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DESCRIPCION
Nuevo método de produccion de lipoplejo para administracion local y farmaco antitumoral que utiliza lipoplejo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo método para producir un lipoplejo usado para el tratamiento de metastasis
peritoneales de cancer pancreatico mediante administracion tépica, en donde la composicién comprende un lipoplejo
que consiste en dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), fosfatidilcolina, un lipido catiénico y ARN de horquilla corta
(ARNhACc) capaz de inhibir la expresion de timidilato sintasa a través de ARNi (TS-ARNhc), en donde la fosfatidilcolina
es 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), palmitoil-oeoil fosfatidilcolina (POPC), o 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DEPC), y en donde el |lipido catidnico es cloruro de 0,0-ditetradecanoil-N-(a-
trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14).

Técnica anterior

Los liposomas estan compuestos de fosfolipidos que constituyen las membranas celulares de los organismos, tienen
alta biocompatibilidad y pueden administrar medicamentos y principios activos mientras los protegen de enzimas
degradantes in vivo. Por consiguiente, los liposomas han llamado la atencidon como herramientas utiles para los
sistemas de administracion de farmacos.

Mientras tanto, las moléculas de ARNi que inducen la interferencia de ARN (denominadas en lo sucesivo, "ARNi") han
llamado la atencion como herramientas utiles para el tratamiento de tumores y otros fines, y se ha desarrollado una
amplia variedad de moléculas de ARNi que son capaces de inhibir el crecimiento tumoral. Ademas, se ha desarrollado
un método para usar complejos compuestos de moléculas de ARNi y mezclas lipidicas (es decir, lipoplejos) para
administrar moléculas de ARNi como principios activos a células tumorales (Qixin Leng et al., Drug Future, septiembre
de 2009; 34 (9): 721; Sherry Y., Wu et al., The AAPS Journal, Vol. 11, n.° 4, diciembre de 2009; y B. Ozpolat et al.,
Journal of Internal Medicine 267; 44-53, 2009).

En el pasado, los presentes inventores desarrollaron moléculas de ARNi dirigidas a timidilato sintasas (denominadas
en lo sucesivo, "TS"), que estan implicadas con el crecimiento tumoral (documento WO 2010/113844). Se informé que
la administracion de dichas moléculas de ARNi a los tumores mediante, por ejemplo, administracion intravenosa con
el uso de complejos (lipoplejos) incluidos en una mezcla de lipidos catiénicos de una formulacién dada permitiria inhibir
el crecimiento de tumores que muestran expresion de TS. También informaron que el uso de dichos lipoplejos en
combinacién con agentes quimioterapéuticos daria como resultado la mejora de la eficacia de direccionamiento
tumoral, asi como la mejora de los efectos antitumorales de las moléculas de ARNi en un grado significativo
(documento WO 2012/161196).

Sumario de la invencion
Objetivos a alcanzar mediante la invencion

De acuerdo con una técnica convencional de produccion de lipoplejos, un método para preparar una mezcla lipidica
ha comprendido una etapa de disolucion de un componente, tal como un fosfolipido, en un disolvente organico, tal
como cloroformo o ciclohexano, de antemano. En un método de producciéon industrial que implica el uso de un
disolvente organico, tal como cloroformo o ciclohexano, sin embargo, ha sido necesario proporcionar instalaciones a
gran escala, tales como instalaciones para el manejo de materiales peligrosos o aparatos a prueba de explosion. En
el pasado, también, la produccién de lipoplejos habia requerido un proceso complicado que comprendia preparar una
solucién acuosa de moléculas de ARNi, preparar por separado una mezcla lipidica y luego mezclar la solucién acuosa
con la mezcla lipidica antes de la administracién a un paciente con cancer en un servicio de medicina ambulatoria de
un hospital, requiriendo dicho proceso gran trabajo.

Dadas las circunstancias anteriores, es un objetivo de la presente invencién proporcionar un método industrial para la
produccion de lipoplejos que permita la produccion facil y simultanea de polvos generadores de lipoplejos que
producen lipoplejo simplemente mediante suspension en un disolvente tal como agua. Esto evitaria la necesidad de
un proceso complicado de produccion de lipoplejos en el que se generaria una mezcla lipidica mediante el uso de una
gran cantidad de un disolvente organico, tal como cloroformo o ciclohexano, y se someteria a liofilizacion, y la mezcla
lipidica resultante se dispersaria en un disolvente, tal como agua, después de lo cual la dispersion resultante se
mezclaria luego con una soluciéon acuosa de moléculas de ARNi.

Es otro objetivo de la presente invencion eliminar la necesidad de un proceso complicado de preparacion de lipoplejos
que requiere un trabajo extenso en un servicio de medicina ambulatoria de un hospital.

Medios para alcanzar los objetivos

Los presentes inventores han llevado a cabo estudios concentrados para alcanzar los objetivos anteriores. Como
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resultado, se ha logrado producir un producto de lipoplejos liofilizado mediante la disolucion de
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), fosfatidilcolina y un lipido catiénico en etanol altamente biotolerante y no explosivo,
la adicién de la solucién de alcohol gota a gota a una soluciéon de moléculas de ARNi con agitacion vy, la liofilizacion de
la solucion y eliminacion de etanol de la misma. Por lo tanto, se descubrié que un paciente con cancer podria tratarse
eficazmente mediante la mezcla del producto liofilizado resultante del lipoplejo reivindicado obtenido en un tampdn
adecuado y la administracion tépica del mismo a un érgano diana afectado por metastasis peritoneal de cancer
pancreatico. La presente invencion se basa en dichos hallazgos.

La presente invencion es como se divulga en las reivindicaciones.

Esta descripcion incluye parte o todo el contenido como se divulga en la solicitud de patente japonesa n.° 2014-221062,
que es un documento de prioridad de la presente solicitud.

Efectos de la invencion

La presente invencion puede proporcionar un método industrial para la producciéon de lipoplejos que permita la
produccion facil y simultanea de polvos generadores de lipoplejos que producen lipoplejo simplemente mediante
suspension en un disolvente tal como agua. Esto evitaria la necesidad de un proceso complicado de produccion de
lipoplejos que comprenda generar una mezcla lipidica con el uso de una gran cantidad de un disolvente organico, tal
como cloroformo o ciclohexano, que se someta a liofilizacién, dispersar la mezcla lipidica resultante en un disolvente,
tal como agua, y luego mezclar la dispersion resultante con una solucidon acuosa de moléculas de ARNi.

De acuerdo con la presente invencién, también, se puede eliminar la necesidad de un proceso complicado de
preparacion de lipoplejos que requiere un trabajo extenso en un servicio de medicina ambulatoria de un hospital.

Con el uso del lipoplejo reivindicado de la presente invencion, las moléculas de ARNi capaces de inhibir el crecimiento
tumoral también pueden administrarse eficazmente a células tumorales.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de la comparacién de las propiedades fisicas (es decir, diametro de particula,
indice de polidispersidad y potencial zeta) de una preparacion convencional, nueva preparacion (1) y nueva
preparacion (2): la preparacion convencional preparada mediante la disolucion de una mezcla lipidica que consiste
en DOPC, DOPE y DC-6-14 obtenida mediante una técnica conocida en un disolvente organico (ciclohexano/etanol
(95/5 (vlv))), liofilizacion de la solucion resultante, dispersion del producto liofilizado resultante en agua para
preparar una solucion y mezcla de una soluciéon acuosa de moléculas de ARNi con ella; y la nueva preparacion (1)
y la nueva preparacion (2) obtenidas mediante el método de acuerdo con la presente invencion: la nueva
preparacion (1) preparada mediante la disolucion de una mezcla lipidica que consiste en DOPC, DOPE y DC-6-14
en un disolvente organico (ciclohexano/etanol (95/5 (v/v))), liofilizacion de la solucion resultante y disolucion
homogénea del producto liofilizado resultante en etanol para preparar una solucién, adicién de la solucion
resultante gota a gota a una solucién homogénea de moléculas de ARNi con agitacion, liofilizacion de la solucion
resultante y dispersion del producto liofilizado resultante en agua; y la nueva preparacion (2) preparada mediante
la disolucion homogénea de lipidos (es decir, DOPC, DOPE y DC-6-14) en etanol para preparar una solucion
homogénea, disolucion de la solucion homogénea resultante gota a gota en una soluciéon acuosa homogénea de
moléculas de ARNi con agitacion para preparar una solucion de agua/etanol, liofilizacion de la solucion de
agua/etanol resultante y dispersion del producto liofilizado resultante en agua.

La Figura 2 muestra fotografias que demuestran los resultados de la comparacion de la capacidad de retencion de
TS-ARNhc de una preparacion convencional obtenida mediante una técnica conocida, la nueva preparacion (1)
obtenida mediante el método de la presente invencion y la nueva preparacion (2) obtenida mediante el método de
la presente invencion.

La Figura 3 muestra un grafico que demuestra los resultados de la comparacion y el analisis de los efectos
inhibidores en el gen diana tumoral (ARNm de TS) mediante RT-PCR en tiempo real lograda mediante la
administracion intraperitoneal de la preparacion convencional obtenida mediante una técnica conocida, la nueva
preparacion (1) obtenida mediante el método de la presente invencion y la nueva preparacion (2) obtenida mediante
el método de la presente invencion para modelos de ratdon con metastasis peritoneal de cancer gastrico (*: P <
0,05; **: P < 0,01).

La Figura 4 muestra un grafico que demuestra los resultados de la cuantificacion de la actividad luciferasa de
grupos de modelos de ratén con metastasis peritoneal de cancer gastrico sometidos a la administracion
intraperitoneal de la preparacion convencional, la nueva preparacién (1) y la nueva preparacion (2),
respectivamente, asi como el grupo de control (es decir, efectos inhibidores del crecimiento tumoral) (***: P <
0,005).

La Figura 5-1 muestra fotografias que muestran los resultados del analisis usando VIS de los efectos inhibidores
del crecimiento tumoral de la administracion del lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion
(2)) solo, Paclitaxel solo y el lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2)) en combinacion
con Paclitaxel en modelos de ratén con metastasis peritoneal de cancer de ovario.

La Figura 5-2 muestra un grafico que muestra los resultados de la cuantificacion del crecimiento tumoral en la
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cavidad abdominal basada en los datos de imagen mostrados en la Figura 5-1. La Figura 5-3 muestra los resultados
mostrados en la Figura 5-2 en forma de un grafico logaritmico.

La Figura 5-4 muestra un grafico que muestra los efectos de prolongacién de la vida observados en el grupo de
control, el grupo sometido a la administracion del lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion
(2)) solo, el grupo sometido a la administracion de Paclitaxel solo, y el grupo sometido a la administracién de
Paclitaxel en combinacién con el lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2)) en
experimentos con animales que se muestran en la Figura 5-1.

La Figura 5-5 muestra un grafico que muestra un cambio en la concentracion de TS-ARNhc en la ascitis y en la
sangre analizada mediante RT-PCR después de la administracion intraperitoneal del lipoplejo portador de TS-
ARNnhc (es decir, la nueva preparacion (2)) a un modelo de ratdn con metastasis peritoneal de cancer de ovario.
La Figura 6-1 muestra un grafico que muestra los resultados de la cuantificacién usando IVIS del crecimiento
tumoral analizado basada en los datos de imagen de modelos de ratdon con metastasis peritoneal de cancer de
pancreas sometidos a la administracion del lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion ( 2))
solo, Paclitaxel solo y el lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2)) en combinacion con
Paclitaxel. La Figura 6-2 muestra los resultados mostrados en la Figura 6-1 en forma de un grafico logaritmico.
La Figura 6-3 muestra un grafico que muestra los efectos de prolongacion de la vida observados en modelos de
ratéon con metastasis peritoneal de cancer de pancreas resultantes de la administracion del lipoplejo portador de
TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2)) solo, administracion de Paclitaxel solo, y administracion del lipoplejo
portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2)) en combinacion con Paclitaxel.

Realizaciones para llevar a cabo la invencion

El lipoplejo de la presente invencidon comprende una mezcla lipidica que consiste en dioleilfosfatidiletanolamina
(DOPE), fosfatidilcolina y un lipido catiénico y una molécula de ARNi, o es un complejo que consiste en ellos.

La "fosfatidilcolina" que se puede usar en la presente invencion tiene una o mas caracteristicas seleccionadas de (i) a
(iii) a continuacion:

(i) la fosfatidilcolina comprende al menos una cadena de acido graso insaturado que contiene un doble enlace
carbono-carbono;

(i) la fosfatidilcolina comprende al menos una cadena de acido graso insaturado que contiene un doble enlace
carbono-carbono en forma cis; y

(iii) la fosfatidilcolina tiene una temperatura de transicion de fase baja (por ejemplo, inferior a 0 °C, inferior a -10 °C
o inferior a -20 °C).

Por lo tanto, la "fosfatidilcolina" reivindicada incluye 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), palmitoil-oeoil
fosfatidilcolina (POPC) y 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DEPC), siendo preferible DOPC.

El "lipido cationico" que se puede usar en la presente divulgacion puede ser cualquier sustancia seleccionada entre
cloruro de O,O'-ditetradecanoil-N-(a-trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14), cloruro de N,N-dioleoil-N,N-
dimetilamonio (DODAC), bromuro de N,N-diestearil-N,N-dimetilamonio (DDAB), cloruro de N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil)-
N,N,N-trimetilamonio (DOTAP), cloruro de N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), N,N-dimetil-
(2,3-dioleoiloxi)propilamina (DODMA), y un derivado de cualquiera de los mismos. El lipido catiénico reivindicado es
DC-6-14.

El lipoplejo de la presente invencién comprende una mezcla lipidica que consiste en DOPE, DOPC y DC-6-14.

La proporcion de DOPE, fosfatidilcolina (DOPC) y un lipido cationico (DC-6-14) en el lipoplejo se puede determinar
dentro de un intervalo de relacion molar de 2 a 4:1 a 3:4 a 6. La proporcion de DOPE:DOPC:DC-6-14 es
preferentemente 3:2:5.

Un tamafo de particula del lipoplejo de la presente invencién es de 200 nm a 2000 nm, y preferentemente de
aproximadamente 400 nm a 700 nm. El potencial zeta del lipoplejo de la presente invencion es de 30 a 60 mV, y
preferentemente de aproximadamente 30 a 40 mV.

El lipoplejo de la presente invencién se puede preparar mediante el método que comprende las siguientes etapas.

De manera especifica, un producto liofilizado de una mezcla de fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y un lipido
catidnico o cada ingrediente del mismo se disuelve en alcohol.

Los ejemplos de alcoholes que se pueden usar incluyen etanol y metanol, siendo el etanol, que tiene una alta
biotolerancia, el reivindicado. La fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina y un lipido catiénico se pueden usar en
cualquier forma. Por ejemplo, dicha sustancia se puede usar en forma de polvo.

La fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina y un lipido cationico pueden disolverse por separado en alcohol por
adelantado, y dichas sustancias se fraccionan por separado y se mezclan para ajustar la cantidad de la mezcla
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resultante al nivel dado. Como alternativa, un producto liofilizado de una mezcla lipidica que consiste en
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y un lipido catiénico en la cantidad dada descrita anteriormente puede disolverse
en alcohol.

Las cantidades de fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y un lipido catidnico en una mezcla de alcohol pueden ser cada
una de 1 a 100 mM, y preferentemente de 10 a 80 mM.

La fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina y un lipido catidnico se pueden disolver en etanol con calentamiento. Por
ejemplo, el calentamiento se puede llevar a cabo de 35 °C a 60 °C, y preferentemente de 40 °C a 50 °C.

Posteriormente, la solucion de alcohol resultante se afiade gota a gota a una solucion de moléculas de ARNi (por
ejemplo, una solucién acuosa de moléculas de ARNi en agua) con agitacion, y la solucién resultante se liofiliza luego
para obtener un producto liofilizado del lipoplejo. Es preferible que una solucién de alcohol se mezcle con una solucién
de moléculas de ARNide 1a3:7a09.

El producto liofilizado puede mezclarse adicionalmente con una soluciéon acuosa, tal como un tampon, para obtener
una suspension de lipoplejo, y la suspension resultante se puede administrar a un organismo. Un tampdn puede estar
en forma de una solucion acuosa que se puede administrar a un organismo. Por ejemplo, se puede usar solucion
salina fisioloégica o un liquido de hidratos de carbono. La mezcla se lleva a cabo preferentemente durante 1 a 15
minutos, y mas preferentemente aproximadamente 5 minutos, mediante agitacion con el uso de un mezclador vortex
u otro medio. Mediante la realizacion de la agitacién de dicha manera, se puede ajustar un tamafio de particula del
lipoplejo al nivel de interés descrito anteriormente.

En el método para producir el lipoplejo reivindicado de acuerdo con la presente invencion, no es necesario el uso de
cloroformo o ciclohexano con alta toxicidad y explosividad. Por consiguiente, no es necesario proporcionar una
instalacion a prueba de explosiones altamente segura en la planta de fabricacion. Como el etanol con alta biotolerancia
se usa selectivamente, también, la administracion del mismo a un paciente no plantearia ningun problema incluso en
presencia de una cantidad muy pequefia de un disolvente restante.

De acuerdo con la presente invencién, ademas, un lipoplejo se puede preparar facilmente en un ambito médico, tal
como un servicio de medicina ambulatoria de un hospital. De manera especifica, un vial de inyeccion o similar lleno
con el producto liofilizado del lipoplejo se puede proporcionar a un ambito médico, tal como un servicio de medicina
ambulatoria de un hospital, para que se pueda preparar una soluciéon del lipoplejo a administrar (es decir, una
dispersion de agua) en el momento del uso simplemente mediante la adicion de un tampon al mismo en un servicio
de medicina ambulatoria de un hospital antes de la administracién a un paciente.

El lipoplejo de la presente invencidon se usa para administracion tépica a un paciente. En la presente invencion,
"administracion topica" no esta destinada a la administracion sistémica mediante inyeccion intravenosa u otro medio.
Los ejemplos de administracion topica incluyen, pero sin limitacion, intraperitoneal, intratoracica, intramuscular,
hipodérmica, endodérmica, intraocular, intracerebral, intratecal, intravaginal, intrarrectal, intraorganica y aplicacion a
la epidermis. La expresion "administracion topica" se refiere preferentemente a la administracion intracavitaria, y mas
preferentemente a la administracién intratoracica o intraperitoneal.

El lipoplejo de la presente invencion comprende, como principio activo, una molécula de ARNi, tal como ARNip o
ARNhc, capaz de inhibir la expresion de genes que codifican factores expresados en células tumorales e implicados
con el crecimiento de células tumorales a través del ARNi. Los ejemplos de "genes que codifican factores expresados
en células tumorales e implicados con el crecimiento de células tumorales" incluyen, pero sin limitacion, genes que
codifican factores reguladores del crecimiento, tales como la timidilato sintasa, VEGF, EGFR, PDGF, HGF, Wint, Bcl-
2 y survivina, y enzimas implicadas en la sintesis de acidos nucleicos, tales como ribonucleétido reductasa y ADN
polimerasa. La informacion genética sobre estos genes se divulga en bases de datos conocidas de GenBank y
similares, y el ARNip o ARNhc se puede disefiar y sintetizar basandose en dicha informacién genética. EIl ARNhc que
se describe en detalle a continuacion se puede usar como ARNhc que puede inhibir la expresion de timidilato sintasa
a través del ARNi. Como alternativa, se puede usar un agente quimioterapéutico contra el cancer como principio activo.

En el lipoplejo de la presente invencion, una molécula de ARNi puede estar contenida en una porcién hueca encerrada
por una bicapa lipidica de una mezcla lipidica, o puede estar unida a la superficie de la membrana externa de una
bicapa lipidica. Una molécula de ARNi se une preferentemente a la superficie de la membrana externa de una bicapa
lipidica. Una molécula de ARNi se puede unir a la superficie de la membrana externa de una bicapa lipidica mediante
el método descrito anteriormente.

El lipoplejo de la presente invencién se usa como agente antitumoral.

El lipoplejo de acuerdo con una realizacion de la presente invencion comprende ARNhc que puede inhibir la expresion
de timidilato sintasa (denominada en lo sucesivo "TS") a través de ARN:i.

El ARNhc que puede inhibir la expresion de TS de acuerdo con la presente invencion ejerce actividad de ARNi
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especifica de TS dirigiéndose al ARNm de TS vy, por lo tanto, puede inhibir notablemente la expresion de TS. La
expresion "ARNm dirigido" usado en el presente documento se refiere a la situacion en la que una cadena antisentido
de ARNhc descrita en detalle a continuacién se puede hibridar en condiciones rigurosas con el ARNm diana.

Las condiciones rigurosas se pueden determinar basandose en la temperatura de fusion (Tf) para acidos nucleicos a
la que se forma un hibrido de acuerdo con una técnica convencional. En condiciones rigurosas, por ejemplo, las
condiciones de lavado que permiten el mantenimiento de la hibridacién comprenden generalmente "SSC 1x, SDS al
0,1 %, 37 °C", mas estrictamente "SSC 0,5x, SDS al 0,1 %, 42 °C", y, aun mas estrictamente, "SSC 0,1x, SDS al
0,1 %, 65 °C".

De acuerdo con la presente invencién, el ARNhc comprende una cadena de sentido que comprende una secuencia
de nucledtidos idéntica a la secuencia de nucledtidos de ORF que codifica TS o una parte de la misma y una cadena
antisentido que hibrida en condiciones rigurosas con la cadena de sentido. La expresion "secuencia de nucleétidos
idéntica a la secuencia de nucleétidos de ORF o una parte de la misma" se refiere a una secuencia de nucleétidos
que es idéntica a una secuencia de nucleétidos obtenida mediante sustituciéon de timina con uracilo en la secuencia
de nucleétidos de ORF o una parte de la misma.

La cadena de sentido consiste en 15 a 25 nucledtidos y, preferentemente, en 19 nucledtidos. Mientras que la secuencia
de nucledtidos de la cadena de sentido es preferentemente la misma que la secuencia de nucleétidos de ORF que
codifica TS, puede ser sustancialmente la misma secuencia; es decir, una secuencia homologa. De manera especifica,
la secuencia de nucleétidos de la cadena de sentido puede ser diferente de la secuencia de nucleétidos de ORF
mediante sustitucion, eliminacion, insercion y/o adicion de uno o mas; es decir, 1 a 3 nucleétidos, preferentemente 1
0 2 nucledtidos y, mas preferentemente, 1 nucledtido.

La cadena antisentido comprende una secuencia de nucleétidos que puede hibridarse en condiciones rigurosas con
la cadena de sentido. Siempre que se pueda hibridar en condiciones rigurosas, la cadena antisentido puede
comprender un emparejamiento incorrecto, que incluye una sustitucion, eliminacioén, insercion y/o adicion de 1 a 3
nucledtidos, preferentemente 1 o 2 nucledtidos y, mas preferentemente, 1 nucleétido. La cadena antisentido consiste
preferentemente en una secuencia de nucleétidos completamente complementaria a la cadena de sentido.

Las secuencias de nucleétidos de la cadena de sentido y la cadena antisentido se pueden seleccionar basandose en
la secuencia de nucleétidos que codifica TS conocida (GenBank: CR601528.1). Se conocen varios métodos para
seleccionar dichas secuencias de nucledtidos. Por ejemplo, se puede usar el sistema de soporte de disefio de ARNip
(Takara Bio Inc.).

En la presente invencion, los ejemplos de cadenas de sentido incluyen aquellas que consisten en las secuencias de
nucledtidos indicadas a continuacién, aunque las cadenas de sentido no estan limitadas a ellas: 5'-
GUAACACCAUCGAUCAUGA-3’ (SEQ ID NO: 1); 5-GAAUACAGAGAUAUGGAAU-3 (SEQ ID NO: 3); y 5-
CGAUCAUGAUGUAGAGUGU-3 (SEQ ID NO: 5).

En la presente invencion, el ARNhc comprende preferentemente: la cadena de sentido 5'-
GUAACACCAUCGAUCAUGA-3 (SEQ ID NO: 1) y la cadena antisentido 5-UCAUGAUCGAUGGUGUUAC-3’ (SEQ
ID NO: 2); la cadena de sentido 5-GAAUACAGAGAUAUGGAAU-3' (SEQ ID NO: 3) y la cadena antisentido 5'-
AUUCCAUAUCUCUGUAUUC-3’ (SEQ ID NO: 4); o la cadena de sentido 5-CGAUCAUGAUGUAGAGUGU-3’ (SEQ
ID NO: 5) y la cadena antisentido 5~ACACUCUACAUCAUGAUCG-3’ (SEQ ID NO: 6).

En la presente invencion, el ARNhc comprende mas preferentemente la cadena de sentido que consiste en la
secuencia de nucledtidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1y la cadena antisentido que consiste en la secuencia
de nucledtidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2.

Una cadena de sentido y una cadena antisentido estan conectadas entre si a través de un enlazador, se pliegan
cuando el enlazador forma un bucle, y la cadena antisentido y la cadena de sentido se hibridan entre si para formar
una porcién bicatenaria. Siempre que un enlazador incluido en la molécula de ARNhc pueda conectar la cadena de
sentido con la cadena antisentido y formar una estructura de tallo-bucle, puede ser un enlace polinucleotidico o no
polinucleotidico. Un enlazador es preferentemente, pero sin limitarse en particular a, un enlazador polinucleotidico que
consiste en 2 a 22 nucledtidos conocidos en la técnica. Los ejemplos especificos del mismo incluyen
UAGUGCUCCUGGUUG (SEQ ID NO: 7), UUCAAGAGA, CCACC, CUCGAG, CCACACC, UUCAAGAGA, AUG, cccC
y UUCG, siendo preferible UAGUGCUCCUGGUUG (SEQ ID NO: 7).

En la presente invencion, el ARNhc comprende un saliente que consiste en dos o mas nucledtidos en el extremo 3'.

En la presente invencion, el término "saliente" se refiere a un nucleétido afiadido al extremo 3' de la cadena antisentido
que no tiene un nucleétido capaz de unirse de manera complementaria a una posicion correspondiente de la cadena
de sentido. Si una cadena antisentido no tiene un saliente en el extremo 3', el grado de inhibicion de la expresion de
TS causada por el ARNhc disminuye en aproximadamente un 40 % a un 60 %, en comparacion con un caso en el que
una cadena antisentido tiene un saliente. Los tipos y nimeros de nucleotidos que constituyen el saliente no estan
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particularmente limitados. Por ejemplo, se pueden usar secuencias que consisten en 1 a 5, preferentemente 1a 3,y
mas preferentemente 1 o 2 nucleétidos. Ejemplos especificos incluyen TTT, UU y TT, siendo preferible UU.

En la presente invencion, un ARNhc preferible es un ARN monocatenario que consiste en la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 8.

La cadena de sentido o antisentido puede tener el extremo 5' fosforilado, y puede comprender trifosfato (ppp) unido al
extremo 5', segun la necesidad.

El lipoplejo que tiene ARNhc de la presente invencion puede comprender ARNip o ARNhc que puede inhibir la
expresion de "genes que codifican factores expresados en células tumorales e implicados con el crecimiento de células
tumorales" a través de ARNi, ademas de ARNhc que puede inhibir la expresion de TS. Se puede usar ARNip o ARNhc
como se define anteriormente. El ARNhc que puede inhibir la expresion de TS y otro ARNip o ARNhc pueden estar
presentes en el mismo lipoplejo o en lipoplejos separados.

Tal como se describe en detalle en los ejemplos mas adelante, el lipoplejo que tiene ARNhc es capaz de inhibir el
crecimiento de células tumorales a través de la administracion topica del mismo y, en consecuencia, se puede usar
para el tratamiento del cancer.

Los canceres que se pueden tratar con el uso del agente antitumoral de la presente invencion son aquellos que exhiben
altos niveles de expresion de TS. Los candidatos para el tratamiento son metastasis peritoneales de cancer de
pancreas.

El agente antitumoral de la presente invencion puede comprender adicionalmente, ademas de un lipoplejo, un
excipiente, un aglutinante, un disgregante, un lubricante, un diluyente, un solubilizante, un agente de suspension, un
agente isotonizante, un regulador de pH, un tampén, un estabilizante, un colorante, un agente aromatizante, un agente
para mejorar el olor, histidina u ofras sustancias que generalmente se usan en la produccion de productos
farmacéuticos.

Los ejemplos de excipientes incluyen lactosa, sacarosa, cloruro de sodio, glucosa, maltosa, manitol, eritritol, xilitol,
maltitol, inositol, dextrano, sorbitol, albimina, urea, almidén, carbonato de calcio, caolin, celulosa cristalina, acido
silicico, metilcelulosa, glicerina, alginato de sodio, goma arabiga y una mezcla de los mismos. Los ejemplos de
lubricantes incluyen talco purificado, estearato, borato de sodio, polietilenglicol y una mezcla de los mismos. Los
ejemplos de aglutinantes incluyen jarabe simple, solucion de glucosa, solucién de almidon, solucién de gelatina,
alcohol polivinilico, éter polivinilico, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, goma laca, metilcelulosa, etilcelulosa,
agua, etanol, fosfato potasico y una mezcla de los mismos. Los ejemplos de disgregantes incluyen almidén
deshidratado, alginato de sodio, agar en polvo, laminarina en polvo, bicarbonato sédico, carbonato de calcio, ésteres
de acido graso de polioxietilensorbitano, lauril sulfato de sodio, monoglicérido de acido estearico, almidén, lactosa y
una mezcla de los mismos. Los ejemplos de diluyentes incluyen agua, alcohol etilico, macrogol, propilenglicol, alcohol
isoestearilico etoxilado, alcohol isoestearilico polioxilado, ésteres de acido graso de polioxietilensorbitano y una mezcla
de los mismos. Los ejemplos de estabilizantes incluyen pirosulfito sodico, acido etilendiaminotetraacético, acido
tioglicdlico, acido tiolactico y una mezcla de los mismos. Los ejemplos de agentes de isotonicidad incluyen cloruro de
sodio, acido bdrico, glucosa, glicerina y una mezcla de los mismos. Los ejemplos de reguladores del pH y tampones
incluyen citrato sadico, acido citrico, acetato sodico, fosfato sddico y una mezcla de los mismos.

El agente antitumoral de la presente invencién se administra mediante administracion tépica. Las formas de
administracion tépica son como se definieron anteriormente. La composicién de la presente invencién se puede
preparar en cualquiera de las diversas formas de dosificacién adecuadas para la administracién tépica, tal como una
inyeccion, una suspension, una emulsién o un aerosol. El agente antitumoral de la presente invenciéon se puede
proporcionar en forma liofilizada, y se puede afiadir un tampén adecuado (por ejemplo, solucion salina fisiolégica) en
el momento de su uso.

Los efectos del agente antitumoral de la presente invencion se pueden evaluar mediante la administracion del agente
antitumoral a células o tejidos que se originan de cualquiera de los canceres descritos anteriormente y a un individuo
afectado por cualquiera de los canceres descritos anteriormente, la comparacion del tamafio del tumor resultante con
el tamafo del tumor en células o tejidos y en un individuo al que no se le ha administrado el agente antitumoral (o
antes de la administracion), y utilizando la contraccion o extincién del tumor como indicador. Como alternativa, los
efectos del agente antitumoral de la presente invencion se pueden evaluar mediante la administracion del agente
antitumoral a células o tejidos que se originan de cualquiera de los canceres descritos anteriormente y a un individuo
afectado por cualquiera de los canceres descritos anteriormente, y la determinacion de la tasa de supervivencia
mejorada (es decir, efectos que prolongan la vida) y la reduccion o desaparicion de un derrame pleural o ascitis, en
comparacion con un individuo al que no se le ha administrado el agente antitumoral.

El agente antitumoral de la presente invencién se puede usar en combinacién con quimioterapia contra el cancer
existente o un agente quimioterapéutico contra el cancer. La quimioterapia contra el cancer o un agente
quimioterapéutico contra el cancer que se puede usar en combinacion con el agente antitumoral de la presente
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invencion no esta particularmente limitado, siempre que pueda modificar las condiciones del tumor, de modo que el
lipoplejo de la presente invencion pueda invadir facilmente el tejido tumoral. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos contra el cancer existentes incluyen agentes antitumorales que tienen accion inhibitoria de la
despolimerizacion de microtubulos, tales como Taxol® (Bristol-Myers Squibb) y Taxotere® (Sanofi-Aventis), que son
eficaces para pacientes con metastasis peritoneal de cancer gastrico y cancer de ovario y agentes antitumorales que
comprenden derivados de desoxicitidina, tales como Gemcitabine® (Eli Lilly) que es eficaz para el tratamiento del
cancer pancreatico y la metastasis peritoneal del cancer pancreatico.

El agente antitumoral de la presente invencion se puede usar en combinacion con otros agentes quimioterapéuticos
convencionales contra el cancer, ademas de o en lugar de los agentes quimioterapéuticos contra el cancer descritos
anteriormente. Los ejemplos de dichos agentes quimioterapéuticos contra el cancer incluyen ciclofosfamida, N-6xido
de mostaza nitrogenada, ifosfamida, melfalan, busulfan, mitobronitol, carbocuona, tiotepa, ranimustina, nimustina,
temozolomida, carmustina, pemetrexed disdédico, metotrexato, ribésido de 6-mercaptopurina, mercaptopurina,
doxifluridina, carmofur, citarabina, ocfosfato de citarabina, enocitabina, fludarabina, pemetrexed, cisplatino,
carboplatino, oxaliplatino, docetaxel, clorhidrato de irinotecan y capecitabina. Se pueden usar uno o una pluralidad de
agentes quimioterapéuticos contra el cancer seleccionados a partir de los mismos. Como en el caso del agente
quimioterapéutico contra el cancer descrito anteriormente, el ARNhc se puede administrar eficazmente a células
tumorales cuando el agente quimioterapéutico contra el cancer se usa en combinacién con el agente antitumoral de
la presente invencion. Los efectos antitumorales logrados de este modo pueden ser notablemente mayores que los
logrados con el uso del agente quimioterapéutico contra el cancer o el agente antitumoral de la presente invencion
solo.

Mientras el agente antitumoral de la presente invencién se administre en combinacion con el agente quimioterapéutico
contra el cancer existente, estos agentes se pueden proporcionar en forma de un "producto combinado”.

El agente antitumoral de la presente invencion se puede preparar en forma de un "producto combinado" en
combinacién con el agente quimioterapéutico contra el cancer existente. Dicho "producto combinado" puede ser un
farmaco compuesto que contiene el agente antitumoral de la presente invencion y el agente quimioterapéutico contra
el cancer existente como principios activos. Ademas, se puede producir, empaquetar y distribuir un solo envase (un
kit de formulacion) que contiene el agente antitumoral de la presente invencién y el agente quimioterapéutico contra
el cancer existente adecuado para la administracion combinada.

La expresion "administracion combinada” puede referirse no solo a la administracion simultanea del agente antitumoral
de la presente invencion y el agente quimioterapéutico contra el cancer existente, sino también a la administracion del
agente antitumoral de la presente invencion y el agente quimioterapéutico contra el cancer existente a determinados
intervalos. La ruta de administracion y los medios para la administracion del agente antitumoral de la presente
invencion pueden ser iguales o diferentes a los del agente quimioterapéutico contra el cancer existente.

La dosis y la frecuencia de administracion del agente antitumoral de la presente invencién pueden variar dependiendo
de factores, tales como la edad y el peso corporal de un paciente y la gravedad de una enfermedad. El agente
antitumoral se puede administrar a una sola dosis seleccionada apropiadamente dentro del intervalo de 0,0001 mg a
100 mg en términos de la cantidad de ARNhc por kg del peso corporal, de 1 a 3 veces al dia o cada 1 a 21 dias.

La dosis del agente quimioterapéutico contra el cancer existente puede variar dependiendo de factores, tales como un
tipo de sustancia quimica como principio activo, la edad y el peso corporal de un paciente, y la gravedad de la
enfermedad. El agente quimioterapéutico contra el cancer existente se puede administrar a una sola dosis
seleccionada apropiadamente del intervalo de 0,0001 mg a 1000 mg por kg del peso corporal, de 1 a 3 veces al dia o
cada 1 a 14 dias. Cuando el agente quimioterapéutico contra el cancer existente es Paclitaxel, por ejemplo, se puede
administrar a una dosis diaria de 500 a 1000 mg por via intraperitoneal o intravenosa cada 1 a 21 dias. Cuando el
agente quimioterapéutico contra el cancer existente es un hidrato de sodio pemetrexed, se puede administrar a una
dosis diaria de 500 a 1000 mg por via intravenosa cada 1 a 21 dias. Cuando el agente quimioterapéutico contra el
cancer existente es TS-1, que es un agente antitumoral oral 5-FU, se puede administrar 1 a 3 veces al dia, todos los
dias o cada 2 o 3 dias. El agente quimioterapéutico contra el cancer existente se puede administrar a dosis y
frecuencias menores cuando se usa en combinacidon con el agente antitumoral de la presente invencion en
comparacién con un caso en el que se administra solo. Esto puede evitar o retrasar el desarrollo de efectos
secundarios que pueden producirse por la administracion de los agentes quimioterapéuticos contra el cancer
existentes. Los ejemplos de efectos secundarios incluyen, pero sin limitacion, supresion de médula ésea, anemia
hemolitica, sindrome de coagulacién intravascular diseminada, insuficiencia hepatica fulminante, deshidratacion,
enteritis, neumonia intersticial, estomatitis, Ulcera del tracto gastrointestinal, hemorragia del tracto gastrointestinal,
perforacion del tracto gastrointestinal, insuficiencia renal aguda, sindrome mucocutaneo ocular, necrolisis epidérmica
téxica, trastorno psiconeurético, pancreatitis aguda, rabdomiolisis y anosmia.

La presente invencion también se refiere a un método para usar en el tratamiento de metastasis peritoneales de cancer
pancreatico mediante administracion topica usando el agente antitumoral de la presente invencion. En el método de
la presente invencion, la via de administracion es la topica y las dosificaciones del agente antitumoral de la presente
invencion y los agentes quimioterapéuticos contra el cancer existentes son como se describieron anteriormente.
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Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencion se describe con mayor detalle con referencia a los ejemplos a continuacion,
aunque la presente invencion no se limita a estos ejemplos. Solo los ejemplos que divulgan una composicion para
usar en el tratamiento de metastasis peritoneal de cancer de pancreas mediante administracion tépica estan dentro
del alcance de las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Preparacion de lipoplejo

Los reactivos descritos a continuacion se usaron en el Ejemplo 1. Dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE): Nippon Fine
Chemical Co., Ltd. 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC): Nippon Fine Chemical Co., Ltd. Cloruro de O,0"-
ditetradecanoil-N-(a-trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14): Pharmaron Etanol: Wako Pure Chemical Industries,
Ltd. Cloruro de sodio: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.

(ARNhc dirigido a TS)

El ARNhc dirigido a TS (denominado en lo sucesivo "TS-ARNhc") que tiene la secuencia dada a continuacion se
sintetizé basandose en un ARNhc conocido capaz de inhibir la expresién de TS que se ha confirmado que tiene efectos
antitumorales (véase el documento WO 2012/161196).

TS-ARNhc: 5'-GUAACACCAUCGAUCAUGAUAGUGCUCCUGGUUGUCAUGAUCGAUGGUGUUAC UU-3' (SEQ ID
NO: 8)

(1) Preparacion de lipoplejo (nueva preparacion) mediante el método de la presente invencion

(1-1) Preparacion de lipoplejo (es decir, nueva preparacion (1)) a partir de un producto liofilizado de una mezcla lipidica
El Presome DF1 (una mezcla lipidica que comprende DOPE, DOPC y DC-6-14 en una relacion molar de 3:2:5,
fabricado por Nippon Fine Chemical Co., 100 mg) se peso y se disolvié en 1,842 ml de etanol a temperatura ambiente

para obtener una solucién de una mezcla lipidica en etanol.

A 66,2 ul de agua libre de ribonucleasa, se afiadieron 3,8 ul de TS-ARNhc 300 uM para obtener una solucién acuosa
de TS-ARNhc.

Posteriormente, se afiadieron gradualmente gota a gota 30 pl de la solucién de una mezcla lipidica en etanol a 70 pl
de la solucién acuosa de TS-ARNhc con agitacion lenta, para obtener una solucién de lipoplejo en etanol/agua.

La solucion resultante de lipoplejo en etanol/agua se congeld a -40 °C o menos y luego se liofilizé usando un liofilizador
de vacio (LABCONCO FZ-4.5, Asahi Life Science Co., Ltd.).

Al producto liofilizado resultante, se afiadieron 100 pl de solucion salina fisiologica preparada con agua libre de
ribonucleasa (una solucién acuosa de cloruro de sodio al 0,9 % v/p), y la mezcla se agité usando un PresentMixer2013
durante 10 segundos para obtener un lipoplejo (la cantidad de TS-ARNhc: 20 ug/100 pl).

En lo sucesivo, el lipoplejo asi obtenido se indica como "nueva preparacion (1)".

(1-2) Preparacion de lipoplejo (nueva preparacion (2)) a partir de polvos lipidicos de DOPE, DOPC y DC-6-14

Se pesaron polvos de DOPE (55,8 mg), DOPC (78,6 mg) y DC-6-14 (66,0 mg), se afiadio 1 ml de etanol a cada uno,
y las mezclas se calentaron luego a 40 °C para obtener soluciones que contenian DOPE 75 mM, DOPC 100 mM y
DC-6-14 100 mM, respectivamente.

A 4,777 pl de etanol, se afiadieron 9,172 ul de la solucion DOPE 75 mM, 4,586 pl de la solucion DOPC 100 mM vy
11,465 pl de la solucién DC-6-14 100 mM para obtener una solucion de la mezcla lipidica en etanol que contiene

DOPE, DOPC y DC-6-14 en una relacion molar de 3:2:5.

Posteriormente, se afiadieron gradualmente gota a gota 30 pl de la solucién de una mezcla lipidica en etanol a 70 pl
de la solucién acuosa de TS-ARNhc con agitacion lenta para obtener una solucién de lipoplejo en etanol/agua.

La solucion resultante de lipoplejo en etanol/agua se liofilizé de la misma manera que en (1-1), a esto se le afiadio
solucién salina fisiologica preparada con agua libre de ribonucleasa, y la mezcla se agité luego para obtener un
lipoplejo (la cantidad de TS-ARNhc: 20 ug/100 pl).

En lo sucesivo, el lipoplejo asi obtenido se indica como "nueva preparacion (2)".

(2) Preparacion de lipoplejo mediante una técnica conocida
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Se pesaron polvos de DOPE (0,51 mg), DOPC (0,36 mg) y DC-6-14 (0,76 mg), y dichos polvos se mezclaron y
disolvieron en 1,0 ml de una mezcla de ciclohexano/etanol (95 %/5 % (v/v)). Posteriormente, la solucion resultante se
liofilizo, se eliminaron ciclohexano y etanol, se afiadieron 50 ul de solucidn salina fisiologica, la mezcla se agitd
vigorosamente usando un mezclador vortex durante 10 minutos para preparar una suspension y se introdujeron en la
misma 50 pl de una solucién acuosa que contenia TS-ARNhc (0,4 pg/ul), para obtener un lipoplejo (la cantidad de TS-
ARNnhc: 20 ug/100 pl).

En lo sucesivo, un lipoplejo asi obtenido se denomina "preparacion convencional".
Ejemplo 2: Comparacioén de equivalencia de propiedades fisicas de lipoplejos

Con el uso de un Zetasizer Nano ZS (Malvern), se midieron el diametro de particula (d. nm), el indice de polidispersidad
(Pdl) y el potencial zeta (mV) de la nueva preparacion (1) y la nueva preparacion (2) obtenidas en el Ejemplo 1, asi
como de la preparacion convencional.

Los resultados se muestran en la Figura 1.

Los resultados demuestran que no hay diferencias significativas en términos de propiedades fisicas entre la
preparacion convencional obtenida mediante una técnica conocida, la nueva preparacion (1) o la nueva preparacion
(2) obtenidas mediante el método de la presente invencion y que el complejo previo obtenido mediante una técnica
conocida no es diferente del complejo previo obtenido mediante el método de la presente invencion en términos de
propiedades fisicas.

Ejemplo 3: Evaluacion de la capacidad de retencion de TS-ARNhc de lipoplejo

Los reactivos descritos a continuacion se usaron en el Ejemplo 3.
Tris: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.

Acido bérico: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.

EDTA-2Na: Sigma-Aldrich Agarosa: Sigma-Aldrich

Bromuro de etidio (EtBr): Wako Pure Chemical Industries, Ltd.

La nueva preparacion (1), la nueva preparacion (2) y la preparacion convencional preparada en el Ejemplo 1 se
evaluaron en términos de capacidad de retencion de ARNhc.

Se pesaron Tris (5,4 g), acido bérico (2,75 g) y EDTA-2Na (0,185 g), y se afadié agua destilada para ajustar la cantidad
de la solucién a 1 litro. Por lo tanto, se prepar6 tampon TBE. Se afiadié tampdn TBE (40 ml) a 0,4 g de agarosa, se
disolvié completamente la agarosa mediante ebullicion, se afiadieron a la misma 4 pl de EtBr 1 mg/ml, se introdujo el
resultante en una placa de gel y la temperatura volvié a la temperatura ambiente para preparar gel de agarosa al 1 %.

La placa de gel se montdé en un aparato de electroforesis (PLUS-2, CIMA Biotech), la preparacion convencional, la
nueva preparacion (1) y la nueva preparacion (2) se diluyeron cada una 10 veces y se aplicaron en gel de agarosa, se
afadié tampon TBE a un tanque electroforético, y luego se realiz6 la electroforesis a 100 V durante 15 minutos.
Después, se observé la banda de TS-ARNhc usando un AE-9000N E-Graph (ATTO Corporation). La evaluacion se
realizé de la misma manera 1 dia y 3 dias después de la preparacion de los lipoplejos.

Los resultados se muestran en la Figura 2.

Inmediatamente después de la produccion de la preparacion convencional, la nueva preparacion (1) y la nueva
preparacion (2), no se observé ninguna banda en la misma posicion que en el caso del TS-ARNhc libre. Es decir,
sustancialmente no habia TS-ARNhc libre en las muestras que contenian lipoplejo. Ademas, no se observé ninguna
banda en la misma posiciéon que en el caso de TS-ARNhc 3 dias después de la produccién. Por lo tanto, se confirmé
que la preparacion convencional, la nueva preparacion (1) y la nueva preparacion (2) podian retener TS-ARNhc 3 dias
después de su produccion.

Los resultados demuestran que no existe una diferencia significativa en términos de la capacidad de retencion de
ARNnhc entre el lipoplejo obtenido mediante una técnica convencional y el lipoplejo obtenido mediante el método de la
presente invencion.

Ejemplo 4: Evaluacion de los efectos inhibidores de lipoplejo en el gen diana de un tumor mediante administracion
intraperitoneal (RT-PCR en tiempo real)

Los reactivos descritos a continuacion se usaron en el Ejemplo 4.
Reactivos de transcripcion inversa TagMan®: Life Technologies
FastStart Universal Probe Master (ROX): Roche

Universal ProbeLibrary n.° 64: Roche
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Universal ProbeLibrary n.° 60: Roche Cebador directo para ARNm de TS: Life Technologies

Secuencia de nucleétidos: 5-CCC CTT CTT CTC TGG TGG A-3’ (SEQ ID NO: 9)

Cebador inverso para ARNm de TS: Life Technologies Secuencia de nucleétidos: 5-AGG AGT TGC TGT GGT TTA
TCA AG-3’ (SEQ ID NO: 10)

Cebador directo para ARNm de GAPDH: Life Technologies

Secuencia de nucleétidos: 5-CTC TGC TCC TCC TGT TCG AC-3' (SEQ ID NO: 11)

Cebador inverso para ARNm de GAPDH: Life Technologies Secuencia de nucledtidos: 5-ACG ACC AAATCC GTT
GAC TC-3’ (SEQ ID NO: 12)

La nueva preparacion (1), la nueva preparacion (2) y la preparacion convencional preparadas en el Ejemplo 1 se
evaluaron mediante RT-PCR en tiempo real en términos de efectos inhibidores en el gen diana del tumor.

Se cultivaron células humanas MKN-45 de cancer gastrico (RIKEN, Japdn) y se trasplantaron intraperitonealmente en
ratones BALB/c nu/nu (5 semanas de edad, machos) a 5 x 10° células/raton. Los pesos corporales de los ratones se
determinaron el dia del trasplante y 6 dias después, y los ratones cuyo peso corporal habia disminuido (es decir, los
ratones en los que se considera que las células trasplantadas se injertaron) se sometieron al experimento como
modelos de ratén para diseminacion peritoneal de MKN45.

La preparacion convencional, la nueva preparacion (1) o la nueva preparacion (2) se administraron por via
intraperitoneal a diferentes modelos de raton de tal manera que se administrarian 20 ug de TS-ARNhc a cada ratén
por dia, y dicha administracion se llevé a cabo tres veces en total (es decir, 7, 9 y 11 dias después del trasplante
celular). Se extrajeron los tumores de los modelos de ratén 13 dias después del trasplante celular, se homogeneizaron
los tumores con el uso de un Multi-beads shocker® (Yasui Kikai Corporation), y luego se extrajo el ARN con el uso de
un Mini Kit RNeasy® (QIAGEN).

La concentracion de ARN en el extracto de ARN resultante se midié usando NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific),
el extracto se diluy6é con agua libre de ribonucleasa para ajustar la concentracion de ARN a 1 ug/7,7 pl, y luego se
llevé a cabo la transcripcion inversa con el uso de reactivos de transcripcion inversa TagMan® (a 16 °C durante 30
minutos, 42 °C durante 30 minutos y 85 °C durante 5 minutos).

A 5 pl de la solucién de ADNc resultante, se afiadieron 15 pl de la mezcla de PCR para TS o la mezcla de PCR para
GAPDH descrita a continuacion, RT-PCR en tiempo real (con un ciclo de 50 °C durante 2 minutos y 95 °C durante 10
minutos repitiéndose 40 veces, 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto) con el uso de StepOnePlus™
(Life Technologies). Luego se midieron el nivel de¢ ARNm de TS y el nivel de ARNm de GAPDH.

Mezcla de PCR para TS (10 muestras)

ROX 100 pl
Sonda universal n.° 64 0,45 pl
Cebador directo para ARNm de TS 1,8 ul
Cebador inverso para ARNm de TS 1,8 ul
Agua libre de ribonucleasa 45,95 pl
Total 150 pl

Mezcla de PCR para GAPDH (10 muestras)

ROX 100 pl

Sonda universal n.° 60 0,45 pl
Cebador directo para ARNm de GAPDH 1,8 ul
Cebador inverso para ARNm de GAPDH 1,8 ul
Agua libre de ribonucleasa 45,95 pl

Total 150 pl

Los resultados se muestran en la Figura 3. En la Figura 3, el nivel de ARNm de TS medido mediante RT-PCR en
tiempo real y corregido para el nivel de¢ ARNm de GAPDH se indica como el "nivel de expresion de ARNm de TS" en
relacién con el nivel (es decir, 100 %) designado para el grupo de control de modelos de ratones a los que se les habia
administrado una solucion de sacarosa al 9 % sin lipoplejo.

En todos los grupos sometidos a la administracion de la preparaciéon convencional, la nueva preparacion (1) y la nueva
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preparacion (2), los niveles de expresion de ARNm de TS disminuyeron significativamente en aproximadamente un
30 %, en comparacion con el grupo de control. Por lo tanto, se encontré que el lipoplejo obtenido mediante una técnica
convencional y el lipoplejo obtenido mediante el método de la presente invencion eran capaces de suprimir la expresion
del gen diana del tumor que se habia extendido al peritoneo en un grado significativo. También se encontré que no
habia habido una diferencia significativa en dichos efectos entre el lipoplejo obtenido mediante una técnica
convencional y el lipoplejo obtenido mediante el método de la presente invencion.

Ejemplo 5: Evaluacion de los efectos inhibidores de lipoplejo en el gen diana de un tumor mediante administracion
intraperitoneal

(Sistemas de imagen in vivo: IVIS)

Los reactivos descritos a continuacion se usaron en el Ejemplo 5.
Luciferina: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
PBS: Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.

(ARNhc dirigido a luciferasa (Luc))

El ARNhc dirigido a Luc (en lo sucesivo denominado "Luc-ARNhc") tiene la secuencia que se muestra a continuacion.
Luc-ARNhc: 5'-CUUACGCUGAGUACUUCGAUAGUGCUCCUGGUUGUCGAAGUACUCAGCGUAAG UU-3' (SEQID
NO: 13)

En el Ejemplo 5, se prepararon lipoplejos portadores de Luc-ARNhc con el uso de ARNhc dirigido a luciferasa (Luc-
ARNhc) de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto que se us6 Luc-ARNhc en lugar de ARNhc, y los efectos
inhibitorios de la nueva preparacion (1), la nueva preparacion (2) y la preparacion convencional en el gen diana del
tumor se evaluaron mediante IVIS.

Las células humanas de cancer gastrico que expresan luciferasa NCI-N87 (NCI-N87-Luc, Summit Pharmaceuticals
International Corporation) se cultivaron y se trasplantaron intraperitonealmente en ratones BALB/c nu/nu (5 semanas
de edad, machos, Japon SLC, Inc.) a 4 x 108 células/raton para preparar modelos de raton para diseminacion
peritoneal de NCI-N87-Luc.

La preparacion convencional, la nueva preparacion (1) o la nueva preparacion (2) se administraron por via
intraperitoneal a diferentes modelos de ratén de tal manera que se administrarian 20 ug de Luc-ARNhc a cada ratén
por dia, y dicha administracion se llevé a cabo cinco veces en total (es decir, 8, 11, 14, 17 y 20 dias después del
trasplante celular). La luciferina se disolvié con PBS a una concentracion de 7,5 mg/ml, se administraron 10 pl de
luciferina por via intraperitoneal 7, 10, 13, 16, 19 y 22 dias después del trasplante celular, y se observo la actividad
luciferasa del tumor usando VIS (Xenogen, Alameda, CA, EE.UU.). Para el grupo de control se emplearon modelos
de ratén a los que no se habian administrado lipoplejos, pero a los que se habia afiadido una solucién de sacarosa al
9 %.

Con el uso de datos de imagenes que demuestran los resultados, se proporciona un grafico que demuestra los
resultados de cuantificacion de la actividad luciferasa en la cavidad abdominal (Figura 4).

En el grupo de control, se observd un aumento en la actividad luciferasa con el transcurso del tiempo. Esto indica el
crecimiento tumoral en la cavidad abdominal. En los grupos sometidos a administracion intraperitoneal de la
preparacion convencional, la nueva preparacion (1) y la nueva preparacion (2) que portan Luc-ARNhc, se observé una
disminucién significativa en la actividad luciferasa después de la primera administracion. Durante el experimento (hasta
22 dias después del trasplante celular), la actividad luciferasa no aumenté nuevamente (Figura 4).

Si bien se us6 Luc-ARNhc dirigido a luciferasa en el Ejemplo 5, seria poco probable que dicho Luc-ARNhc afectara el
crecimiento del tumor. De hecho, los pesos tumorales de los grupos de ratones se midieron 24 dias después del
trasplante celular, y no se observaron diferencias significativas entre los grupos. Por lo tanto, se encontré que la
administracion de lipoplejo portador de Luc-ARNhc inhibe selectivamente la actividad luciferasa del tumor. Los
resultados demuestran que la actividad de TS-ARNhc del lipoplejo obtenido mediante una técnica convencional es la
misma que la del nuevo lipoplejo de acuerdo con el método de la presente invencion.

Ejemplo 6: Evaluacion de los efectos terapéuticos de lipoplejo (nueva preparacion (2)) en la diseminacion peritoneal
del cancer de ovario mediante administracién intraperitoneal

Se evaluaron los efectos terapéuticos del lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2))
preparada de la misma manera que en el Ejemplo 1 en la diseminacién peritoneal del cancer de ovario.

Las células humanas de cancer de ovario que expresan luciferasa OVCAR-3 (OVCAR-3-luc, Pharmaron) se cultivaron

y se trasplantaron intraperitonealmente en ratones BALB/c nu/nu (hembras de 6 a 8 semanas de edad, Beijing HFK
BioTechnology Co., Ltd.) a 1,5 x 107 células/raton para preparar modelos de raton para la diseminacion peritoneal de
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OVCAR-3-luc.

En el Ejemplo 6, el lipoplejo (nueva preparacion (2)), Paclitaxel (Taxol, Pharmaron), o el lipoplejo (nueva preparacién
(2)) en combinacion con Paclitaxel se administraron a diferentes modelos de raton. Se administré una solucion de
sacarosa al 9 % al grupo de control.

El lipoplejo (nueva preparacion (2)) se administrd intraperitonealmente a modelos de ratéon de tal manera que se
administrarian 20 ug de TS-ARNhc a cada raton por dia, y dicha administracion se realizd cuatro veces en total (es
decir, 8, 11, 14, y 17 dias después del trasplante celular). Paclitaxel se administré por via intraperitoneal al grupo
relevante de modelos de ratdn cuatro veces en total (es decir, 8, 11, 14, y 17 dias después del trasplante celular) a
15 mg/kg.

La luciferina se disolvié con PBS a una concentracion de 7,5 mg/ml, se administraron 10 pl de luciferina por via
intraperitoneal 7, 14, 21, y 26 dias después del trasplante celular, y se observo la actividad luciferasa del tumor usando
IVIS.

Los resultados se muestran en la Figura 5-1. Con el uso de los datos de imagen mostrados en la Figura 5-1, se
proporciona un grafico que demuestra los resultados de cuantificacién de la actividad luciferasa en la cavidad
abdominal (Figura 5-2) y un grafico logaritmico de la misma (Figura 5-3).

En el grupo de control, se observd un aumento en la actividad luciferasa con el transcurso del tiempo. Esto indica
crecimiento tumoral en la cavidad abdominal. En los grupos sometidos a administracion intraperitoneal del lipoplejo
portador de TS-ARNhc, se suprimié un aumento en la actividad luciferasa, en comparacion con el grupo de control.
Esto indica que el crecimiento tumoral se suprimié en la cavidad abdominal. Ademas, los mayores efectos inhibidores
del crecimiento tumoral se observaron en el grupo sometido a administracion de lipoplejo en combinaciéon con
Paclitaxel.

La Figura 5-4 muestra los periodos de supervivencia de los modelos de raton.

En comparacion con el grupo de control, se observaron efectos significativamente marcados que prolongan la vida en
el grupo sometido a administracion de lipoplejo en combinacion con Paclitaxel.

La Figura 5-5 muestra los resultados de la medicion mediante RT-PCR de un cambio en la concentracion de TS-
ARNnhc en la sangre y la ascitis de modelos de raton sometidos a administracion del lipoplejo.

Los resultados demuestran una larga semivida de aproximadamente 8 horas en la ascitis, mientras que TS-ARNhc no
se habia filtrado a la sangre.

Ejemplo 7: Evaluacién de los efectos terapéuticos de lipoplejo (nueva preparacion (2)) en la diseminacion peritoneal
del cancer de pancreas mediante administracion intraperitoneal

Se evaluaron los efectos terapéuticos del lipoplejo portador de TS-ARNhc (es decir, la nueva preparacion (2))
preparada de la misma manera que en el Ejemplo 1 en la diseminacion peritoneal del cancer de pancreas.

Las células humanas de cancer de pancreas que expresan luciferasa PANC-1 (PANC-1-luc, Pharmaron) se cultivaron
y se trasplantaron intraperitonealmente en ratones BALB/c nu/nu (hembras de 6 a 8 semanas de edad, Beijing HFK
BioTechnology Co., Ltd.) a 1,0 x 107 células/raton para preparar modelos de raton para la diseminacion peritoneal de
PANC-1-luc.

En el Ejemplo 7, el lipoplejo (nueva preparacion (2)), Paclitaxel (Taxol, Pharmaron), o el lipoplejo (nueva preparacién
(2)) en combinacion con Paclitaxel se administraron a diferentes modelos de raton. Se administré una solucion de
sacarosa al 9 % al grupo de control.

El lipoplejo (nueva preparacion (2)) se administrd intraperitonealmente a modelos de ratéon de tal manera que se
administrarian 20 ug de TS-ARNhc a cada raton por dia, y dicha administracion se realizd cuatro veces en total (es
decir, 8, 11, 14, y 17 dias después del trasplante celular). Paclitaxel se administré por via intraperitoneal al grupo
relevante de modelos de ratdn cuatro veces en total (es decir, 8, 11, 14, y 17 dias después del trasplante celular) a
10 mg/kg.

La luciferina se disolvié con PBS a una concentracion de 7,5 mg/ml, se administraron 10 pl de luciferina por via
intraperitoneal 7, 14, 21 y 25 dias después del trasplante celular, y se observo la actividad luciferasa del tumor usando
IVIS.

Se proporciona un grafico que demuestra la actividad luciferasa en la cavidad abdominal cuantificada basandose en
los datos de imagen obtenidos con el uso de IVIS (Figura 6-1) y un grafico logaritmico del mismo (Figura 6-2).
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En el grupo de control, se observd un aumento en la actividad luciferasa con el transcurso del tiempo. Esto indica
crecimiento tumoral en la cavidad abdominal. En los grupos sometidos a la administracion del lipoplejo (nueva
preparacion (2)), Paclitaxel (Taxol, Pharmaron), o el lipoplejo (nueva preparacion (2)) en combinacion con Paclitaxel,
se suprimié un aumento en la actividad luciferasa, en comparacion con el grupo de control. Esto indica que el
crecimiento tumoral se suprimié en la cavidad abdominal. En particular, se observaron efectos marcados de supresion
tumoral en el grupo sometido a administracion de Paclitaxel y en el grupo sometido a administracion de lipoplejo en
combinacién con Paclitaxel.

La Figura 6-3 muestra los periodos de supervivencia de los modelos de raton.

En comparacion con el grupo de control, se observaron efectos significativamente marcados que prolongan la vida en
el grupo sometido a administracion de lipoplejo en combinacion con Paclitaxel.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencion, los lipoplejos se pueden producir con el uso exclusivo de un disolvente que
tiene alta biotolerancia sin el uso de un disolvente organico que sea altamente tdxico o altamente explosivo, tal como
el cloroformo o el ciclohexano. Por consiguiente, la presente invencion es 6ptima para métodos de produccion industrial
para preparaciones farmacéuticas. En entornos médicos, tal como un servicio de medicina ambulatoria de un hospital,
se pueden evitar procesos complicados para la preparacion de farmacos que comprenden preparar por separado
dispersiones de agua de mezclas lipidicas y soluciones acuosas de moléculas de ARNi y luego mezclarlas. Ademas,
se puede preparar un liquido para administrar a un paciente mediante la adicion de solucion salina fisiolégica o un
liquido de hidratos de carbono al polvo de lipoplejo y la agitacion suave de la mezcla. Por consiguiente, el trabajo y el
coste necesarios para la preparacion de farmacos en un servicio de medicina ambulatoria de un hospital se pueden
reducir en gran medida.

Ademas, se realiza una administracion tépica que es adecuada para un propésito de administracion dado, tal como
administracion intraperitoneal para pacientes con metastasis peritoneal de cancer pancreatico (es decir, un estado
cerca de la etapa final del cancer relevante). Por lo tanto, se pueden administrar moléculas de ARNi de manera eficaz
a la célula tumoral diana, y el crecimiento tumoral se puede inhibir de manera eficaz. Se espera que la presente
invencion haga contribuciones significativas en el campo de la administracion de farmacos y el tratamiento del cancer.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Delta-Fly Pharma, Inc.

<120> Un nuevo método para producir un liposoma para administraciéon local y un agente antitumoral con el
liposoma

<130> PH-6198-PCT

<150> JP 2014-221062
<151> 30/10/2014

<160> 13
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 1
guaacaccau cgaucauga 19

<210> 2
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 2
ucaugaucga ugguguuac

<210> 3
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleoétido sintético

<400> 3
gaauacagag auauggaau

<210> 4
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 4
auuccauauc ucuguauuc

<210>5
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 5
cgaucaugau guagagugu

<210>6
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 6
acacucuaca ucaugaucg

<210>7
<211>15
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400>7
uagugcuccu gguug

<210> 8
<211>55
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético
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<400> 8
guaacaccau cgaucaugau agugcuccug guugucauga ucgauggugu uacuu

<210>9
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
ccccttcttc tctggtgga 19

<210> 10
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
aggagttgct gtggtttatc aag 23

<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
ctetgcetect cetgttcgac 20

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
acgaccaaat ccgttgactc 20

<210> 13
<211>55
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 13
cuuacgcuga guacuucgau agugcuccug guugucgaag uacucagcgu aaguu
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un lipoplejo que comprende dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), fosfatidilcolina, un lipido
catiénico y moléculas de ARNi, que comprende las etapas de:

(a) disolver dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), fosfatidilcolina y un lipido catiénico en etanol, en donde la
fosfatidilcolina es 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), palmitoil-oeoil fosfatidilcolina (POPC), o 1,2-
dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DEPC), y en donde el lipido catiénico es cloruro de O,0O'-ditetradecanoil-N-
(a-trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14);

(b) afiadir la solucion de alcohol obtenida en (a) gota a gota a una solucién de moléculas de ARNi en agua con
agitacion; y

(c) liofilizar la solucion obtenida en (b).

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la fosfatidilcolina es DOPC.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la etapa (a) comprende disolver y mezclar DOPE, DOPC y
DC-6-14 en etanol.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas la etapa (d) de
mezclar en un tampon el producto liofilizado obtenido en la etapa (c).

5. Una composicién farmacéutica para usar en el tratamiento de metastasis peritoneal de cancer de pancreas mediante
administracion topica, en donde la composicion comprende un lipoplejo que consiste en dioleilfosfatidiletanolamina
(DOPE), fosfatidilcolina, un lipido catiénico y ARN de horquilla corta (ARNhc) capaz de inhibir la expresion de timidilato
sintasa a través de ARNi (TS-ARNhc),

en donde la fosfatidilcolina es 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), palmitoil-oeoil fosfatidilcolina (POPC), o
1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DEPC), y en donde el lipido catiénico es cloruro de O,0O'-ditetradecanoil-N-
(a-trimetilamonioacetil)dietanolamina (DC-6-14).

6. La composicion farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la fosfatidilcolina es DOPC.

7. La composicion farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde la mezcla lipidica consiste en
DOPE, DOPC y DC-6-14.

8. La composicion farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende DOPE, DOPC y DC-6-
14 en una relaciéon molar de 3:2:5.

9. La composicién farmacéutica para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde el
ARNnhc consiste en la secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 8.

10. La composicion farmacéutica para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, que se usa
en combinacion con un agente quimioterapéutico contra el cancer.

11. La composiciéon farmacéutica para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en donde el
lipoplejo se produce mediante el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

12. La composicion farmacéutica para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, que es una
formulacioén liofilizada, y en donde la formacion liofilizada se mezcla con un tampén antes de la administracion topica
al paciente.

13. Un producto combinado para usar en administracion topica dirigido al tratamiento de metastasis peritoneal de un
cancer de pancreas, que comprende la composicion farmacéutica para usar de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 12 y un agente quimioterapéutico contra el cancer.

14. El producto combinado para usar de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el agente quimioterapéutico contra
el cancer se selecciona del grupo que consiste en un agente antitumoral que tiene accion inhibidora de la
despolimerizacion de microtubulos, un derivado de desoxicitidina y un agente antitumoral que tiene accién inhibidora
de TS.

15. El producto combinado para usar de acuerdo con la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, en donde el agente
quimioterapéutico contra el cancer es Paclitaxel.
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Fig. 1
Diametro de particula indice Potencial zeta
Muestra (nm) de polidispersidad (mV)

Preparacion convencional 488,9 + 73,7 0,484 + 0,100 33,3+2,2

Nueva preparacion (1) 623,4 + 55,9 0,548 + 0,034 36,2+25

Nueva preparacion (2) 651,5 + 66,5 0,529 £ 0,014 34,7+1,2
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Inmediatamente después de la produccién

1 dia después de la produccion

3 dias después de la produccién
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Fig. 3

*P<0,05, P < 0,01

*%

*
’ *

Grupo Preparacion Nueva Nueva
de control convencional Preparacion preparacion

(1) (2)

20



Nuamero de fotones (Unidad x 10%)

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

ES 2 809 460 T3

Fig. 4

— Grupo de control

—&— Preparacioén convencional
—&— Nueva preparacion (1)
—¢ Nueva preparacion (2)

*k*k

7 10 13 16 19
Numero de dias después del trasplante tumoral

21

*k%k

*kk



Fig. 5-1
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Lipoplejo Paclitaxel Lipoplejo + Paclitaxel

Grupo de control
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Fig. 5-2
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Viabilidad (%)

ES 2 809 460 T3

Fig. 5-4
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Fig. 5-5
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Fig. 6-1

700 1 —— Grupo de control
=#A= |ipoplejo
600 1 —e- Paciitaxel \
-—m = Lipoplejo + Paclitaxel
500 +
400 -+
300 +
200 -
- ®
100 b \\§~s \ . \ _
~o _-_;-‘-_-:-. ——
0 L L} L L L L L} L L T Ly L} m
10 15 20 25

Numero de dias después del trasplante tumoral

27



Numero de fotones (Unidad x 107) (log1o)

1000

100

ey
o

ES 2 809 460 T3

Fig. 6-2
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Fig. 6-3
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