del
disco optico 2PD, se realiz6 la fotocoagulacion con rayo laser para realizar un total de 8 puntos de fotocondensacion,
con una longitud de onda laser de 647,1 nm, una potencia de 350 mW, el diametro del punto de fotocoagulacién y el
tiempo fueron de 50 ym y 0,05s, respectivamente. Inmediatamente después de la fotocoagulacion, se realizé una
fotografia del fondo de ojo. Se realizo la FFA, la histopatologia y la microscopia electrénica de transmision a los 3, 7,
14, 21 y 28 dias después de la fotocoagulacion.

Se confirmdé por medio de la fotografia del fondo de ojo y el examen de la FFA que la fuga de fluoresceina de la
fotocoagulacion alcanzé su punto maximo el dia 21 después de la fotocoagulacion, y se realiz6 un examen
histopatologico al mismo tiempo. Tras 21 dias de fotocoagulacion, la CNV mostré una proliferacion fibrovascular
significativa bajo microscopia 6ptica. Se observd un gran nimero de vasos neovasculares y se vieron glébulos rojos
en el lumen. Microscépicamente, las células capilares de los melanocitos de la coroides estaban cohesivamente
alteradas y las células endoteliales agregadas. Estos mostraron que se formé un modelo neovascular coroideo de rata
21 dias después.

Las ratas que fueron modeladas con éxito fueron divididas al azar en grupos de 5 ratas cada uno. Se etiquetaron como
grupo de control negativo, grupo de tratamiento mPEG-SC-HM-1, grupo de tratamiento mPEG,-NHS-HM-1, grupo de
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tratamiento mPEG-ALD-HM-1 y grupo de tratamiento mPEG-bALD-HM-1, respectivamente. Se administrdé solucion
salina, MPEG-HM-1 (véase la Tabla 53 para la dosificacion) por via intravitrea, una vez al dia durante 1 semana. Los
examenes de FFA se realizaron 3 dias, 7 dias, 14 dias y 28 dias después de la administracion de los péptidos
modificados. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 54 a 57.

Tabla 53 Dosificacion del grupo de tratamiento con mPEG-HM-1

grupo dosis (ug)
mMPEG-SCs¢-HM-1 25
mPEG-Ska-HM-‘I 50
grupo de tratamiento con mPEG-SC-HM-1
mPEG-SCZOK-HM-‘I 100
mPEG-SC40k-HM-‘I 200
mPEG,-NHSg-HM-1 25
mPEGz-NHS10k-HM-1 50
grupo de tratamiento con mPEG2-NHS-HM-1
mPEGz-NHSZOK-HM-1 100
mPEGz-NHS40k-HM-1 200
mPEG-ALDs¢-HM-1 25
mPEG-ALD1gx-HM-1 50
grupo de tratamiento con mPEG-ALD-HM-1
mPEG-ALD2gx-HM-1 100
mMPEG-ALD4gx-HM-1 200
mPEG-bALDsk-HM-1 25
mPEG-bALD10-HM-1 50
grupo de tratamiento con mPEG-bALD-HM-1
mMPEG-bALD20-HM-1 100
MPEG-bALD 40-HM-1 200

Tabla 54 Efecto del mMPEG-SC-HM-1 sobre la neovascularizacién coroidea en ratas

Tiempo de prueba

Dia 3 El numero total de Dia 7 El nimero total de  Dia 14 El numero total Dia 28 El numero total

grupo puntos es de 296 puntos es de 188 de puntos es de 135 de puntos es de 67
Puntos Tasa de Puntos Tasa de Puntos Tasa de Puntos Tasa de
de fuga incidenciade defuga incidenciade defuga incidenciade defuga incidencia de

# la CNV (%) # la CNV (%) # la CNV (%) # la CNV (%)
control 246 83,11 % 142 75,53 % 89 65,93 % 40 59,70 %
mPEHCI\;A'ﬁC“' 162 54,73 % 100 53,19 % 65 48,15 % 32 47,76 %

mPEG- o o o o

SC1oHM-1 147 49,66 % 86 4574 % 58 42,96 % 26 38,81 %
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(continucion)

Tiempo de prueba

Dia 3 El niumero total de Dia 7 El nimero total de  Dia 14 El nimero total Dia 28 El numero total

grupo puntos es de 296 puntos es de 188 de puntos es de 135 de puntos es de 67
Puntos Tasa de Puntos Tasa de Puntos Tasa de Puntos Tasa de
de fuga incidenciade defuga incidenciade defuga incidenciade defuga incidencia de

# la CNV (%) # la CNV (%) # la CNV (%) # la CNV (%)
mPEG- o o o o
SCao-HM-1 152 51,35 % 92 48,94 % 62 4593 % 28 41,79 %
mPEG- o o o o
SCaorHM-1 150 50,68 % 94 50,00 % 60 44,44 % 29 43,28 %

Resultados: La deteccion de FFA, 3 dias después de la administracion, la fuga de fluoresceina en el grupo de
tratamiento con mPEG-SC-HM-1 fue significativamente diferente a la de antes de la administracion; la fuga de

5 fluoresceina en el grupo de tratamiento se redujo gradualmente 7 y 14 dias después de la administracion de los
péptidos en comparacion con antes de la administracion; la fuga de fluoresceina fue incluso menor en 28 dias después
de la administraciéon en comparacion con 14 dias después de la administracion. Los resultados indicaron que el mPEG-
SC-HM-1 podia tratar la neovascularizacion coroidea en ratas. El efecto del mMPEG-SC1q-HM-1 fue el mas evidente.
La incidencia de CNV fue la mas baja, con un 38,81 % a los 28 dias de la administracion.
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Resultados: La deteccion de FFA, 3 dias después de la administracion, la fuga de fluoresceina en el grupo de
tratamiento con mPEG2-NHS-HM-1 fue significativamente diferente a la de antes de la administracion; la fuga de
fluoresceina en el grupo de tratamiento se redujo gradualmente 7 y 14 dias después de la administracion de los
péptidos en comparacion con antes de la administracion; la fuga de fluoresceina fue incluso menor en 28 dias después
de la administracién en comparacion con 14 dias después de la administraciéon. Los resultados indicaron que el
mPEG2-NHS-HM-1 podia tratar la neovascularizacion coroidea en ratas. El efecto de mPEG,-NHS1ox-HM-1 fue el mas
evidente. La incidencia de CNV fue la mas baja, con un 39,71 % a los 28 dias de la administracion.

Tabla 56 Efecto del mMPEG-ALD-HM-1 sobre la neovascularizacién coroidea en ratas

Tiempo de prueba

Dia 3 El numero total de Dia 7 El numero total de Dia 14 El numero total de Dia 28 El nimero total de

grupo puntos es de 290 puntos es de 182 puntos es de 132 puntos es de 71
Puntos Tasa de Puntos Tasa de Puntos Tasa de Puntos Tasa de
de fuga incidencia de la de fuga incidencia de la de fuga incidencia de la de fuga incidencia de la

# CNV (%) # CNV (%) # CNV (%) # CNV (%)
control 242 83,45 % 140 76,92 % 87 65,91 % 42 59,15 %
mPEG-

ALDsk- 160 55,17 % 96 52,75 % 62 46,97 % 33 46,48 %

HM-1

mPEG-
ALD1ok- 141 48,62 % 84 46,15 % 55 41,67 % 28 39,44 %

HM-1

mPEG-
ALD2ok- 150 51,72 % 89 48,90 % 60 45,45 % 29 40,85 %

HM-1

mPEG-
ALDaso- 152 52,41 % 92 50,55 % 62 46,97 % 30 42,25 %

HM-1

Resultados: La deteccion de FFA, 3 dias después de la administracion, la fuga de fluoresceina en el grupo de
tratamiento con mPEG-ALD-HM-1 fue significativamente diferente a la de antes de la administracion; la fuga de
fluoresceina en el grupo de tratamiento se redujo gradualmente 7 y 14 dias después de la administracion de los
péptidos en comparacion con antes de la administracion; la fuga de fluoresceina fue incluso menor en 28 dias después
de la administracién en comparacion con 14 dias después de la administracion. Los resultados indicaron que el mPEG-
ALD-HM-1 podia tratar la neovascularizacion coroidea en ratas. El efecto de mPEG-ALD1o-HM-1 fue el mas evidente.
La incidencia de CNV fue la mas baja, con un 39,44 % a los 28 dias de la administracion.
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Resultados: La deteccion de FFA, 3 dias después de la administracion, la fuga de fluoresceina en el grupo de
tratamiento con mPEG-bALD-HM-1 fue significativamente diferente a la de antes de la administracion; la fuga de
fluoresceina en el grupo de tratamiento se redujo gradualmente 7 y 14 dias después de la administracion de los
péptidos en comparacion con antes de la administracion; la fuga de fluoresceina fue incluso menor en 28 dias después
de la administraciéon en comparacion con 14 dias después de la administracion. Los resultados indicaron que el mPEG-
bALD-HM-1 podia tratar la neovascularizacién coroidea en ratas. El efecto de mPEG-ALD1o-HM-1 fue el mas evidente.
La incidencia de CNV fue la mas baja, con un 39,13 % a los 28 dias de la administracion.

Ejemplo 16: Efecto del mPEG-HM-1 en los vasos sanguineos de la retina en ratones con OIR

Establecimiento del modelo OIR: La exposicion de los ratones jovenes y de sus madres a un entorno hiperdxico del
75 % desde el dia 7 al 12 después del nacimiento de los ratones C57/B16 provocé una rapida desaparicion de los
capilares en la retina central. Al volver al aire interior el dia 12, los vasos sanguineos de la retina, al exponerse a la
hiperoxia, desaparecieron rapidamente, provocando una extensa neovascularizaciéon anormal, y la parte central de la
retina permanecié en gran medida avascular durante mucho tiempo. Después de que los vasos sanguineos
desaparecieran por completo, el dia 13, se administrd solucion salina fisiolégica (grupo de control negativo), mPEG-
SC-HM-1, mPEG2-NHS-HM-1, mPEG-ALD1gx-HM-1 y mPEG-bALD-HM-1, mediante inyeccion intravitrea, y se
evaluaron los vasos retinianos el dia 17 (para marcar los vasos no cerrados, se inyectaron 50 ml de lectina de tomate
marcada con Texas Red en el ventriculo izquierdo y se hicieron circular durante 5 minutos). Los resultados de las
pruebas se muestran en la Tabla 58.

Tabla 58 Efecto del mPEG-HM-1 sobre los vasos sanguineos de la retina en los ratones OIR

Grupo dosis (ug) Area de racimos neovasculares (mm2) Tasa de inhibicién (%)
control - 0,221+0,006 0,00 %
mPEG-SCs-HM-1 25 0,116+0,012 47,42 %*
mMPEG-SCok-HM-1 50 0,096+0,008 56,56 %**
mMPEG-SCzk-HM-1 100 0,110£0,010 50,23 %**
MPEG-SCok-HM-1 200 0,11940,005 46,18 %*
MPEG2-NHSs-HM-1 25 0,119+40,007 46,35 %*
mMPEG,-NHS1gc-HM-1 50 0,100+£0,006 54,63 %**
mMPEG,-NHS2k-HM-1 100 0,11240,011 49,27 %**
mMPEG,-NHS0¢-HM-1 200 0,120+£0,008 45,92 %*
mMPEG-ALDs-HM-1 25 0,108+0,006 50,98 %**
mMPEG-ALD1ox-HM-1 50 0,085+0,007 61,75 %**
MPEG-ALD20x-HM-1 100 0,095+0,009 57,03 %**
MPEG-ALD4ox-HM-1 200 0,106+0,010 52,02 %**
mPEG-bALDs,-HM-1 25 0,108+0,008 51,17 %**
MPEG-bALDgk-HM-1 50 0,083+0,006 62,35 %**
mMPEG-bALD20-HM-1 100 0,097+0,011 56,22 %**
MPEG-bALDok-HM-1 200 0,110£0,012 50,31 %**

En comparacion con el control negativo, los grupos neovasculares en la retina de los ratones OIR tratados con mPEG-
SC-HM-1, mPEG2-NHS-HM-1, mPEG-ALD1o-HM-1 y mPEG-bALD-HM-1 se redujeron significativamente. Entre ellos,
mPEG-SC1o-HM-1 fue el mejor en el grupo de administracion de mPEG-SC-HM-1, y la tasa de inhibicion fue del 56,56
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% cuando la dosificacion fue de 50 pg. Entre el grupo de administracion de mPEG2>-NHS-HM-1, el mas eficaz es
mPEG2-NHS10k-HM-1, en el que la tasa de inhibicion es de | 54,63 % cuando la dosificacion es de 50 ug; mPEG-
ALD10x-HM-1 es el mejor entre el grupo de administracion de mPEG-ALD-HM-1. La tasa de inhibicion alcanzé el 61,75
% a 50 pg; el mMPEG-bALD10k-HM-1 es el mejor en el grupo de administracion del mPEG-bALD-HM-1, y la tasa de
inhibicion alcanzé el 62,35 % cuando la dosis fue de 50 ug.

Ejemplo 17: Efecto del mPEG-HM-1 sobre la neovascularizacién en modelos de rata de retinopatia prematura

Se utiliz6 un modelo animal inducido por oxigeno fluctuante para dividir aleatoriamente a las ratas recién nacidas que
dieron a luz naturalmente en el mismo dia (dentro de las 12 horas) en tres grupos: el grupo del modelo oxigenado, el
grupo de tratamiento oxigenado y el grupo de control normal. El grupo del modelo oxigenado se subdividié en tres
subgrupos y, junto con el grupo de tratamiento oxigenado, se coloc6 en una camara de oxigeno semicerrada hecha
de plexiglas. La camara se conectd al oxigeno médico y el analizador de oxigeno se ajusté a una concentracion del
80 % * 2 %. Después de 24 horas, se introdujo gas nitrégeno en la camara de oxigeno, y la concentracion de oxigeno
se ajusto al 10 % £ 2 % y se mantuvo durante 24 horas. La concentracion de oxigeno se control6 8 veces al dia, y la
temperatura ambiente en la cabina de control fue de 23 °C £ 2 °C. El cambio de lecho, la adiciéon de comida, el cambio
de agua vy la sustituciéon de las ratas madre se realizaron una vez al dia. El grupo de control normal fue colocado en
un entorno de instalaciones para animales. En comparacion con el grupo de control, el modelado se consideraba
exitoso si la tincion de la enzima ADP del parche retiniano mostraba cambios vasculares evidentes, el nUmero de
células endoteliales vasculares que atravesaban la membrana interna de la retina hacia el vitreo aumentaba, y la
diferencia era estadisticamente significativa.

Los componentes terapéuticos oxigenados fueron divididos en cuatro subgrupos, y en el 7° dia de modelado, mPEG-
SC-HM-1, mPEG2-NHS-HM-1, mPEG-ALD10-HM-1, y mPEG-bALD-HM-1 fueron respectivamente administrados por
inyeccion intravitrea. Soélo se administré solucion salina normal al grupo del modelo de oxigeno y al grupo de control.
Las administraciones continuaron durante una semana. El 14° dia, tras la eutanasia con anestesia de éter, se
extrajeron los globos oculares, se fijaron en una solucién de paraformaldehido de 40 g/l durante 24 horas, se
deshidrataron con alcohol de gradiente y se decoloraron con xileno. Tras la inmersion en cera, se realizé una seccion
en serie con un grosor de 4 um, en la que las secciones se mantuvieron alejadas del disco 6ptico. Las secciones son
paralelas al plano sagital de la cérnea al disco 6ptico. Se seleccionaron al azar diez secciones por globo ocular para
tefirlas con hematoxilina y eosina, y se contd el niumero de células endoteliales vasculares que atravesaban la
membrana interna de la retina (sélo se conto el nucleo endotelial vascular estrechamente relacionado con la membrana
interna de la retina), y se cont6 el nimero promedio de células endoteliales por globo ocular y por corte.

Resultados: en el grupo de control, no se encontrd ninguna o muy pocas laminas en las que los nucleos endoteliales
vasculares hubieran atravesado la membrana interna de la retina hacia el cuerpo vitreo. En el grupo modelo, habia
muchos nucleos endoteliales vasculares que habian atravesado la membrana interna de la retina, algunos de los
cuales estaban aislados y otros agrupados. Al mismo tiempo, estos nucleos endoteliales vasculares también se
observaron en algunas secciones adyacentes a los vasos profundos de la retina, lo que confirma que se originaron en
la retina en lugar de en el vitreo u otros tejidos del ojo. En las secciones del grupo de tratamiento sélo se observaron
algunos de los nucleos endoteliales vasculares que atravesaron la membrana de la retina. Los resultados
experimentales se muestran en la tabla 59.

Tabla 59 Recuento de nucleos de células endoteliales vasculares de la retina

Grupo Dosis (ug) Recuento de nucleos celulares
mMPEG-SCs¢-HM-1 25 9,104+3,087
mMPEG-SCok-HM-1 50 8,528+3,109
MPEG-SCzk-HM-1 100 7,372+2,078
MPEG-SCok-HM-1 200 8,089+2,935

mPEG,-NHSg-HM-1 25 9,212+3,134
mMPEG,-NHS1gc-HM-1 50 8,78613,072
mMPEG,-NHS2«-HM-1 100 7,68312,914
mMPEG,-NHS0¢-HM-1 200 8,495+3,036
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(continuacion)

Grupo Dosis (ug) Recuento de nucleos celulares
mPEG-ALDs¢-HM-1 25 8,927+2,902
mMPEG-ALD1ox-HM-1 50 7,581+1,903
MPEG-ALD20x-HM-1 100 7,036+1,315
MPEG-ALD4ox-HM-1 200 8,6732,756
mPEG-bALDs,-HM-1 25 8,852+2,933

MPEG-bALDgk-HM-1 50 7,627+1,892
mMPEG-bALD20-HM-1 100 7,1581,724
MPEG-bALDk-HM-1 200 8,5639+2,218
Grupo de modelos - 26,397+2,104
control - 1,317+0,262

Los resultados mostraron que, en comparacion con los del grupo del modelo oxigenado (26,397+2,104), los grupos
de tratamiento con mMPEG-HM-1 tenian recuentos de nucleos de células endoteliales vasculares significativamente
menores, lo que demostré que el MPEG-HM-1 puede inhibir la neovascularizacion del modelo de retinopatia inducida
por oxigeno en ratas neonatales hasta cierto punto. El mejor efecto fue generado por mPEG-ALDzo-HM-1, y el
recuento de células fue de 7,036+1,315 cuando la dosis fue de 100 pg.

Listado de secuencias
<110> NANJING ANJI BIOLOGICALTECHNOLOGYCO.,LTD

<120> INHIBIDOR DE LA ANGIOGENESIS MODIFICADO CON POLIETILENGLICOL HM-1 Y SU
APLICACION

<160> 16

<170> Patente En la version 3.3
<210> 1

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>1

mPEG-SC5k—- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 2

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales
<400>2

mPEG-SC10k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 3
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<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>3

mPEG-SC20k—- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 4

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>4

mPEG-SC40k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>5

mPEG2-NHS5k—- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>6

mPEG2-NHS10k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210>7

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>7

mPEG2-NHS20k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>8
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mPEG2-NHS40k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210>9
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>9

mPEG-ALDSk—- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 10

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>10

mMPEG-ALD10k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 11

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>11

mPEG-ALD20k—- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 12

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>12

mPEG-ALD40k— Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 13

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>13

mPEG-bALDSk- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 14

<211> 14

<212> PRT
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<213> Secuencias artificiales

<400>14

mPEG-bALD10k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 15

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales

<400>15

mPEG-bALD20k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10

<210> 16

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencias artificiales
<400>16

mPEG-bALD40k- Arg Gly Ala Asp Arg Ala Gly Gly Gly Gly Arg Gly Asp
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol, que comprende la secuencia de mPEG-Arg-
Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Arg-Asp.

2. Un inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol segun la reivindicacién 1, en el que el mMPEG
se selecciona del grupo de mPEG-SC, mPEG,-NHS, mPEG-ALD o mPEG-bALD, con un peso molecular que oscila
entre 500 y 40.000 Dalton.

3. Un inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol segun la reivindicacion 2, que comprende al
menos una de las siguientes secuencias:

mPEG-SCsc-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-SCok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-SCaok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-SCaok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG;,-NHSs-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG2-NHS 10k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG2-NHS0k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG2-NHS40k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-ALDs-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-ALD10k-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-ALDq-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-ALDaok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-bALDsk-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
MPEG-bALD1o-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp;
mMPEG-bALDg-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp; o
MPEG-bALD4ok-Arg-Gly-Ala-Asp-Arg-Ala-Gly-Gly-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp.

4. El inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol segun las reivindicaciones 1, 2 o 3 para su uso
en el tratamiento de tumores, inflamacion de la artritis y enfermedades oculares neovasculares mediante la inhibicion
de la neovascularizacion.

5. El inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol para su uso segun la reivindicacion 4, en el que
los tumores comprenden un cancer primario o o secundario, melanoma, hemangiomas y sarcomas originados en la
cabeza, cuello, cerebro, tiroides, eséfago, pancreas, pulmoén, higado, estbmago, mama, rifidon, vesicula biliar, colon o
recto, ovario, cérvix, Utero, prostata, vejiga y testiculos humanos.

6. El inhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol para su uso segun la reivindicacion 4, en el que
la inflamacion de la artritis comprende artritis reumatoide, artritis gotosa, artritis reactiva, osteoartritis, artritis psoriasica,
artritis infecciosa, artritis traumatica y espondilitis anquilosante.

7. Elinhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol para su uso segun la reivindicacion 4, en el que
las enfermedades oculares neovasculares comprenden la enfermedad ocular neovascular del iris, la enfermedad
ocular neovascular de la coroides, la enfermedad ocular neovascular de la retina y la enfermedad ocular neovascular
de la cornea.

8. Elinhibidor de la angiogénesis HM-1 modificado con polietilenglicol segun las reivindicaciones 1, 2 o 3 para su uso
como medicamento para el tratamiento de tumores, inflamacién de la artritis o enfermedades oculares neovasculares
mediante la inhibicién de la neovascularizacion, en el que el medicamento se administra por inyeccion.

9. El medicamento para su uso segun la reivindicacion 8, en el que la inyeccion incluye inyeccion subcutanea, inyeccion
intramuscular, inyeccion intravenosa, inyeccion vitrea intraocular y goteo intravenoso.
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