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Ciudad de La Habana 10600,
Cuba

2. JesUs REYES GONZALEZ,
Calle 186 # 3112 Apto 68,
Entre 31 y 33,

Reparto Cubanacan, Playa,
Ciudad de la Habana 10600,
Cuba

3. Gloria VELIZ RIOS,
Calle 140 # 4514,
Entre 45 y 49,
Cocosolo, Marianao,
Cuidad de la Habana 11500,
Cuba

4. Eduardo MARTINEZ DIAZ
Calle 186 # 3117 Apto 14 E,
Entre 31 y 33,

Cubanacan, Playa,
Ciudad de la Habana 10600,
Cuba

At AT PHEREN AN Fobos: #4
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
X patente de Invencion. [J Patente de Modelo de Utilidad.
O capitulo 1. Xlcapitulo I1.
Nombre: CENTRO DE INGENIERIA
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA, sociedad
constituida y existente bajo las leyes de
SOLICTITANTE Republica Cuba. IDENTIFICACION
(71 | 10 c.C. O NIT O
Direccion: Ave. 31 entre 158 y .
QO Cubanacén, Playa, C.E. O Otro O
' Ciudad de La Habana 10600, Cual
Cuba .
Ndmero
Domicilio: Ciudad de La Habana 10600,
r Cuba
" @ Nombre: EMILIO.FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4%, No. 72-35 C.C. |Z| NIT E]
REPRESENTANTE Teléfono: 347 36 11 CE. D Otro D
O APODERADO Fax: 211 86 50
E-mail: clientes@camyp.com. Cual __
Domicilio: Bogota, Colombia. Nomero 438.019 T.P 31.929
@ 1. Maria ABRAHANTES PEREZ, . M6énica BEQUET ROMERO,
) Calle 186 # 3112 Apto 68, Zapata, # 1868 Apto 18,
. 1 INVEN(;%R (ES) Entre 31 y 33, Entre 12 y 14,
D' Reparto Cubanacan, Playa, Plaza,

Ciudad de la Habana 10400
Cuba

. Luis Javier GONZALEZ LOPEZ,

Calle 186 ef 31 y 33,
Apto 8C. #3115,

* Cubanacan, Playa,

Ciudad de |la Habana 10600,
Cuba

. Lila Rosa CASTELLANOS SERRA,
Kohly 51, entre 28 y 30,
Nuevo Vedado,
Plaza de la Revolucion,
Ciudad de la Habana 10600,
Cuba

10.Manuel SELMAN-HOUSEIN SOSA,

Calle 186 # 3117,

Apto 6D, Entre 31 y 33,

Playa, Ciudad de la Habana 10600,
Cuba
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8 Caridad GASMURIG LEZ 11 Radl GOMEZ RIERA,
Callo 84 # 518, Avea 51 # 10032,
Entre Sta Ay SiaB, Entra 100 y 104,
Playa, Cludad de ta Habana 11300, Marianao
Cuba Ciudad de in Habana 11500
Cuba
6 José GARCIA SUAREZ,
Calle 188 #3117 12.Jorge Victor GAVILONDO COWLEY,
Ef31y 32 Apto 4B Calle G # 180,
Enwve 31 y 23, Entre 19 y 21 Apta 11
Cubanacdn, Playa, Vadado Plaza,
Cwxdad de la Hahana 10600, Ciudad de la Habana 10400
Cuba Cuba

@ PCT (86)
Solicitud Iinternacional No PCT/CU2005/000003
Publicacidn internacional No WQ 2008/05288 A2

Fecha 05 de Julio de 2005
Fecha 19deE 2008

T‘tulo (54)
MP SICION FARMACEUTICA CONTENIENDO FRAGMENTOS POLIPEPTIDICOS

DE SERRALISINA

! Clasificacién Internacional (51) AS81K 8
Prioridad | (33) Pals de Ongen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
si@ No[ cu 08 de Julio de 2004 2004-0147
@ Comprobante de pago No Focha
Anexos

Comprobante de pago de |a tasa de presentacion de la solicitud por S 482 000 oo
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persana
juridica

Poderes, &i fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al soficitante o a su causante

Declaracionas

Copla de la soliatud intemacional. (Resumen, descripcién, ranvindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano  {(Resumen, descripcidn, remindicaciones,
dibujos)

Copia del examen prefiminar efectuado por la IPEA.
Traduccién del examen prelminar efectuado por la IPEA.
De sar &l caso ¢opia del conirato de acceso

De ser &l caso, documento que acredite la hcencla o autonzacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas

Da ser el caso certificado de depdsito del material biolégico
Arte final 12x12

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenldos en el

extranjero por ¢ nusma titular o su causante, relacionadas parcal o totaimente con la nmvencidn
de esta saficitud

Otros VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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Documentos anexos

1 Pubhicaeidn Intemacional WO 2008/052688 A2
Descnpcion
Pagqines en &l idiome onginal 38
Ravindicacionas Nimero (s) 12
Figuras Numem (s) 18

2 B4 Traduccion de los Anexas del IPRP

3 ] Listado de secuencias
|

4 Extracto de publicacion

SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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REPAESENTACION Y PODER

o -

La que suscribe, CENTRO DE INGENTERLA GENETICA ¥ BIOTECNOLOGQIA,

sociedad orgeneada y oastenty de conformidad con las leyes de Cuba,

domicbada en i1 Street 17168 8 1), Cubenacan, Playa, Habana, Cuba, ,desigon a GERMAN
CAVELIER, ipa. 832, GONZALO PERDOMO, tpa 5§31, EMILIO FERRERO), tpa 31929, y LUZ
CLEMENCIA DE FPARZ, fpan 28555, domucihades en la Carrera 4 N® 72-85, Bogotd, Colombua, en
obedechmento a 1o dispuesto en ¢ parigrafo 19 del Artfculo 543 del Cidigo de Comercio, el primers
come prancipal ¥ log demds conw suplentes, en su orden, et nuestros representantes en todos los
seuntos de propwedad indwstnal con facultad pars recbur notlficeconss y hombrar apoderados
1cialee 0 extrajudiciales Bl primer representante suplents reemplazard al prinapal en caso de
al4enaa o iumpedimento temporal o definitivo de aquél La musma regla se aphioard cuindo el segundo
representante suplents laym de regmplozar al primero, o el tercoro al gegundo En tales casos, el
répresentante principal, o &l primero, o ndo entw, 9i 8 cago, 0 ambos, declararin su Intencin
de no cer |a representamon mediantv laracion nulenbeada por Notanoe Piabluco en Colomble, o
Notano u oo Funcionane Pdbleo, o Consul de Colombaa, en el extrangero, y 50 s Leatare de
impecimento, con o ceriificado respectrva S alguno de los nofabeados faltaie defimbwamente, el
siguiente komark su lugar’ Cuando cesare la anseneia 0 unpedimento del representante prinepal, o de
s pnumero o segundo suplentes, gn su caso, podrin ejercer I representacidn, en su onden, ung u otros
geglin el Laog, aumidndola por el solo hecho de ejercerla, ¢cvsando en exe momento &l ejeroxo de la
representacstn por el pnumerd, segutido o tercer suplente en eu

Ademds, conferimos poder a los abogados armnba nombrades, para oblener la proteecién de nuestm
propedad indusinal y contra la nur:getencia desleal, a cuyo efecty autorizamos a los dichos
apodersdes para gue nos representen anks cualesquicra entidades o personas, ejerzan o no pursdiccion,
calmente anle lag del ‘orden admlmstrativg, contenmasp-admimstrabive ¥ mdicial, 451 como [os
mbunales de arblbramento, en todo 1o concerments s los entes aFuntos a tencldn de patentes
de mvencebn, modedos de utihdad y dsedns mgustrinbes, 5 réplairo de marcas de fabrica, colechvas,
defensrvas, de serviclo, lemas eomerciales, nombres comerciales, ensgfias, vanedades vegelales
enonunaclones de origen, su rencvacldd, traspago, combiwe de nombre o domuclw, reruncia
voluntana, y regisiro de lcencias de uso de esos derechos, it} Lzs acoomes de competencda degloal,
prolecagn del consumider, oposiclones u obeervacioness“rancelacidn admimstrativa vy Judicial,
nufidad, medidas cauntelarcy, cortesitn de heencias, 1a tutela, la Pproteccién 'gg_ ecretos Indusiniales, y
en general los pucioa clviles, penales, admunigbratvos o cmwnﬁ%' RhErEe ados con
estos dervchos, actiones y procesos fue PIGIMOVAMICE O s& N5 % EEEersh todos los
amuntos a1riba delernunados, pusdan sustitulr este mandato, trangigic, Raneiadmitil Iog hochog del
procesp, desshir, cancelar, recibir, renunclar, y rabsficar logs actos de‘xgem?ff BOE,
LA ﬂ!ﬁ' y
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Para los pafses que no son parte del Protocolo Interamencane de 1940 sohre Unifornudad del Régimen
Legal de los mﬂl’.ﬂ, el Cénml Colombrang dabe certificar como mgus™
|

Fecha MR

Bl suscrito CONSUL DE COLOMBIA en

——

CERTIFICA

1? Qu el sefior
quisn mztentioa el docuimento anterior, ejerela legalmente ¢n la fecha alliindicadn, Ias funclones de

y que la firma y sello que en el documento aparscen como suyos son 1os que usa y acostwmbra en sus
actns oficlales

22 Que huvo & la vista las prushas de que b Compaiiia
exlste legalments, y
que actuakmente ejerce su objeto social v,

P Chie el asfior do
uien firmd la represenfacitn y-pooer
B 12 Compatia | e e g

Cp i
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an en sy caricler de

icto, y otorgar el poder

hl 4

Cénsul de Colombia

*Son paria dal Prolocoin Colomble, El Sslvadar, Médico, Venezusls y los Estadna Unida En luw demest palass ¢] Sefior Clasnl 4+
Colombm debe otoorgar ¢l sertflcudo segun ol modeln do epla pigne



FaCka

Er suserito LOSSHL DF COLOHEIA ea

CERTTIFICA

la Que el safigr
guien autorizz &l gocumento amterior, sjercfa legalsents
en 1a facha al1{ {ndicada, Tas funciones de
y que 18 flrnz
¥ della que en ] documentd iparecen camn Suyqs scn 105 qug

us2 y acostumbra en sus pctos oficieles

) Que tuvg 2 12 vista las pruebas oo que la Compafira

o CENTRO DE INGEMIEREA GENETICA_Y BIOTECNOLOGIA,

% Habana, Cuba, A
gxiste lagalaente y quq actualmenta 7 ﬁz
— i
de acverdy can Mag leyes del respec é@ 2
Jilﬂ.ij,y. h: E.E ﬁ;;iﬁ;ﬂ:ﬁ;&f
l-ﬂ"*.jc A
30 ) Que el zafior “"“"“""‘hﬂﬂﬂméﬂﬂ

firmd el poder que oreceds en su cerEcier de
gstd Eutorizado pera

representaria en #3te acto y otargar 41 poder

GERECHOS USS

CONSIIL
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Consulado roneral de Golombin

LA HAEANMA, CLIBA

1+ No EI-‘FT
—_— [ 5] |_||
— h'Erhmm'bm 26 ﬁe 1991
L L
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o i
Lo susonia Consul General do Colombia, wistos Jos Jocomentos presentados por o8 mtﬂfpﬁdu,
CEKRTIFICA S‘; o4 8 A

Que of Seffior Jesie Femméndez Ponce, gmen oomo funaonafio ds Ta Dweccrdn Juridus del
Minlsicno de Relacsanos Exteniores de la Repibiica do Cuba amtentico Ia finwa del manatano dal
poder précedantc, cieroua en 1a feche iy funclones indicedas y sn firma corrospondds & Ia regsirada
on o Consulado Qua ol CENTRO DE INGENTRRIA GE.NEITE'A Y BIOTECNOLOGIA ¢a
und omdsd presupuestada constimda do sowerdo coa las keyen de Cubs vy n-umﬂl s objetn
coaforme a tas mizmae, Que of Scilor Mannel do Josis Lineonta ‘ifltllL':qlllm on su Caticler do
Daréctor de la cijads wiodad presupnestada confiere of poder mnﬂﬂﬂu L rhﬁummr, logal

Le

En CAle Pala. " .}I:.‘ (B ot

=r
B =1 [y |
=g by

La Chinsul General nnlr.-r Colombta o ssume responcabibidad alguna par ol a’.tillltenllln del dﬂlilmnnm.
2

alie

Martha Nifo do Stand
- Consul Geperal

b s -~
;, ;
L Y A -.:: ' w"lh‘i'-."'q. ~ ¥
iy lllr-rml..i:‘r ur-un:uw.ﬁ
I S20 e ¥ .-amh.n.;
PAGATIOR

IMPUESTO DE TIMBRE NACIONAL ~ US$  £.00 (scas dflares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100 00 (clom diilares}
TOTAL MAGADO 1185 106 00 Telcmiosay ddlares)
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a0z Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIOHES
Buparintendencla de Induatria ¥y Comercio
E. B. D

-t

Poderdante CENTED DE INGENIERIA GEMETICA ¥ BIDYECNOLDGIA

Poder conferido el 15.?1':915 —

-

Yo, GEBMAN CAVELIER, obrando &n m1 calidad de apoderado
principal del poderdante axzaba  wenclofieds, wténtamente
#snifiegto a Ustad gua sustitnyo &1 pallar Lquii ng ha =ida
conferido &n la persona del doctor ESILIO FERRERO, Aboagada con
Tarjets Profesional Bo 31 929, con todae lae facultmdes que ma
fueron confqridas.

Hago la anteripy suaqitncldﬂ-cunfurma al articuls 66 del
Céddigo de Frocedimliente Cavil *ya gue lom *ﬁtqu_ Rustitutos
Esltan ®n este momanto : * '
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Seflor Jefe,
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GERSAN CAVELIKR
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CC Wa 2Z B77 4 de Bogotd
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COMPOSICION FARMACEUTICA CONTENIENDD FRAGMENTOS
POLIPEPTIDICOS DE SERRALISINAS

Campo de [a Invenclon

La presente invencion esta relacianada con el campo de 1a blotecnologle, la Industria
farmaceutica y en parlicular con la obtencion de una COMPOSCION CApaz de nhibir el
crectmiendo de celulas lumoralee Esfa composigon conbiene fragmesios polipéplidicos
de Semsllsines, obianldoa de la degradackin de la protelha integra los cuales tienen
un meyar efecio anb=proliferativo que las moléculas de Serralisinas Integras  Dichos
fragmantos partanecan al C-termnal de las Serralisinas a partir de la metioning intema
fe la secuencia hasta el fmal de Ia molecula v la combmmacion de los miIsmos con
prodiglosinags que potenclan el efecto eanti-tumonal de esta compoalcddn

Arte previg

La qumosrapia del cancar se ha dingdo tradicionalmenta a la inhitcién de Ia
prolferacion de celulas cancengenas. 3in embargo. en loe ulhmos afios se ha
Incrementado &l Interds por loa producios entitumorstes Induciores de epopidels, ya
que &l cancer s ha nshiuds coma una patologia relaconada con la deficencia
relaliva de los macanismos de apoplisis an lugar de un axeeso de pralifaracon

El uso de bactenas o sus extractos en el tratamiento del cancer se remonta a mds de
100 a0 E! reports méa cliado es &l del flslco v clrulano Willlarm B Coley del HospEal
Memorlal eh la cludad de New York, ahora [lamade Hosprial Mempnal Sloan-Kettering
El observt que muchos do sus paciantes con vance hpos de cancer presentaron
regresion tumoral despues de sar infestados por bacteries patdgenss {Caley, W B
1891-reprinted from 1683 Clin Orihop 262 3}

La resislencia a los tumores &n pacientes o animales ifestados se atribuia a la
mmunidad anatumoral concomitants meadiada por celulas (Pagha, P and Guzman, C
A iBB8 Cancer immunol Immuncther 46 88) La wen de que la infeccldn con
bacterias o protozoas pakigencs pueden aclivar la regreaion del cancer a lraves de ka
activacién de la inmumdad nnata o adaptatva ha silo cuestiohada racienlemants por
Hunter et al (Hunter, C A, Yu, D, Gea, M, Ngo, C ¥V, Sevgnani C Goldschmidt,
M, Galoviina, T ¥V, Evans, 8, Lee W F and Thomes-Teldonenko, A 2001 J
Immunol 166 5878) Ellos demostraron cque los tefidos infestados con T Gondn
producen algunos factoras solubles ant-anglogénicos que evitan la knrmacion de vasos
sanguineos en kos tumores los cusles padngn ser de potencial mtarés terapéubcg

\ ¥
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Este proceso de formacitn de nuevos capilares conocido como angiogénesis, se ha
convertdo en un foco de atencién importantie para la implementacdn de nuevas
terapias para el cancer y sus metastasis La bisqueda de factores ant-angiogénicos
constituye |a base de nuevas estrategias terapéuticas anticancerigenos (Folkkman, J
2003 Semunars in Cancer Biology 13 159) Recientemente, el uso de bacterias
anaerobias como agentes quimioterapéuticos y anti-vasculares selectivos ha
ocasionado la regresibn de tumores subcutdneos (sc) en ratones de manera
significativa Este tratamiento es llamedo terapia bacteriolltica combinada (COBALTO)
{Dang, L H, Bettegowda, C, Huso, DL, KinzZler, KW and Vogelstein, B 2001 Proc
Natl Arad Sci USA 98 15155) Sin embargo, las bacterias vivas producen Importante
toxicidad y reacciones colaterales que limitan su uso contra el cancer humano

En los ultimos afios, han aparecdo reportes que indican que las bacterias anaerobias
beran proteinas redox que inducen I apoptisis de células tumorales (Yamada, T
Goto, M , Pun), V, Zaborna, O and Chen, ML 2002 Proc Natl Acad Sc USA 99
14088, Goto, M, Yamads, T, Kimbara, K , Homer, J , Newcomb, M, Gupta, T K and
Chakrabarty, A. M 2003 Mol Microbiol 47 549) Se ha postulado que estas proteinas
redox puderan formar parte de un conjunio de proteinas solubles que eran secretadas
por los antecesores de las células procariotas actuales, y cuya funcidn pudiera haber
sido la eliminaclén de las célutas eucanotas ancastrales (Punj, V and Chakrabarty, A
M 2003 Callular Microbiology § 225) En general se conoca poco sobre la produccidn
de factores solubles secrelados por estos organismos procanotas que pudieran actuar
de forma especifica sobre células cancerigenas, ocasionando su muerte y de manera
concomitanta, Ia regresidn del tumor

Semratia marcescens es una bacteria anaerobia facultativa A partir de algunas de sus
cepas de han obtenido varias preparaciones con propiedades anttumorales, 1as
més estudiadas son [a] el ImuVert® (Budagov, RS and Ullanova, L P 2001 Radiats
Blol Radioecol Russian 41 38), una preparacidn de membranas ribosomales que
activan el sistema inmune de los paclentes, [b] la proteasa Serratial Mr 56,000 (Wu, J ,
Akalke, T, Hayashida, K, Okamoto T, Okuyama, A and Maeda, H 2001 Jpn J
Cancer Res 92 439), la cual induce muerie celular por necrosis dependiente de la
expresion de a-2 macroglobuling, y [¢] las prodigiosinas, una familia de pigmentos que
actuan como inmunosupresores y anti-cancerigenos a través de la induccion de
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apoptosis (Montaner, B and Pérez Toamas, R 2003 Curr Cancer Drug Targets 3 67,
Pére> Tomas, R y Montaner, B 2003 Hiaiol Histopathol 18 378}

Nosolras abluvimos fragmanios de Serralisinas na proteslihens con méyor achvidad
ciotdelea que ks moléoules gue las moléculag Integras Esla parmid realizer la
combnacion de estes fregmentes con bajas dosis de prodigiosinas, disminuyendo la
toxicidad repartada del piIopmento y potenclando el afecto antproliferativo sobre celulas
tumarales

Descripeidn detallada de ka nvenclén

Les composiciones de et Imvencion son capaces de Inhibd al crecimiento de células
tvmorales v eetéin compuestas por fragmentos polpephdicos de Serrallalnas, con
mayor efecto ant-proliferatvo que 129 maleculas do Semabslnas Imegras. los cuales
pueden combiarse con prodigiosinas que potencean su efecto anb-turnoral

En ssta invencion s2 describe la obtencidn del preparado MQG2327, donde se
encuentran pragente tanta polipe=phdos y prodiglosltas, que tene ampllc espectro de
accidn criofioaca sobre IIneas de células malignas, con efecla sslectivo sobre celulas
umoralesitrenaformadas y especlicamenta sobre coflulat achvadas para su
crecimiento El estudio de senslbilidad realzado en dferentee liness celulares,
cancengenas © no, demostro que las ineas de células normales son peco sansibes a
la accitn del preparado MG2327, mlentras que las celulae dervadaa de melanoma,
carcinoms laringeo, fibmosarcemas, hepatocarcinomas, y carmnomas canviop=uterings
{portadores o no del virus del paplioma humano), son muy sensibles Loa carclnomas
de prigen hamatopoyético son mencs sensbles Laes células HUVEC achvadas para su
cracimanty son mas sansbles a la preperacion MG2327 que 1as no activadas La
preparacibn MG2327 a6 capaz de achuar especificaments sobre factores expresados o
sobre-exprasados durante el process de diviawin celular Estos factores constifuvan
blancas kerapduhcos contra el cancer u olras enfermedades de ongen proliferativo
Ademas, esios [aclores tambien constihyan dianas para el diagndstico temprang de
enfermedades corginadas por e excess da prodferscidn, o la  proliferacidn
descontrolada de células diferencladas o no diferencledas Formulaciones de liberacion
contolada que conflensn  estas moléculas pueden aer dingdas s estox blancos
prohfarantss ectuanda de fonma especifica sobre ellos, ya que las células narmalee son
mas resisientes a su accibn

Pare demostrar la acindad anttumoral de la preparecion MG2327 se emplearon
ratohes BALB/c, = los que 56 les mplantd intrapedtonealkmante Lp) las celulas
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tumoraiee CB Hep 1 de orgen mielplde, capaces de ordginer tumores ascllicos
munnag (Fonbrrachl,  Duefas M Fermandez de Cossio M E Fuerttes, P, Pérez
M, Mamel, D Ayala M OGavionhdo, J Y and Duarte, C 1983 Biotecnol Aphc 10 24-
3} Deepuss de 10 dias, & los retonse ee les myecio intrapardonsaliments |s
preparachin MG2327 o solutdn asline PBSE El B0 % de Ios animales tratados con 1
mg/ky de peso sobrevivieron mientras que solo el 25 % de loa controles vivieron hasta
los 45 dias daspués de iniclado el tratamiento (Fig 81 La regresitn tumeral total fue
abservada en todos los animales sobrevivientes tratados, los que mostraban un estado
saludable, mlentras qua an los controles, los tumores progreaanon formendo grandes
masas sdlidas y moatraban un estado general depauperado

Ratonas BALB/c portadores de tumoras de ongen mieloide tratados con doas unica de
1 mg/kg de peso de la preparacion M{G2327 sobrevivieron con regresion total Esta
misma dosls incrementd Ia sobreviva con disminucidn significativa del volumen del
tumor a ratones BALB/; portadores de un tymar de fibroblastos translormados con
EBE? MGE23Z7 prolegio a mionas BALB/c de implantee da tumorme misloides

El preparado MG2327 se obluvo como resultado da la optingzacion de laa eandiciones
de cultivo para producir moléculas anti-proliferativas, el cual constiiuye un agenle
protecior contra @ implants v desarmolio de tumores malignos, asl como inductor de [a
produccion de maoleculas ant-profferativas, apopiohicas y anb-angiogemeas en células
normales y tumorales qua pueden ser utiizedas ventejosamente en le profilaxde ¥
terapla del cancer ademds de otras enfermedades relacionadas con estos sventos

La cepa CMIB 4202 sobre-expreso proteinas solubles en el rango de 45-50 v 20-30
kDa (50 y 25 kDa detlerminados por SDS-PAGE, con un coeficente de determinacion
de 0 984). La fraccion de 25 KDa, denominada aqui comao p25, mostrd una potonta
aciividad antiproliferstiva dosfs-dependiznte &n jos expenmenios realizados con la
linsa celdar HEp-2 cuando fue incubada con EDTA, maniraz que la fracean de 50
KDa, denominade aqu como p50, no inhibd el crecimiente  Sin embamo, cuandg la
fracoion p60 fue incubada con & pM Zng50y mostrd actividad antl-proBerativa per
menca polente que la fracelén p25 La ICy de ks fracciones p25 v po0 fusron 0,48 nM
y 16 nM, respectvamente

En la presante nvancion se realizo el aislamiento de lzs biosmoléoulas protelcas con
efecte anbrprofiferainve (polipéptidos y prodigiosina), medlante un sclo paso
cromatogrifico intercambso winleo con gradlente dlscontinuo de NaCl Se emples una
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metriz de DEAE o QAE Sepharosa Fast Flow, equlibrada con 50 mM de tampén
fosiato, pif 8 00 La sluskin se reallzf oon un gradiente discontnuo da NaCl 50 mM de
tampén fosfato-0 1 M NaCl, pH & 00, 50 mM de tampon fosfato-02 M NaCl, pH 8 00;
60 mM de tampan fosfato-2 M NaCl, pH 80 ¥ finalmente se sluyo a2 fraccidn
plgmentade ebsorhda a la matnz con etanol absoluto al 70 % Los resultados
evidenclaron que e componente protelco de 28 kDa de le preparacidn tiene mayor
capacidad para inhibir al creamenia de |as células tumcrales, cue e components
proteico da 50 kDa da asta misma preparacion, ¥ que ambos componentes presentan
actividad hiokégiea in vitro de manera independiante.

La degradaciin de la protelna pS0 generd fragenentos de difarente islla molacular, que
Inclula fragmantos de 25 kDa Las degradaciones de p50 se Incrementarch con el
aumento de la temmperatura y la genaraciin de p25 fue directaments proporcional con el
aumenin de la i{emperatura, mentras que la pd0 disminuyn Loz anticusrpos
policlonates ant-p50 obtenkioas en cemem reconocleron la p25 en Westarmn Blot por lo
que p25 fue ornginada camo producia da la degradacién de la p50 La actividad antl-
proliferatva de los productos de degradaciin se iIncrementa a medida que aumentan
Ins praductoa da degradacdn Estos resultados demuestran que k2 autoliss da la pS0
&2 capar de orighar fragmentos producto de la degradeckin con ectividad antf-
proliferatva mas potente que |3 producxia por la molecula de p50 inlegra Ademéas la
proteina p25 tambian indupo |a ragrasedn tolal de tumoras malignos da angen msloide
Los fragmentios de pS0 pueden ser conjugados genelicamends, @ por algunas otra
Mmetodologla conoclda con fragmentos de anticuerpas v constitulr Inmunokixings utles
para ol tratamentc <de enfermedades de etwloge prolferatva Ademas, esios
fragmentos solos o combinados con ofras maleculas proteicas pusden sar smpleados
camo porladar de las mismas hacia el ntenor de les células o hacia receptores
especiicos. Los fragmentos de pBO también pueden exponerse al medio extemnc de
sistemas de hberacion conirplada para direccionar loz mismos haciz blancoes
espaciicas.

La aclvidad prolenillea de P50 fue mhimds con 7 mM da EDOTA, y s dempsbs que es
una metsioproteasa, dentiflcada por espectrometria de masas como pertenacients a la
tamilia de las Semalsinas La mayor similitud encontrh para las espacss con
dentificadares PRZN_SERSP y PRZN_SERMA en ia base de dalos de proteinas
Swissprot La prolemna p25 pulihcada por cromatografia no presenka actvidad
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enzimética y so corresponde con la region carboxilo-terminal no catalitica de las
Serrahsinas.

Los componentes proteicos y la prodigiosina se formularon en una misma composicion
que aumentd de manera significativa (p<0 005) el efecto inhibitono con respecto a su
formulaciin de forma Independiente Las composiciones fueron realizadas
manteniendo la misma relacion de protelnas y prodiglosina que las empleadas cuando
se evaluaron los componentes de forma independiente En dichas composiciones la
prodigiosina puede enconirarse a una concentracién de 0 1 - 100 nM, y los fragmentos
de Sermalisinas de entre 0 1 — 150 pg/mL

Como objeto de esta invencion se encuentra la obtencdn de composiciones que
contienen fragmentos polipeptidicos denvados de las Serralisinas con mayor efecio
ant-proliferatvo que las moléculas de Serralisinas integras, y las combinaciones de
estos fragmentos con prodigosinas, las cuales potencian de manera selactiva |a
actividad biologica de estas composiciones

Adicionalmente, estos fragmentos polipéptdicos tienen efecto apoptético sobre céhilas
cancerigenas Este efecto apoptéhico involucra a las mitocondnas, microtabulos y
fragmentacion del ADN, amplificando la sefial de muerte celular programada utilizando
bajas dosis de estas composiciones Estos eventos también fueron observados con
composiciones combinadas de polipéptidos y prodigiosinas

El efecto anti-angiogénico de MG2327 y los fragmentos palipéptidicos ant-proliferativos
fueron evaluados mediante el método de formacidn de estructuras tubulares en
matngel Concentraciones no citotdxicas de MG2327 y sus fracciones p25 y p50 fueron
incubadas con las células endotehales humanas denvadas de microvasculatura
(HMEC). Los resultados finales se evaluaron fenlendo en cuenta la longitud de las
estructuras tubulares formadas y el numero de interconexiones entre ellos, utdizando el
programa Image-Pro Express 4 5 Los rasultados indican que el tratamiento con la
composiabn MG2327 y sus polipéptklos antiproliferativos inhibe de manera
significativa (p<0 05, ANOVA) la diferenciacion o maduracién de la célula endotelial,
demostrando que lanto MG2327 asi como sus polipéptidos aislados tienen actividad
anh-angiogénica

\X
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La apoptésis, la actvidad anti-angiogénica y la selectvidad constituyen unas de las
caracteristicas més impartantes de las composiciones objeto de esta invencién, debido
su polencial terapéutico y protector contra el cAncer

En la presente invencién se demuestra que la combinacion de fragmentos de la familia
de las Serralisinas, con las prodigiosinas son mas polentes y selectivos que cuando
son empleados de manera independiente como agentes anticancerigenos Estos
polipéptidos pueden ser empleados en la oblencidn de foxinas o inmunotoxinas
recombinantes para la profilaxis y terapia del céncer, u otras enfermedades
relacionadas con fa proiferacion de céiulas endateliales y transformadas

Estos polipdptidos y su posible combinacién con las prodigiosinas son aplicables a la
industna farmacéutica para la obtencién de preparados vacunales, terapéuticos o
diagndsticos de uso humano o animal contra el céncer u olras patologias de tipo
proliferativo, los cuales son altamante selectivos y ienen amplio espaectro de accidn

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 La interaccion de S marcescens con las células tumorales CB Hep 1 genera
cepas bactenanas con alta capacidad anti-proliferativa y modificacién en su expresidn
de protalnas A- Sobrevida celular Después de 72 h, la sobrevida celular fue estimada
mediante el metodo del MTT La cepa CMIB 4202 mostrd un fuere efecto anti-
proliferativo sobre las células cancerigenas humeanas HEp-2, mientras que la de
SM1995 parental fue muy débd Estos resullados fueron el promedio de fres
experimentos ndependientes y cuatro réphicas por muestra B-Electroforesis SDS-
PAGE (tncibn con plata). CMIB 4202 sobre-expresd proteinas solubles a la altura de
26 y 50 kDa

Figura 2 Activdad anti-proliferativa de las fracciones de 25 y 50 kDa sobre la linea
celular HEp-2 La wablhdad celular fue determinada por el método del MTT y
expresada en por cientos con respecto a las células control Las fraccianes fueron
recobradas desde geles SDS (Imidazol-SDS-Zinc) y renaturalizedas La fraccion a la
altura de 25 kDa mostrd fuerte actividad anti-prolferativa (ICsp 0 35 nM/mlL), mientras
que p50 no inhibid el crecimiento Al adicionar Zn SOz § yM a la p50, se observd un
aumento de la actvidad antr-proliferativa (ICsa 45 nM/mL) aunque esta se mantuvo por
debajo de la de la p25 Las curvas fueron generadas a partr de los valores medios
obterndos en 5 experimentos Independientes y se grafican con la Desviacion Slandard
(DS) correspondwente



10

14

25

30

: >3

Figura 3 Cinética de expresidn de proteinas y prodigiosina por la cepa CBMI 4202 La
expresion de prodigiosina al medio de cultivo ocumié durante el periodo de transicion
de la fase de crecimiento a la fase estacionana, donde CBMI 4202 alcanzd su mayor
uempo de duplicacién A- Cinética del tempo de dupkcacion cefular 8- Rendimiento de
expresitn de la prodigiona {producto/blomasa) C- Cinética del efecto anti-proliferativo
sobre célutas HEp-2, determinado por el método dal MTY D- Cinética del crecimento
celular determinado por densidad dptica y blosintesis de proteinas

Figura 4 Sensibilidad de células cancerigenas y normales humanas al tratamiento con
MG2327 Las células normales son paco sensibles y las de ongen hematopoyético son
menos sensibles que &l rasto de las lineas analizadas Mientras que células activadas
para su crecimento (HUVEC bFGF) y células derivadas de lesiones tumorales
malignas son mas sensibles.

Figura 5 Andlisis de la sobrevida de ratones BALB/c tratados o no can e! preparado
MG2327 retados con el tumor CBHep1 A- La dosis de 1 mg/mL provocd la regresion
total de los tumoras en af 60 % de los animales tratados, mientras que el 100 % de los
animales no tratados muneron en el término de G0 dias. B- Después de 45 dias de
inoculadas las células tumorales, los animales no tratados presentaban un estado
extramadamente depauperado, con presencla de tumores sohdos y ascitis mientras
que los tratadas con 1 mg/kg no presentaron avidancias de tumor y sobrevivieron por
més de 300 dias

Figura 8 Efecto antitumaral de MG2327 sobre el modelo tumoral 3T316 A-El ploteo de
las medias dlarias por grupo, revelé diferencias estadisticamente significativas entre los
volumenes tumorales de animales tratados y no tratados (p<0003) E! andlisis del
crecimiento del tumor en el tiempo no varié de forma significativa (p= 0 109) para el
grupo tratado con MG2327 mientras que el grupo control negativo presentd un
incremento significativo de este pardmetro (p= 004) B- Sobrevida de los anmales
iratados o no

Figura 7 Aslamiento de los principios activos proteicos desde MG2327 (A)
Electroforesls SDS-PAGE (12 5 %). Resuitados de la tincidn con Coomassie En el
carl 1 se observa el eluato de 0 2 M NaCL, pH 8 00, donde se aprecia una banda de
proteinas a Ia allura de 50 kDa El camii 2 mostrd una banda de proteinas de 25 KDa
La tinclon fue realizada por el método del Coomasie (B) Efecto ant-proliferativo sobre
HEp-2 de la proteina p-25 y p-50 sobre las células tumorales humanas Relacion
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dosis-respuesta p25, p-50 y MG2327 expresado en concentracién de proteinas
fotales

Figura 8 Efecto ant-prolferativo de los pnncipios activos asiados desde MG2327
sobre HEp 2 Prolainas de 50 y 25 KDa contendas en MG2327 mostraron actvidad
inhibitoria del crecimiento La combinacidn de estas proteinas con la prodigrosina
disminuyd la dosis capaz de inhidir el 50 % de lae células tumorsles con respecto al
controf (1C<g)

Figura 8 SDS-PAGE y Western Blot (A) Patrdn de protelnas obtenido desde MG2327
La muestra fue analizada mediante un gel SDS-PAGE al 12 % y tefiidas con plata. (B)
Las bandas de protelnas de 50 y 25 kDa, aproximadamente (flechas), dasde un gel
SDS-PAGE similar, pero tefdo con imidazol-Zine fueron cortadas, renaturalizadas en
gel y reaplicadas a SDS-PAGE Este fue transfendo a membrana de nitracelulosa y el
Westem Biot fue realzado con anti-p50 Los anticuerpos pohclonales obtenidos en
camero reconocieron la p25 y las degradaciones de la p50 y no reconocieron las
bandas de proteinas no relacionadas (C neg )

Figura 10 Autolisis de la p50 A- Electroforesis SDS PAGE" 1- 24 °C, 2- 37 °C, 3- 45
°C, 4- 60 °C, 5- 4 °C B- El andlisis por densitometria de la p50 y p25 mostrd que con el
aumento de la temperatura de incubacion disminuye ia intensidad de p50 y aumenta
p25

Figura 11 P50 punficada por cromatografia DEAE Sepharosa Fast Fiow (eluida con
02 M NaCl), generd degradaciones con mayor actividad ant-proliferativa que Ia
inducida por ella

Figura 12 Acinvidad enzmatica de p25 y p50 obtamdas desde cromatografias
independientes A- p25 no presentd actvidad, mientras que pS0 mosird actividad
enzmatics B- La actvidad enzimatica de pS0 fue totaimente inhibida con 7 mM de
EDTA

Figura 13 MG2327 induce fragmentacion del ADN dependiente del tempo de
incubacion con la célula tumoral P3X83Ag8 Desde las 6 h de incubacidn, se observan
fragmentos de oligonucleosomas que se incrementaron con el kempo, hasta alcanzar
el patrén tipico de apopiésis con oligonucieosomas de 180-200 pares de bases a las
24 h

Figura 14 URre-estructura de célules de myeloma munno PIXG3AGS tratadas y no
tratadas (células control) con 22 pg/mL de MG2327 (A) La microfotografia electrénica
control negativo del myeloma murino P3X83AG8 mosird una estructura tipica del

i 7
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ciloplasma y nicieo de células normales donde la mairnz mitocondrlal esiaba mas
dansa que o cioplasma cicundants (4) {B) Cuerpes vacuoizados dervados en parle
de miocondnas alteradas (A}, aumenio de volumen milmcondnal y ruptwa de las
crestas milecorxdnales que se observan an el citoplasma (A ) conh nlclecs normales (1)
2 h deapués del tratamlemio con MG2327 (C, D) Agrupaciones en forma de racimos de
las mitocondnas (4}, tambien observadas a las 2 haras de tratamiento en B Fusion de
crieelas indmaduales (4] {E) La menofolografia slectonica presento morkloga
apopidhica: condensacion (=) marnginacsén y fragmentacian de la cromabna (=), y
cuerpos apopioticos (A) a las & h del fratamiento con MG2327 (F) Cromalina
compactada (A) {Nota que o aumande del volumen mitocandnal ¥ 1a ruptura de las
crastas, ¥ la miagrdad de la membrana cioplasmatica estuviaron presenie en todos los
hempos analizados Magnificaciones x6000 (E), x 10 000 (A, B, D), 15 000 (C) y x40
000 (F)

Fgura 15 Efecio de MO2327 p25 y pB0 (pumficadae por cromatografia) v sus
fraccrones sobra la diferenciacidn de célulaa endotelsles en metrgel Les células
HMEC se cullwaron en candiclones de acthvaclon (10 ng/mL EGF, 1 ug/mL de
hidrocortieona) en presenda de concentraciones similares de MG2327 (A), ps0 (B) v
p25 (G), en ausencia de fralamiento {E) ¥ sin achvar (D). En al grafico {F) se agrupan
los resultadas de tres expenmentos idependientes, donde se evidencla la actividad
inhibitoma de MG2327 y sus derlvados sobre 12 formasidn de redes tubulares en
metrigel Tanto MGZ327 coma pb0 kogran reverir por complets la actvacion inducda
hasta el rwvel de |85 celulas no actvadas { ANOVA MGZ327, p60 y CN p=D 05} Les
celulae fratadas con p25 muesiran un Indice de formackin de redes Inferier al
obearvadio para MG2327 y pS0 (prusba t no pareada, p=00107 vy p=00498,
respectvaments)

Figura 16. Sobrevida de ralones BALB/c inmunizados o no con MG2327 v retados con

mialoma XB3 Con el wso de ires y sels dosls de 1 mg/mL de MG2327 =6 observa el
fachazo del lumor miglolde en el 100 % de los animalss mMunzados
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EJEMPLOS DE REALIZACION

Ejempio 1 Obtencién de le cepa CMIB 4202

Para obtener cepas productoras de moléculas antitumorales, la Serratia marcescens
salvaje SM1995 alslada de la suparficie ventral de ratones BALB/c fue mezclada con
las células tumorales CB Hep 1 (Alemén, MR, Valdés, R, Pérez M Ibama, N,
Reyes, B, Gonzilez, M, Mendoza, O, Padilla, S. Agraz, A and Rodriguez, M P
2000 Biopharm 13 48-52) e inoculadas [ p en ratones BALB/c, preinoculados 10 dias
antes con petrolato liqundo pesado Ocho dlas después de la inoculacidn de 1a mezcla
celular, se realzaron extracciones de asctis an dias altemos La cinédtica del
crecimiento del tumar fue analzada y el control microblolégico fue realzado a la asciis
de cada armal con regresion tumoral

Las bactarias aisladas fueron crecxias en diferentas madios y condiciones de cultivo
Los sobrenadantes de cultivos se filtraron en condiciones de esterlidad usando filtros
de mambrana de 0 22 ym y la taxicklad de los mismos se ensayd sobre las células CB
Hep 1 La cepa de mayor ciotoxicidad fue depositada con el numero de acces CMIB
4202 @n la Coleccién de Microorganismos de Importancia Biotecnolégica en el Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Ciudad Habana, Cuba CMIB 4202 y su cepa
parental SM1885 se cultivaron en paralelo en fermentadores de 5 L, en medio
Peptona-Glicergl 8 28 °C El filtrado esténl de CMIB 4202 presentd actwdad dosis-
depandiente mientras que el de SM19895 tuvo muy poca aclivdad sobre la linea de
cancer humano HEp-2 (Fig 1A) en el ensayo anti-proliferativo usando el método del
MTT (Skehan, P, Storeng, R. Scudiero, D, Monks, A, Mcmahon, J, Vistica, D,
Warren, J T, Bokesch, H, Kenney, S and Boyd. M R 1990 J Natl Cancer Inst
82 1107)

La cepa CMIB 4202 sobre-exprest proteinas solubles en el rango de 45-50 y 20-30
kDa (50 y 25 kDa determinados por SDS-PAGE, con un coeficiente de daterminacién
de 0 084), Fig 1B

La fracelén p25 recobrada a partir de las bandas presenies en geles SDS tefiidos con
Imidazol-SDS-Zinc (Hardy, E, Santana, H, Sosa, A, Heméndez, L., Femandez-
Padrén, C and Castellanos-Serra, L 1996 Analytical Biochemistry 240 150) mostrd
fuerte actmdad ant-prolferativa dosis-dependienta sobre HEp-2, mientras que la
fraccién de p50 no inhibid el crecimiento Sin embargo, cuando pS0 fue incubada con 5
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UM 2n2S0, mostrd actvidad antl-proliferativa, pero menor que la fraccion p25 (Fig 2)
La ICs de las fracciones p2S v p50 fueron 0 48 nM v 16 nM, respectrvamente

Con el objetvo de comparar la capacidad de las dos cepas para expresar las dos
proteinas se realizo un ANOVA faciorial El valor de probabiidad de la interaccién
demostird que é&sta no fue significativa (P= 0 03) Por otro lado, la probabilidad de
ambos efectos principales mostrdé que ambas proteinas son expresadas en cantdadas
significativamente diferentes (P =001) y que la cantidad es fuertemente dependiente
de la cepa (P =0 0004) Ademds, existieron diferencias extremadamente significativas

de ls expresidn de estas proteinas enire ambas cepas (P<0 001)

EJEMPLO 2 Obtencidn de la preparacion anti-proliferativa MG2327

Para obtener una preparacion anti-proliferativa a partir de 1a cepa CMIB 4202 de S
marcensces, se realzd el cultivo de 1 L del microorganismo en condiciones y medios
de cultvo 6ptimos para producw las moléculas de interds (Fig 3) El cultvo de CMIB
4202 fue centrifugado a 12 000 g y 4 'C por 30 minutos El sobrenadante fue colectado
y posteriormente filtrado mediante tanusaje moleculer hasta 0 2 ym, bajo condiciones
esténlas El volumen del sobrenadante fue reducido 10 veces usando una membrana
de 10 kDa de limite de exclusidn, y dializado contra PBS a 4 °C durante 24 h, en
condiciones fiswlogicas El material dializado fue filtrado en condiclones estérles, y 5
mL fueron dispensados en viales de cristal apirogénicos. La preparacion fue
almacenada a 4 °C y denominada MG2327

El escalado & fermentadores de 5 L se realizd con las condiciones establecidas en
Zaranda medio peptona-glicerol 8 28 °C por 14 h, areacion 1 vwwm, 250 pmy 0 1 de
densidad dptica iniclal El medio de cultivo fue ajustado a pH fisioldgico y la
fermentacién se realizd a pH libre Los restantes pasos se reslizaron de ual forma
que en zaranda

Ejemplo 3 Caracterizacidn de la actividad antl-proliferativa de la preparacion MG2327
in vitro"

Para |a caracterizacién de la actividad anti-proliferativa de la preparacion MG2327 “in
vitro" se evalud un panel de lineas humanas (tabla 1) Un tolal de 2000 células,
excepto para PBMC (20000), fueron sembradas en placas de cuitivo de 88 pocillos, y
se le adiciond diferentes concentraciones de la preparacion MG2327 Después de 72
hores sa estimb el numero de células scbrevivientes por adicion de MTT (Skehan, P,

L5
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Storeng, R , Scudiero, D Monks, A., Mcmahon, J, Vistica, D , Wamren, J T, Bokesch,
H, Kenney, $ and BOYD, M R 1980 J Nati Cancer Inst 82 1107) Los productos de
formazan solubles fueron detectados a 540 nm en un lector de placas Multiscan La
praparacién MG2327 mostrd un amplio rango de actividad citotdxica contra las lineas
celulares humanas analizadas La ICg @stuvo en el rango de los pg/mL

Tabla 1 Células y medios de cultivas empleados en los estudios “m vitro”

F_ " FIBRORIASTOS DERIVADOS DE | DMEM [3%SFB°
FiaHLM PREPUCIO HUMAMG PASES 36 ISULINA 30 g GrMLL
e Carcteoma de plmis hunate RFAMI 1640, 10% SFR
MHOA-ME143S Adrnocrrennma de mama humany DMEM 10% SF8
| Cobo20® Carcinome Jr raton hunano RPM! 1640, 1038 SFB
HT1080 Frbrotancona humano DMEM, (0% SFB
Hela Carcinomu curvical hxmane DMEM, 1U3% SFB
1iEp-2 Carginwmn laringes humano MEM 10 SIEB
HepG2 Heparocarcinoms kumm DMEM, 10% SFB
A37S Molonuma humano DMEM 10% SFY !
1 ponc Mmmm* ik RPM 1640, 105 SFR, a2
HaT7 m::" e offdax t cutare RPMI 1640, [U% SFB
ey Laucenia promielocitico bnmunc RPMI 1640 109 SFB
K582 Sritruhagcsinia himang RPMT 640, 1056 SFB
CRL 1632 Adenocarcinoma de pancrees RPMI TN, 10% SFB
A4 Adennearcliome de yulve RPAMI 640 10% SFB
" SiHa Carcinoma de corviz RPMI 1640, 10%% SFB
CaShs Carcinoma de cerviz RPAIL 1840 105% SFB .
HULVEC Céluar evdotelales homanas derivedas te | 00 006 SFB 10 aghal, bFGF

corddn smbllonl

*SFB Sucro Fotal Bovino

La selectividad de la preparacion MG2327 fue comparada con el fArmaco comercial
Doxorrubicna (DOXR) empleando ia linea celular HT1080 (onginada de un
fibrosarcoma) y fibroblastas primarios Se empled el ensayo anti-proliferativo descnto
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arriba Se aplicaron diluciones seriadas de DXR y ia preparacion MG2327 parliendo de
10 yg/mL y se generd una curva con 5 puntos La relacién de mortalidad fue calculada
para cada punto como la relacién entre el por ciento de mortalidad para HT1080 y el
por ciento de mortalidad para fibroblasios pnmanos Las diferencias fueron mayores a
las menores concentraciones testadas (MG2327 91, DXR 17 1) La preparacion
MG2327 fue altamente selectiva para concentraciones menores que 2 pg/ml

Las células HEp-2 originadas de carcinoma laringeo, son muy resistentes a los
antitumorales empleados para uso clinico comparadas con el resto de las lineas
estudiadas Por esta razén, nosotros la empleamos coma modelo para los estudios “in
viiro" del efecto de la preparacion MG2327 Una comparacidén de las curvas de
atotoxicidad generadas sobre las células HEp-2 tratadas con compuestos
antitumorales conockios, mostrd resultados similares (40 %) de proliferacidn a 3 pg/mb
para Ia preparacién MG2327, Cisplatino (CDDP), Doxorubicina (DXR), Vincnstina (VC),
Vinviastina (VB) y Taxol (TX) (p> 0 05, test de ANOVA) En las mismas condiciones,
otos antitumorales como Ara C, Melolrexato (MTC), Bleomicina (Bleo)} y
Ciclofosfamuda (CPA), no mostraron efecito CDDP es uno de los anttumorales
autorizados por la FDA para el tratamiento de cancer laringeo, y el andhsis de las
curvas de sobrevida para la preparactén MG2327 y CDDP mostraron valores similares
parala ICy ICsp e I1Ce0

El estudio de sensibilidad de las diferentes lineas celulares cancerigenas o no (Fig 4),
demostré que las lineas de células normales son poco sensibles al preparado MG2327,
mientras que melanoma, carcinoma laringeo, fibrosarcoma, hepalocarcinoma, y
carcinomas Cervico~utennos (portadores del virus del papiloma humano), son muy
sensibles Los carcmmomas de origen hematopoyético son menos sensibles Las células
HUVEC activadas para su crecimiento son mas sensibles a la preparacion MG2327
que las no activadas

Los resultados anteriores demostraron que la preparacion MG2327 tiena amplio
espectro de accion citotoxica sobre lineas de células malignas, con efecto selectivo
sobre célilas lumorales/transformadas y células activadas para su crecimiento

EJEMPLO 4 Actividad antitumoral de la preparacion MG2327

Para demostrer la activided anttumoral de la preparacion MG2327 se emplearon
ratonas BALB/c, a los que se les Implantd intrapentonealments (p) las células
tumorales CB Hep 1 de ongen mielode, capaces de originar tumores asciticos



Ln

'III

25

: %

murinos {Fentmochl, G Duefias, M, Femandez de Cosslo, M E, Fuentaa P, Panaz,
M, Malnet, D, Ayale, M , Gavianda, JYV and Duare, ¢ 1883 Biptecnal Aphc 10 24-
30) Despues de 10 duas, 2 los ratones e lee nyecto 1p MG2327 o PBS El 80 % de
los anunales tratados con 1 mgrkg de peso sobrevivieron, mieniras que solo &l 25 % de
los controles vivieron hasta los 46 dias después de Iniciado &l fratamiento [Fig 5) La
regrealdn tumormal total fue observeda en todos los animales tratados sobrevivientes
los que maosiraban un estado saludable, meniras que en los controles los fumores
progresaron formando grandes magas edlkdas y mosimban un estado general
depauperada

Ratonea BALB/c porfadores de un tumor de fibroblastos transkarmados con EE/E?,
incrementaron su scbreviva despues de ser tratados con la preparecidn MG2327, con
disminucion significaliva dal volumen del tumor

Adetnas, para evaluar la aclwidad anttumoral de MG2327 tambisn se ublizd un modealo
da cancer ssgcledo al virue del paplloma humano {VFH18), desamollado por
Mernandez et al (Hemandez, P, Manna, N Lépaz-Deejo, O and Arafa, M J 2000
Blochem Beophys Res Commun270 116-124} Dos grupos de radones BALB/c fusron
inoculados subcutaneaments (sc) con 2x10% célules 3T316 en la zona ventral
izquierda A las 48 horas se adminisird una dosis de (.75 mgikg de peso de MG2327 o
FBE por via subcutanea, cercanas al sl de inpculaciSn primario de lag oblulas.
Cuando se evidentaran loe tumores en el grupo control &= hicieron las mediciones
dianas con un pie de rey El volumen lumarel se calculd usando la firmula eetandar V=
052 x a® x b donde 8 es el ancho ¥ b es o largo del perimetro harzantal del tumor
(Hamendez, P, Menna, N, Lépez-Dcap, O and Arafia, M J 2000 Bichem Biophys
Res Commun 270 118-124) v su comportamiento sa muesta en la Fig 6

Las diferencias endre e tiempo de aparickdn del tumor fuercn estadishcamerme
significatvas (p=0.0064} enire fos ammalas tratados ¥ los no tratadoe El estudio de la
relacidn iempo-tratamlamto por la prueba ANCVYA, mosind que la misma magnitud de
diferencia no se manbene entre los grupos tratedcs y no fratados, Io que indico la
exstencia de una diferencia ralaclonada con e iratameento aplicado a los animeles

Al aplicar una prueba de Wilcoxon para datos pareados a las mediciones endre fos dias
21 y 45 para cade grupo e delacto un incremente significalivo del volumen tumaral
para el grupo eontrol (p=0 (43} no esi para al grupo tratado (Fig BA) Para analzer la
existencis de dferenciaz mgnificatives enlre ios grupos en cada momente de
evaluacion, se aplod una prusba U de Mann-Whiney que deteckd difersncias
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significativas, excepto para el primer punto (p<001) Ademas, se detectd una
importante diferencia en la velocidad de crecimiento del tumor Las curvas de
crecimiento fueron ajustadas a una linea y sus pendientes se calcularon a partir de la
ecuacién generada segun el mejor ajuste La comparacion de las pendientes indicod
qua el tumor del grupo control crecid a una velocidad significativamente mayor que la
observada para el grupo tratado (p=0 0088)

Como resultado de la implantacién del tumor, los ratones del grupo control muneron
entre los dias 45 y 84, mientras que los anmales del grupo tratado comenzaron a morir
hacia el dia 52, con un 20 % de sobrevida que se mantuvo en el tiempo (170 dias), Fig
68

Ajustando los datos de sobrevida a un modelo jerérquico bayesiano (regresion de
Waelbull con 500 iteraciones) se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa {p=
0 02447), que fue corroborada al comprobarse que los intervalos de conflanza para el
tiempo medio de sobrevida fusron totalmenie excluyentes

EJEMPLO 5 Fraccionamiento del preparado MG2327 Alslamento de Ias
biomoléculas no proteicas.

Para determinar la composicién de la preparacion MG2327 se reahzd su
fraccionamiento molecular y se evalud su capacidad para mhibir el creaimiento celular
in vitro de (a linea celular tumoral humana HEp-2

La fracciOn polisacaridica {ir = 8 85 min) se separd por cromatografia en gel Aminex
HPX 87-N (dimensiones 300 x 7 8 mm, fiujo 05 mi/min) Se utfizaron patrones de
fructosa tr = 13 15 min, glucosa ir = 12 12 mm , disacéndo ir = 9 40 mun , tnsacéndo tr
= 8 24 min , polisacéndo tr = 7 01 min La fraccidn pigmentada se separd medianie una
columna TSK hutllo de la MERCK equilibrade con fosfato 20 mM, pH=7, donde quedo
retenida en la matriz, postariormente se eluyd empleando etanol abscluto El espectro
de absorcion (etanol 100 % a pH 5 00) del producto obtersdo mostrd una banda con un
maximo entre 470 y 490 nm y un pico con méximo en 537 nm, que corresponden con
las camacterlsticas descntas del mondmero y dimero de la prodigiosina,
respectivamente, con reportada actividad anti-prolferativa (Pérez-Tomas, R and
Montaner, B 2003 Histol Histopathol 18 379-385, Montaner, B, and Pérez Thomas,
R 2003 Cumr Cancer Drug Targeis 3 57-85) El polisacAndo aislado no presentd
efecto inhibitono, mientras que la fraccidén correspondiente a la pradigiosina mostro
actividad anti-proliferativa dosis-dependiente
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EJEMPLO 6

Fraccionamento de la preparacién MG2327 Aislamiento de las biomoiéculas proteicas
con efecto anfi-proliferativo, mediante un solo paso cromatogréfico Intercambio 16nico
con gradisnte discontinuo de NaC/ Composiciones

La preparacidn MG2327 fue aplicada a una matnz de DEAE Sepharosa Fast Flow,
equilibrada con 50 mM de tampdn fosfato, pH 800 La elusidn se realizb con un
gradiente discontinuo de NaCl 50 mM de tampdn fosfato-0 1 M NaCl, pH 8 00, 50 mM
de tampén fosfato-0 2 M NaCl, pH 8 00, 50 mM de tampon fosfato-2 M NaCl, pH 800 ¥
finaimente se eluyé la fraccién pigmentada absorbida a la matriz con etanol absoluto al
0%

La fraccibn carrespondiente a 0 2 M NaCl, pH 8 00 y el pnmer eluato colectado de la
fracciin que no se pegd (pass), presentaron actividad inhibitona dosis-dependiente en
el ensayo ya descrito Por electroforesis SDS- PAGE se observd una banda de
proteina a Ia altura de 50 kDa y una benda mayoritana {pureza > 80 %) a la altura de
25 kDa, respectivamente (Fig 7A) Los pesos moleculares fueron caiculados mediante
la funcidn que relaciona el peso molecular del patrdn comercial con la distancia de
migracion de las bandas, =0 984

La Figura 7B muestra el efecto anti-proliferativo de p50 y p25 comparadas con la
preparacion MG2327 La p80 y la p25 presentaron efecto anti-prolferativo sobre
HEp 2

La Tabla 2 muestra los resullados comparativos entre p50, p25 vy el preparado
MG2327, ampleando el anélisis estadistico de vananzas ({ANOVA) Se realizé una
comparacién de la respuesta para cada dosis empleada Se puede observar que
existen diferencias significativas entre 188 actividadas de las tres muestras analizadas
Estas diferencias dependen de la dosis empleada Para altas concentraciones de los
componentes de la preparacidn (9 y 18 pg/mL) existieron diferencias significativas
entre la fraccién de 25 y 50 kDa, donde la fraccion de 25 kDa fue mas activa, no siendo
asi para bajas concentraciones (2 25y 4 5 yg/mL)

Tabla 2 Resultados comparativos enitre ks componentes proteicos y el
preparado M(G2327, empleando el analisis estadistico de varianzas (ANOVA)

82
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AN VA ]
Concantracidén e I
ntor-
(vgimL) 25-50 25-MG2327 80-MG2327
muoatras
[ 225 00110 0.0649 00089 00688
45 0.0318 0.0885 0 0031 — 03728
. q 0 0040 0 0318 0.0151 04271
L__ 18 00015 00243 0 3208 0 0243

Entre el componente proteico de 50 kDa y el preparado MG2327 existieron diferencias
significativas para (a dosis de 18 pg/mL donde el preparado fue mas activo, logrando la
inhibicidn del crecimiento del 100 % de las células tumorales, meniras que el
componente proteico de 50 kDa logrd inhibir aproxumadamente al 80 % del crecimiento
Para la dosis de 2 25, 4 5, y 9 pg/mL no ewstieron diferencias significativas enlre la
respuesta ocasionada por la fraccion de 50 kDa y el preperado MG2327

Sin embargo, la aclivdad del componente proteico de 25 kDa fue significativamente
diferente a la del preparado MG2327 para la dosis de 2 5, 4.5 y 8 pg/mL, donde el
componente protewco de 25 kDa presentd mayor actvidad biologica y para la dosis de
18 pg/mL no existieron diferencias signfficativas, ya que ambas muestras lograron
intabir el 100 % de las células tumorales

Estos resultados evidenciaron que el components protaico de 25 kDa tiene mayor
capacidad para inhibir el crecimento de las células tumorales, que el companente
proteico de 50 kDa y que ambos componenies presentan actividad biolégica In vitro de
manera indapendiente

Este esquema de punficacion se repih6 varias veces, lograndase resultados similares

EJEMPLO 7 Composicitn de pohpépldos de Serrahsing con prodiglosina

Se formularon los componentes protelcos y la prodigiosina en una misma composicion
que aumenté significativamente (p<0 005) el efecto inhibitorio con respecto a su efecto
de forma independiente En la Fig 8 se grafica la |ICy de las biomoléculas antl-
proiferativas que sislamos de Ia preparacidn MG2327 y sus composiciones. La
preparacion MG2327 esla referida a protainas totales Las compesiciones fueron
realizadas manteniendo la misma relacin de proteines y prodigiosina que las
empleadas cuando se evaluaron los companentes de forma independiente En dichas
composiciones la prodigiosina puede encontrarse a una concentracion de 0 1 ~ 100
nM, y los fragmentos de Serraksinas de 0 1 — 150 pyg/mL
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EJEMPLO 8 p50 genera p25.

Anti-pS0 obtenidos en camero fueron uthzados para conocer la relacidn entra p25 y
p50 MG2327 fue aplicada a un gel SDS-PAGE al 12 % y tefido con Imidazol-Zinc
(Hardy, E, Santana, H, Sosa, A, Hemandez, L, Femandez-Padrén, C and
Castellanos-Serra, L. 1986 Anaiytical biochemistry 240 150-152) Las bandas de
proteinas de 50 y 25 kDa, aproximadamente (Fig 9) fueron cortadas, renaturalizades
en gel y reaplicadas a SDS-PAGE Esle fue transfendo a membrana de nitrocelulosa y
el Western Blot fue realizado Los anticuerpos policlonales anti-p50 reconocieron la p25
y las degradaciones de la pS0 Las tallas moleculares fuesron estimadas con
marcadores de paso molecular pretefxdos (Bio-Rad) E! Western blot presentado aqui
©s representativo de tres expenmentos simflares

EJEMPLO 9 Los producios de la degradacién de pS0 onginados por temperatura son
més achvos que la propia p50

La p50 obtenda en el ejemplo 6 fue ncubada a diferentes temperaturas y su actividad
ant-proliferativa fue testada sobre HEp 2, usando el método del MTT ya descrito
anteriormente El patrdn de degradaciones generado para cada condicibn (4, 37 46y
60 °C) fue cuantiicado por densitometria

La generacion de fragmenios producio de la degradacion fue directamente
proporcional con el aumenta de la temperatura, por lo que a medida que la cantidad de
p50 disminuye se incrementa la p25 como producto de 1a degradacidn de p50 (Fig 10).
Los productos de |la degradacidn de pS0 mostraron mayor actividad anti-proliferativa

que la p50 Integra (Fig 11)

EJEMPLO 10 p25 induce regresién de fumores malgnos

La proteina p25 obtenida por la cromatografia descnta an el Ejemplo 6, fue aplicada a
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC), para comprobar su homogeneidad y
pureza Se ampled un gradiente de acetonitrilo de 0-100 en 100 min Se absarvd un
prco de proteinas con pureza mayor del 90 %, demostrando la homogeneidad del
eluato punficado

La p25 fue entonces inyectada [ p a ratones BALB/c después de 8 dias de implantado
ol tumor mieloide P3X63Ag8 y perfectaments desamollado La dosis de 22 ug/kg de
peso de p25 mndujo regresidn total en el 80 % de los anumales tratades Los controles
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negativos muneron en el término de 30 dias, donde habian ya desamollado tumores
sGhdos

EJEMPLO 11 pS0 es una metaloproteasa, mientras que p25 no hene achvidad
proteolitica

El método de Anson y Mirsky modificado (Anson, ML, Mirsky, AE 1932 J Gen
Physiol 16 50) usando caseina como sustralo, fue ajustado en nuestro laboratorio ¢on
Tnpsina (y=19314x-0 682 R’=0909) Las fracciones proteicas obtendas en la
cromatografla descnta en el Ejemplo 6 fueron ensayadas con este método PS5O
presentd aciividad proteolitica que fue mhibida con 7 mM de EDTA, por lo que resultd
ser una metaloproteasa P2% no presento actividad enzimatica, Fig 12

El método del cimbgeno usando gelatina como sustrato (Vacea, A , lurlaro, M , Ribaiti
D Minischetti, M, Nico, B, Ria, R, Pellegrino, A and Dammacco, F 1999 Blood
94 4143-4155) fue empleado para venficar la actividad proteolitica de p50 y p26
Ademas se analzd la capacdad enzimética de las degradaciones de la p50 En este
ensayo la proteina p50 obtenida por la cromatografia descnta en el EJEMPLO 6
presentd actividad enzimética La fraccion proteica de la banda de gel a la altura de 25
kDa (desde M(G2327) mostréd actvidad proteolitica, mientras que la p25 obtenida por
cromaiografia no mostré esta actvidad

EJEMPLO 12 [dentificacion de los polipéptidos anti-proliferalivos de 25 kDa desde
MG2327

Para la identficacion de las proteinas con actividad anti-proliferativa presentes en la
banda de 25 kDa, se cortd el gel SDS-PAGE (descrito en el Ejemplo 8) con MG2327
aplicado La banda fue incubada durante 5 min en 1 mL de tampon Tris/HCI (100 mM
pH 85) hasta que estuvo completamente transparente La banda fue cortada en
pequefios cubos de aproximadamente 1 mm?, embebidos con acetonitnlo, rehidratados
en un volumen minimo de bicarbonato de amonic (25 mM) contenlendo tnpsina o LEP
8 una concentracidon de 12 5 ng/ul. La digestién en gel fue incubada a 37 °C por 18 h
en un mezclador termostatado

Los péphdos resultantes de la digestén LEP fueron analizados por MALDI-MS Los
lones monoisotdpicos de las sefiales més intsnsas fueron intraducidos en el programa
ProFound para Is dentficacién de la proteina de interés en la base de datos de
secuencias Aunque nosotros no realizamos ninguna restriccion taxondmica durante la

>
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busqueda en la base de datos, la proteasa de 50 kDa de Serratla marcescens EC
3 4 24 40 fue alineada como la de mayor simlitud Cuatro péptidos (51-57, 58-68, 67-
80 and 81-90) pertenecieron a la regidn N-+terminal y uno (402-409) pertenecié a la
region C-tarminal de la proteina La talla molecular EC 34 24 40 difiere de las
presentgs en la banda analizada (aproximadamente 25 kDa, estimada por SDS-
PAGE) Este hallazgo sugiere que la banda de 25 kDa contiene dos fragmentos co-
migrantes de 25 kDa con simililud a la proteina de 50 kDa EC 3 4 24 40 pertenecienta
a la familia de las Serrahsmas

Para corroborar esta hipdtesis, una digestion triptica de las proteinas de la banda de 25
kDa fue desamcllada Ei espectro ESI-MS de los pépudos oxtraldos fue
deconvolucionado y las sefales mas Iintensas fueron introducidas en o programa
Profound La salkla mostrd la musma proteina Identificada previamente (EC 3 4 24 40)
La cobertura de secuencia de la digestdn triphca (21 %) fue mayor que la digeston
previa (10 %) El mapa de cabertura de secuencia mostré siete péptidos que
coincidieron muy bien con algunos de los fragmentos tripticos de las proteinas
PRZN_SERMA/PRZN_SERSP Cinco de ellos (28-41, 58-66, 67-80, 81-90 and 163-
171) correspondieron a la regidn N-terminal, mientras que los dos péplidos restantes
(351-373 and 374-393) pertenecieron a la region C-terminal Estos resultados no solo
confirmaron la wentificactén previa de la proteina, sino que también la cobertura del
mapa sugiere la presencia de dos fragmentos co-migrantes de 25 kDa da tas proteinas
identficadas como PRZN_SERMA/PRZN_SERSP, en la banda anahzada

El espactro ESI-MS/MS comrespondiente a péptidos de las regiones del N- y C-terminal
de las proteinas previamente mencionadas fueron interpretados manuaimente y las
secuencias parclales fueron extraldas para su identificacion, Tabla 3

Tabla 3 Interpretacién manual del aspectra ESI-MS/MS de 5 péptidos presentes
en la banda de 25 kDa Los péptidos del 1-4 pertenecieron a |la regibn N-termmal
de las proteinas PRZN_SERMA/PRZN_SERSP, mientras que el pépido 5
comrespondid a la regldn C-terminal de estas mismas proteinas
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NSAT | AQLNS 123574 2841 |2 019 70239 nm
28 T 1004 54 58-66 |2 . 5591 350 0.0l
677,28 AWN 96158 6780 2 69235 924 oo
73040 EAS 1017 38 al90 |2 58279 M2 0.00
111784 | QGFX 149308 351373 |2 1021 45 103143 003

e 1

Con los métodos emplaados y los resuliados obtendos podemos concluir que en la
banda de 25 kDa analizada exste una mezcla de protelnas que contiene fragmentos
con similitud al N- y C-terminal de las protleinas PRZN_SERMA/FPRZN_SERSP

EJEMPLO 13 /dentificacién ds le p50

Para enificar la protemna p50 con actividad antr-proliferativa, la fraccion proteica
correspondients a la proteina de 50 kDa obtenida del protocolo de purificacién descnto
en el Ejemplo 68 fue digenda con endoprateinasa Lys-C La identdicacién de los
péptidos se realzd mediante secuenciacidn por Degradacion Edman automatizada v
un espectrdmetro de masas de doble sector JMS HX-110, con cafidn FAB Con los
resultados obtenidos y los alineamientos reglizados mediante el software Swissprot y
PIR se conduyé que dicha proteina pertenece a la familia de las Serralisinas con un
peso molecular de S0 kDa La mayor similitud se encontrd para las especies con
ientificadores PRZN_SERSP y PRZN_SERMA en sl banco Swissprot La masa
molecular de todos los péptidos analizados por espectrometria de masas coincidié con
los valores tedricos esperados para péphdos de estas praoteinas digendas con
endoproteinasa Lys-C

FJEVIPI O 14 Ydenuficacion do le p25 puniicads por ernmatngrafia

Para identificar la proteina de 25 kDa con actividad anti-proliferativa, apoptética y anti-
angiogénica, |a p25 punficada por la cromatografla DEAE descnia en el Ejemplo 6 fue
aplicada a SDS-PAGE La banda de protsina fue lavada durante cinco minutos con 500
HL de agua y después fue destefiida con una solucién de acido citneo 100 mM,
posteriormente fue lavada nuevamante con agua MillQ, cortada en pequefios cubos de
aproximadamenta 1 mm? Después, se le afadid acetonttnio hasta su deshidratacion y
su exceso fue eiminado Las cubos de gel fueron dashidratados completamente en
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una caniffuga evaporadora y postenormente rehidratedos &n uma eoluciin de
bicarbonato d& amonde () mM} que comtenia tnpsma a una concentraclon de 12 5
ngipl Luego fueron wcubades durame 30 minutos a 37 °C en un macladar
tenmostaiado durame tbda la noche

Los péphdos se eluyeron paswvamente al adiconar 20 pl en uma solurcidn de
bicarbonato de amome ¥y una incubacidn adicional a8 37 “C durants 45 minutos Los
péptidos fusron extraldes mediamte el empleo de unca ZpTiPe ™ ¥ poslenarments g8
ackdulo la mezela de reaccion al adiconar b pl de acida farmco pur vy sa exirajeron
muevamente los peptidos mediante el emplec de los ZlpTipre ™ Los péphdos
adherldoe & los ZipTipgie T fueren lavados repetidaments con una soluclén de acdo
#irmico al 5 % v postenormente ekiidos en un wolumen de 2-3 yl. de una solucion de
acetaninks al 80 % que contenla Goiio formico &l 1 %

Los pephdos orginadas durant= la digestdn fueron cargados en unas agujas de
capiarpa da boroslicato cublertos en oro e Infreducidos en la fuente de lonfzacion del
espectrometro de masas hibndo de geometna orogenal aquipado con una fuente de
hanaspray (OTOF-219)

Log aspectras de masas ESI-ME fusron adquirkios en un ranga 350-2000 Da durante 1
pegunds Las sefiales mas intansas fuemn selscclonadas para su  postanar
secuenciacion por ESIFM3M3A El ges de cofition empleada fue el argdn y se utilizd una
energia de celiskin apropiada para producr una fragmentacldn extmnsive de Ios
paphdos sedeccionados, que permitese su ldemtficacion en laa basas de datos de
manera Inequvoca

Los espactros ESI-MS luaron decomeplucionados v exportades en un formato DTA &
importado en el programa MABCOT para e Identficacion de la protelna en las basas
de datos SWISSPROT y NCBInr madiante |a estralegqie del Peptide Mass Fingampnnt
(PMF) Para una identlflcacion correcta de la protelna ge uliizd una callbracon imemne
al empiear un péphdo autopraiealibco de ka tnpeine ¥ #a fijo un ewor de 005 Da para
realizar la bdsqueda de |os péptkdos observadas en el espectro ¥ se selecclonaron
aquallae =efiales que tenan una intansided supanor al 1G % de |a ntensldad dal pico
bass

Cuatro paptdos presantes an la banda analizada fueron sacuencmdes por ES|-MSMS
(Tabla 4) Estos paptdos perlaneciergn a la region C-erminal de [as prateinas
PRZM_SERMA/PRZN_SERSP {(ndicados en rojg Bn las sacusncias de |a Tabla 6),
previamente dartficadas en los Ejemplos antanores



Tabla 4. Péptdes perteneclentea a la p26 de S5 marcescons que fueron
secuanciados por ESI-MSMS

P | Secicendwr ammock kficu mi tepr WiE exp brrir

I | DFLSTTSNSQK 1226351 1224 3% | 0az

7 [ SAASDSAPLANDWIR TTTiagwrs | lw9ek] 007

3 | GGAGMDYLFGOGGADELWGLAGK 206096 2060 87 011
| IGDIVYGENSNIGR 3 14H%.65 48 G| 005

5 Teamixén se gneontraron otres seflales que sunque no 22 secuenciaron, sus valores de
masas concuardan muy blen con [oa valorex de masas esperados pama los peptdos
triplicos de la regeon C-terminal da lae prolenas  dentficadas como
PRZN_SERMAFRIN SERSP, Tabla 5 {sefialados en azul en la Tabla 8) Entre esins
péptidos aparace une sehal doble cargada que pudlera cormresponder con el péptido C-

10 terminal de iaa protelnas PRZN_SERMA/FRZIN_SERSF No se encontramon pephdos
que pudieran ser asignades a cortes espacificoe de ka regron N4ermmal de las
peinas PRZN_SERMA/PRZN_SERSP
Teble 3 Péplidos triplicos perieneclentes a la proteina PRZN_SERMA detectados
an el espectro ESIMS.

T Secuencin aminvacwilod mzep | wmieale |z ETrOr
7 S DV GGLK™ 455 20 45524 [ o
F; IDLSFFNK* 492 24 492,26 2] om
T I GOYDVATDEINE L TR Il am

15
Gon log métodos ¥ resultadoa pressntados en esde ejemplo podemos afirmar qus an la
banda de 25 kDa obtemida de la p25 punficada por cromakografia DEAE y altamante
anti-proliferativa, eeta pressrte un fragmento C-H4erminal de 28 kDa de las protelnas
PRZN_SERMA/PRZN_SERSP

2w  Tabla 6 Identificackin de la p50 y p25 obiwnidas por cromatograha DEAE En ka
s#cuencia estan tachades los amincecidos que no esiin presentes en la proteing
madura Sin estos amnodcidos las peeos maleculares de estas proteinas ann 50585 4
Da y b02034 Dm pera PRZM_SERSF y PRZN_SERMA, respectvamente La
idenbficactdn de los pépidos tripticos que difleren entre ambas moleculas indica que
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ambas especies puaden estar presentes @ nchieo coaxstir (verde {ifakcs) Wentiicado
por espectrometria de mases ¥ mamén (subrayado), wentificado par dagradacson
Edman dantro del ractingulo contmug) Los paptkdos senalados | ¥ ] fueron
xentificadas en |a p25 cbtanda por la cromalpgisfia descnta en el Ejemplo B Las
poptidas sefialados | ) ¥ subravado fueron identificados en Ia p50 cbtersde por’ta
eromatografia descrika en el Ejemplo & y el péptide en ({ahca) fue identlficado desde un

fragmento de gel
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EJIMI'LO 15 Protemers del = y C- mrmmal zom 2% XD
Parz determinar |a talla mplecular de lea proleinas que pudieran co-esastr a la ahvra

de 25 kDa

en SDS-PAGE, onginedas & perir de degradaciones de

PRZN_SERMA/RPRZN_SERSP sus secusncies fuaron introduckse en el programa

GenRun. Los fragmentos correspondientas al N- y C-tenminal de 25 kDa (= 2 kDa) son
mostrados &n la Tabla 7
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Tabla 7 Protelnas con tafie de 25 r 2 kDa, originadas a partir de degradaciones de
PRZN_SERMA/PRZN_SERSP E| peso molecular fue determinado mediante el
programa GenRun, a partir de los extremos N- y C-terminal

Proteing Secuencia

MEYWS BTN TOCDANGGHYAAAPLLYDTAR I DHLYGANPOTR TAD TV YOPNSNTORLOFLETT
SNSOKVIFAAWDAGAND TPOFSAYTANGRINLYEKS PSDVGGLKGRVS LAAGVTIENAIG
ARAI CEGNDVIVONAANNVIKGCGAGNDVLFGCOGADELNUCAGKDT FUPSANSDSAPGASDWIR
DFOKITDKTILS FFYKRANSSDF IRFVYDEF SGTAGEALLS YNARSNVTDLSYNTOGHOAF
DPLVEIVGIVIVATIOFIV

MEYWSETNTGADHAGHYAARPLLDD L AATOHLYGANLS TRTGDTVYGINENTORDPLS TS
SHSQRVIYAAKDAGONDT FDFSGYTANOR ININERSFSDVGGLYGNVS IANGVTIERAIG

ARA2 FRORLTVGRNAANKEVLRGOAGA DVLFGGGOADELWOGAQKD LFVF S AASDSARGASDAIRD
FORGIDKIDLSFFNKEROSSDFTHFVDUPSOAAGEALLS YHASHNVYDLS VN ZGGAGARD
FLVKIVOQVDVATDFTV

4
TRTGDTVYOFNSNTGRDPLS TTSNSOXVT FARNCAGGND TFDPSGY TARORIRLNEKSFS
ARA) DVGGLXGNVE LAAGVTIENA JOFRORL ZVANAANNY LKGRAGROVL FGGGADET WCOAL

KD1FVY7SAASDBAPGASDNTRDFOKG IDKIDLS FRNKEAQSSDP THFVOHFSGRAOERLL
BYNASNNVTDLSVHIGGHOAPNPLVKAVGOVDVATLFLY

TRTGDTVYOFNSNTGRDFLS TTSNSOKVIFAAWDAGGNDTFDPSCYTANDRINLNEKSKS
DVGGLRCNVSLAAGVTT ANATOF RORLIVATAANN VLKGAAGNDVLFGGCEGADSLAGGAC
KD TFVPSAASDSAPGASDHIRDFOKG L DKTDLS FFNXRAQSSDR THPVDHIBGARGEALL
| SYNASKNVTDLIVA IGGHQAPDPLVKIVGOVIVATDELY

. 1
EJEMPLO 18 M(G2327 induce apoptisis

MG2327 induce apoptdsis sobre mieloma X83 con fragmentacién del ADN,
involucrando mitocondnas y microtiibulos

Para determinar el {ipo de muerte que expenmantan las células tumorales, al misloma
munno P3X63Ag8 (2°107), fueron tratadas in vifro con 22 pg/mlL de MG2327 A
diferentes tiempos de tratamiento, las células tratades o no fueron preparades para su
esiudio ultraestructural por microscopia elecirénica de transmusion y su ADN gendmico
fue extraldo para desarrollar la técnica del ADN ladder

La fragmentacton del ADN fue detectada con electroforesis en gel de agarosa

La apoptésis estA frecuentemente acompahada de un rapido corte del ADN celular en
multiplos de 180-200 pb, carrespondiendo al espacio inter -nucleosomal La delaccidn
de la fragmentacidn del ADN se realizd en geles de agarosa al 2% (Soldatenkov V A,
Prasad, S, Voloshin, Y , and Dnischilo, A. 1898 Csll Death Differ 5 307-12), Fig 13,
donde se observd un significante incremento en la formacion de oligonuclieosomas que
cormrelacionaron con los cambios morfolégicos observados en cultivo y por microscopis

ARA4
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elactrénica Los corles intemucleosomeles precedieron la apariencia de sefiales
morfolégicas de apopiosis, cuvando les células fueron observadas por microscopla
Optica Ademds, las microfolografias mostraron organelos citoplasmaticos altarados
(mitocondna, 2 h) que precedieron la condensacién de la cromatina (4 h) y los cortes
internucleosomales (6 h)

MG2327 afecta microtubufos y le orgamizacién uflraestructural de las mitocondnas
onginando un incramento en la apopldsis de P3X63Ag8

Las células no fratadas mostraron una ulireestructura tipica de mitocondnas crestas
mitocondriales claramente visibles, y alta densidad de la mairiz mitocondrial,
distnbuldas por todo el citoplasma (Fig 14A)

En las células tratadas con |a preparacidn MG2327, el tamafio de las mitocondnas se
incrementd, la densidad de la matriz mitocondral fue mucho menor, y la morfologia de
las crestas se encontraba severamente afectadas (Fig 14B-E) Estas alteraciones
ultraestructurales generalmante son un indicativo de la disfuncionalidad de estos
organelos

Ademés, nosotros observamos extensivas vacuolizaciones citoplasmaticas, que
involucraron organelos tales como reticulo endoplasmético y mitocondnas, a pantir de
las dos horas posteriores al tratamignto, (Fig 14B), y la Integndad morfoldgica del
nucleo

A las 6 h de tratamiento se observaron en el nucleo distintos cambios morfologicos
{condensacion, marginacion y fragmentacion de la cromatna) En la microfotografia de
la fase tardia de la apoptbsis (8 h) en P3XB3Ag8 tratadas con MG2327 se observd la
cromatne compactada (Fig 14F) En todos los tempos analizados |a integndad de la
membrana fue preservada

Interesantemente, las células P3XB3Ag8 tratadas durante 2 h con MG2327
presentaron mitocondrias en forma de racimos, que se agruparon hacsa un lado de las
células (Fig 14B.E), interpretado como el resultado de la ruptura de los microtibulos, y
el fracaso del transporte mitocondrial a lo largo de este organelo (Schetten, H, and
Lewis, ML 2001 Acta Astronaut 49 399-418)

Bn la l1ig 14C, D, también <c obscrvaron mitucondnas ncrementadas de tamafio y

estructuras condensadas dentro de las musmas, unidus a la membrana intemna
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mitoconkinal Estas cstructuras pudieron ser ongainadas por crestas individuales que
parecieron cstar fusionadas  MG2327 pudhera inducir apoptésis mediante la liberacidn
del atocromo ¢ al ctosol (producto del aumento de tamafio de las mitocondnas),
mediada por Ila apertura de canales en la membrana externa, que trae consigo la
activaaon de caspasas yue originan apoptosis (Green, D R and Reed, J C 1998 Saience
28 1309-1312. Review) En dltima mstancia, en ausencia del aumento de tamafio de lag
mutucondrias, ¢l citocromo ¢ almacenado en las crestas intramitocondmales dafadas,
pudieran ser total y rapidamente hberadas al intenor del caitosol, pur las umoncs
crendas cntre las crestas y of espaciv intermembrana abierto por el proceso de fusién
(Scorrano, L, Ashiya, M, Buttle, K, Weiler, S, Qakes, S A, Mannella, CA and
Korameyer, S.) 2002. Dev Cell 2.55-67)

El proceso descrito contribuy6 significativamente a la amplificacidn de las sefiales de
apoptosis generadas por MG2327

EJEMPLO 17 P25 y p50 inducen apopidsis

Para saber 8 p25 y p50 pudieran eslar involucradas en los evenios apoptéticos
descntos para MG2327, estas proteinas fueron incubadas de forma individual con las
célules P3X63Ag8 en diferentes concentraciones y analizadas por microscopia
electrénica La condensacion de la cromatina, los dafios en las crestas mitocondnales y
las estructuras en forma de racimos de las mitocondnas también fueron observadas
Estos resultados indican que la induccidn de apoptdsis por MG2327 estd
comprometida con el efecto de estas proteinas

EJEMPLO 18 Efecto anti-angiogénico de MG2327 y los polipéptidos antr-proliferativos

Formaci6n de estructuras tubulams en matrige!

Se analzd la formaci5n de cordones endoteliales por las células endoteliales
humanas derivadas de microvasculatura (HMEC) sobre matngel (Crum R, Szabo
S, Folkman J 1985 Sclence 230 1375-8, Vacca, A., Ribath D, Presta, M,
Minischetiti, M , lurlaro, M. Ria, R, Albinl, A, Bussolinp, F and Dammaacco, F
1999 Blood 93 3064), en presencia de conceniraciones no citotdxicas de
MG2327 y sus fracciones p25 y p50 Los ensayos se condujeron como ha sido
reporiado por Sanz y colaboradores {(Sanz, L, Pascual, M, Mufioz, A , Gonzalez,
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M A, Salvador CH, Alvarez-Vallina L 2002 Microvascular Research 63 335-330)
Los resultados finales se evaluaron temendo en cuenta la longtud de las
estructuras tubulares formadas y el nimero de interconexiones entre ellos
utilizando el programa Image-Pro Express 4 5 Los resultados indican que el
tratamiento con la preparacibn MG2327 y sus fracciones inhibe de manera
significativa (p<0 05 ANOVA) la diferenciacibn o maduracin de la célula
endotehal (Fig 15)

EJEMPLO 19 MG2327 tiene efacto indirecto sobre células proliferantes
MG2327 protege a ratones BALB/c de implantes da lumores miglordes.

Para analizar a actividad protectora de MG2327 contra implantes de tumores, ratones
BALB/c fueron inoculados (1p) con 1 mg/mL de este preparado antitumoral con
diferentes esquemas de inmunizacién Se empled una dosis por samana durante tres
semanas y dos dosis por semana durante tres ssmanas con intervalos de al menos
tres dias entre dosis Un grupo control negativo fue inoculado con PBS Dos millones
de células del mieloma P3X63Ag8 fueron inoculadas i p a los grupos experimentalas y
al grupo control, después de 150 dias de la primera dosis (5 meses después) Los
ratones controles negativos muneron en el término de 25 dias, mientras el 100 % de
los aumales tratados de ambos grupos expenmaentales sobrevivieron &in presencia de
tumor (Fig 16)

EJEMPLO 20 El dominio C-terminal de otras serralisinas también bene efecto
citotdxico, sin actividad protechtica

La cepa ATCC14756 fue cultivada en iguales condiciones que la cepa CMIB4202
segan el Ejemplo 2 y sus sobrenadantes de cultivo se procesaron como se descnbib en
el Ejemplo 6 En ambas preparaciones se obsarvaron protainas a la altura de 60 kDa
que eluyeron con 50 mM de fosfato-0 2 M NaCl, pH 8 00 Estas proteinas presentaron
actividad enzimétca que fue inhibida con 10 mM de EDTA y recobrada con 5 pM de
Zn;SO; Ambas proteinas fueron digendas quimicamente con CNBr y su petron de
corte fue smiar, generando fragmentos similares de aproximadaments 25 kDa,
comrespondientes al C-terminal de |la p50, a paertr de la metionina interna de |a
secuencia haste ol final de la molécula Los fragmentos obtenidos en la digestién se
renaturalizaron mediante cambio de tampén por diglisis durante 48 h La actwdad
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biolégica de estos fragmentos fue testada en el ensayo de citoloxicidad aqul descnto,
utilizando células HEp 2, las cuales se incubaron durante 72 horas en presencia de los
mismos Los fragmentos sin actividad proteolitica, en presencia de 5§ mM de EDTA,
producio de la digestén, presentaron actividad citotdxaca dosis-dependiente supenor,
aproximadamentes 25 veces mas que la de la molécula de p5S0 completa Estos
fragmentos una vez conocida su secuencias, también son posibles obtenerdos
madiante sintesis quimica o por via recombinante

EJEMPLO 21 Combinacibn de fragmentos de Serralisinas con anticuerpos o
fragmentos de estos

Los fragmentos polipeptidicos obtenidos en los Ejemplos 8 y 20 se conjugaron
quimicamente con el anicuerpo monoclonal AcM CBfior-CEA 1 (Tormo B et al APMIS
97 1073-1080,1989), con sus regiones vanables y con el fragmento de anticuesrpo
obtenido por via recombinante a partir de la secuencia de este AcM (Drvabody) (patente
WO 03/093315) Las biomolaéculas conjugadas fueron ensayadas sobre las lineas
colulares de tumores humanos LoVo (ATCC CCL-229), AsPC-1 {ATCC CRL-1682) y
LS 174T (ATCC CL-188), todas que expresan CEA en cultivo, realizado un ensayo
antiprobferativo similar al descriic en el Ejemplo 3 Los fragmentos conjugados se
uiizaron a concentraciones ciotbacas equivalentes a la de los fragmentos no
conjugadas, observandose una respuesta dosis-dependiente, mientras que 2
concentraclones no citoldxicas, no se observo respuesta anti-profiferativa, pero se
evidenclo que a pesar de la ausencia de respuesta, los fragmentos conugados se
unfan a las células cuando se empleo el procedimiento de reconocimienio del CEA
humano asociado a células mediante ELISA de células e inmunofluorescencia
indiracta, (patente WO 03/093315) Estos resultados demuestran que los conjugados
aqui descritos pueden ser ulilizados en la terapia y el diagnostico del cancer
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REIVINDICACIONES

Una composicidn farmacéutica caractenzada porque contiene uno o varios
fragmentos polipeptidicos pertenecientes al carboxilo termunal, a parar de la
metionina intema de le secuencia hasta el final de la molécula, de una o vanas
Serralisinas o vanantes de estos fragmentos, la cual es capaz de producir
efectos anti-tumorales, terapduticos o preventivos, en el organismo receptor
Composicion de acuerdo con la rewvindicacibn 1, caracterzada porque los
fragmentos de Serralisinas, son obtenidos a partir del sobrenadante de cultivos
celulares, por manipulacidn génica o por sintesis quimica

Composicién de acuerdo con las remvindicaciones 1 y 2, caraclerizada porque
los fragmentos de Serralisinas pueden encontrarse en la composicién solos,
conjugados o mezciados

Composicidn de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterzada porque las
vanantes o modificaclones de los fragmentos de Serralisinas son abtenidos por
sintesis quimica, por manipulacidn génica o del sobrenadante de cultvos
celulares

Composicion de acuerdo con las revindicaciones 1, 2, 3 y 4. caractenzada
porque los fragmentos de Serralisinas o variantes de estos pueden formar parte
de maléculas quiméricas o hibridas obtenidas por manipulacidn génica o por
sintesis quimica

Fragmentos de Serralisinas de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2, 34 y 5,
denominados ARA1 ARA2, ARA3 y ARA4, caractenzados por conlener las
secuencias Seq No 1, Seq No 2, Seq No 3 y Seq No 4, respectivamente
identificados en el listado de secuencias, y formar parte de la composicion de las
relvindicaciones antenores, solos, conjugados 0 mezciados

Fragmentos de Serralisinas ARA1, ARA2, ARA3 y ARA4 de acuerdo con la
revindicacidn 6, caracterizados porque fragmentos derivados, variantes génicas
o sintéticas de estos, inducen efecios anti-tumorales terapéuticos o preventivos
en el organismo receptor

Fragmenioe de Serralisinas ARA1, ARA2, ARA3 y ARA4, o fragmentos
derivados de éstos, de acuerdo con las rewindicaciones 6 y 7, caractenzados
porcque pusden formar parte de una composkidn que contenga anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, cadenas de acidos nucleicos, 0 moléculas de
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naturaleza proteica o sacandica, solos, conjugados, mezclados, o inserlados, &
nducen efectos anti-tumorales terapéuticos o preventvos en el organismo
raceptor

8 Fragmentos de Semalsinas ARA1, ARA2, ARA3 y ARA4, y/lo fragmentos de
éstos, de acuerdo con las revindicaciones 6, 7 y 8 caraclenzados porque
pueden formar parte de la compasicidn como agregados moleculares solos,
entre ellos o con otras moléculas de naturaleza proteica o sacaridica

10 Fragmentos ARA1, ARA2, ARA3 y ARA4 de Semalisinas, yio fragmentos de
éstos, de acuerdo con las revindicaciones 6, 7, 8 y 9, caraclenzados porque
pueden formar parte de un preparado para el diagndstico 0 pesquisaje de
patologlas relacionadas con la sobreexpresién de receptores de faclores de
crecimiento y enfermedades inflamatorias

11 Composicidn de acuerdo con las reivindicaclones 1 - 5 caracterizada porque
contiene una o vanas prodigiosinas que potencian la actividad anti-tumoral de la
composicidn

12 Uso de la composicién de acuerdo con las reivindicacionas 1 — 5 como
estimuladora del sistema inmune, como anti-angiogénica, apoptotca, anti-
prolderativa, anti-mucroblana, y como inductora de factores anti-proliferativos
apopidtcos, ant-angiogénicos, inmunomoduladores o reguiadores de [a
deranciacidn
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RESUMEN

La presente invencion estd relacionada con una composicidn capaz de nhibir el
crecimiento de célules tumorales de diferentes origenes histologicos y de céllas
endoteligles activadas Los componentes de dicha composicibn son fragmentos
polipeptidicos de Semralisings, comrespondientes al fragmento C-termunal, a partir de la
metionina interna de la secuencia hasta el final de la molécula, los cuales pueden
combmnarse entre elios y opcionalmente con prodigiosinas que patencian el efecto anti-
tumoral de la composicion Las prodigiosinas en la composicién pueden estar a una
concentracion de 0 1 — 100 nM La accidon anti-proliferativa de la composicion estd
mediada por mecanismos apopidtcos Su admmistracibn “in vivo" tene efecto
anttumoral, antangiogénico y protector contra tumoras malignos

&
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PCLIPEPTIDICCS DE SERRALTSINAS

Maria del Cavmen

PatentIn ver 21

1

258
PRT
Serratia mmrceacens

PERTIDE
(1) (258)

Polipéptida ARA1,

antipral | fzratavo,

apeptéeleo,

antiangingénico y

prococtor comtra enfermedades relacionados con la prollPoracidén celalar y la
angisgéniois Becuencia 8¢l C-terminal de la Serralisina SERMA

<400

et Ser

1

Tyr A

Tyr Gly

Asn Ser

Lys V
65

Phe

Phe Sar

val

Gly Asn

Leu P
145

Ser

~hr

Ala Pro
20

la Ala

Ala
as

Asn Pro

Asn Thr Gly

5¢
Els Fha Ala

al Aln T

70

gly Tyxr Thr Ala

val
100

Asp Oly Gly

Ila dlu Asn Ala

115

Als Ala Asn Asn

g
he

tG.y Gly Gly Gly

50

Ala

ia

Leu Leu App Amp lle

a5

Ser Thr Axg Thr GLy

40

Arg Asp Phe Leu Say
ss

rp Asp Ala Gly

Asn Qin Axg Ile

Leu Lyn Oly Asn

105

lle Gly @ly Ser

120

val Leu Lys Gly
135

Asp Glu Leu

Tyr Txp Ser Glu Thr oo Thr Gly Gly Asp Zen Oly Gly

15

Ala Aia Tle Gln

k1o

His

Asp Tar val Tyr
45

Gly

The Thr Ser Asn
60

Sarxr

Gly Aun Aap Thr 7he

5
ABn Leu

Aun @Glu Lys

95
val Ser Ila Ala Ala
1i1a

Qly Asn Asp val Ile

125

dly Ala Gly Aan
149

Asp

Trp Gly Gly Ala
i35

Cly

Hia

Pko
Gln
Asp

B0

Ser

Aly

val

val

Lye
140



10

15

25

3n

3§

45

55

32

Aup Lle Fho Val Phe Sor Ala Alz Ser Asp Sor Ala Pro Qly Ala Scr
1G5 i70 175G

Aap Trp 1le Arg Asp Phe Oln Lya Qly tle Anp Lys Ile Asp Leu Ser
180 1E5 190
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<222» (1) (257)

«223> Polipéptido ARAZ antigroliferacive apoptdrico, antiangiogénico ¥y
protector concra enfercadadey relacionadas ecn la proliferaclién gelular y la

angiogénisia Secuencia del c-terminal de la Serralisina SEMSP
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20 25 39

Tyr Oly Ala Asn Leu Sar Thr Arg Thr G.y Asp Thr Val Tyr Gly Phe
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intesnabonal applicaliun No.
REP RT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/ICU2005/0000C3

Refarence 19 made to the following documents.

D1 EP-A-0 226 800 (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LTD) 1 July 1987
D2 FR2519021 (TAKEDA CHEM IND LTD) 1 July 1983
D3. US 2004/185566 A1 (SALAMONE PETER [US]) 23 September 2004

Be ltem ||
Priority

It should be noted that the document ndicatad in the ssearch repcrt as 'PX' document hay
not been 1aken into consideration for the evaluauon of novelly and inventive step, ainco the
pronty of the prasent application had to he agsumed as vald (sae also Official Joumal
EPO, 11/2001, page 539-542, espocially tem 13)

BeitemV
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or indusinal applicability,
citations and explanationa aupporting such statement

Novelty

Tha documant D1 1s regarded as baing the closest priar art to the subject-mattar of claim
1, and shows (abstract, page 1, line 29 - page 5, fine 32, examples 1,5,11) a sewapepiase
polypephde oblamed from Serratia marcenses, which s 580 aa long and shows 100%
identty m 218 aa overiap at ts C-termnus with SEQ ID N2 (ARA 2) from present
applicaion The serrapeplase polypeplide has ant-nflammatory actwity

D2 shows (see abstract, page 1, ine 5-8 and 14-23 page 3, line 21-32) a serrapapiase
polypeptide uselul as an ant-inflammatary agent as iyophilised powders stabiized by
ncorporatian of any of the lollowing, tactose, sucrose, gelatin, aspartic acid and s sad,
glutamic acid and its sall.

The subject-matter of claims 1-10 is tharsfore new {Anicle 33(2) PCT)

Fern PT" 1"Separale Kraeiely (Snaat 1) (CPD April 2005}
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational uppTcalk No.
REPORT N PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/CU2005/000007
invantive step

The problom to be solved by the prasent invention may be regarded as the provision ol
fragments of samalysins having an antiproiferativa effect {strongar eflect over tumoral ceils
than that of intact serriyeins)

The solution to this problem proposed in claim 1-10 of the present application I8 the
provision of C-erminal fragmants of semralysms (residues 230-487) as representad by
SEQID N 1 {ARA 1), SEQ.ID N2 {ARA 2) SEQ 1D N.3 (ARA 3)and SEQID N 4 (ARA 4),
and fragmants or vadants thereof having the same functional activity as SEQ ID N 1 (ARA
1), SEQID N.2(ARA 2), SEQIDN 3 (ARA 3) and SEQID N 4 (ARA 4), | @ lack tho
catalytic aciivity and have higher antiprolferative ettect than the whole serralysin molecule

These fragmants of semalysins were obtained comprisad n a mbdure obtained from the
supematant resufting from the culture of the strain CMIB 4202 (see example 1) which
analysis and saquencing resulied in the identfication of SEQ IDN 1 (ARA 1), SECIDN 2
(ARA 2), SEQ ID N.3 {ARA 3) and SEQ ID N 4 (ARA 4) corresponding to the C-terminal
tragment of the enzyme (i 8 p25, see example 15) and small amounis prodigiosin {soe
axamgle 7) The subject-matier of claims 1-10 is considerad as invoiving an Inventive step
(Ariicle 38(3) PCT) for the followmy reasons SEQID N 1 (ARA 1), SEQIDN 2 (ARA 2),
SEQ ID.N 3 (ARA 3) and SEQIDN 4 (ARA 4) have anbproliferative affecis in wvitro on
Hep 2 cells (see example 8 18 mcrogr/mL inhibited 100% of the grawing of the tumor
calis) and m vivo in BABL/e mice implanied with tumor PIXB3Ag8 (ses example 10 22
microgr/Kg induced total regreeion in 80% of the arumals treated)}, anti-apoptotic sffects
{see exampie 17 chromatin condensing and mitachondna damage) and antl-angiogenic
offects (see example 18 inhibiton of matumation of endothaelial cells, Fig 15) cn tumor
P3X83Ag8 which 1s a myaloid tumor

Thus, the subjeci-matier of claims 1-10 meet the requirements of the PCT with respect to
nowelty and invantive stap

Py P Sopana SHepti08 (Shost 2) (EPO-Apel $005)




INTERNATIONAL PRELIMINARY Imemanonal application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCY/CU2005/000003
Be Item VI
Certain documents cited
Curlain published documaonts
Appicaion Ns Pubticsben apte Fing naln Haonly 48,5 vl corny)
Patevt Mo HymOntVivar) fcymoriVyeerd feapmoranaas)

US2004/015566 23 09 2004 19.03 2003 19 03 2003

Baltem VIl

Certain obssrvations on the iImemational application

The word ‘semallsin' shauld be comrected to serralysin

Fonr PLT/0«amn Shiuti (Baant 3) EPOARIN 2008)



NEW SET OF CLAIMS,

A PHARMACEUTICAL COMPOSITION CONTAINING POLYPEPTIDE
FRAGMENTS OF THE SERRALISINS

1 Phammaceutical anti-tumoral composition characierzed by containing ane or
several polypepiide fragments named ARA], ARAZ ARA3 and ARAM
containing sequences Seq, No 1, Seq No. 2, Seq No 3 and Seq No 4,
respactively identified wilhun the sequencas fiat, lacking catelytic actisity
which have a higher anti-proliferatve activily that the whole sermlisin
molecules and wheren sald composition 18 capable of producing anb-
tumoral effects in the reciplent organism, and sald antitumoral sffacts are
therapsutic or preventive

2 Pharmaceubcal anti-tumoral composition according to claim 1 whoerein sad
Senafiains fragments are obtained trom cell quiture supernatants by genetic
maripulation or by chamical gynthesis

3 Phamaceutical anti-tumoral composition according to clgims 1 and 2
wherein said fragments ar thelr variants appear in the composiion alone
conugated or mixed.

4 Pharmaceutical ant-tumeral corrposition according to ¢faim 3, wheremn said
fragments variants or variants modifications obtainad by chemical synihsss,
genetic manipulation or from ctell culture supematants

5 Pnarmaceutcal ant-umoral composition according to clams 1, 2 3, 4
wheremn sald Serralisins fragments or their variants could be pan of chwmeric
or hybiid molecules oblained by genete maniputation or chemical synthesis

6 A composition according to clomns 110 5 characterized by cantaining one or

saveral prodigiosins, wherein said prodiglosns Bnhance the anlitumoral
activity of the mentioned compostion

1 AMENDED SHEET 20/4/2006




Pumted. 09/08/2008 . CLMSPAMD CUMM’@

7 Serrabsins fragmenis ARAT ARA2 ARA3J and ARA4 according to clarm 4
wherein fragments genotic or synthetic vartants denved fiom them, induco
antumoral effects sald eflects being therapaulhc of preventive n the
reciplent organism

8. Semolsins fragments ARA1, ARA2, ARA3 and ARA4 according to claim 7
whorein said fragments can be part of a composrion cantaning anfibod'es
antibody fragments, nuclelc acid strands, or molecules of carbohytirate or
proweic nature, and said fragmants are alone, conjugated, mixed or nseried
aiso inducing therapeutic or praventive antl-tumoral effects in tha reciplem
organism

9 Semalsins fragments ARAT ARA2, ARA3 and ARAA, or their fragments
glone or in combinatan snd according to claims 7 and 8 charactenzed by
balng pant of sald composiion as molecular aggrogstes, aione, m
combination between them or [y comblnation with other molacuias of protein
or carbohydrata nature

10 Tha use of the composrhion according (o claims 1 to 5 as an immune
stimulata;y as anti-angiogenie. apoplotic, and-prollfaraling anti-micrabial

and a8 inducer of antwprolfersting, opoptotic, ant-angiogenic
tmmunomodulating or differentiahon regulsting factors

2 AMENDED SHEET 20/04/2006
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NUEVO GRUPO DE REIVINDICACIONES

UNA COMPOSCION FARMACEUTICA QUE CONTIENE FRAGMENTQS DE
POLIPEPTIDO DE LA SERRALISINAS

1 Composicidn antitumoral farmacéulica caracterizada por que contiene
uno o varios fragmentos de polipéptidos denominados ARM,-ARAZ.
ARA3 y ARA4, que contiene lagsecuenclas Seq No 1, Seq No 2 Seq,
No 3 y Seq No 4, respectivamente Identlﬁc:das con la hsta de
secuencia, que les falta actividad catalitica, que tenen una actwvidad
anti-proliferativa supenor que las moléculas de serralisinas completas y
en donde dicha composicidn es capaz de produci efectos anti-tumorales
en el organismo receptor y dichos efectos anti-tumorales son
terapéuticos o preventivos .

2 Composicién antitumoral farmacéutica de acuerdo con la reivindicacidn
1, en donde dichos fragmentos de serralisinas son obtemdos de
sobrenadantes de cuftivo de célula, mediante manipula_clbn genética o
mediante sintesis quimica

3 Composicién antetumoral farmacéutica de acuerdo a las
reivindicaciones 1 y 2, en donde dichos fragmentos y sus vanantes

aparecen en la composicidn sola, conjugada 0 mezclada

4 Composicién anh-tumoral farmacéutica de acuerdo a la reivindicaciédn 3

en donde dichas vanantes de fragmentos o modificaciones de variantes



se obtlenen medlante sintesis guimica, manipulacidn genética ¢ de

sobrenadantes de culbvo de celulas.

Composicién  anbviumoral farmacéubca de acuerdo a las
renvindicaciones 1, 2,3 4 en donde ke fragmanios da sarralisinas o
sus variantes pedrian ser partes de moléculas guimdrcas o hibridas

obtemdas mediante manipulacidn genélica o sihtess quimaca

—

R
—

Una composicion de acuerda a3 las revindicacionss a 5, caraclenzada
por cohtensr una o verlas prodigicainas, en donde dichas pradigosinss

mejoran la actndad anli-tumoral de la compoeexson menconada

Fragpmentos de sermlimnes AR1, AR2, AR2 y AR4 de acuerdo con la
rmymdicacion 1 an donde log fragmentos, las vanantes genéticas o
sintéticas dervadas de ellos, Ikducen sfectne antHiumorales dichos

efectos son terapduticos o preventives &n &l organssmo racaptor

Fragmentos de sermalisings AR1 AR2 ARS, y AR4 de acuerdo con s
renvindicacion 7 en donde diches fragmentos pueden sar parte de una
composiCion que conbene anhcuwerpos, fragmentes de antcuerpos,
hebrea de acldn nucleico, o moléculas de catbohdratos o de naturakeza
protéica, dichos fragmentos estan solos, conjugados mezclados o
insertados, taminen induciendo efectos antitumorales terapéubcos o

praventivos en &l organismeo receptor

Fragmentos de serralisinas AR1 ARZ ARY, v AR4, o sus fraggnantos

50l0s, 0 en combinacién y de  acuerdo con ka ranmdicacionss 7 y B
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caracterizados por ser parte de dicha composicibn como agregados
moleculares, solos o en combinacién entre ellos, 0 en combinacion con

otras moléculas de proteina o de naturaleza de carbohidrato

El uso de la composicion de acuerdo con las rewvindicaciones 1 a 5

como un estimulador nmune, como anti-angiogénico, apoptético, ant-

proliferante antimicrobiano, y como inductores de factores anti-

prolferacion apoptdsis, anti-arigiegénicos inmunomodulacion o factores

—

de regulacion de diferenciacion
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{54) Tibuko: COMPOSICION FARMACEUTICA CONTENIENDO FRAGNIENTOS POLIPEPTIDICOS DE SERRALISINAS

®

REIVINDICACIONES

1 Ura composicidn fsmacdubcs camclarizeda por que
oinfjene un o vadas  fragmenics  poltpeplidicns
penaneceontes al carbcxlo lermingd, A portr do la meonina
mema de b secuancs hasts o fnal de fa moldcula, une ¢
voras Sematsinas o variantes do es'os fiagmiontos I cual es
capaz de produc efectos ant-umarales ferapbuticos o
freventivos, e o orgarismo recapior
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PATENTE DE INVENCION [/ MODELO DE UTILIDAD | )
¢ Indicacién de que se solicita la concesidn de una patente [ /
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
€ Descripcién de la invencitn td
¢ Dibujos de ser estos pertinentss (]
¢ c::mpmbaryd pago de las tasas establecidas [/
COMPLETA { INCOMPLETA [ }

DISENO INDUSTRIAL [ ]

¢ Indicacin de que se solicta el registro de Disefio Industrial {]
¥ Datos de identficacion def solicktante o de |a persona que presenta la soficitud [ |

¢ Representacion gréfica y folografica de! Disefio Industnal o muestra det (]
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® Comprobante de pago de las tasas establecidas [

COMPLETA { } INCOMPLETA [ ]
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€ Indicacién de que se solicita el reglstro de un Esquema de Trazado [1
¢ Datos de identificaclén del solicitante o de la parsona que presenta la salicitud [ ]
¢ Representacitn gréfica del esquema trazado [1
{1
[]
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Doctor{a}

FERRERRO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de

CENTHO DE INGEWIERIA OERETICA ¥ BSIOTRCNOLOGICA

REFERRNCIA Radicacién No 7 31579
Soliecitnd internaciocnal PCT/CU2005/000003
Pocha iniclo fase aaciocnal 08/032/2007

Trimite 11
Evento 379
Actuaciéa

oficlo No O gg 93

Como resultado del examan de forma, roalizado com fundamento eén el articulo 38 4ds
la Decisién 486 do )a Comipifn de la Comumidad Andina, articulo 27 del Trutado do
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis dal Reglamsnto y Circular
(nica de la Superintondencia de Industria y Comerecio, ve le camunica que

1 La =molicitud no contiene 1la copia del documento en que conata la cesidn del
darecho a la potente dol inventor al solicitante o a su causante (Art 26-X)
Decisisn 486

En cumplimients de lo dispusste por ol articule 39 dec la Decinlén 486, aa le
requiere para que dantro dal término de dos meeos sigquientas a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requigitoa anteriormente enunciados
En caso do no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
consideraré abandonada y perders su prelaciém

Notifiquose el present
e), dol capitulo

iclo conforme a lo dlispuascto en el numeral 5 2, lireral
titulo primeroc do la Circular Unica Wo 10 do 2001

ALTX CARMENZA OE VERGEL

Jafe de 1a diyisién/de MNuevas Creacionesa

Rl requorimiento fue notificado por fijacidnm en limtp de
fecha




