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DESCRIPCION

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de lainvencion

[0001] La presente invencion se refiere a un conjugado biolégico que comprende proteinas que presentan
las secuencias de proteina que codifican una etiqueta que contiene cisteina y un grupo de unién unido
covalentemente a la etiqueta que contiene cisteina en la proteina. Asimismo, la presente invencién se refiere a
composiciones farmacéuticas que contienen los conjugados biolégicos en combinacion con entidades
terapéuticas, diagndsticas, o de investigacion seleccionadas.

2. Descripcién de la técnica relacionada

[0002] La conjugacion de proteinas recombinantes con diversas entidades se utiliza en varias areas. Un area
es la administracion dirigida de agentes terapéuticos, diagnosticos y de investigacion en células diana en el
paciente con el fin de mejorar su eficacia y de minimizar los efectos secundarios potencialmente adversos. En
este area, los agentes terapéuticos, diagndsticos y de investigacion o sus portadores se conjugan
quimicamente con proteinas recombinantes de direccionamiento que pueden unirse selectivamente a células
diana (revision por Dubowchik y Walker, 1999). Los conjugados resultantes son estructural y funcionalmente
heterogéneos debido a que se forman aleatoriamente mediante reacciones quimicas con unos cuantos de
entre varios grupos quimicos disponibles, habitualmente grupos g-amino de residuos lisina en la proteina de
direccionamiento. Debido a que la conjugaciéon aleatoria no discrimina entre residuos aminoacidos
funcionalmente importantes y los dispensables en la proteina de direccionamiento, el procedimiento deberia
desarrollarse ajustado a medida y optimizarse caso por caso con el fin de incrementar la proporciéon de
proteinas funcionalmente activas.

[0003] Otro area es la derivatizacion de superficies artificiales y/o composiciones en masa de dispositivos
biomédicos o andamiajes de tejidos con proteinas con diana en determinados componentes del ambiente
interno del organismo con el fin de mejorar la compatibilidad superficial con el ambiente y de modular las
caracteristicas deseadas, tales como la afinidad o rechazo de determinados componentes internos del
organismo. En este area, las proteinas recombinantes se injertan covalentemente en el material mediante
conjugacion quimica aleatoria, habitualmente mediante grupos ¢-amino de residuos lisina, que implica
residuos aminoacidos tanto funcionalmente importantes como dispensables en las proteinas, resultando en
productos heterogéneos con una fraccion desconocida de proteinas funcionalmente activas.

[0004] Todavia otro area con problemas similares es la construccién de diversos biosensores u otros
dispositivos funcionales con superficies derivatizadas con proteinas, que convierten los resultados de las
interacciones entre la proteina "activa" y los componentes diana del ambiente en un resultado detectable,
incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, una sefal detectable o los productos de actividad enzimatica de
proteinas inmovilizadas. En este area, también se conjugan quimicamente proteinas recombinantes con
superficies artificiales de estos dispositivos, habitualmente mediante grupos e-amino de residuos lisina,
rindiendo superficies heterogéneas con una fraccién desconocida de proteinas funcionalmente activas.

[0005] Se han desarrollado varios métodos para la conjugacién quimica de proteinas con superficies
artificiales (ver, por ejemplo, la patentes US n°® 5.492.840 de Malmqvuist, n® 5.853.744 de Mooradian et al., n°
6.033.719 de Keogh, Mann et al., 2001; Kuhl y Griffith-Cima, 1996; Bentz et al., 1998. Estos métodos se
desarrollaron caso por caso con el fin de minimizar los dafios a la proteina e incrementar la homogeneidad de
la superficie.

[0006] Estos problemas han sido perfectamente reconocidos, y a lo largo de los afios se han desarrollado
varios enfoques para introducir en proteinas recombinantes residuos cisteina Unicos para la conjugacion
especifica de sitio de diversas entidades. Esta estrategia se basa en la observacion de que residuos cisteina
intrinsecos en las proteinas habitualmente se encuentran implicados en enlaces disulfuro intramoleculares o
entre subunidades y no se encuentran facilmente disponibles para la conjugacién quimica. En teoria, la
introduccién de un unico residuo cisteina que no afecte a la formacion de enlaces disulfuro intrinsecos y que
no afecte a la actividad funcional de la proteina recombinante puede proporcionar un grupo tiol disponible para
la conjugacion especifica de sitio mediante enlaces conocidos de la técnica. Por ejemplo, varios grupos han
informado de la introducciéon de cisteinas en fragmentos de anticuerpo Fv de una sola cadena (scFv)
recombinantes, habitualmente en los extremos C-terminales o proximamente a ellos, con el fin de utilizar
dichos residuos cisteina para la formacion de diacuerpos y/o para la conjugacion especifica de sitio con
diversas entidades (Adams et al., 1993; Kipriyanov et al., 1994; Wang et al., 1997; Marti et al., 2001; Gupta et
al., 2001; Xu et al., 2002; Li et al., 2002; Renard et al., 2002; Albrecht et al., 2004). Sin embargo, incluso para
scFv, la presencia de una cisteina no apareada en el extremo C-terminal o préximamente a ella afecta
significativamente al rendimiento, solubilidad y actividad funcional de la proteina (Schmiedl et al., 2000).
Futami et al., 2000, introdujeron residuos cisteina en una posicion proxima a los extremos N-terminal y C-
terminal de la ARNasa | humana, resultando en una ARNasa | estabilidad. Sin embargo, el rendimiento y
actividad enzimatica del producto se redujeron significativamente. Ademas, esta ARNasa | mutante o sus
fragmentos no fueron utilizados en otros productos.
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[0007] Otro método para la modificacién dirigida a sitio de las proteinas es la ligacion mediada por inteina de
diversas entidades con el extremo C-terminal de la proteina (ver, por ejemplo, Evans et al., 1999; Tolbert y
Wong, 2000; Macmillan et al., 2000; Mukhopadhyay et al., 2001; Hofmann y Muir, 2002; Lovrinovic et al.,
2003; Wood et al., 2004). Sin embargo, la aplicacién de este método requiere el plegamiento correcto de la
proteina fusionada con un domino grande de inteina y la capacidad de resistir condiciones reductoras
bastante fuertes durante la ligacion mediada por inteina. Ademas, en ambos enfoques comentados
anteriormente, la conjugacion con un residuo cisteina disponible se encuentra limitada a entidades que no
interfieren con actividades de la proteina a pesar de su estrecha proximidad al cuerpo de la proteina.

[0008] De esta manera, en el area de la administracion dirigida basada en proteinas de compuestos
terapéuticos, diagnoésticos y de investigacion, asi como en el area de la construccion de diversos dispositivos y
andamiajes con superficies derivatizadas con proteinas, en la técnica se requieren composiciones y métodos
generales que: (1) permitan la conjugacion especifica de sitio de proteinas recombinantes con diversas
entidades con el fin de producir productos mas homogéneos de maneras que minimicen la interferencia con
actividades funcionales de dichas proteinas, (2) conviertan facilmente diversas proteinas recombinantes de
interés en un formato adecuado para la conjugacion especifica de sitio, (3) puedan utilizarse con una amplia
diversidad de entidades con las que resulta necesario conjugar la proteina recombinante de interés, y (4) no
resulten en problemas inmunogénicos o de toxicidad al introducirlos en seres humanos. Se cree que la
presente invencion es una respuesta a dichos objetivos.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0009] En un aspecto, la presente invencion se refiere a un conjugado bioldgico, comprendiendo: (a) un grupo
de direccionamiento que comprende un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos que
comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 2 y la secuencia polipeptidica de una proteina de
direccionamiento seleccionada, y (b) un grupo de unién, presentando el conjugado bioldgico un enlace
covalente entre el grupo tiol de SEC ID n° 2 y un grupo funcional en el grupo de union.

[0010] En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un conjugado biolégico, que comprende: (a) un
grupo de direccionamiento que comprende un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos que
comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n°® 2 y la secuencia polipeptidica de una proteina de
direccionamiento seleccionada, y (b) un grupo de unién que comprende una proteina adaptadora unida
covalentemente al grupo de direccionamiento, presentando la proteina adaptadora un grupo tiol; presentando
el conjugado biolégico un enlace disulfuro entre el grupo tiol de secuencia SEC ID n° 2 y el grupo tiol de la
proteina adaptadora.

[0011] En ofro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para administrar
selectivamente entidades seleccionadas en una diana de un paciente, comprendiendo un portador
farmacéuticamente aceptable, y uno u otro de los conjugados bioldgicos anteriormente indicados.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0012] La invencidon se entendera mas completamente a partir de la descripcion detallada siguiente
considerada conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que:

la Fig. 1 es una representacion de las secuencias de aminodcidos y de  &cidos nucleicos de la
etiqueta C4 fusionada genéticamente con la region de sitio de clonacion mdltiple mediante una molécula
conectora G4S (panel A), y representacion esquematica de un plasmido para la expresion bacteria

na de proteinas recombinantes de fusion fusionados con la etiqueta C4  mediante una molécula
conectora G4S (panel B).

La Fig. 2 es una representacion esquematica de la conjugacion especifica de sitio entre una proteina
recombinante de fusion etiquetada con C4 y una proteina adaptadora complementaria denominada
HuS(C118) (panel A), una representacion esquematica de una familia de proteinas adaptadoras basada

en la ARNasa | humana capaz de conjugacion especifica de sitio con un  residuo cisteina en la
etiqueta C4 fusionada genéticamente con la proteina  recombinante (panel B), lo que demuestra Ia
conjugacion espontanea a través de un enlace disulfuro entre C4-VEGF y HuS(C118), conduciendo a la

aparicion de nuevas bandas de proteinas sensibles a DTT en las muestras denominadas
HuS-C4-VEGF en el gel SDS-PAGE (panel C), y una demos-  tracién de que la actividad ribonucleasa se
reconstituye tras la formacion del conjugado quimico, pero no tras la mezcla fisica de proteina adaptadora
y la proteina recombinante de fusion etiquetada con C4 (panel D).

La Fig. 3 ilustra que las actividades funcionales de varias proteinas recom- binantes de fusion
etiquetadas con C4 y de varias proteinas recombinantes de fusion etiquetadas con C4 y conjugadas
con proteinas adaptadoras complementarias son comparables a las de las proteinas parentales. El
panel A ilustra que en el ensayo de fosforilacién de tirosinas de VEGFR-2 en células 293/KDR, las
actividades funcionales del factor de crecimiento endotelial vascular etiquetado con C4 (C4-VEGF),
del factor de crecimiento endotelial vascular de una sola cadena etiquetado con C4 (C4-scVEGF) y
del conjugado HuS(C118)-C4-VEGF (HuS-C4-VEGF), son comparables a las del VEGF que no
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contiene etiqueta C4. El panel B ilustra que las actividades funcionales de la anexina V etiquetada
con C4 (C4-anexina) y de los conjugados HuS(C118)-C4-anexina V (HuS-C4-anexina) son
comparables a la de la anexina V en un ensayo de union de eritrocitos. El panel C ilustra que la
capacidad de un fragmento cataliticamente inactivo etiquetado con C4 del factor letal del antrax, C40
LFn, y del conjugado correspondiente HuS(C118)-C4-LFn (HuS-C4-LFn), son comparables a la de
LFn en la proteccion de las células RAW frente a la actividad citotdxica de la toxina del antrax LF/PA.

La Fig. 4 ilustra que la conjugacion especifica de sitio de HYNIC-maleimida (hidrocloruro de 501
maleimido-2-hidraziniopiridina), un quelante de %mTe, con las proteinas de fusion y de actividad
funcional C4-VEGF y C4-scVEGF como los conjugados. El panel A ilustra que las actividades
funcionales de los conjugados HYNIC-C4-VEGF y HYNIC-C4-scVEGF es comparable a la del C4[]
VEGEF parental en el ensayo de autofosforilacion de tirosinas del VEGFR-2 en células 293/KDR. El
panel B ilustra que los conjugados HYNIC-C4-VEGF e HYNIC-C4-scVEGF son comparables al C4[J
VEG parental en sus capacidades de proteger a las células 293/KDR frente a la citotoxicidad de la
proteina de fusién toxina-VEGF.

La Fig. 5 ilustra la conjugacion especifica de sitio de maleimida-polietilenglicol de 20 6 40 kDa
(PEG20 y PEG40, respectivamente) con C4-VEGF vy la actividad funcional del conjugado PEG-C4[]
VEGF. El panel A ilustra el analisis de SDS-PAGE del conjugado PEGF-C4-VEGF. El panel B ilustra
que la actividad funcional del conjugado PEG-C4-VEGF es comparable a la de C4-VEGF parental en
el ensayo de autofosforilacion de tirosinas del VEGFR-2 en células 293/KDR.

La Fig. 6 ilustra la utilizacion de la etiqueta C4 y una proteina adaptadora complementaria HuS(C88,
C118) para la construccion de los conjugados regulados por VEGF (Cy5.5-Hus-C4-VEGF) que
contienen pigmento cianina Cy5.5 para la formacion dirigida in vivo de imagenes fluorescentes de
infrarrojo cercano. El panel A es un diagrama de flujo para la construccion y caracterizacion del
conjugado Cy5.5-Hus-C4-VEGF. El panel B ilustra que la actividad funcional del conjugado Cy5.5(]
Hus-C4-VEGF es comparable a la del C4-VEGF parental en el ensayo de autofosforilacion de
tirosinas del VEGFR-2, mientras que la conjugacion especifica de sitio (Cy5.5-C4-VEGF) o aleatoria
(Cy5.5-VEGF) de una cantidad similar de Cy5.5 por cada VEGF etiquetado con C4 reduce la
actividad del VEGF. El panel C ilustra que el conjugado Cy5.5-Hus-C4-VEGF es comparable al C4[]
VEGF parental en su capacidad de proteger a las células 293/KDR frente a la citotoxicidad de la
proteina de fusion toxina-VEGF, mientras que la conjugacion especifica de sitio (Cy5.5-C4-VEGF) o
aleatoria (Cy5.5-VEGF) de una cantidad similar de Cy5.5 por cada VEGF etiquetado con C4 reduce
la actividad del VEGF. El panel D ilustra la utilizaciéon del conjugado Cy5.5-Hus-C4-VEGF para la
formacion de imégenes in vivo de la vasculatura tumoral.

La Fig. 7 ilustra la utilizacién de la etiqueta C4 y de una proteina adaptadora complementaria
HuS(C118) para la construccion de conjugados regulados por VEGF (Lip/Hus-C4-VEGF) que
contienen liposomas cargados de doxorubicina ("DOXIL") para la administracion dirigida de
farmacos. El panel A es un diagrama de flujo para la construccién y caracterizacién del conjugado
Lip/Hus-C4-VEGF. El panel B ilustra que la actividad funcional del conjugado Lip/Hus-C4-VEGF es
comparable a la del C4-VEGF parental en el ensayo de autofosforilacién de tirosinas del VEGFR-2.
El panel C ilustra que los liposomas cargados de doxorubicina con diana en VEGF (Lip/HuS-C4(]
VEGF) resultan toxicos para las células que expresan VEGFR-2 en un intervalo de concentraciones
en el que los liposomas cargados de doxorubicina no dirigidos resultan ineficaces, encontrandose en
la base del mecanismo mediado por receptor de toxicidad del conjugado Lip/Hus-C4-VEGF. El panel
D ilustra que VEGF protege a las células 293/KDR frente a la actividad citotdxica del conjugado
Lip/Hus-C4-VEGF.

La Fig. 8 ilustra la utilizacion de C4-scVEGF para la construccion de conjugados regulados por
VEGF (Lip/C4-scVEGF) que contienen liposomas cargados de doxorubicina ("DOXIL") para la
administracion dirigida de farmacos. El panel A es un diagrama de flujo para la construccion y
caracterizacion del conjugado Lip/C4-scVEGF. El panel B ilustra que en el ensayo de
autofosforilacion de toxinas del VEGFR-2, la actividad funcional del conjugado Lip/C4-scVEGF es
comparable a la del C4-VEGF parental. El panel C ilustra que Lip/C4-scVEGF resulta toxico para las
células que expresan VEGFR-2 en un intervalo de concentraciones en el que los liposomas
cargados de doxorubicina no dirigidos resultan ineficaces, encontrandose en la base del mecanismo
mediado por receptores de la toxicidad del conjugado Lip/C4-scVEGF. El panel D ilustra que VEGF
protege a las células 293/KDR frente a la actividad citotdxica del conjugado Lip/C4-scVEGF.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0013] Tal como se ha indicado anteriormente, la presente invencion comprende composiciones y métodos
que resultan utiles para la conjugacion especifica de sitio de las proteinas de fusién recombinantes con
diversas entidades mediante un Unico residuo cisteina presente en un péptido de etiqueta introducido en la
proteina. Los métodos de conjugacion actuales conocidos de la técnicas se basan principalmente en el
entrecruzamiento aleatorio de diversas entidades con residuos aminoacidos, tales como, por ejemplo, lisina o
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tirosina, que son abundantes en la proteina. Los residuos cisteina menos abundantes habitualmente se
encuentran implicados en enlaces disulfuro intramoleculares que resultan esenciales para la actividad
funcional de la proteina y que por lo tanto no se encuentran disponibles para la conjugacién. En
consecuencia, incluso en el caso de que la conjugacién implique Unicamente un residuo aminoacido por cada
proteina, el producto final contiene una mezcla de proteinas modificadas en diferentes posiciones y por lo
tanto de caracteristicas heterogéneas de actividad, farmacocinética, farmacodinamica y distribucion en tejidos.
Ademas, la conjugacién con residuos aminoacidos en la proteina en todo caso se encuentra limitada por el
perjuicio que puede implicar para la actividad funcional de las proteinas. En consecuencia, los procedimientos
de conjugacion deben desarrollarse a medida caso por caso. Sin embargo, la conjugacion a medida no
permite un enfoque estandarizado para la adaptacion rapida de diferentes proteinas para fines similares, por
ejemplo para una administracion dirigida del mismo reactivo de formacion de imagenes, o la derivatizacion
superficial del mismo dispositivo.

[0014] Para superar dichos obstaculos y otros, la presente invencion da a conocer composiciones y métodos
que resultan utiles para la conjugacion especifica de sitio de proteinas recombinantes con diversas entidades.
El método se basa en la conversién de una proteina de interés en una proteina de fusién que comprende un
péptido de etiqueta que contiene cisteina, denominado C4, fusionado mediante un péptido conector a un
extremo N-terminal o C-terminal de la proteina de interés. Por definicion, con el fin de que resulte dtil, dichas
proteinas de fusidon deberian conservar sus actividades funcionales, y un residuo cisteina en el péptido de
etiqueta deberia encontrarse disponible para la conjugacion especifica de sitio con diversas entidades,
incluyendo proteinas adaptadoras complementarias, capaces de formar un enlace disulfuro covalente con la
cisteina de la etiqueta. Diversos enlaces para la conjugacién de un grupo tiol de cisteina son bien conocidos
de la técnica. Por ejemplo, las entidades derivatizadas con grupos maleimida, o grupos vinilsulfona, o con
grupos tiol quimicamente activados, pueden conjugarse con un grupo tiol en la etiqueta C4. Por otra parte, el
grupo tiol en la etiqueta C4 puede modificarse con la formacion de un enlace disulfuro activado que pueda
reaccionar con grupos tiol disponibles en diversas entidades, o puede modificarse con reactivos bifuncionales
para la conjugacion con entidades que puedan reaccionar con el segundo grupo funcional.

[0015] De esta manera, ahora se ha descubierto que una etiqueta C4 de péptido de fusiéon que contiene
cisteina puede proporcionar a una proteina fusionada a la etiqueta la capacidad de conjugarse quimicamente
con diversos componentes quimicos. El residuo cisteina de la etiqueta C4 se utiliza para formar un enlace
covalente con los componentes quimicos, proporcionando de esta manera un enlace estable fuerte. Mediante
el residuo cisteina de C4, pueden formarse enlaces estables entre la proteina etiquetada con C4 y una amplia
diversidad de entidades, incluyendo farmacos, portadores de farmacos, agentes de contraste, portadores para
agentes de contraste, radionucleidos, portadores para radionucleidos, diversas nanoparticulas y
microparticulas, incluyendo liposomas, puntos quantum, particulas paramagnéticas pequefas y
ultrapequefias, otras proteinas o fragmentos de proteina, acidos nucleicos, diversas moléculas modificadoras
de proteinas, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, asi como
superficies de diversos dispositivos, tales como dispositivos biomédicos, biosensores, o andamiajes de tejidos
artificiales. En una realizacion, se une covalentemente una proteina adaptadora complementaria a la proteina
etiquetada con C4 mediante un enlace disulfuro. La proteina adaptadora puede utilizarse como plataforma
para la conjugacion con diversas entidades indicadas anteriormente. La presente invencién da a conocer que
las proteinas etiquetadas con C4 conservan la actividad funcional de la proteina y que pueden conjugarse de
modo especifico de sitio con diversas entidades sin pérdida de actividad funcional in vitro o in vivo.

[0016] La formacién de un enlace covalente ofrece varias ventajas para la presente invenciéon. En primer
lugar, la entidad unida covalentemente a la etiqueta C4 se encuentra alejada de las partes funcionales de la
proteina. Ademas, una proteina adaptadora complementaria permite distanciar adicionalmente las entidades
unidas de las partes funcionales de la proteina. En segundo lugar, el enlace covalente es fuerte, de manera
que los materiales unidos a la proteina etiquetada con C4 no se disocian facilmente en liquidos biolégicos o
en soluciones. En tercer lugar, el enlace y las condiciones para formar el enlace covalente son conocidos y
pueden reproducirse facilimente. En cuarto lugar, bajo determinadas condiciones conocidos por el experto en
la materia resulta posible destruir el enlace covalente y permitir que los componentes se disocien. Por
ejemplo, en el caso de que se forme un enlace disulfuro, pueden seleccionarse condiciones apropiadas para
reducir este enlace y permitir que se disocie la proteina etiquetada con C4. Esta caracteristica de la invencion
ofrece ventajas en el aspecto de que, por ejemplo, las superficies derivatizadas pueden regenerarse tras un
periodo de tiempo predeterminado.

[0017] A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente
memoria presentan el mismo significado entendido cominmente por el experto en la materia a la que se
refiere el objeto de la presente invencion.

[0018] Tal como se utiliza en la presente memoria, "C4" se refiere a un fragmento mutante N-terminal de 15
aminoacidos de longitud de la ARNasa | humana con las secuencias de &cidos nucleicos y aminoacidos
siguientes:

AAAGAATCTTGCGCTAAAAAA TTTCAACGTCAACACATGGACTCT (SECID n° 1)
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Lys-Glu-Ser-Cys-Ala-Lys-Lys-Phe-GIn-Arg-Gin-His-Met-Asp-Ser (SEC ID n° 2)

[0019] Aunque no debe esperarse que péptidos humanos alterados minimamente resulten inmunogénicos en
el ser humano y por lo tanto son realizaciones preferentes de etiquetas que contienen cisteina, se entiende
que en algunas aplicaciones la inmunogenicidad no es un problema y por lo tanto estos péptidos pueden
utilizarse tras la modificacion mediante sustitucion de aminoacidos, delecion de aminoacidos, insercion de
aminoacidos y adicion de aminoacidos, incluyendo la introduccién de un residuo cisteina en diferentes
posiciones en estos péptidos o la utilizaciéon de fragmentos correspondientes de ribonucleasas no humanas.

[0020] Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "proteina de direccionamiento” se refiere a
una proteina que puede interactuar selectivamente con receptores celulares u otras proteinas de superficie
celular, o que puede interactuar selectivamente con determinados componentes del ambiente, libres o unidos
a una superficie.

[0021] Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "secuencia de molécula conectora” se refiere
a una longitud inocua de acido nucleico o proteina que une dos otras secciones de acido nucleico o proteina.

[0022] Los términos "mutante” y "mutado” se refieren a secuencias de acido nucleico o proteina que no se
encuentran naturalmente. El término "truncado" se refiere a secuencias de acido nucleico o proteina que son
mas cortas que las observadas en la naturaleza.

[0023] Tal como se define en la presente memoria, "conjugado bioldgico" se refiere a un complejo entre un
grupo de direccionamiento y un grupo de union y estabilizado mediante un enlace covalente. El termino “grupo
de direccionamiento” ser refiere a una proteina que presenta un polipéptido que comprende C4 y una proteina
de direccionamiento. La expresion "grupo de unidon" se refiere a cualquier sustancia o superficie que puede
unirse covalentemente al grupo de direccionamiento. La expresion "grupo funcional" se refiere a grupos
quimicos naturales o no naturales que interactdan quimicamente con un grupo tiol. Un grupo funcional natural
se refiere a un grupo quimico que se observa naturalmente en el grupo de unién que puede interactuar
quimicamente con un grupo tiol. Un grupo funcional no natural se refiere a un grupo que se afiade
artificialmente al grupo de unién (por ejemplo la adicion de un grupo maleimida o grupo vinilsulfona a
polietilenglicol) de manera que el grupo artificial es quimicamente reactivo con el grupo tiol del grupo de union.

[0024] La expresion "proteina adaptadora" se refiere a una proteina que es complementaria (por ejemplo
parte de una pareja de union) y que puede interactuar con el grupo de direccionamiento para formar un enlace
disulfuro especifico entre dicha proteina y el grupo de direccionamiento. La expresion "proteina de fusion" se
refiere a una proteina recombinante que contiene dos o mas fragmentos de polipéptido que se encuentran
codificados por secuencias de ADN que han sido combinadas con los métodos de tecnologia de ADN
recombinante de una forma que permite la expresion de la proteina de fusién en huéspedes adecuados.

[0025] Tal como se utiliza en la presente memoria, "portador”" se refiere a moléculas naturales o sintéticas o
agregados de las mismas que pueden asociarse covalente o no covalentemente con compuestos
terapéuticos, diagnoésticos o de investigacion. Entre dichos portadores se incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, quelantes, polimeros naturales o sintéticos, incluyendo dendrimeros, copolimeros, polimeros
derivatizados, liposomas, diversas particulas viricas y bacteriofagicas, diversas nanoparticulas y
microparticulas naturales y fabricadas, y perlas.

[0026] Tal como se utiliza en la presente memoria, "scVEGF" se refiere a un factor de crecimiento endotelial
vascular de una sola cadena que comprende dos fragmentos de 3 a 112 aminoécidos de la isoforma VEGF 121
conectados cabeza con cola en una proteina de una cadena mediante un residuo de alanina y que presenta
las secuencias de proteina y de acido nucleico siguientes:

NH;-Met Ala Glu Gly Gly Gly Gln Asn His His Glu Val Val Lys Phe Met Asp Val
Tyr Gln Arg Ser Tyr Cys His Pro Ile Glu Thr Leu Val Asp Ile Phe Gln Glu Tyr Pro Asp
Glu Ile Glu Tyr Ile Phe Lys Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn
Asp Glu Gly Leu Glu Cys Val Pro Thr Glu Glu Ser Asn Ile Thr Met Gln Ile Met Arg Ile
Lys Pro His GIn Gly Gln His Ile Gly Glu Met Ser Phe Leu Gln His Asn Lys Cys Glu Cys
Arg Pro Lys Lys Asp Arg Ala Arg Ala Met Ala Glu Gly Gly Gly Gln Asn His His Glu
Val Val Lys Phe Met Asp Val Tyr Gln Arg Ser Tyr Cys His Pro Ile Glu Thr Leu Val Asp
Ile Phe Gln Glu Tyr Pro Asp Glu Ile Glu Tyr Ile Phe Lys Pro Ser Cys Val Pro Leu Met
Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn Asp Glu Gly Leu Glu Cys Val Pro Thr Glu Glu Ser Asn Ile
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Thr Met Gin Ile Met Arg Ile Lys Pro His Gln Gly Gln His Ile Gly Glu Met Ser Phe Leu
Gin His Asn Lys Cys Glu Cys Arg Pro Lys Lys Asp Arg Ala Arg-COOH ( SECIDn°4)

ATGGCAGAAGGAGGAGGGCAGAATCATCACGAAGTGGTGAAGTTCAT
GGATGTCTATCAGCGCAGCTACTGCCATCCAATCGAGACCCTGGTGGACATCT
TCCAGGAGTACCCTGATGAGATCGAGTACATCTTCAAGCCATCCTGTGTGCCC
CTGATGCGATGCGGGGGCTGCTGCAATGACGAGGGCCTGGAGTGTGTGCCCA
CTGAGGAGTCCAACATCACCATGCAGATTATGCGGATCAAACCTCACCAAGGC
CAGCACATAGGAGAGATGAGCTTCCTACAGCACAACAAATGTGAATGCAGAC
CAAAGAAAGATAGAGCAAGAGCCATGGCAGAAGGAGGAGGGCAGAATCATC
ACGAAGTGGTGAAGTTCATGGATGTCTATCAGCGCAGCTACTGCCATCCAATC
GAGACCCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTACCCTGATGAGATCGAGTACATCTT
CAAGCCATCCTGTGTGCCCCTGATGCGATGCGGGGGCTGCTGCAATGACGAGG
GCCTGGAGTGTGTGCCCACTGAGGAGTCCAACATCACCATGCAGATTATGCGG
ATCAAACCTCACCAAGGCCAGCACATAGGAGAGATGAGCTTCCTACAGCACA
ACAAATGTGAATGCAGACCAAAGAAAGATAGAGCAAGA TGA ( SECIDn°3)

[0027] Sin embargo, debido a la redundancia del codigo genético, cualquier acido nucleico que codifique SEC
ID n° 4 se encuentra comprendida en los acidos nucleicos de la presente invencion.

[0028] En todavia otra realizacion, el grupo de direccionamiento presenta la secuencia polipeptidica mostrada
en SEC ID n° 14. Esta secuencia polipeptidica, que es una fusién genética de C4 y un VEGF de una sola
cadena (scVEGF) que presenta la secuencia polipeptidica mostrada en SEC ID n° 4, se encuentra codificada
por la secuencia de acidos nucleicos mostrada en SEC ID n° 13. Sin embargo, debido a la redundancia del
cédigo genético, cualquier acido nucleico que codifique SEC ID n° 14 se encuentra comprendida en los acidos
nucleicos de la presente invencion. Aunque scVEGF contiene 16 residuos de cisteina en cada molécula
monocatenaria, las moléculas etiquetadas con C4 se repliegan en una conformacion funcionalmente activa,
de manera que el residuo cisteina en la etiqueta C4 puede conjugarse con diversas entidades, rindiendo
conjugados con actividades funcionales comparables a las del VEGF no modificado.

[0029] Tal como se ha indicado anteriormente, en una realizacion, la presente invenciéon se refiere a un
conjugado bioldgico, que comprende: (a) un grupo de direccionamiento que comprende un polipéptido que
presenta una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 2 y la
secuencia polipeptidica de una proteina de direccionamiento seleccionada, y (b) un grupo de unién, en el que
el conjugado bioldgico presenta un enlace covalente entre el grupo tiol de secuencia SEC ID n° 2 y un grupo
funcional en el grupo de unién. La presente invencion también se refiere a un conjugado bioldgico, que
comprende: (a) un grupo de direccionamiento que comprende un polipéptido que presenta una secuencia de
aminoacidos que comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 2 y la secuencia polipeptidica de una
proteina de direccionamiento seleccionada, y (b) un grupo de unién que comprende una proteina adaptadora
unida covalentemente al grupo de direccionamiento, presentando la proteina adaptadora un grupo tiol, en el
que el conjugado bioldgico presenta un enlace disulfuro entre el grupo tiol de secuencia SEC ID n°® 2 y el
grupo tiol de la proteina adaptadora. Cada uno de estos componentes se comenta en mas detalle
posteriormente. El grupo de direccionamiento preferentemente es una proteina que presenta un polipéptido
que comprende el péptido C4 y una proteina de direccionamiento. Tal como se ha indicado anteriormente, la
parte de péptido C4 del grupo de direccionamiento es un fragmento N-terminal mutante de 15 aminoacidos de
longitud de la ARNasa | humana en la que la arginina en la posiciéon 4 ha sido sustituido por cisteina. Este
péptido particular ofrece varias ventajas en la presente invencion. El origen humano reduce la probabilidad de
inducir una respuesta inmunoldgica fuerte en un huésped humano. Ademas, un fragmento N-terminal de la
ARNasa | humana es capaz de formar una hélice a que puede protegerlo frente a la formacion de enlaces
disulfuro con otros residuos cisteina en la proteina de fusién durante el replegamiento y la purificacion de la
proteina. Finalmente, los fragmentos N-terminal y C-terminal de tipo salvaje enzimaticamente inactivos de la
ARNasa | humana forman espontaneamente complejos no covalentes enzimaticamente activos, un fenémeno
que se aprovecha en la presente invencién para desarrollar proteinas adaptadoras complementarias capaces
de formar un enlace disulfuro con un residuo de C4 en la etiqueta C4. El fragmento N-terminal mutante de 15
aminoacidos de longitud de la ARNasa | humana presenta las secuencias de &acidos nucleicos y de
aminoacidos siguientes:
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AAAGAATCTTGCGCTAAAAAATTTCAACGTCAACACATGGACTCT (SEC ID n° 1)
Lys-Glu-Ser-Cys-Ala-Lys-Lys-Phe-GIn-Arg-Gln-His-Met-Asp-Ser (SEC ID n° 2)

[0030] La parte de proteina de direccionamiento del grupo de direccionamiento es cualquier proteina que
pueda unirse selectivamente a receptores celulares o a otras proteinas de superficie celular o de interactuar
selectivamente con determinados componentes del ambiente, y que se encuentra genéticamente fusionada
con el péptido C4. En realizaciones preferentes, la proteina de direccionamiento puede ser un factor de
crecimiento endotelial vascular humano (VEGF), o una forma mutada o truncada del mismo, tal como
VEGF 110, la anexina V humana, o una forma mutada o truncada de la misma, un fragmento cataliticamente
inactivo del vector letal del antrax, o una forma mutada o truncada del mismo, o un derivado del VEGF de una
sola cadena, o una forma mutada o truncada del mismo.

[0031] En una realizacion, el grupo de direccionamiento presenta las secuencias polipeptidicas mostradas en
las secuencias SEC ID n° 6 6 8. Estas secuencias polipeptidicas, que son fusiones genéticas de C4 y
VEGF121 0 VEGF110, respectivamente, se encuentran codificadas por las secuencias de acidos nucleicos
mostradas en SEC ID n® 5y 7, respectivamente. Sin embargo, debido a la redundancia del cédigo genético,
cualquier acido nucleico que codifique SEC ID n° 6 6 8 se encuentra comprendido en los acidos nucleicos de
la presente invencion. Ademas, aunque las isoformas seleccionadas del VEGF (VEGF421) contienen 18
residuos cisteina en cada molécula dimérica, las moléculas etiquetadas se repliegan en una conformacion
funcionalmente activa, en la que el residuo cisteina en la etiqueta C4 puede conjugarse con diversas
entidades, rindiendo conjugados con actividades funcionales comparables a las del VEGF no modificado.

[0032] El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) controla el crecimiento de las células endoteliales
mediante la interaccidn con varios receptores, entre los que la expresion del receptor KDR/flk-1 (VEGFR-2) se
encuentra limitada mayoritariamente a las células endoteliales. En los organismos adultos, el crecimiento de
las células endoteliales (angiogénesis) se produce, con la excepcién del desarrollo del cuerpo Iuteo,
unicamente en diversas condiciones patoldgicas. De esta manera, la administracion mediada por receptor de
KDR/flk-1 (VEGFR-2) de entidades terapéuticas, diagnodsticas, de contraste y de investigacion de manera
especifica de sitio ligada a VEGF o a scVEGF, o ligada a VEGF o scVEGF mediante una proteina adaptadora
complementaria, puede resultar Util en terapias para diversas patologias. Por otra parte, VEGF o scVEGF,
PEGilado especificamente en un sitio, de circulacion prolongada o liberable lentamente a partir de una matriz
adecuada, asi como VEGF o scVEGF conjugado con las superficies de dispositivos biomédicos, tales como
stents, o andamiajes de tejidos, podria resultar util para estimular la angiogénesis en situaciones isquémicas.

[0033] En ofra realizacion, el grupo de direccionamiento presenta la secuencia polipeptidica mostrada en SEC
ID n° 10. Esta secuencia polipeptidica, que es una fusion genética de C4 y anexina V, se encuentra codificada
por la secuencia de acido nucleico mostrada en SEC ID n°® 9. Sin embargo, debido a la redundancia del
cédigo genético, cualquier acido nucleico que codifique SEC ID n° 10 se encuentra comprendida en los acidos
nucleicos de la presente invencion. Aunque la anexina V contiene un unico residuo cisteina, las moléculas
etiquetadas se repliegan en una conformacién funcionalmente activa, en la que el residuo cisteina en la
etiqueta C4 puede conjugarse con diversas entidades, rindiendo conjugados con actividades funcionales
comparables a las de la anexina V no modificada. La anexina V interactia con fosfatidilserina expuesta sobre
la superficie de las células apoptdticas, y se utiliza como un marcador precoz del proceso apoptético. De esta
manera, la administracién mediada por fosfatidilserina de entidades terapéuticas, diagndsticas o de
investigacion ligadas de manera especifica de sitio a la anexina V podria resultar util para inhibir o estimular la
apoptosis.

[0034] En ofra realizacion, el grupo de direccionamiento presenta la secuencia polipeptidica mostrada en SEC
ID n° 12. Esta secuencia polipeptidica, que es una fusiéon genética de C4 y un fragmento cataliticamente
inactivo del factor letal del antrax, conocido como LFn, se encuentra codificado por la secuencia de acidos
nucleicos mostrada en SEC ID n°® 11. Sin embargo, debido a la redundancia del cédigo genético, cualquier
acido nucleico que codifique SEC ID n° 12 se encuentra comprendido en los acidos nucleicos de la presente
invencion. Aunque LFn no contiene residuos cisteina, las moléculas etiquetadas se repliegan en una
conformacion funcionalmente activa, de manera que el residuo cisteina en la etiqueta C4 pueda conjugarse
con diversas entidades, rindiendo conjugados con actividades funcionales comparables a las del LFn no
modificado. El fragmento cataliticamente inactivo del factor letal del antrax, LFn, se empareja con otra proteina
del antrax, denominada antigeno protector (AP), que interactua con los mismos receptores celulares que la
combinacion de factor letal cataliticamente activo/antigeno protector (LF/AP). De esta manera, la
administracion mediada por AP de entidades terapéuticas, diagndsticas o de investigacion ligadas
especificamente en un sitio a LFn podria resultar Gtil para mapear sitios con receptores para AP, o para la
administracion en células de compuestos que podrian interferir con la actividad citotéxica del factor letal.

[0035] En todavia otra realizacion, el grupo de direccionamiento presenta la secuencia polipeptidica mostrada
en SEC ID n° 14. Esta secuencia polipeptidica, que es una fusién genética de C4 y un VEGF de una sola
cadena (scVEGF) que presenta la secuencia polipeptidica mostrada en SEC ID n° 4, se encuentra codificada
por la secuencia de acidos nucleicos mostrada en SEC ID n° 13. Sin embargo, debido a la redundancia del
caédigo genético, cualquier acido nucleico que codifique SEC ID n° 14 se encuentra comprendido en los acidos
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nucleicos de la presente invencion. Tal como se ha indicado anteriormente, scVEGF comprende dos
fragmentos de 3 a 112 residuos aminoacidos de la isoforma VEGF12¢ conectados cabeza con cola en una
proteina monocatenaria mediante un residuo alanina. Aunque scVEGF contiene 16 residuos cisteina en cada
molécula monocatenaria, las moléculas etiquetadas se repliegan en una conformacién funcionalmente activa,
en la que el residuo cisteina en la etiqueta C4 puede conjugarse con diversas entidades, rindiendo
conjugados con actividades funcionales comparables a las del VEGF dimérico no modificado.

[0036] Con referencia al grupo de direccionamiento anteriormente indicado, puede situarse una secuencia
conectora entre el péptido C4 y la secuencia de la proteina de direccionamiento. Las secuencias conectoras,
tales como los conectores GlysSer o (GlysSer)s, se introducen en los vectores disponibles comercialmente
para la expresion bacteriana de proteinas recombinantes y pueden introducirse faciimente en vectores para la
expresion de proteinas recombinantes en otros huéspedes, incluyendo, aunque sin limitacion, células de
mamifero, células de insecto, células de levadura y organismos transgénicos. Los conectores sirven para
proporcionar una cierta distancia util entre el péptido C4 y la proteina de direccionamiento. Aunque en las
realizaciones presentadas la etiqueta C4 se sittia en el extremo N-terminal de la proteina de direccionamiento,
el experto en la materia apreciara que la etiqueta puede situarse en el extremo C-terminal de la proteina de
direccionamiento, o en el interior del area funcionalmente prescindible de la proteina de direccionamiento, por
ejemplo entre dos dominios funcionales de anticuerpo de una sola cadena, utilizando métodos comunmente
conocidos de manipulacién genética.

[0037] La Fig. 1, panel A, muestra las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos de la etiqueta C4
fusionada genéticamente a una region de sitio de clonacion multiple en el plasmido de expresion tipico
mediante un conector G4S. Tal como se muestra en el panel A de la Fig. 1, la secuencia de acidos nucleicos
completa incluye elementos de control y transcripcién (promotor de T7, operador lac, sitio de unién
ribosémica, y similares), asi como la secuencia de acidos nucleicos de la etiqueta C4. Una secuencia
conectora separa la secuencia de C4 de un sitio de clonacion multiple, que puede utilizarse para introducir
acidos nucleicos de interés que funcionaran como la proteina de direccionamiento. Un sitio de terminacion de
T7 completa el acido nucleico de longitud completa. La Fig. 1, panel B, muestra una representacion
esquematica de un plasmido para la expresion bacteriana de proteinas recombinantes de fusion fusionadas
con la etiqueta C4 mediante un conector G4S.

[0038] El grupo de direccionamiento del conjugado bioldgico puede ser una citoquina, quimoquina, factor de
crecimiento, anticuerpo y fragmentos del mismo, enzima, y combinaciones de los mismos que puedan resultar
utiles en diversas aplicaciones biomédicas o industriales. La parte de grupo de unién del conjugado bioldgico
puede ser cualquier sustancia o superficie que pueda unirse covalentemente al grupo tiol de C4 del grupo de
direccionamiento o al grupo funcional de la proteina adaptadora en el conjugado de adaptador/grupo de
direccionamiento. Entre los ejemplos de grupos de unién utiles se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
farmacos, radionucleidos quelantes, polietilenglicol, pigmentos, lipidos, liposomas y superficies seleccionadas.

[0039] Entre los radionucleidos quelantes se incluyen compuestos tales como hidrocloruro de 5-maleimido-2|
hidraziniopiridina (HYNIC) para la carga con radionucleido de formacién de imagenes o terapéutico. El
polietilenglicol resulta util para enlentecer la eliminaciéon sanguinea de la proteina, y puede utilizarse en una
forma derivatizada (por ejemplo modificado con maleimida o vinilsulfona) o no derivatizada. Entre los
pigmentos Utiles se incluyen, por ejemplo, el pigmento cianina Cy5.5, para la formacion de imagenes
fluorescentes en el infrarrojo cercano. Las superficies que pueden unirse al grupo tiol de C4 del grupo de
direccionamiento o a un grupo funcional de la proteina adaptadora en el conjugado de adaptador/grupo de
direccionamiento incluyen las superficies de una nanoparticula o microparticula, la superficie de un
dendrimero, las superficies de andamiajes de cultivo de tejidos, dispositivos biomédicos, y biosensores. Se
entiende que, en el caso de que una entidad de unién incluya una superficie, puede utilizarse sin modificacion,
0 pueden depositarse otros grupos quimicos sobre la superficie mediante métodos conocidos de la técnica.
Estos grupos quimicos pueden utilizarse ademas para la modificacion con reactivos bifuncionales que
permitan la conjugacién con la etiqueta C4 o con una proteina adaptadora mediante métodos conocidos de la
técnica.

[0040] En una realizacién de la presente invencion, el conjugado biolégico presenta un enlace covalente entre
el grupo tiol del péptido C4 (SEC ID n° 2) y un grupo funcional natural en el grupo de union. De esta manera,
se contempla que el grupo tiol del péptido C4 reaccione quimicamente de manera directa con un grupo
reactivo en el grupo de unién, de manera que se forme un enlace covalente estable. En realizaciones
alternativas, el grupo reactivo que reacciona con el grupo tiol del péptido C4 puede introducirse artificialmente,
por ejemplo mediante la utilizacién de agentes de entrecruzamiento bifuncionales conocidos de la técnica. Por
ejemplo, puede introducirse un grupo maleimida en polietilenglicol o un lipido, y utilizarse para la reaccién con
el grupo tiol del péptido C4.

[0041] En una realizacién alternativa, el conjugado bioldgico de la presente invencién incluye un grupo de
unién que comprende una proteina adaptadora unida covalentemente al grupo de direccionamiento. En
general, la proteina adaptadora es una ARNasa | mutante humana o un fragmento de la misma que incluye
cisteina en la posicion 118 (Cysq1g). Entre los ejemplos de proteinas adaptadoras que resultan dtiles en la
presente invencion se incluyen proteinas que presentan las secuencias polipeptidicas mostradas en SEC ID



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2357622 T3

n° 16, SEC ID n° 18, SEC ID n° 20 y SEC ID n°® 22, que se describen en mayor detalle posteriormente.

[0042] Cuatro realizaciones particularmente preferentes de proteina adaptadora capaz de formar un enlace
disulfuro con un residuo de C4 en la etiqueta de C4 se muestran en la Fig. 2, en la que el panel A proporciona
una representacion esquematica de la conjugacién especifica de sitio entre la proteina recombinante de fusion
etiquetada con C4 y una proteina adaptadora complementaria. La Fig. 2, panel B, muestra una representacion
esquematica de una familia de proteinas adaptadoras basada en la ARNasa | humana mutante V118C T24N.
La primera realizacion es un fragmento de la ARNasa | humana mutante V118C T24N denominado
HuS(C118) (SEC ID n° 15 y 16). Pueden utilizarse grupos aminos de HuS(C118) para la conjugacion con
diversas entidades utilizando métodos conocidos de la técnica antes de la conjugacion especifica de sitio de
HuS(C118) con proteinas etiquetadas con C4. La segunda realizacién es un fragmento de la ARNasa |
humana mutante V118C T24N que contiene la sustitucion N88C denominada HuS(C88,C118) (SEC ID n° 17
y 18). El grupo tiol de C88 en HuS(C88,C118) puede utilizarse para la conjugacion con diversas entidades
utilizando métodos conocidos de la técnica tras la conjugacién especifica de sitio de HuS(C88,C118) con
proteinas etiquetadas con C4. La tercera y cuarta realizaciones se basan en una ARNasa-BH quimérica que
contiene un fragmento de 1 a 29 aminoacidos de la ARNasa A bovina que difere del fragmento
correspondiente de la ARNasa humana en cada posicién y un fragmento de 30 a 127 aminoacidos de la
ARNasa | humana (Gaynutdinov et al., 2003). La tercera realizacion es el mutante V118C de la BH-ARNasa
que contiene las sustituciones F8A y Q11P denominado BHR(A8,P11,C118) (SEC ID n° 19 y 20), que no
requiere la eliminacion de 20 residuos aminoacidos N-terminales antes de la conjugacion especifica de sitio
con proteinas etiquetadas con C4. Pueden derivatizarse grupos amino de BHR(A8,P11,C118) con diversas
entidades utilizando métodos conocidos de la técnica antes de la conjugacion especifica de sitio de
HuR(A8,P11,C118) con proteinas etiquetadas con C4. La cuarta realizacién es la BH-ARNasa mutante
V118C, que contiene A8, P11 y C88, denominada BHR(A8,P11,C88,C118) (SEC ID n° 21 y n° 22), que no
requiere la eliminacién de 20 residuos aminoacidos N-terminales antes de la conjugacion especifica de sitio
con proteinas etiquetadas con C4. El grupo tiol C88 en BHR(A8,P11,C88,C118) puede utilizarse para la
conjugacion con diversas entidades utilizando métodos conocidos de la técnica tras la conjugacion especifica
de sitio de BHR(A8,P11,C88,C118) con proteinas etiquetadas con C4. Utilizando métodos conocidos de la
técnica resulta facil construir otras proteinas adaptadoras basadas en la ARNasa | humana capaces de
conjugacion especifica de sitio con proteinas etiquetadas con C4 y que proporcionan plataformas
convenientes para la derivatizacion con diversas entidades. El experto en la materia apreciara que pueden
utilizarse otras proteinas adaptadoras basadas en la ARNasa | humana ademas de las explicitamente
indicadas en la presente memoria. Por ejemplo, el experto en la materia apreciard que pueden construirse
proteinas adaptadoras basandose en otras ribonucleasas, por ejemplo la ARNasa A bovina, con la condicion
de que dichas proteinas adaptadoras conserven la capacidad de formar conjugados con la etiqueta C4, o con
etiquetas similares basadas en fragmentos N-terminales de otras ribonucleasas.

[0043] EI panel C en la Fig. 2 proporciona evidencia de que la conjugacion de C4-VEGF y HuS(C118)
mediante un enlace disulfuro conduce a la apariciéon de nuevas bandas de proteinas sensibles a DTT en las
muestras denominadas HuS-C4-VEGF en el gel de SDS-PAGE correspondientes a la conjugacion de uno o
dos adaptadores HuS(C118) con etiquetas C4 en una molécula dimérica de C4-VEGF. El panel D proporciona
evidencia de que la actividad ribonucleasa se reconstituye tras la formacién del conjugado quimico, pero no
tras la mezcla fisica de la proteina adaptadora HuS(C118) con la proteina de fusion recombinante etiquetada
con C4 (panel D).

[0044] La proteina adaptadora puede derivatizarse con una diversidad de materiales funcionales para
conseguir un resultado deseado. Por ejemplo, en una realizacion, la proteina adaptadora puede derivatizarse
con un pigmento, tal como el pigmento Cy5.5 para la formaciéon de imagenes épticas, o con un lipido para
asociar la proteina adaptadora con un liposoma que actia como un portador para compuestos terapéuticos,
diagndsticos o de investigacion. En una realizacién, los liposomas pueden transportar o cargar doxorubicina
("DOXIL").

[0045] Los conjugados bioldgicos pueden combinarse con portadores farmacéuticamente aceptables para
producir composiciones farmaceéuticas para administrar selectivamente compuestos terapéuticos, de
investigacion o diagnésticos en una diana de un paciente. Dicha composicion farmacéutica puede
administrarse en un paciente, y permitirse que el conjugado biolégico entre en contacto con la diana con el fin
de administrar el compuesto en la diana en el paciente. En estas realizaciones, entre los portadores
farmacéuticamente aceptables Utiles se incluyen materiales tales como agua, gelatina, lactosa, almidon,
estearato de magnesio, talco, aceites vegetales, gomas, alcohol, vaselina o similares. La preparacién
farmaceéutica de la invencion deberia incluir una cantidad del conjugado biolégico que resulte efectiva para la
actividad deseada. La dosis efectiva dependera de la actividad del conjugado bioldgico particular utilizado y de
esta manera se encuentra comprendida dentro de los conocimientos del experto ordinario en la materia la
determinacion para cualquier huésped mamifero particular u otro organismo huésped.

[0046] En general, se combina una cantidad farmacéuticamente efectiva del conjugado biolégico de un modo
convencional con el portador farmacéuticamente aceptable para producir la composicion farmacéutica. La
composicion farmacéutica de la invencidn preferentemente se administrar internamente, por ejemplo
intravenosamente, en forma de preparaciones farmacéuticas convencionales, por ejemplo en excipientes
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farmacéuticamente aceptables entéricos o parenterales convencionales que contiene portadores inertes
organicos y/o inorganicos tal como se ha indicado anteriormente. Las preparaciones farmacéuticas pueden
encontrarse en formas solidas convencionales, por ejemplo tabletas, grageas, supositorios, capsulas o
similares, o formas liquidas convencionales, tales como suspensiones, emulsiones o similares. Si se desea,
pueden esterilizarse y/o contener adyuvantes farmacéuticos convencionales, tales como conservantes,
agentes estabilizadores, agentes humectantes, agentes emulsionantes, tampones, o sales utilizadas para el
ajuste de la presion osmdética. Las preparaciones farmacéuticas también pueden contener otros materiales
terapéuticamente activos.

EJEMPLOS

[0047] Los Ejemplos siguientes pretenden ilustrar, aunque en modo alguno limitar, el alcance de la presente
invencion. Todas las partes y porcentajes se proporcionan en peso y todas las temperaturas se proporcionan
en grados centigrados, a menos que se indique explicitamente lo contrario.

Ejemplo 1. Construccion y utilizacién de vectores de expresion que contienen C4 y un péptido conector.

1. Cepas bacterianas y plasmidos

[0048] E. coli cepa DH5a-T se encuentra disponible comercialmente de Invitrogen (USA). Las cepas de E. coli
BI21(DE3) y NovaBlue se encuentran disponibles comercialmente de Novagen (USA). El vector de expresion
bacteriana pET29a(+) se obtuvo de Novagen (USA). El plasmido pLen-121 que contiene la secuencia de ADN
codificante de la isoforma de 121 residuos aminoacidos del VEGF humano ha sido descrito en la patente US
n°® 5.219.739, incorporada como referencia en su totalidad en la presente memoria, y se obtuvo del Dr. J.
Abraham (Scios Nova, Inc., USA). El plasmido pPAP1-1.6, que contiene la secuencia de ADN codificante de
la anexina V humana, se obtuvo del Dr. J. Tait (University of Washington School of Medicine, Seattle, WA). El
plasmido pGEX-KG LF254, que contiene la secuencia de ADN codificante del fragmento N-terminal no toxico
del factor letal del antrax (LFn), se obtuvo del Dr. S. Leppla (National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, NIH, Bethesda, MD).

2. Manipulaciones del ADN

[0049] Los enzimas de restriccion y modificacion utilizados en la presente invencion se encuentran
disponibles comercialmente en los Estados Unidos y se utilizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
La preparacion de células competentes, la transformacion y el medio bacteriano siguieron Sambrook et al. (J.
Sambrook, E.F. Fritsch y T. Maniatis, 1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) o las instrucciones del fabricante. La purificacién de los plasmidos
se realizd utilizando minipreparaciones Wizard Plus SV o sistemas de purificacion de ADN Maxipreps
(Promega, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La purificacion de los fragmentos de ADN a partir
de los geles de agarosa se realizé utilizando el kit Geneclean Spin (Bio 101, USA) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

3. Construccién de vectores para la expresion de proteinas fusionadas con la etiqueta C4

[0050] El vector pET/Hu(G4sS); para la expresion de las proteinas recombinantes con una etiqueta Hu N-
terminal fusionada con el ORF de la proteina mediante una molécula conectora (G4S); se construyé tal como
se encuentra descrito (Backer et al., 2004). La sustitucién de aminoacidos R4C se introdujo en la etiqueta Hu
del vector pET/Hu(G4S); mediante mutagénesis sitio-dirigida utilizando el kit de mutagénesis sitio-dirigida
Gene-Tailor (Invitrogen). Se utilizaron los cebadores SEC ID n°® 23 y SEC ID n° 24 para introducir la mutacién
R4C. El vector resultante se confirmé mediante secuenciacién y se denominé pET/Hu-C4(GsS)s.

SEC ID n° 23: 5-ATATACATATGAAAGAATCTTGCGCTAAAAAATTTC
SEC ID n° 24: 5-AGATTCTTTCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTT

[0051] Se amplific6 el ADN codificante de C4-G4S mediante PCR utilizando el vector de ADN pET/Hul
C4(G4S); como molde, un cebador de sentido SEC ID n°® 25 introduciendo el sitio Xbal, y un cebador
antisentido SEC ID n° 26 introduciendo el sitio Ncol. La insercién se cloné en el vector pET29a(+) cortado con
Xbal y Ncol. El vector resultante se confirmé mediante secuenciacion y se denominé pET/Hu-C4-G4S.

SEC ID n° 25: 5-GGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC
SEC ID n° 26: 5-~ACTACCCATGGAACCGCCGCCACCAGAGTCCATG

4. Subclonacion de fragmentos de ADNc codificantes de proteinas de interés en los vectores pET/Hul!
CA4(G4S)3 y pET/HU-C4-G4S

[0052] Los ADNs de los vectores pET/Hu-C4(GsS)3 y pET/Hu-C4-G4S se cortaron separadamente con Ncol y
se desfosforilaron. Todos los fragmentos de ADN que debian clonarse en los vectores anteriormente
indicados se amplificaron mediante PCR utilizando cebadores, introduciendo sitios Ncol en ambos extremos
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de los fragmentos de ADN amplificados. EI ADN codificante de la isoforma de 121 aminoacidos del VEGF
humano se amplificé a partir del plasmido pLen-121 de ADN utilizando los cebadores SEC ID n°® 27 y SEC ID
n° 28. EI ADN codificante de un fragmento N-terminal de 1 a 254 aminoacidos de longitud del factor letal del
antrax (LFn) se amplificéd a partir del plasmido de ADN pGEX-KG LF254 utilizando los cebadores SEC ID n°
29 y SEC ID n® 30. El ADN codificante de la anexina V humana se amplificé a partir del plasmido pPAP1-1.6
utilizando los cebadores SEC ID n° 31 y SEC ID n° 32. Cada fragmento de ADN amplificado se corté con
Ncol, se purificd y se cloné en los sitios Ncol de los vectores pET/Hu-C4(GsS)3 y pET/Hu-C4-G4S. Los clones
con orientaciones correctas del ORF clonado se seleccionaron mediante PCR utilizando un cebador de
sentido basado en un promotor de T7, y se confirmaron mediante secuenciacion:

SEC ID n° 27: 5-CACAAGCCATGGCACCCATGGCAGAAGGAGGA
SEC ID n° 28: 5-ACTACCCATGGTCACCGCCTCGGCTTGTCAC
SEC ID n° 29: 5-CTGCTCCATGGGAGCGGGCGGTCATGGTGATG
SEC ID n° 30: 5-ACTACCCATGGCTATAGATT
TATTTCTTGTTCGTTAAATTTATC

SEC ID n° 31: 5-CACAAGCCATGGCACAGGTTCTCAGAG

SEC ID n° 32: 5-~ACTACCCATGGTTAGTCATCTTCTCCACAGAGC

5. Expresion y purificacién de proteinas de fusidon recombinante con etiqueta C4.

[0053] Todas las proteinas se expresaron en E. coli BL21(DE3) cultivado en medio LB (Q-Biogen, Carlsbad,
CA). Se indujo la expresion con IPTG 1 mM a una densidad optica de entre 0,5 y 0,7 a 600 nm. Tras la
inducciodn, los cultivos se cultivaron durante 2,5 a 3 horas a 37°C bajo agitacion a 300 rpm; a continuacion se
recolectaron mediante centrifugacion y se lisaron utilizando EmulsiFlex-C5 (Avestin, Ottawa, Canada).

[0054] Se expres6 C4-VEGF en forma insoluble y se purificé de la manera siguiente: se solubilizaron los
cuerpos de inclusion en urea 8 M, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Na;SO3 80 mM, Na;S40s 10 mM,
DTT 10 mM, se incubaron durante 6 a 8 horas a 4°C bajo agitacion; después se suplementaron con Tris[2[]
carboxietil[fosfina 2,5 mM (Pierce) y se incubaron durante 16 a 18 horas a 4°C. La proteina solubilizada se
replegé mediante una dialisis en tres etapas: en primer lugar, 10 a 12 horas a 4°C en 10 volumenes de Tris-
HCI 20 mM, pH 8,0, urea 2 M, arginina 0,5 M, glutation reducido 1 mM, glutatiéon oxidado 0,4 mM; en segundo
lugar, 24 horas a 4°C en 50 volumenes de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; en tercer lugar, 24 horas a 4°C en 50
volimenes de NaOAc 20 mM (pH 5,5). Tras la didlisis, la solucion se clarificd6 mediante centrifugacion
(15.000xg durante 20 minutos) y se purificd el C4-VEGF mediante cromatografia en heparina HP sefarosa
(columnas pre-empaquetadas de 1 ml, Amersham). Para la conjugacioén, el grupo tiol de C4 en C4-VEGF se
desprotegié mediante tratamiento suave con DTT utilizando un exceso de DTT de 1,2 molar a 34°C durante
45 minutos.

[0055] Para minimizar la implicacién potencial del residuo cisteina presente en la posicion 116 en el VEGF 12
nativo, los inventores prepararon una version de C4-VEGF truncado en la posicion 112 utilizando métodos
conocidos de la técnica. La proteina truncada contenia 110 aminoacidos (un fragmento de 3 a 112
aminoacidos de VEGF121) y por lo tanto se denominé C4-VEGF 1. EI C4-VEGF11¢ se expreso y se purifico tal
como se ha indicado anteriormente y mostré actividades similares a las de C4-VEGF en ensayos de cultivo de
tejidos.

[0056] Para optimizar adicionalmente el VEGF etiquetado con C4, los inventores construyeron un VEGF de
una sola cadena fusionado con un unico péptido etiqueta C4 mediante un péptido conector G4S (C4-scVEGF).
En general, la manipulacion, expresion, replegamiento y purificacion de las proteinas monoméricas resulta
mas simple que las de las proteinas oligoméricas, o incluso diméricas, tales como las isoformas nativas del
VEGF. Ademas, se disefid el scVEGF para evitar la formacion de monémeros inactivos del VEGF que
habitualmente se encuentran presentes en las preparaciones de VEGF dimérico, para simplificar cualquier re-
manipulacion proteica del VEGF, para simplificar la expresion, replegamiento y purificacién, y para simplificar
la conjugacion de los grupos de unién a una Unica etiqueta C4. En primer lugar, se cort6 el vector de ADN
pET/Hu-C4-G4S con BamHI y se desfosforild. EI ADN codificante de un fragmento de 3 a 112 aminoacidos de
longitud del VEGF humano se amplificé a partir del plasmido pLen-121 utilizando un cebador de sentido (SEC
ID n°® 33) introduciendo el sitio BamHI| inmediatamente cadena arriba del codén 3 del VEGF, e introduciendo
un cebador antisentido (SEC ID n° 34) un codén de parada inmediatamente cadena abajo del codén 112 del
VEGEF y un sitio BamHI inmediatamente después del codén de parada. El fragmento de ADN amplificado se
purificd, se corté con BamHI, y se clon6 en el sitio BamHI del vector pET/Hu-C4-G4S. Se selecciono la
orientacion correcta del ORF clonado mediante PCR utilizando un cebador de sentido basado en el promotor
de T7. El plasmido de ADN purificado a partir de los clones seleccionados se confirmé mediante
secuenciacion y se denomind pET/C4(G4S)VEGF 1.

SEC ID n° 33: 5-CACGGATCCGGTGGCGGCGGTAGTGGT
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SEC ID n° 34: 5-CACGGATCCTCATCTTGCTCTATCTTTCTTTGGTCTGC

[0057] El vector de ADN pET/C4(GsS)VEGF110 se cortdé con Ncol y se desfosforild. Se amplificé el ADN
codificante del fragmento de 3 a 112 aminoacidos del VEGF humano a partir del plasmido pLen-121 mediante
PCR utilizando un cebador de sentido (SEC ID n° 35) introduciendo el sitio Ncol inmediatamente cadena
arriba del codén 3 del VEGF, e introduciendo el cebador antisentido (SEC ID n° 36) una citosina
inmediatamente cadena abajo del codén 112 del VEGF (para compensar el desplazamiento del ORF), y un
sitio Ncol inmediatamente después de la citosina introducida. El fragmento de ADN amplificado se purifico, se
cortd con Ncol y se clond en el sitio Ncol del vector pET/C4(G4S)VEGF110. Se seleccionaron los clones con
dos copias de VEGF11p mediante PCR utilizando un cebador de sentido basado en el promotor de T7 y un
cebador antisentido basado en el terminador de T7. El ADN aislado a partir de cuatro clones seleccionados
aleatoriamente se secuencié y para la propagacion se selecciond un clon que contenia un tandem de
VEGF11p con una orientacion de VEGFq1o de cabeza con cola. El plasmido seleccionado, denominado
pPET/C4(G4S)scVEGF se transformé en células E. coli cepa BL21(DE3) competentes para la expresion de las
proteinas.

SEC ID n° 35: 5-CACAAGCCATGGCACCCATGGCAGAAGGAGGA
SEC ID n° 36: 5-ACTACCCATGGCTCTTGCTCTATCTTTCTTTGGTCTGC

[0058] ElI C4-scVEGF se expresé y se purificd tal como se ha indicado anteriormente, y mostraba actividades
similares a las del C4-VEGF en ensayos de cultivo de tejidos. Se recuperé C4-scVEGF con ~50% de los
grupos tiol de C4 disponibles para la conjugacion. Para la conjugacion, se desprotegio el grupo tiol de C4 en
C4-VEGF mediante tratamiento suave con DTT utilizando 0,5 equivalentes molares de DTT.

[0059] Se expresd C4-LFn en una forma citoplasmatica soluble y se purificd de la manera siguiente: se dializd
la parte soluble del lisado bacteriano frente a 200 voliumenes de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, durante 20 horas a
4°C, se clarific6 mediante centrifugacién (15.000g durante 20 minutos), y se paso a través de una columna de
sefarosa-Q FF. Las fracciones que contenian C4-LFn se agruparon, se dializaron frente a 100 voliumenes de
NaOAc 20 mM, pH 6,5, durante 20 horas a 4°C, y se purificaron en heparina-sefarosa-HP, seguido de
cromatografia de interaccion hidrofébica en butil-sefarosa FF (columnas pre-empaquetadas de 1 mli,
Amersham). El rendimiento de C4-LFn fue de entre 8 y 10 mg/l, pureza >98% mediante SDS-PAGE, seguido
de tincion segura SimplyBlue (Invitrogen).

[0060] Se purificd la C4-anexina tal como se ha descrito para Hu-anexina (Backer et al., 2004). Dependiendo
de la naturaleza de la molécula conectora, y la proteina, se encuentra implicado un residuo cisteina en la
etiqueta C4 en grado variable en componentes mixtos de disulfuro y redox del tampon de replegamiento. En
caso necesario, los residuos cisteina pueden desprotegerse con DTT bajo condiciones que se optimizan para
cada proteina C4.

6. Construccion y expresion de proteinas adaptadoras.

[0061] 6.1. Se construyé una ARNasa-127H-1-29B/30 quimérica (BH-ARNasa) que comprendia un fragmento
de 1 a 29 aminodcidos de la ARNasa A bovina y un fragmento de 30 a 127 aminoacidos de la ARNasa |
humana, y se expreso y se purificod tal como se ha descrito (Gaynutdinov et al., 2003). Se introdujo la mutacion
V118C en el plasmido de ADN pET29/1-29B-127H-ARNasa mediante mutagénesis sitio-dirigida utilizando el
kit de mutagénesis dirigida Gene-Tailor (Invitrogen) y los cebadores SEC ID n® 37 y SEC ID n°® 38. Se
confirmé la sustitucion de VC118 mediante secuenciacion; la proteina se denominé BH-ARNasa(C118). Se
expreso la BH-ARNasa(C118) y se purificé tal como se ha descrito para la BH-ARNasa de tipo salvaje
(Gaynutdinov et al., 2003). La presencia de un grupo tiol reactivo se sometié a ensayo mediante reaccién con
el reactivo tiol N-(1-pireno)-maleimida (Molecular Probes, Eugene, OR) seguido de analisis de RP-HPLC tal
como se ha descrito (Backer et al., 2000). La proteina adaptadora HuS(C118) se obtuvo mediante digestion
limitada de la BH-ARNasa(C118) con subtilisina (Sigma) tal como se ha descrito para la BH-ARNasa
(Gaynutdinov et al., 2003).

SEC ID n° 37: 5-AAGGCTCTCCGTACGTTCCGTGTCATTTCGACGCG
SEC ID n° 38: 5-CGGAACGTACGGAGAGCCTTCGCATGCAAC
6.2. HUS(C88,C118)

[0062] Se introdujo la mutaciéon N88C en el plasmido de ADN pET29/1-29B/30-127H-ARNasa(V118C)
mediante mutagénesis sitio-dirigida utilizando los cebadores SEC ID n° 39 y SEC ID n°® 40). La sustitucion
N88C se confirmé mediante secuenciacion y la proteina se denomind BH-ARNasa(C88,C118). La BHIJ
ARNasa(C88,C118) se expresd, se purificd y se digirid con subtilisina, rindiendo proteina adaptadora
HuS(C88,C118) tal como se ha indicado anteriormente para la BH-ARNasa(C118).

SEC ID n° 39: 5-TCACTGACTGCCGTCTTACTTGCGGATCCCGTT
SEC ID n° 40: 5-AGTAAGACGGCAGTCAGTGATATGCATAGAA
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6.3. HUR(A8,P11,C118)

[0063] Las mutaciones Q11P y F8A se introdujeron en consecuencia en el plasmido de ADN pET29/10]
29B/30-127H-ARNasa(V118C) mediante mutagénesis sitio-dirigida utilizando los cebadores SEC ID n°® 41 a
44, respectivamente. Ambas sustituciones se confirmaron mediante secuenciacion y la proteina se denomind
BH-ARNasa(A8,P11,C118). Se expreso la BH-ARNasa(A8,P11,C118) y se purificé tal como se ha indicado
anteriormente para la BH-ARNasa(C118).

SEC ID n° 41: 5- GCAGCCAAGTTTGAGCGGCCGCACATGGACTC
SEC ID n° 42: 5- GCCGCTCAAACTTGGCTGCTGCAGTTTCCTT
SEC ID n° 43: 5- GGAAACTGCAGCAGCCAAGGCTGAGCGGCCGC
SEC ID n°44: 5- CTTGGCTGCTGCAGTTTCCTTCATATGTATAT

7. Construccion y expresion de proteinas utilizadas en los ensayos.
7.1. SLT-VEGF.

[0064] El plasmido pET/VEGF121-SLT/L codificante de la proteina de fusiéon SLT-VEGF que portaba la
etiqueta S N-terminal y la etiqueta His ha sido descrita anteriormente (Backer y Backer, 2001). Se amplifico la
secuencia codificante de ADN de SLT-VEGF mediante PCR a partir del plasmido de ADN pET/VEGF1210
SLT/L utilizando cebadores (SEC ID n° 45) que introducian el sitio Ndel (SEC ID n° 46) y el sitio Xhol. El
producto purificado mediante PCR se cort6 con restrictasas Ndel y Xhol, se purificd y se cloné en los sitios
Ndel-Xhol del vector pET29a(+) (Novagen). El plasmido resultante se confirmé mediante secuenciacion y se
denomin6 pET29/SLT-VEGF. Se expresé SLT-VEGF en BL21(DE3) tal como se ha indicado anteriormente
para las proteinas portadoras de C4, y se purificd de la manera siguiente: los cuerpos de inclusion se
solubilizaron en urea 8 M, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Na>SO3; 80 mM, NazSsOs 10 mM, DTT 10
mM vy se incubaron durante 6 a 8 horas a 4°C bajo agitacion; después se suplementaron con Tris[2[]
carboxietil[fosfina 5 mM (Pierce) y se incubaron durante 16 a 18 horas a 4°C. Las proteinas solubilizadas se
replegaron mediante una didlisis en tres etapas: en primer lugar, durante 8 a 10 horas a 4°C en 10 volumenes
de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, urea 2 M, arginina 0,5 M, glutation reducido 1 mM, glutatién oxidado 0,4 mM; en
segundo lugar, 24 horas a 4°C en 100 volumenes de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP-40 al 0,01%,
y en tercer lugar, 24 horas a 4°C en 100 volumenes de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM. Tras la dilisis,
la solucion se clarificd mediante centrifugacion (15.000xg durante 20 minutos) y se purifico el SLT-VEGF
mediante cromatografia en sefarosa Q HiTrap (columnas pre-empaquetadas de 1 ml, Amersham).

SEC ID n° 45: 5-AAAAACATATGAAGGAATTTACCTTAGACTTCTCG
SEC ID n° 46: 5-TACTCGAGTCACCGCCTCGGCTTGTCAC
7.2. Hu-VEGF.

[0065] Se construyd la proteina de fusion Hu-VEGF 121 que portaba una etiqueta Hu de tipo salvaje N-terminal
tal como se ha descrito en Backer et al., 2003. Se expresé Hu-VEGF121 y se replegd a partir de cuerpos de
inclusion tal como se ha indicado anteriormente para C4-VEGF, con las modificaciones siguientes: el
replegamiento a partir de cuerpos de inclusion se realizé mediante una dialisis en dos etapas: durante 8 a 10
horas a 4°C en 10 volumenes de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, urea 2 M, arginina 0,5 M, glutatiéon reducido 1 mMy
glutatién oxidado 0,4 mM; en segundo lugar, 24 horas a 4°C en 50 volumenes de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0.
Ademas, para la purificacion final de Hu-VEGF121, se llevé a cabo una cromatografia en SP-sefarosa FF
HiTrap seguido de heparina-HP-sefarosa (columnas pre-empaquetadas de 1 ml, Amersham).

8. Actividades funcionales de proteinas de fusion recombinantes con etiqueta C4.
[0066]

A. Actividad de VEGF. Se sometieron a ensayo las actividades funcionales del VEGF y los conjugados
basados en VEGF en dos ensayos. En el primer ensayo, se llevé a cabo la estimulacién de la autofosforilacion
de VEGFR-2 de la manera siguiente: se trasladaron células 293/KDR practicamente confluyentes tras ayuno
durante la noche (DMEM/FBS al 0,5%) a DMEM sin suero con vanadato sédico 0,5 mM, durante 20 minutos a
37°C; después se estimularon con VEGF durante 10 minutos a 37°C, se lisaron y se analizaron mediante
transferencia western utilizando conjugado antifosfotirosina RC20:HRPO (BD Transduction Labs, USA). En el
segundo ensayo, se llevd a cabo la proteccion de las células 293/KDR frente al efecto citotdxico de SLTC
VEGF de la manera siguiente. Se sembraron células 293/KDR en placa de 96 pocillos 20 horas antes del
experimento, 1.000 células/pocillo. Se mezclaron con SLT-VEGF cantidades variables de VEGF o conjugados
basados en medio VEGF de cultivo completo y se afiadieron a las células en pocillos por triplicado a una
concentracion final de SLT-VEGF de 1 nM. Las células viables se cuantificaron 96 horas después utilizando el
kit de proliferacion celular acuoso de una solucién CellTiter 26° (Promega, USA).
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B. Actividad de la anexina V. Se sometieron a ensayo las actividades funcionales de la C4-anexina y la HuSI
C4-anexina a partir de su capacidad de competir con FITC-anexina (Sigma) para la unién a eritrocitos que
expresaban fosfatidilserina procedentes de sangre humana estabilizada (4C Plus Cell Control, Beckman
Coulter, USA) tal como se ha descrito (Tait et al., 1995). Brevemente, se incubaron diez millones de eritrocitos
(HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 136 mM, CaCl, 2,5 mM) durante 15 minutos a TA. Las células se peletizaron,
se resuspendieron en un tampon de unién suplementado con EDTA 5 mM, y se peletizaron nuevamente. Se
midio6 la fluorescencia de FITC-anexina en los sobrenadantes a Aex 485 nm/Aem 520 nm.

C. Actividad del LFn. Se sometieron a ensayo C4-LFn y Hus-C4-LFn para su capacidad de proteger las
células RAW frente a los efectos citotdxicos del LF de longitud completa en presencia de AP. Se sembraron
células RAW264.7 en placas de 96 pocillos, 15x10° células/pocillo, 20 horas antes del experimento. Se
mezclaron cantidades variables de LFn, C4-LFn o Hus-C4-LFn con LF y AP (List Biological, USA) en medio
de cultivo DMEM completo, y se afadieron a células en pocillos por triplicado a concentraciones finales de 2
nM de AP y 0,2 nM de LF. Tras 2,5 horas de incubacién a 37°C en 5% de CO;, se determinaron los nimeros
de células viables mediante el kit de ensayo de proliferacion celular acuoso de una solucion CellTiter 26°
(Promega).

9. Lineas celulares.

[0067] Las células renales embrionarias transformadas humanas HEK293 (CRL-1573) y los monocitos de
ratdbn RAW 264.7 (TIB-71) se obtuvieron de la American type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Las
células 293/KDR que expresaban 2,5x10° VEGFR-2/célula fueron desarrollados por SibTech, Inc. (Newington,
CT; Backer y Backer, 2001a). Todas las células se mantuvieron en DMEM (Life Technologies, USA)
suplementado con suero de feto bovino al 10% (Gemini, USA), glutamina 2 mM (Life Technologies, USA) y
penicilina-estreptomicina (Life Technologies, USA) a 37°C, 5% de CO..

Ejemplo 2: conjugacion especifica de sitio de proteinas etiquetadas con C4 con proteina adaptadora
HuS(C118).

[0068] El protocolo incluia la conjugacion especifica de sitio de proteinas etiquetadas con C4 con la proteina
adaptadora HuS(C118) y el ensayo de las actividades funcionales de los conjugados en cultivo de tejido.

[0069] Se mezclaron HuS(C118) preparado tal como se ha indicado anteriormente y proteinas etiquetadas
con C4, tal como C4-VEGF, o C4-anexina, o C4-LFn, en un tampdén que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, se
incubo a 4°C durante 16 horas, y después se analizé mediante SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no
reductoras. El analisis SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras reveld6 nuevos productos proteicos
formados en las mezclas durante la incubacion (fig. 2C, carriles sin DTT). Los pesos moleculares de las
proteinas en estas bandas correspondian al peso molecular de conjugados que portaban una o dos
moléculas de HuS por cada proteina parental, respectivamente. Bajo condiciones reductoras, estas bandas
desaparecieron, y Unicamente eran detectables las bandas correspondientes a las proteinas parentales y
HuS(C118) de 12 kDa (fig. 2C, carriles con adicion de DTT). Los conjugados se purificaron en primer lugar en
una columna de péptido Hu para eliminar el HuS(C118) libre y, en caso necesario, mediante cromatografia de
intercambio iénico para eliminar las proteinas parentales libres.

[0070] Se sometieron a ensayo las actividades funcionales de los conjugados en ensayos de cultivo de tejidos
indicados anteriormente. La actividad del conjugado HuS-C4-VEGF era similar a la del C4-VEGF en la
induccion de la autofosforilacién de tirosinas del VEGFR-2 en células 293/KDR (Fig. 3, panel A). El conjugado
HuS-C4-anexina era activa en competencia con FITC-anexina para la unién a los eritrocitos que expresaban
fosfatidilserina procedentes de sangre humana estabilizada con una ICsy de 11+3 nM por conjugado frente a
una ICsp de 9+4 nM para la anexina V recombinante segun informa Tait et al., 1995 (Fig. 3, panel B). HuS-C4(]
LFn era tan activo como C4-LFn en la proteccion de las células RAW 264.7 proporcionada por LF en
presencia de AP (Fig. 3, panel C). Conjuntamente, estos datos indican que la conjugacion de proteina
adaptadora a diferentes proteinas etiquetadas con C4 no destruye su actividad.

Ejemplo 3: conjugacion especifica de sitio de C4-VEGF y C4-scVEGF al radionucleido quelante, hidrocloruro
de 5-maleimido-2-hidraziniopiridina.

[0071] EI protocolo incluia la conjugacion especifica de sitio de C4-VEGF y C4-scVEGF al radionucleido
quelante quimicamente activo hidrocloruro de 5-maleimido-2-hidraziniopiridina (Solulink, San Diego, CA) y
someter a ensayo el conjugado en clutivo de tejidos.

[0072] Se mezclé C4-VEGF, preparado tal como se ha indicado anteriormente, con dimetilformamida disuelta
en hidrocloruro de 5-maleimido-2-hidraziniopiridina, en lo sucesivo denominado HYNIC, en la proporcién
molar HYNIC/proteina de 3:1 en un tampoén que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, y se incubd durante una
hora a temperatura ambiente. El producto, denominado HYNIC-C4-VEGF, se purificé en una columna PD-10
(Amersham, USA) equilibrada con tricina 0,114 M, pH 6,9. Se utilizé una RP-HPLC analitica (Fig. 4, panel A)
para determinar la concentracion de proteina mediante deteccién de la densidad optica a 216 nm vy la
concentraciéon de HYNIC mediante la deteccion de la densidad 6ptica a 310 nm. Bajo las condiciones
seleccionadas, la proporcion de HYNIC a C4-VEGF en HYNIC-C4-VEGF purificado era de ~1.
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[0073] Se conjugd C4-scVEGF, preparado tal como se ha indicado anteriormente, con HYNIC, y se purific tal
como se ha indicado anteriormente, y la proporcion de HYNIC a C4-scVEGF en el producto purificado
denominado HYNIC-C4-VEGF era de ~1.

[0074] Se sometio a ensayo la actividad funcional del grupo VEGF en HYNIC-C4-VEGF y HYNIC-C4-scVEGF
en dos ensayos de cultivo de tejidos tal como se ha indicado anteriormente: induccion de la autofosforilacion
de las tirosinas del VEGFR-2 en células 293/KDR (Fig. 4, panel B) y proteccion de las células 293/KDR frente
a la actividad citotoxica de SLT-VEGF (Fig. 4, panel C). En ambos ensayos las actividades de HYNIC-C4[]
VEGF y HYNIC-C4-scVEGF eran comparables a las del C4-VEGF no modificado, indicando que la
conjugacion de C4-VEGF o de C4-scVEGF con HYNIC no destruia la actividad de la proteina.

Ejemplo 4. Conjugacion especifica de sitio de C4-VEGF con polietilenglicol.

[0075] EI protocolo incluia la conjugacion especifica de sitio de C4-VEGF110 con polietilenglicol
funcionalizado con grupo maleimida quimicamente activo (Nektar Therapeutics) y el ensayo del conjugado en
cultivo de tejidos.

[0076] Se mezcld C4-VEGF110, preparado tal como se ha indicado anteriormente, con maleimidalCl
polietilenglicol (PEG) de 20 kDa 6 40 kDa a una proporcion de PEG a proteina de 3:1 y se incubo durante una
hora a temperatura ambiente en un tampdén que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Los productos,
denominados PEG20-C4-VEGF y PEG40-C4-VEGF, se purificaron a partir de C4-VEGF no reaccionado y
PEG mediante filtracion en gel HPLC en una columna equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Se utilizé una
RP-HPLC analitica para determinar la concentracion de proteina mediante deteccién de la densidad 6ptica a
216 nm. El analisis de transferencia western de los productos VEGF PEGilados reducidos con anticuerpo
contra VEGF revel6 una banda correspondiente a una masa molecular aparente de 55 kDa y una banda de
intensidad aproximadamente igual correspondiente a monémero VEGF no modificado (Fig. 5, panel A),
indicando en que la mayor parte de los dimeros de VEGF, Unicamente se habia conjugado una etiqueta C4
con PEG.

[0077] Se sometié a ensayo la actividad funcional de PEG-C4-VEGF en ensayo de cultivo de tejidos de la
induccién de la autofosforilacion de las tirosinas de VEGFR-2 en células 293/KDR (Fig. 5, panel B para
PEG40-C4-VEGF). En este ensayo las actividades de PEG-C4-VEGF eran comparables a las del C4-VEGF
no modificado, indicando que la conjugacion especifica de sitio de C4-VEGF con polietilenglicol no destruia la
actividad de la proteina.

Ejemplo 5. Conjugacion especifica de sitio del pigmento cianina Cy5.5 con el conjugado HuS-C4-VEGF.

[0078] El protocolo incluia la preparacion de HuS(C88,C118), su conjugacion con C4-VEGEF, la purificacion del
conjugado Hus-C4-VEGF resultante, y la conjugacién de dicho conjugado con un pigmento cianina Cy5.5,
rindiendo el conjugado denominado Cy5.5-Hus-C4-VEGF (Fig. 6, panel A). Con fines comparativos, C4-VEGF
se modifico aleatoriamente con NHS-Cy5.5 en grupos amino hasta la proporcién 1:1, o se modificd con
maleimida-Cy5.5 en el residuo C4 en la etiqueta C4. Se sometieron a ensayo las actividades funcionales del
grupo VEGF en todos los conjugados que contenian Cy5.5 en dos ensayos de cultivo de tejidos, tal como se
ha indicado anteriormente: induccién de la autosfosforilacion de las tirosinas de VEGFR-2 (Fig. 6, panel B), y
proteccion de las células 293/KDR frente a la actividad citotoxica del SLT-VEGF (Fig. 6, panel C). En ambos
ensayos solo las actividades del conjugado Cy5.5-Hus-C4-VEGF eran comparables a las del C4-VEGF no
modificado, subrayando la eficacia de utilizar una proteina adaptadora capaz de unirse a la etiqueta C4 para la
derivatizacion de las proteinas.

[0079] Se sometié a ensayo la utilidad de Cy5.5-Hus-C4-VEGF para la obtencién de imagenes en ratones
Balb/c hembra que portaban tumores de adenocarcinoma mamario de ratén 4T1 subcutaneo. Las imagenes,
obtenidas con un aparato KODAK Image Station 2000MM dotado de un filtro de paso de banda a 630 nm y un
filtro de pase largo a 700 nm, indicaban que el conjugado Cy5.5-HuS-C4-VEGF se localizaba preferentemente
en la periferia del tumor primario (Fig. 6, panel D). Esta localizacién preferente resultd inhibida en ratones
pretratados con proteina SLT-VEGF, que destruye las células positivas para VEGFR-2 en los tumores (Backer
et al., presentado para su publicacién), indicando que la acumulacién de conjugado Cy5.5-HuS-C4-VEGF en
el tumor se encuentra mediado por receptor de VEGF y que puede utilizarse para la obtencion de imagenes
especificas de la vasculatura tumoral.

Ejemplo 6. Utilizacion de la etiqueta C4 y una proteina adaptadora unida covalentemente a esta etiqueta para
la construccion de conjugados regulados por VEGF que contienen liposomas cargados de farmaco para la
administracion dirigida de farmacos.

[0080] El protocolo incluia la preparacion de HuS(C118), su conjugacién con PEG-lipido-maleimida, la
insercion de HuS(C118) lipidado en liposomas cargados de doxorubicina, que conduce a un constructo
estandarizado denominado Lip/HuS(C118) y la conjugacion de este constructo con C4-VEGF, rindiendo
Lip/HuS-C4-VEGF (Fig. 7, panel A). Se sometié a ensayo la actividad funcional del grupo VEGF en el
conjugado Lip/Hus-C4-VEGF en un ensayo de cultivo de tejidos indicado anteriormente: la induccion de la
fosforilacion de tirosinas de VEGFR-2 en células 293/KDR (Fig. 7, panel B). En este ensayo, la actividad del
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VGF de los liposomas con Lip/Hus-C4-VEGF era comparable a la del C4-VEGF no modificado, subrayando la
eficacia de utilizar una proteina adaptadora capaz de unirse a la etiqueta C4 para la derivatizacion de
proteinas.

[0081] Una exposicion de 15 minutos de células 293/KDR a Lip/HuS-C4-VEGF resultdé en una inhibicion
dependiente de dosis del crecimiento celular (Fig. 7, panel C), mientras que cantidades equivalentes de
liposomas cargadas con doxorubicina no dirigidos (disponibles comercialmente bajo el nombre comercial
"DOXIL") derivatizados con HuS(C118) por si solas no resultaron téxicas para estas células, indicando la
existencia de un mecanismo mediado por receptor de VEGF de citotoxicidad de los liposomas dirigidos con
Lip/Hus-C4-VEGF. Este mecanismo se confirmo adicionalmente a partir de la capacidad del VEGF de inhibir
la citotoxicidad de Lip/Hus-C4-VEGF de un modo dependiente de dosis (Fig. 7D).

Ejemplo 7. Utilizacion de la etiqueta C4 para la construccion de conjugados regulados por scVEGF que
contienen liposomas cargados de farmaco para la administracion dirigida de farmacos.

[0082] El protocolo incluia la preparacion de C4-scVEGF, su conjugacion con PEG-lipido-maleimida, y la
insercion de C4-scVEGF lipidado en liposomas cargados de doxorubicina ("DOXIL") (Fig. 8, panel A). Se
sometié a ensayo la actividad del grupo VEGF en el conjugado Lip/C4-scVEGF en un ensayo de cultivo de
tejidos indicado anteriormente: la induccion de la fosforilacion de tirosinas de VEGFR-2 en células 293/KDR
(Fig. 8, panel B). En este ensayo, la actividad del VEGF de liposomas con Lip/C4-scVEGF era comparable a
la del C4-VEGF no modificado, subrayando la eficacia de utilizar C4-scVEGF.

[0083] Una exposicion de 15 minutos de las células 293/KDR a Lip/C4-scVEGF resulté en una inhibicion
dependiente de dosis del crecimiento celular (Fig. 8, panel C), mientras que cantidades equivalentes de
liposomas no dirigidos cargados de doxorubicina ("DOXIL") no resultaron tdxicas para estas células, indicando
la existencia de un mecanismo de citotoxicidad mediado por el receptor de VEGF de los liposomas dirigidos
con Lip/C4-scVEGF. Este mecanismo se confirmé adicionalmente a partir de la capacidad del VEGF de inhibir
la citotoxicidad de Lip/Hus-C4-VEGF de un modo dependiente de dosis (Fig. 8D).
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LISTADO DE SECUENCIAS

[0085]

<110> Backer, Marina V.

Backer Joseph M.

<120> PEPTIDO ETIQUETA QUE CONTIENE CISTEINA PARA LA CONJUGACION ESPECIFICA
DE SITIO DE PROTEINAS

<130> 102131-300

<150> 09/872,712
<151> 2001-06-01

<150> 60/209,660
<151> 2000-06-06

<160> 46

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211>45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de ADN mutante de la ARNasa | humana

<400> 1

aaagaatctt gcgctaaaaa atttcaacgt caacacatgg actct 45

<210>2
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Fragmento mutante N-terminal de 15 aminoacidos de longitud de la ARNasa | humana

<400> 2
Lys Glu Ser Cys Ala Lys Lys Phe GIn Arg Gln His Met Asp Ser
1 5 10 15
5 <210> 3
<211> 666
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

10 <220>

<223> ADN de factor de crecimiento vascular endotelial de una sola cadena (SCVEGF)

<221> CDS

<222> (1)...(666)
15

<400> 3

atg gca gaa gga gga ggg cag aat cat cac gaa gtg gtg aag ttc at 48
Met Ala Glu G?y ? G?y GIn Asn His His Glu va? val Lys Phe Me%
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gat
Asp

atc
Ile

tgt

Cys.

gag
Glu
65

atc
Ile

cac
His

gca

Ala

gtc
val

ttc
Phe
145

gt
va

tgt
cys

aaa
Lys

aac
Asn

gtc
val

ttc
Phe

gt
va
50
tgt
cys

aaa
Lys

aac
Asn

aa
g'l u

tat
Tyr
130
ca

éin

ccc
Pro

gt
va

cct
Pro

ddd
Lys
210

tat
Tyr

cag
GlIn
35

ccc
Pro

gt
Va

cct
Pro

aaa
Lys

&y
115

cag
G1n

al
s

ctyg
Leu

ccC
Pro

cac
H1s
195

tgt
Cys

<210> 4

<211> 221

cag
Gln
20

gag
Gclu

ctg
Leu

ccc
Pro

cac
His
tgt
cys
100
gga
Ty

cgc
Arg

tac
Tyr

atg
Met

act
Thr
180

caa
GlIn

gaa

<212> PRT

cgc
Arg

tac
Tyr

atg
Met

act
Thr

caa
Gln
85

gaa
Glu

ety

agc
ser

cct
Pro

cga
Arg
165

gag
Glu

ggc
Gly

tgc
Cys

agc
ser

cct
Pro

cga
Arg

gag
Glu
70

&ty

tgc
Cys

ca
éin

tac
Tyr

gat
Asp
150

tgc
Cys

gag
Glu

cag
Gln

aga
Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina factor de crecimiento vascular endotelial de una sola cadena (scVEGF)

<400~ 4

tac
Tyr

gat
Asp

=
:

gag
Glu

ca
aln

aga
Arg

aat
Asn

tgc
Cys
135

ag
g'l u

&N

tcc
ser

cac
H1s

cca
Pro
215

ES 2357622 T3

tgc
cys

gag
Glu
40

&y

tcc
ser

cac
H1s

cca
Pro

cat
His
120

cat
H1s

atc
Ile

&ty

dac
Asn

ata
Ile
200

aag
Lys

cat
His
25

atc
Ile

oty

aac
Asn

ata
Ile

aag
Lys
105

cac
H1s

cca
Pro

tgc
Cys

atc
Ile
185

aly

aaa
Lys

10

cca
Pro

tgc
Cys

atc
Ile

gga
oY

aaa
Lys

gaa
Glu

atc
Ile

tac
TYr

toc
Cys
170

acc
Thr

gag
Glu

gat
Asp

21

atc
Ile

tac
TYyr

tgc
Cys

acc
Thr
75

d
3

gat
Asp

gt
va

gag
Glu

atc
Ile
155

aat
Asn

atg
Met

atg
Met

aga
Arg

gag
Glu

atc

Ile

aat
Asn

60.

atg

Met

atg
Met

aga
Arg

gt
va

acc
Thr
140

tte
Phe

gac
Asp

cag
Glin

agc
ser

gca
Ala
220

acc
Thr

ttc
Phe
45

gac

‘Asp

cag
GlIn

agc
ser

gca
Ala

aag
Lys
125

ctg
Leu

aag
LysS

gag
Glu

att
Ile

ttc
Phe
205

aga
Arg

ctg
Leu
30

aag
Lys

a
=

att
Ile

ttc
Phe

aga
Ar
114

ttc
Phe

gt
va

ccCa

Pro
&

atg
Met
190

cta
Leu

15
Val

cca
Pro

oty

atg
Met

cta
Leu
95

gcec
Ala

atg
Met

gac
Asp

tcc

ser

cta
Leu
175

cgg9
Arg

cag
Gln

gac
Asp

tcc
Ser

ctg
Leu

cgg
Ar

8

cag
Gin

atg
Met

gat
Asp

atc
Ile

s
ys
160

gag
Glu

atc
Ile

cac
H1s

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

666
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Met
1
Asp
Ile
Cys
Glu
65
Ile
His
Ala
val
Phe
145
val
Cys
Lys

Asn

Ala

val’

Phe
val
50

Cys
Lys
Asn
Glu
Tyr
130
GIn
Pro
val
Pro

Lys
210

<210>5

<211> 423

<212> ADN

Glu Gly
Tyr GIn

GIn Glu
35
Pro Leu

val Pro
Pro His

Lys Cys
100

Gly Gly

115

GIn Arg

Glu Tyr
Leu Met

Pro Thr
180

His GIn

195

Cys Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>CDS

<222> (1)...(423)

G}y
Arg
Tyr
Met
Thr
GIn
Glu
Gly
ser
Pro
Gly
Cys

<223> constructo C4-VEGF121

<400> 5

atg aaa
Lys

met
1

&ty &y

gt

gag acc
Glu Thr

atc ttc
Ile Phe

gt
val va

50

gaa tct tgc
Glu Ser Cgs

&y &y ser

20

aag ttc atg
Lys Phe Met
35

ctg gtg gac
Leu val Asp

aag cca tcc
Lys Pro ser

gct
Ala

atg
Met

gat
Asp

atc
Ile

tgt
Cys

ES 2357622 T3

Gly GIn

ser
Pro
Arg
Glu
70

Gly
Cys
GIn
Tyr
i
cys
Glu
Gin

Arg

ada
Lys

gca
Ala

gtc
val

ttc
Phe

Tyr
Asp
Cys
55

Glu
Gln
Arg
Asn
Cys
135
Glu
Gly
Ser
His

Pro
215

Asn His

3

Cys His
Glu Ile
Gly Gly
ser Asn
His Ile
Pro Lys
105
His His
120
His Pro
Ile Glu
Gly Cys
Asn Ile
185
Ile Gly

200
Lys Lys

aaa ttt caa
Lys

Phe GIn
10

gaa gga gga
Glu G G?y

2

tat cag cgc
Tyr GIn Arg

40

55

gt
va

cag gag tac
GIn Glu Tyr

ccc ctg atg
Pro Leu Met

22

His
10

Pro
Glu
Ccys
Ile
Gly
90

Lys
Glu
Ile
Tyr
Cys
70
Thr
Glu

Asp

cgt
Arg

3ty

agc
Ser

cct
Pro

coga
Arg

Glu
Ile
Tyr
Cys
Thr
Glu
Asp
val
Glu
Ile
155
Asn
Met
Met
Arg

caa
Gin

cag
Gln

tac
Tyr
gat

60

tgc
cys

val
Glu
Ile
Asn
60

Met

Met

Arg
Va1-

Thr
140
Phe
Asp
GIn
ser

Ala
220

cac
His

aat
Asn

tgc
Cys
45

gag
Glu

&y

val
Thr
Phe
45

Asp
GIn
Ser
Ala
Lys
125
Leu
Lys
Glu
Ile
Phe

205
Arg

atg
Met

cat
His

30
cat
His

atc
Ile

&y

Lys
Leu
30

Lys
Glu
Ile
Phe
Arg
110
Phe
val
Pro
Gly
Met

190
Leu

Phe
val
Pro
Gly
Met
Leu
Ala
Met
Asp
ser
Leu
175
Arag
GlIn

gac tct

Asp
15

Ser

cac gaa
His Glu

cca
Pro

atc
Ile

tac

tgc tgc
Cys Cys

Met
Asp
Ser
Leu
Arg
Gln
Met
Asp
Ile
525
Glu
Ile

His

48

96

144

192

240
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15

65

aat
Asn

atg
Met

atg
Met

aga
Arg

gac
Asp

cag
Gln

agc
ser

gca

gag
Glu

att
Ile

ttc
Phe
115

aga

Ala Arg

130

<210> 6

<211> 140

<212> PRT

<213> Humano

<220>

g?c ctg
Gly Leu
. 85
atg cag
Met Arg
100

cta cag
Leu GIn

caa gaa
GIn Glu

70

gag
Glu

atc
Ile

cac
His

daa
Lys

<223> constructo C4-VEGF121

<400> 6

Met
1
Gly
val
Glu
Ile
65
Asn
Met
Met

Arg

Lys
Gly
val
o
Phe
Asp
Gln
Ser

Ala
130

<210>7

<211> 396

<212> ADN

Glu

Gly Gly Ser

Lys
35

Leu
Lys
Glu
Ile
Phe

115
Arg

Ser Cys
5

Phe met

val Asp 11

Pro Ser Cy

Gly Leu Gl

85

Met Arg Il

100

Leu GIn Hi

GIn Glu Ly

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>CDS

<222> (1)...(396)

Ala
Met

Asp

tgt
Cys

aaa
Lys

aac
Asn

tgt
Cys
135

ES 2357622 T3

gtg ccc
val Pro

cct cac
Pro His
105

aaa tgt
Lys Cys
120

gac aag
Asp Lys

Lys Lys
Ala Glu

val Tyr

e Phe GlIn

s val Pro

u Cys val

e Lys Pro

s Asn Lys

s

120

Cys Asp

C 75
act gag
Thr Glu

90
caa ggc
GIn G?y

gaa tgc
Glu Cys

CCg agg
Pro Arg

Phe GIn
Gly Gly
Gln Arg
Glu Tyr
Leu Met
Pro Thr
90
His Gln
105
Cys Glu

Lys Pro

23

gag tcc
Glu ser

cag cac
Gln His

aga cca
Arg Pro
125

cgg tga
Arg *
140

Arg Gln
Gly Gln
ser Tyr
Pro ggp
Arg Cys
Glu Glu
Gly GIn
Cys Arg

Arg Arg
140

aac
Asn

ata
Ile
110

aag
Lys

His
Asn
iy
Glu
Gly
Ser
His

Pro
125

80

atc acc
Ile Thr

95

ey

gag

aaa gat
Lys Asp

Met
His
30

His
Ile
Gly
Asn
Ile

110
Lys

ASp
15

His
Pro
Glu
Cys
Ile
Gly

Lys

288
336
384

423

Ser
Glu
Ile
Tyr
s
Thr
Glu

Asp
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<223> constructo C4-VEGF110

<400>7

ES 2357622 T3

atg aaa gaa tct tgc gct aaa aaa Tt caa cgt caa cac atg gac tct
Mit Lys Glu Ser C}és Ala Lys Lys Phe G}g Arg GIn His Met Asg ser
1

&ty

gt
Va

gag
Glu

atc
Ile
65

aat
Asn

atg
Met

atg
Met

aga
Arg

<210>8

<211> 131

cly
Val

acc
Thr
50

ttcC
Phe

gac
Asp

cag
GIn

agc
Ser

gca
130

<212> PRT

<213> Humano

<220>

&ty

aag
LyS
35

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

att
Ile

ttc
Phe
115

aga
Arg

&y
20

ttc
Phe

gt
va

cca
Pro

&y

atg
Met
100

cta
Leu

tga

tcc
Ser

gac
Asp

tcc
ser

ctg
Leu
85

cgg
Arg

cag
GIn

<223> constructo C4-VEGF110

<400> 8

atg
Met

gat
Asp

atc
Ile
tgt

70
gag
Glu

atc
Ile

cac
His

gca
Ala

gtc
val

ttc
Phe
55

gt
Va

tgt
Cys

aaa
Lys

aac
Asn

gaa
Glu

tat

Tyr
40

cag
GIn

‘cce
Pro

gt
va

cct
Pro

aaa
Lys
120

gga
iy

cag
Gln

gag
Glu

ctg
Leu

ccc
Pro

cac
His
105

tgt
Cys

&y

cgc
Arg

tac
Tyr

atg
Met

act
Thr
90

caa
Gn

gaa
Glu

24

&y

agc
Ser

cct
Pro

cga
Arg
75

a
%

ély

tgc
cys

cag
Gln

tac
Tyr

gat
ASp
60

tgc
Cys

gag

Glu

cag

Gln

aga
Arg

aat
Asn

tgc
cys
%

a
&

oty

tcc
Ser

cac
H1S

cca
Pro
125

cat
His
30

cat
His

atc
Ile

ofy

aac
Asn

ata
Ile
110

aag
Lys

cac
His

cca
Pro

g9ag

tgc
cys

atc
Ile
95

gga
Gly

daa
Lys

gaa
Glu

atc
Ile

tac
TYr
tgc

80
acc
Thr
gag
Glu

gat
Asp

48

96

i44
192
240
288
336
384

396
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Mit Lys Glu Ser Cys Ala
. 5 .

Gly Gly Gly Gly Ser Met
val val %gs Phe Met Asp
Glu ggr Leu val Asp Ile
Ile pPhe Lys Pro Ser Cys
65 70
Asn Asp Glu Gly Leu Glu
Met Gln Ile Met Arg Ile

100 .
Met Ser Phe Leu GIn His
115

Arg Ala Arg
130

<210>9
<211> 1056
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> constructo C4(G4S)3-Anexina V

<221> CDS
<222> (1)...(1056)

<400>9

ES 2357622 T3

Lys
Ala
val
Phe
val
Cys
Lys

AsSn

Lys
Glu
Tyr
40

GIn
Pro
val

Pro

LyS
120

Phe
Gly
Gln
Glu
Leu
Pro
His

105
Cys

25

Gln
10

Gly
Arg
Tyr
Met
Thr
Gln

Glu

Arg Gln
Gly Gln
ser Tyr

Pro Asp
60
Arg Cys

Glu Glu
Gly Gln

Cys Arg

His
Asn
Y
Glu
Gly
ser
His

Pro
125

Met
His
30

His
Ile
Gly
Ash
Ile

110
LyS

Asp
15

His
Pro
Glu
Cys
Ile
Gly

Lys

Ser
Glu
Ile
Tyr
cys
Thr
Glu

ASp



atg
Met

ggt
Gly

gca
Ala

cgg
Arg

gat
Asp
65

cgc
Arg

ctyg
Leu

gt
Va

cat
H1s

att
Ile
145

gaa
Glu

tca
ser

gac
Asp

aaa
Lys

ety

cag
Gln

gct
Ala
50

gag
Glu

cag
Gln

gat
Asp

gct
Ala

gce
Ala
130

gct
Ala

gaa
Glu

4%

cct
Pro

gaa
Glu

3y

gtt
val
35

gat
Asp

9ag

gaa
Glu

gac
Asp

ctg
Leu
115

ttg
Leu

tca
Ser

gaa
Glu

tac
Tyr

gat
155

tct
ser

Q?t
°2

ctc
Leu

gca
Ala

agc
ser

atc
Ile

ctg
Leu
100

atg
Met

aag
Lys

agg
Arg

tat
Tyr

tac
Tyr
180

gct
Ala

tgc
cys
5

agt
ser

aga
Arg

aa
g’l.u

atc
Ile

tct
Ser

85
aaa
Lys

aaa
Lys

&ty

aca
Thr

gfiIC
163

cag
GIn

3ty

ct
g'la

&ty

Thr

tca
Ser

ccc
Pro

gct
Ala

cct
Pro
150

tca
Ser

cgg
Arg

att
Ile

aaa
Lys

&ty

act
Thr

ctt
Leu
35

act
Thr

gct
Ala

gaa
Glu

tct
Ser

9?3
13
gaa

Glu

agc
Ser

atg
Met

gat
Asp

ES 2357622 T3

aaa
Lys

aTy

gt
va
40

cgg
Arg

ctg
Leu

ttt
Phe

cta
Leu

cgg
120

aca
Thr

gaa
Glu

ctg
Leu

ttg
Leu

gaa
Glu
200

ttt
Phe

ggt
G

2
act

Thr

aag
Lys

ttg
Leu

aag
Lys

act
Thr
105

ctt

g Leu

aat
Asn

ctg
Leu

gaa
Glu

gt
va
185

ct
g'l a

caa
GIn
10

tca
Ser

gac
Asp

ct
g] a

aca
Thr

act
Thr
90

oty

tat
TYyr

aa
g'l u

aga
Arg

gat
As
176

gtt
val

caa
GIn

26

cgt
Arg

oty

ttc
Phe

atg
Met

tcc
Ser
75

ctg
Leu

aaa
Lys

gat
Asp

aaa
Lys

gcc
Ala
155

gac
Asp

ctc
Leu

gtt
val

caa
Gln

oty

cCct
Pro

aaa
LysS

60
cga
Arg

ttt
Phe

ttt
Phe

gct
Ala
gta
140
atc
Ile

gt
va

ctt
Leu

gaa
Glu

cac

H1s

&ty
cly

45
&y

agt
ser

&y

aa
g'lu

tat
155

ctg
Leu

aaa
Lys

gt
va

ca
ctn

caa
Gln
205

atg
Met

ggc
o8

ttt
Phe

ttg
Leu

aat
AsN

agg
Arg

aaa
Lys
110

gaa
Glu

aca
Thr

caa
GIn

&ty

gct
Ala
190

gat
Asp

gac
Asp
15

tcc
ser

gat
Asp

ety

gct
Ala

gat
Asp
95

tta
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu

gtt

tct
Ser

atg
met

gag
Glu

aca
Thr

cag
Gln
80

ctt
Leu

att
Ile

aaa
Lys

att
Ile

tat

val Ty

gac
Asp
175

aac
Asn

gct
Ala

r
160
act
Thr

aga
Arg

cag
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624
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ct
213

ttt
Phe
225

ttt
Phe

gac
Asp

aaa
Lys

gct
Ala

gtt
val
305

aag
Lys

oty

tta
Leu
210

atc
Ile

gac
Asp

cgc
Arg

tct
ser

atg
Met
290

tce
ser

aat
Asn

gac
Asp

<210>10

<211> 351

<212> PRT

ttt
Phe

acc
Thr

aag
Lys

gag
Glu

att
Ile
275

aag
Lys

agg
Arg

ttt
Phe

tat
Tyr

cag
Gin

atc
Ile

tac
TYyr
act
260

cga
Arg

&y

agt
ser

gcc
Ala

aag
Lys
340

gct
Ala

ttt
Phe

atg
Met
245

tct
Ser

agt
Ser

gct
Ala

gag
Glu

acc
Thr
325

aaa
Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

o
gga
oty

act
Thr

&ty

ata
Ile

&ty

att
Ile
310

tct
Ser

gct
Ala

gaa
Glu
215

aca
Thr

ata
Ile

aat
Asn

cct
Pro

daCd
Thr
295

gat
Asp

ctt
Leu

ctt
Leu

<223> constructo C4(G4S)3-Anexina V

<400> 10

”it Lys Glu

Gly
Ala
Arg
6"
Arg
Leu

val

ser

Cys Ala
5

Lys

Gly Gly
Gln val
35

Ala Asp
50

Glu Glu
GIn Glu
Asp Asp

Ala Leu

Gly
20

Leu
Ala
Ser
Ile
Leu

100
Met

Ser Gly Gly
Arg Gly Thr

Glu Thr Leu

ES 2357622 T3

ctt
Leu

cga
Arg

tca
Ser

tta
Leu
gcc
280
gat
Asp

ctg
Leu

tat
Tyr

ctg
Leu

aaa
Lys

agt
ser

gat
ASp

ttt
Phe

tcc
Ser

ctg
Leu
345

Lys
Gly
val

40

55

Ile Leu Thr

70

ser Ala Ala

85

Lys Ser Glu

Arg
Leu
Phe
Leu

Lys Pro Ser Arg

tag
Trp

gt
va

ttt
Phe
250

caa
GIn

ctt
Leu

cat
His

aac
Asn

atg
Met
330

ctc
Leu

Phe
Gly
Thr
Lys
Leu
Lys
Thr

105
Leu

27

ety

tct
ser
235

caa
Gln

cta
Leu

gca
Ala

acc
Thr

atc
Ile
315

att
Ile

tgt
Cys

Gln
ser
Asp
Ala
Thr
Thr
Gly
TYyr

aca
Thr
220

cat
His

att
Ile

ctc
Leu

gag
Glu

ctc
Leu
300

agg
Arg

aag
Lys

oty

Arg
Gly
Phe
Met
ser
75

Leu
Lys

Asp

gat
Asp

ttg
Leu

gag
Glu

ctt
Leu

acc
Thr
285
atc
Ile

aag
Lys

&ty

gaa
Glu

Gln

Gly
Pro
60
Arg
Phe
Phe

Ala

gaa
Glu

aga
Arg

gaa
Glu
gct
270

ctc
Leu

aga
Arg

gag
Glu

gat
Asp

gat
Asp
350

His

Gly
Gly
Gly
ser
Gly
Glu
Tyr

aa
gTu

aag
Lys
acc
255

gtt
val

tat
Tyr

gtc
val

ttt
Phe

aca
Thr
335

gac
Asp

aag
Lys
gt

Va

240
att
Ile

Val

tat
TYr

atg
Met
agg
32

tct
ser

taa
*

Met Asp

15

Gly
Phe
Leu
Asn
Arg
Lys

110
Glu

Ser
Asp
Gly
Ala
Leu

Leu

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

Ser
Met
Glu
Thr
GIn
80

Leu
Ile

Lys



ES 2357622 T3

115 ) 120 125 ’
His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr Asn Glu Lys val Leu Thr Glu Ile
130 . 135 140 :
Ile Ala Ser Arg Thr Pro Glu Glu Leu Arg Ala Ile Lys GIn val Tyr
145 150 155 160
Glu Glu Glu Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Asp Asp val val Gly Asp Thr
16 170 17
ser Gly Tyr Tyr GIn Arg Met Leu val val Leu Leu GIn Ala Asn Arg
180 185 190
Asp Pro Asp Ala Gly Ile Asp Glu Ala GIn val Glu Gln Asp Ala Gln
195 200 205
Ala Leu phe GIn Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys
210 215 220
Phe ITe Thr Ile Phe Gly Thr Arg Ser val Ser His Leu Arg Lys val
225 230 235 240
Phe Asp Lys Tyr Met Thr Ile Ser Gly Phe GIn Ile Glu Glu Thr Ile
245 250 255
Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu GIn Leu Leu Leu Ala val val
260 : 265 270
Lys Ser Ile Arg Ser Ile Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu Tyr Tyr
275 280 285
Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu Ile Arg Val Met
290 295 300
val Ser Arg Ser Glu Ile Asp Leu Phe Asn Ile Arg Lys Glu Phe Arg
305 310 315 320
Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met Ile Lys Gly Asp Thr ser
] 325 ] 330 v ¢ 335
Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu Cys Gly Glu Asp Asp
340 345 350

<210> 11
<211> 864
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> constructo C4(G4S)3-LFn

<221> CDS
<222> (1)...(864)
<400> 11

atg aaa gaa tct tgc gct aaa aaa ttt caa cgt caa cac atg gac tct 48
Met Lys Glu Ser c§s Ala Lys Lys Phe Glg Arg Gln His Met Ai? ser
1

&ty &y & &y i 2T & &) &y ser 3y & &y &y ser vet

g?a gcg g?c ggt cat g?t gat gta g?t atg cac gta aaa gag aaa gag 144
Gly Ala G3¥ Gly His Gly Asp via Gly Met His val ng'c1u Lys Glu

aaa aat aaa gat gag aat aag aga aaa gat gaa gaa cga aat aaa aca 192
Lys Agg Lys Asp Glu Asn Lﬁ Arg Lys Asp Glu Gég Arg Asn Lys Thr

cag gaa gag cat tta aag gaa atc atg aaa cac att gta aaa ata gaa 240
Gég Glu Glu His Leu L;g Glu Ile Met Lys H}g ITe val Lys Ile G;S

28
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gta
val

a
2

aag
Lys

gca
Ala

gct
Ala
145

ta
8.11

gca
Ala

tta
Leu

acc
Thr

aat
Asn
225

caa
GIn

tat
Tyr

ct
21 a

daa
Lys

aaa
Lys

ata
Ile

tta
Leu
130

tta
Leu

ctt
Leu

ctg
Leu

agt
ser

att
Ile
210

cag
Gln

aat
Asn

atc
Ile

ttt
Phe

<210> 12

<211> 287

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

oty

gta
val

tat
Tyr
115

tct
ser

tta
Leu

gta
val

dac
Asn

aaa
Lys
195

aaa
Lys

ctt
Leu

agc
ser

aat
Asn
275

gag
Glu

cca
Pro
100

att
Ile

gaa
Glu

cat
His

atc
Ile

gtt
val
180

att
Ile

aat
Asn

aag
Lys

aat
AsSn

cca
Pro
260

tac
Tyr

gaa
Glu
85

tct
ser

gt
va

gat
Asp

gaa
Glu

caa
Gln
165

tat
Tyr

aat
ASn

gca
Ala

gaa
Glu

gag
Glu
245

cag
GlIn

atg
Met

gct
Ala

gat
Asp

gat
Asp

aag
Lys

cat
His
150

tct
ser

tat
Tyr

caa
Gln

tct
Ser

cat
His
230

gta
val

cat
His

gat
Asp

<223> constructo C4(G4S)3-LFn

<400> 12

gtt
val

gtt
val

&

aaa
Lys
135
tat
Tyr

tcg
Ser

gaa
Glu

CCa
Pro

gat
Asp
215

ccc
Pro

caa
Gln

cgt
Arg

aaa
Lys

ES 2357622 T3

daa
Lys

tta
Leu

gat
Asp
120

daa
Lys

gta
val

gaa
Glu

ata
Ile
tat
Tyr
200

tca
Ser

aca
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

ttt
Phe
280

aaa
Lys

gag
Glu

gag
Glu
90

atg
Met

105

att
Ile

ata
Ile

tat
Tyr

gat
Asp

g t
18§
cag

GlIn

gat
Asp

gac
Asp

gta
val
gtt
265

aac
Asn

aca
Thr

aaa
Lys

gca
Ala

.?at
170

aag
Lys

aaa
Lys

ety

ttt
Phe

Tttt
Phe
250

tta
Leu

gaa
Glu

29

gca
Ala

tat
Tyr

daa
Lys

gac
Asp

aaa
Lys
155
gta

val

ata
Ile

ttt
Phe

caa
GlIn

tct
ser
235

gcg
Ala

cag
GlIn

caa
GlIn

gca
Ala

aaa
Lys

cat
His

att

Ile

140

gaa
Glu

gaa
Glu

tta
Leu

tta
Leu

gat
Asp
220

gta
val

aaa
Lys

ctt
Leu

gaa
Glu

gaa
Glu

gca
Ala

ata
Ile

- 125

tat
Tyr

&ty

aat
Asn

tca
Ser

gat
Asp
205

ctt
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

tat
TYr

ata
Ile
285

aag
Lys

att
Ile
110

tct
Ser

oty

tat
Tyr

act
Thr

cta
Leu
95

Ny

tta
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

175

agg
Arg
190

gta
val

tta
Leu

ttc
Phe

ttt
Phe

gca
Ala
270

aat
Asn

gat
Asp

tta
Leu

Tttt
Phe

ttg
Leu

gca
Ala
255

ccg
Pro

cta
Leu

ctt
Leu

&

gaa
Glu

gat
Asp

ccec
Pro
160

aag
Lys

att
Ile

aat
Asn

act
Thr

gaa
Glu
240

Tat
Tyr

gaa
Glu

tag

288
336
384
432
480
528.
576
624
672
720
768
816

864



10

Mgt Lys Glu.ser c¥s_A1a
Gly Gly Gly Gly Ser Gly

Gly Ala g}y Gly His Gly
LysS ggn Lys Asp Glu Asn
GIn Glu Glu His Leu Lys
65 70
val Lys Gly Glu ggu Ala
Glu Lys val Pro Ser Asp
1 1?0 1
Lys ITe Tyr Ile val Asp
115
Ala Leu Ser Glu Asp Lys
. 130 ) .
Ala Leu Leu His Glu His
145 150
val Leu val Ile GlIn Ser
165
Ala Leu Asn val Tyr Tyr
180
Leu Ser Lys Ile Asn GlIn
195
Thr IT1e Lys Asn Ala Ser
210 )
Asn GIn Leu Lys Glu His
225 230
GIn Asn Ser Asn Glu val
245
Tyr Ile Glu Pro Gln His
260
Ala Phe Asn Tyr Met Asp
275

<210> 13
<211>729
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo C4(G4S)SCVEGF

<221> CDS
<222> (1)...(729)

<400> 13

ES 2357622 T3

Lys
Gly
Asp
Lys
Glu
val
val
Gly
135
Tyr
ser
Glu
Pro
i
Pro
G1n
Arg

LYyS

Lys
Gly
val
Arg
Ile
Lys
Leu
1%0
Lys
val
Glu
Ile
260
ser
Thr
Glu
Asp

Phe
280

Phe
Gly
Gly
LysS
Met
Lys
2
Ile
Ile
Tyr
Asp
Asp
ASp
val
val

265
Asn

30

—— gy e

Gln Arg

10
ser

Met
ASp
Lys
Glu
920

Met
Thr
Lys
Ala
T;r'
170
Lys
Lys
Gly
Phe
Phe
250
Leu

Glu

Gly
His
Glu
His
75

Ala

Tyr
LYysS
Asp
LYysS
185
val
Ile
Phe
GlIn
sSer
235
Ala
Gln

Gln

Gln

Gly
val
Glu
60

Ile
Ala
Lys
His
Ile

His
Gly
v
Arg
val
Glu
Ala
Ile

1125

Tyr

140 -

Glu
Glu

Leu

Leu
ASp
220
val
Lys
Leu

Glu

Gly
Asn
Ser
As

20

Leu
Glu
Ala
Tyr

Ile
285

Met
Gly
Glu
Asn
Lys
Lys
Ile
110
ser
Gly
Tyr
Thr
190
val
Leu
Phe
Phe
Ala

270
Asn

Asp
15

Ser
Lys
Lys
Ile
Leu
Gly
Leu
Lys
Glu
Glu
175
ASp
Leu
Phe
Leu
Ala
255
Pro

Leu

ser
Met
Glu
Thr
Glu
80

Leu

Gly

Glu

Asp
Pro
160
Lys
Ile
Asn
Thr

Glu
240

Tyr
Glu



atg
Met

2y
gt
va

gag

Glu

atc
Ile
65

aat
Asn

atg
Met

atg
Met

aga
Arg

gt
va
145

acc
Thr

ttc
Phe

gac
Asp

cag
Gln

agc
ser
225

gca
Ala

aaa
LyS

oty

gt
va

acc

Thr
50

ttc
Phe

gac
Asp

cag
Glin

agc
ser

gca
Ala
130

aag
Lys

ctg
Leu

aag
LysS

gag
Glu

att
Ile
210

ttc
Phe

aga
Arg

<210> 14

<211> 242

<212> PRT

gaa
Glu

&y

Lys
ys
35

ctg

Leu

aag
Lys

gag
Glu

att
Ile

tte
Phe
115
aga
Arg

ttc
Phe

gt
Va

cca
Pro

ggc
ety
195
atg
Met

cta
Leu

tga

tct
Ser

ggt
&y

20
ttc

Phe

gtg

val

cca
Pra

&ty

atg
Met
100

cta
Leu

gcc
Ala

atg
Met

gac
ASp

tcc
Ser
180

ctg
Leu

cgg
Arg

cag
Gin

tgc
Ccys
5

tcc

Ser

atg
Met

gac

Asp

tcec
ser

ctg
Leu
85

cag
Arg

ca
éin

atg
Met

gat
Asp

atce
Ile
165

tgt
Cys

gag
Glu

atc
Ile

cac
His

<213> Secuencia artificial

ct
213

atg
Met

gat
Asp

atc

Ile

tgt
Cys
70

gag
Glu

atc
Ile

cac
His

gca
Ala

gtc
val
150

ttc
Phe

gt
Va

tgt
Cys

aaa
Lys

aac
Asn
230

aaa
LYS

ca
Aia

gtc
val

ttc

Phe
55

gt
va

tgt
Cys

aaa
Lys

aac
Asn
gaa
135
tat
Tyr

cag
Gln

CCccC
Pro

Uat

cct
Pro
215

aaa
Lys

ES 2357622 T3

aaa
Lys

aa
g1u

tat
Tyr
40

cag

Gln

ccc
Pro

gt
va

cct

Pro

aaa
Lys
120

¢ty

cag
Gln

ga
an

ctg
Leu

ccc
Pro
200

cac
His

tgt
Cys

ttt
Phe

gga
&y

25
cag
Glin

gag

Glu

ctg
Leu

ccc
Pro-

cac
His
105

tgt
Cys

gga
Gly

cgc
Arg

tac
Tyr

atg
Met
185

act
Thr

caa
Gln

gaa
Glu

caa
Glin
10

&ty

cgc
Arg

tac

Tyr

atg
Met
act

920
caa
GIn

gaa
Glu

¢ty

agc
Ser

cct
Pro
170
cga
Arg

a
o

oty

tgc
Cys

31

cgt
Arg

oty

agc
ser

cct

Pro

cga
Arg
75

gag
Glu

ggc
&ty

tgc
cys

cag
Gin

tac
Tyr
155

gat
Asp

tgc
cys

gag
Glu

cag
Gln

Arg
233

caa
Gin

Asp’

60

tgc
Cys

gag
Glu

cag
G1In

aga
Arg

aat
Asn
140

tgc
cys

gag
Glu

&ty

tcc
Ser

cac
His
220

cca
Pro

ca
513

tac
TYr

gat

Glu

ety

tcc
ser

cac
His

cca
Pro
125

cat
H1s

cat
His

atc
Ile

ggc
Gly

aac
Asn
205

ata
Ile

aag
Lys

cac
His

aat
ASn

tgc
cys
45

gag

atg
Met

cat
His

gac tct
Asp Sser

15

30

Ile

&y

aac
Asn

ata
Ile
110

aag
Lys

cac
H1s

cca
Pro

gaqg

cat
His

atc

Glu

tgc
Cys

atc
Ile
a5

&ty

aaa
Lys

gaa
Glu

atc
Ile

tac

Glu Ty

tgc
Cys

“190

atc
Ile

sty

aaa
Lys

r
175
tgc
Cys

acc
Thr

gat
Asp

cac gaa
His Glu

cca atc
Pro Ile

gag tac

Tyr

tgc
cys
80

acc
Thr

929
Glu

gat
Asp

gt
va

gag
Glu
160

atc
Ile

aat
Asn

atg
Met

atg
Met

aga
Arg
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

729



10

15

<220>

<223> constructo C4(G4S)scVEGF

<400> 14

Met Lys Glu Ser Cys
1 5

Gly
val
Glu
Ile
65

Asn
Met
Met
Arg
val
145
Thr
Phe
Asp
Gln
ser

225
Ala

Gly
val
Thr
50

Phe
Asp
GlIn
Ser
Ala
130
Lys
Leu
Lys
Glu
Ile
210
Phe

Arg

<210> 15

<211> 324

<212> ADN

Gly
Lys
35

Leu
Lys
Glu
Ile
Phe
115
Arg
Phe
val
Pro
Gly
195
Met

Leu

Gly
20

Phe
val
Pro
Gly
Met
100
Leu
Ala
Met
Asp
ser
180
Leu
Arg

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Hus(C118)

<221> CDS

<222> (1)...(324)

<400> 15

ser
Met
ASp
Ser
Leu
85

Arg
Gln
Met
Asp

Ile
165

Cys
Glu
Ile

His

ES 2357622 T3

Ala Lys Lys Phe GIn Arg GIn His Met Asp Ser
10 15

Met
Asp
Ile
cys
Glu
Ile
His
Ala
val
Phe
val
cys
Lys

Asn
230

Ala
val
Phe
55

val
Cys
Lys
Asn

Glu
135
Tyr

GIn

Pro
val
Pro

215
Lys

Glu

TYr
40
Gln
Pro
val
Pro
Lys
0
Gly
Gin
Glu
Leu
Pro
200
His

Cys

Gly Gly Gly
25

GIn
Glu
Leu
Pro
His
105
Ccys
Gly
Arg
Tyr
Met
185
Thr
GIn

Glu

32

Arg
Tyr
Met
Thr
90

GIn
Glu
Gly
ser
Pro
170
Arg
Glu
Gly

Cys

Ser
Pro
75°
Glu
Gly
Cys
GIn
Tyr
155
Asp
cys
Glu
Gln

238

GlIn

Tyr
Asp
60

Cys
Glu
Gln
Arg
Asn
140
Cys
Glu
Gly
ser
His
220
Pro

Asn
Cys
Glu
Gly
ser
His
Pro
125
His
His
Ile
Gly
Asn
205
Ile

Lys

His
30

His
Ile
Gly
Asn
Ile
110
Lys
His
Pro

Glu

Cys
190
Ile
Gly

LyS

His
Pro
Glu

175
Cys

Glu

Asp

Glu
Ile
Tyr
%
Glu
Asp
val
%
Ile
Asn
Met
Met

Ar
24



10

15

agc
Ser
1

agce
sSer

&

gtt
val

tcc
ser

aac
Asn

tac
Tyr
5

Caa

cgt
GIn

Arg

tgc
Cys
20

daa
Lys
aac
Asn

gac
Asp

cag g?t
Gly
50

cag
Gln
35

dac
Asn

gtt
val

tgc
Cys

tac
Tyr

oty

Gln

cgt
Ar

ctt
Leu

act
Thr

aac
AsSn

tgc
cys

ccg
Pro

tgc
Cys

aaa
Lys

tcc
Ser

aac
Asn

gt
va

ttc
Phe

tct
ser
55

cgt
Arg

6 70

cct
Pro

aag
Lys

aa
g1u

cat

ccg 2
His

Pro

tgt
cys
<210> 16

<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HuS(CC118)

<400> 16

52:‘ ser Ser

Asn Tgr'
Cys Lys
20

Ash

GIn Gly Arg

val
Tyr
Gly

GIn
35
Asn

Asp val
Gin Gly Cys
50

Arg Leu Thr Asn
65 i
His
85

Asp

Pro Lys Glu Arg
Phe

100

Pro Cys His
<210> 17

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Cys
Pro
Cys
Lys

Asn
val
Phe

ser

ES 2357622 T3

cag

atg
Gln

Met

act
Thr
25

gag
Glu

aac
Asn

caa
Gln
40

dac
ASn

tct
Ser

tac
Tyr

cccC
Pro

GIn
Asn
GIn

40
Asn

55

Ser
Ile
Ala

Arg
Ile

ser

val
val

atg
Met
10

tTtc
pPhe

aag
Lys

tct
ser

daac
Asn

Met
Thr
Glu
ser
Pro
Ala

Glu
105

33

cgt
Arg

gtt
val

gtt
val

atg
Met

tgc
cys
75

cgt cat atc atc gtt gca tgc gaa
Arg Hgg Ile 1le val Ala cgg Glu

Met
10-
Phe
Lys
ser
Asn
Cys

90
AsSp

cot
Arg

cgt
Arg

aac
Asn

atg acc
Met Thr
15

cat

at gaa
His

ccg
Glu

Pro
30

ctt
Leu

gta
val

&y

tgc
Cys

acc

tgc
Thr

Cys
45

aaa
Lys

aat
Asn

cat
H1s
60

atc
Ile

act

gac
Thr

Asp

gct tac
Ala Tyr

tct
ser
80

cgt act
Arg Thr

g?c tct ccg tac gtt
Gly Ser Pro Tg; val

ttc gac gcg tct gtt gaa gac tct tga
Phe Asp Ala Ser val Glu Asp Ser *
100 105

Arg Arg Arg Asn ?gt
val His Glu gso Leu

val Thr Cys Lys Asn
45

Met His Ile Thr Asp
60

Thr

o

ggs Ala Tyr Arg
Glu Gly Ser Pro

Ser

48

96

144

192

240

288

324

Thr
val
Gly
Cys
Ser

val



10

15

ES 2357622 T3

<220>
<223> HuS(C88, C118)

<221> CDS
<222> (1)...(324)

<400> 17

agc
Ser
1

tac
Tyr
5

agc tcc
ser ser

aac
Asn

tgc
Cys

aac
Asn

cag

atg
Gin

Met

caa
Gin

act
Thr
25

gag
Glu

daa
Lys

aac
Asn

ggt cgt
Gly Arg

tgc
Cys

%
aac
Asn

ccg
Pro

gt
va

gac
Asp

ttc

gtt cag
Phe

val Gln
35

gtt

tgc
val

cys

caa
GIn
40

cag
Gln

tct
ser

aac
y Asn Cys Tyr Lys Ser Asn

g?t aac tgc tac aaé tct
G
50 55

cgt ctt act tgc gga tce
Arg Leu Thr Cys Gly ser
65 70

cct
Pro

aag gaa cgt cat atc
Lys Glu Arg HES Ile
5

ccg

Pro Cys His Phe Asp Ala
100

<210> 18
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HuS(C88, C118)

<400> 18

34

atg
Met
10

ttc
Phe

aag
Lys

tct
ser

Arg TYr Pro Asn Cys

cgt
Arg

cgt
Arg

cat

gtt ca
His

val

acc

gtt
Thr

val

cat
H1s
60

atg
Met

75

atc gtt gca tgc gaa
ITe val Ala ng Glu

tgt cat ttc gac gcg tct gtt gaa gac tct
Ser val gag ASp Ser

tga

cgt
Arg

gaa
Glu

tgc
cys
45

atc
Ile

aac
Asn

ccg
Pro
30

daa
Lys

act
Thr

atg
Met
15

ctt
Leu

aat
Asn

gac
Asp

acc
Thr

gta
val

&ty

tgc
Cys

cgt tac ccc aac tgc get tac cgt act tct
Ala Tyr Arg Thr Ser

80

g?c tct ccg tac gtt
Gly Ser Pro Tg; val

48

96

144

192

240

288

324



10

ser
Gln
Asp
Gln
65
Pro

Pro

Ser
Gly
val
50
Leu
Lys

Cys

<210> 19

<211> 387

<212> ADN

ser
Arg
GIn
Asn
Thr
Glu

His

Asn Tyr
5

Cys Lys
20
Asn val

Cys Tyr

Cys Gly

Arg His
85

Phe Asp
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BHR(A8, P11, C118)

<221> CDS

<222> (1)...(387)

<400> 19

Cys
Pro
Ccys
Lys
ser
Ile
Ala

ES 2357622 T3

Asn
val
Phe
Ser
55

Arg
Ile

ser

Gln
Asn
Gln
40

Asn
Tyr
val

val

Met
Thr
Glu
Ser
Pro
Ala

Glu
105

35

Met
Phe
Lys
Ser
Asn
Cys

920
Asp

Arg Arg
val His
val Thr
Met His
60
Cys Ala
75
Glu Gly

Ser

Arg
Glu.
Cys
Ile
Tyr

Ser

Asn
Pro
30

Lys
Thr
Arg

Pro

Met
15

Leu
AsSnh
Asp

Thr

3"

Thr
val
Gly
Cys
ser
val



10

atg
Met
1

agc
Ser
cgt
Arg

cat

His Glu
50

accC
Thr
65

cat
His

gct
Ala

aty

aag gaa
Lys Glu

act tcc
Thr ser

cgt aac
Arg Asn

gaa ccg ctt gta gac

tga

<210> 20

<211> 128

<212> PRT

tgc
cys

atc
Ile

tac
Tyr

Tct
Ser

35

act gca
Thr Ala
5

gct gec
Ala Ala
20

atg acc
Met Thr

Pro’Leu

agda aat
Lys Asn

act gac
Thr Asp

cgt act
Arg Thr

100

ccg tac
Pro Tyr

115

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Tct
Ser

gtt

val

<223> BHR(AS8, P11, C118)

<400> 20

Met
1
ser
Arg
His

Thr
65

His
Ala
Gly

Lys
Thr
Arg
Glu
50

cys
Ile
Tyr

Ser

Glu

ser
Asn
35

Pro
Lys
Thr
Arg

Pro
115

Thr
Ala
Met
Leu
Asn
Asp
Thr

100
Tyr

Ala
5
Ala
Thr
val
Gly
Ccys
g5
ser

val

gca
Ala

agc
ser

caa
Glin

&ty

tgc
Cys
85

Asp

cag
Gln
70

cgt
Arg

cct
Pro

ccg
Pro

Ala
ser
GlIn
Asp
Gln
70

Arg
Pro

Pro

gce
Ala

agc
Ser

&

gtt

ES 2357622 T3

val
55

&

ctt
Leu

aag
Lys

tgt
Cys

Ala
ser
Gly
val
Gly
Leu
Lys
Cys

GIn Asn

aac tgc
Asn Cys

act aac
Thr Asn

gaa cgt
Glu Ar

10

cat ttc
His Phe

120

Lys

Ser

Ala

Asn

- 25

Arg
GIn
Asn
Thr
Glu

His
120

Cys
Asn
Cys
Asn
Arg

105
Phe

36

tac
Tyr

Q?a
Gly

90
cat

His

gac
Asp

aag gct gag cgg
Lys Ala G}g Arg

tcc aac tac tge
Ser Agn Tyr Cys
5

cgt tgc aaa ccg
Azg Cys Lys Pro

Glu
10

Tyr
Lys
val
Tyr
50”
His

ASp

ccg cac atg
Pro His Met

aac cag atg
Asn GIn Met
30

gtg aac act
val Asn Thr

45

60

aaa tct aac
L;S ser Asn
75

tcc cgt tac
ser Arg Tyr

atc atc gtt
ITe Ile val

gcg tct gtt
Ala ser Vval

125

Arg Pro
Cys Asn
Pro val
Cys Ege
%gs ser
Ser Arg
Ile Ile

Ala Ser

tct
ser

ccc
Pro

gca
Ala
110

gaa
Glu

His
GIn
Asn
G1n
Asn
Tyr
val

val
125

gac
Asp
15

atg
Met

tte
Phe

tct
ser

aac
Asn
95

tgc
Cys

gac
Asp

Met
Met
Thr
Glu
ser
Pro
Ala

110
Glu

tcc 48
Ser

cgt 96
Arg

gtt 144
val

cag aac gtt tgc ttc caa gag aag gtt 192

val Cys Phe Gln Glu Lys val

atg 240
Met
30
tgc 288
cys
gaa 336
Glu
tct 384
Ser

387
Asp Ser
15
Met Arg
Phe val
Lys val
Ser Met

80
Ash Cys
a5
Cys Glu
Asp Ser



10

15

20

ES 2357622 T3

<210> 21
<211> 387
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BHR(AS8, P11, C88, C118)

<221> CDS
<222> (1)...(387)

<400> 21

tg aag gaa act gca gca gcc aag gct gag
iig Lys Glu Thr A}a g1a 213 Lys Ala G}g

gc act tcc gct gcc age agc tcc aac tac
ier Thr ser Ala Ala Sser Ser Ser Asn Tyr
20 25
:gt cgt aac atg acc caa g?t cgt tgc aaa
\'g Arg Agg Met Thr Gin Gly AE Cys Lys
:at gaa ccg ctt gta gac gtt cag aac gtt
1is Glu Pro Leu val Asp val GIn Asn val
50 55
acc tgc aaa aat g?c cag gqt aac tgc tac
Thr Cys Lys Asn Gly GIn Gly Asn Cys Tyr
65 70
cat atc act gac tgc cgt ctt act tgc g?a
His Ile Thr Asp Cys Arg Leu Thr Cys Gly
85 90
gct tac cgt act tct cct aag gaa cgt cat
Ala Tyr Arg Thr Ser Pro Lys Glu Arg His
100 105
g?c tct ccg tac gtt ccg tgt cat ttc gac
Gly ser ;Eg Tyr val Pro Cys 2}8 Phe Asp

tga

x

<210> 22
<211> 128
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> BHR(AS8, P11, C88, C118)

37

cgg
Arg

tgc
Cys

ccg
Pro

tgc
Cys

aaa
LYyS
75

tcc
ser

atc
Ile

ccg
Pro

dacC
Asn

gt
va

ttc
Phe

60

tct
Ser

cgt
Arg

atc
Ile

tct
ser

Asn

cac
H1s

cag
GIn
aac

45
caa
G}n

aac
Asn

tac
Tyr

gtt
val

gtt
val
125

atg
met

atg
Met
30

act
Thr

ga
GH

tct
ser

ccc
Pro

gca
Ala
110

gaa
Glu

gac
Asp
15

atg
Met

ttc
Phe

aag
LyS

tct
ser

aac
Asn
95

tgc
Cys

gac
Asp

tcc
ser

cgt
Arg

gtt
val

gtt
val

atg
Met
80

tgc
Cys

gaa
Glu

tct
ser

48

9%

144
192
240
288
336
384

387
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<400> 22

M?.t Lys Glu Thr Ala

ser Thr Ser Ala Ala

Arg Arg Asn l%!gt Thr

His Glu ggo Leu val

Thr 335 Lys Asn Gly

S'?s Ile Thr Asp g:gs

Ala Tyr Arg Thr Ser
100

Gly Ser Pro r val
Y 115 4

<210> 23
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 23

Ala
ser
Gln
Asp
Gin
70

Arg
Pro

Pro

tatacatat gaaagaatct tgcgctaaaa aatttc

<210> 24
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 24

agattctttc atatgtatat ctccttctta aagtt

<210> 25
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2357622 T3

Ala
ser
Gly
val
Gly
Leu
Lys
Cys

Lys
ser
Arg
Gin
Asn
Thr
Glu

His
120

36

35

Ala
Asn
25

cys
Ash
cys
Cys
Arg

105
Phe

38

Glu
10

TYyr
Lys
val
TYr
Gly
90

His

Asp

Arg
Cys
Pro
Cys
Lys
75

Ser
Ile

Ala

Pro
ASn
val
Phe
60

ser
Arg
Ile

sSer

His
GIn
Asn
Gln
Asn
Tyr
val

val
125

Met
Met
Thr
Glu
ser
Pro
Ala

110
Glu

ASp
15

Met
Phe
Lys
ser
Asn
95

Cys

Asp

ser
Arg
val
val
met
80

Cys
Glu

ser
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<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 25

ggataacaat tcccctctag aaataatttt gtttaac 37

<210> 26
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 26

actacccatg gaaccgccgc caccagagtc catg 34

<210> 27
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 27

cacaagccat ggcacccatg gcagaaggag ga 32
<210> 28

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 28
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actacccatg gtcaccgcct cggcttgtca ¢ 31

<210> 29
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 29

ctgctccatg ggagcgggceg gtcatggtga tg 32

<210> 30
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 30

actacccatg gctatagatt tatttcttgt tcgttaaatt tatc 44

<210> 31
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 31

cacaagccat ggcacaggtt ctcagag 27

<210> 32
<211> 33
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 32

actacccatg gttagtcatc ttctccacag age 33

<210> 33
<211>27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 33

cacggatccg gtggcggegg tagtggt

<210> 34
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 34

cacggatcct catcttgctc tatctttctt tggtctge

<210> 35
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2357622 T3
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<223> Secuencia de cebador

<400> 35

cacaagccat ggcacccatg gcagaaggag ga 32

<210> 36
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 36

actacccatg gctcttgcte tatctttctt tggtctge 38

<210> 37
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 37

aaggctctcc gtacgttceg tgtcatttcg acgeg 35

<210> 38
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 38

cggaacgtac ggagagcctt cgcatgcaac 30

42



10

15

20

25

30

35

ES 2357622 T3

<210> 39
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 39

tcactgactg ccgtcttact tgcggatcecc gt 33

<210> 40
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 40

agtaagacgg cagtcagtga tatgcataga a 31

<210> 41
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 41

gcagccaagt ttgagcggcc gcacatggac tc 32
<210> 42

<211> 31
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 42

gccgctcaaa cttggetget geagtttect t

<210>43
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 43

ggaaactgca gcagccaagg ctgageggec g

<210> 44
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 44

cttggctgcet gcagtttect tcatatgtat at

<210> 45
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

ES 2357622 T3
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<400> 45

aaaaacatat gaaggaattt accttagact tctcg

<210> 46
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cebador

<400> 46

tactcgagtc accgcctcgg cttgtcac 28

ES 2357622 T3
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11.

12.

13.

14.

15.
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REIVINDICACIONES
Conjugado biolégico, que comprende:

(a) un grupo de direccionamiento que comprende un polipéptido que presenta una secuencia de
aminoacido que comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 2 y la secuencia polipeptidica de una
proteina de direccionamiento seleccionada, y

(b) un grupo de unién,

presentando dicho conjugado biolégico un enlace covalente entre el grupo tiol de SEC ID n® 2 y un
grupo funcional en dicho grupo de unién.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende VEGF humano, o una forma mutada o truncada del mismo.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 2, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende la secuencia SEC ID n°6 6 SEC ID n° 8.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende anexina V humana, o una forma mutada o truncada de la misma.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 4, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende la secuencia SEC ID n°® 10.

Conjugado biolégico segun la reivindicaciéon 1, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende un fragmento cataliticamente inactivo del factor letal del antrax, o una forma mutada o
truncada del mismo.

Conjugado bioldgico segun la reivindicacion 6, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende la secuencia SEC ID n® 12.

Conjugado biolégico segun la reivindicacién 1, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende scVEGF que presenta la secuencia proteica SEC ID n° 4.

Conjugado biolégico segun la reivindicaciéon 8, en el que dicha proteina de direccionamiento
comprende la secuencia SEC ID n°® 14.

Conjugado bioldgico segun la reivindicacion 1, en el que dicho grupo de unién se selecciona de entre
farmacos, radionucleidos quelantes, polietilenglicol, pigmentos, lipidos, liposomas y superficies
seleccionadas.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 10, en el que dichas superficies seleccionadas se
seleccionan de entre la superficie de una nanoparticula o microparticula, la superficie de un
dendrimero, la superficie de un andamiaje de tejidos, la superficie de un dispositivo biomédico y la
superficie de un biosensor.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 1, en el que dicho grupo de unién comprende una proteina
adaptadora complementaria.

Conjugado bioldgico segun la reivindicacion 12, en el que dicha proteina adaptadora es la ARNasa |
humana mutante que comprende Cys18, o un fragmento de la misma.

Conjugado biolégico segun la reivindicacion 13, en el que dicha proteina adaptadora presenta una
secuencia polipeptidica seleccionada de entre SEC ID n° 16, SEC ID n°® 18, SEC ID n° 20 y SEC ID n°
22.

Composicién farmacéutica para administrar selectivamente una entidad seleccionada en una diana en
un paciente, que comprende:

(a) un portador farmacéuticamente aceptable, y

(b) el conjugado bioldgico segun la reivindicacion 1.
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Adaptador/etiqueta de anclaje
'Hu§(c1 18) etiqueta C4

SH
Adaptador 115 ac~ Proteinade
direccionamiento

Conjugado

Fig. 2A
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—O— conjugado HuS-C4-VEGF
—3—mezcla HuS/C4-VEGF

—g—-ARNasa
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ARNasa, nM

Fig. 2D



ES 2357622 T3

4¢]8

: ELEN
70 $00 0 AU

ADAAIS-PD VE S

53



ES 2357622 T3

0G

dq¢ b4

INU “euIXauy-$0)
0¢ 0¢ ol

000}

000¢

000¢

000V

000G

WwuQgs/G8Y euixasue-J 114

4 0009

0004

BUIXSUY-$D) -0 BUIXBUY-1D-SNH -~

54



Proliferacion celular (MTT)

1,2

1,0
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Fig 3C

~@— C4-LFn —O— HuS-C4-LFn

2nM PA
0,2nM LF
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Figura 6A
Desproteccién de BH-ARNasa(C88, C118)

l 1mM DTT, 0,5 NDSB, 16 horas a 4°C
Digestion con subtilisina de BH-ARNasa(C88, C118) desprotegida

i Proporcidn p/p de subtilisina a BH-ARNasa(C88, C118)
de 1:10, 15 minutos a 4°C

Fraccionamiento en columna SP de intercambio catibénico
l Se separa la subtilisina de la proteina digerida

Conjugacion con C4-VEGF

Proporcion molar 1:3 de C4-VEGF a HuS(C88, C118)
i 16 horas a 4°C

Modificacion con Cy5.5

l Proporcion molar 4:1 de Cy5.5-maleimida a
HuS(C88, C118); 1 hora a temperatura ambiente

Purificacion de Cy5.5-HuS-C4-VEGF

desalado para eliminar Cy5.5 no reaccionado
l purificacion mediante RP-HPLC de Cy5.5-HuS-C4-VEGF en
columna C4
Intercambio de tampdn en columna SP de intercambio
catidnico
Analisis de HPLC de Cy5.5-HuS-C4-VEGF purificado
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Proliferacion celular (MTT)
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Fig 6C

—o- msmss .C118)-Cy5.5
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Figura 7A

Digestion con subtilisina de BH-ARNasa(C118)

Proporcion p/p 1:10 de subtilisina a BH-ARNasa
15 minutos a 4°C

Fraccionamiento en columna SP de intercambio catiénico
l Se separa la subtilisina de la proteina digerida

Purificacion de HuS(C118) en columna de afinidad de péptido-S

l La BH-ARNasa(C118) no digerida
se separa de HuS(C118)

Modificaciéon de HuS(C118) con reactivo de Traut

Proporciéon molar 2:1 de reactivo de Traut
a HuS(C118); 1 hora a temperatura ambiente

Lipidacion de HuS(C118) modificado con reactivo de Traut
Proporciéon molar 10:1 de DSPE-mPEG-maleimida
£ a proteina; 4 horas a temperatura ambiente
Insercion de HuS(C118) lipidado en liposomas
cargados de doxorubicina (Doxil™)
Proporcién v/v 1:1 de mezcla de reaccion de
lipidacion; 16 horas a 37°C
Purificacion de Lip/HuS

Fraccionamiento en columna de filtraciéon en gel
de Sefarosa 4B

Conjugacion de Lip/HuS con C4-VEGF

Proporcion molar 3:1 de HuS(C118) a C4-VEGF
16 horas a 4°C

Purificacion de conjugado Lip/HuS-C4-VEGF .

Fraccionamiento en columna de filtracion en
gel de Sefarosa 4B

SDS-PAGE y analisis de HPLC de Lip/HuS-C4-VEGF purificado
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Proliferacion celular (MTT)
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Fig 7D

~0O— C4-VEGF-L(Dox) —@— L(Dox)

10 100 1000
VEGF, nM
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Figura 8A
Desproteccién de C4-scVEGF

Proporcion molar proteina a DTT de 1:0,5
15 minutos a 25°C

Lipidacion de C4-scVEGF desprotegido

Proporcion molar de DSPE-mPEG-maleimida a
l proteina de 10:1; 2 horas a temperatura ambiente

insercion de C4-scVEGF lipidado en liposomas cargados de doxorubicina (Doxi™)

Proporcién v/v 1:1 de mezcla de reacciéon de
l lipidacion a liposomas;16 horas a 37°C

Purificacién de Lip/C4-scVEGF

Fraccionamiento en columna de filtracion
en gel de sefarosa 4B

SDS-PAGE y analisis de HPLC de Lip/C4-scVEGF purificado
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