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DESCRIPCION
Fragmentos peptidicos del factor HARP que inhiben la angiogénesis.
La presente invencién se refiere a unos fragmentos peptidicos de la proteina HARP que inhiben la angiogénesis.

La terapia actual del cancer se basa en la radioterapia, la cirugia, a veces muy incapacitante y/o la utilizacion de
farmacos anticancerosos que bloquean las mitosis y que pueden ser muy agresivos, limitando a veces sus usos. No
existe actualmente ninguna terapia universal contra esta patologia. El papel de la angiogénesis en el crecimiento
tumoral ha constituido el objeto de intensas investigaciones y se admite ahora por toda la comunidad cientifica que
el crecimiento tumoral no se puede realizar sin angiogénesis. Este mecanismo se define como un proceso dinamico
inducido por un cierto nimero de factores angiogénicos de los cuales los principales son: el "vascular endothelial
growth factor" (VEGF), el "fibroblast growth factor" (FGF) o el "heparin affin regulatory peptide" (HARP) que estan en
varios casos sobreexpresados por los tumores en si. Puesto que un tumor no se puede desarrollar sin neo-
vascularizacion, la supresion o la inhibicion de los factores angiogénicos debe conducir a una regresion del
crecimiento tumoral, sea cual sea el tipo de tumor. Hoy en dia, varias compafias desarrollan en el tratamiento del
cancer o de las enfermedades proliferativas, una estrategia anti-angiogénesis basada por ejemplo o bien sobre unos
inhibidores de factores angiogénicos (0 de sus receptores cuando estos estan identificados), o bien induciendo unas
micro-trombosis vasculares utilizando la célula endotelial como anclaje de catalizadores de la trombosis, o también
utilizando unos agentes peptidicos que inhiben la angiogénesis mediante unos mecanismos no siempre
identificados. Estos enfoques no han desembocado todavia en resultados claros y parece que los inhibidores
basados en el bloqueo de una sola via de la angiogénesis inducen unos efectos rebotes agravantes. Estos
resultados conducen actualmente a estas comparfias a proponer unos cocteles de inhibidores que permiten esperar
una destruccion radical y simultdnea de los vasos y de las células tumorales.

El papel angiogénico del factor HARP se ha demostrado a través de un conjunto de experimentos realizados in vivo
e in vitro (Papadimitriou et al. 2001; Papadimitriou et al., 2000). Asi, en un modelo in vitro en el que se inoculan unas
células endoteliales sobre un gel de colageno, se ha demostrado que la HARP es capaz de inducir a la formacién de
seudo-capilares que imitan asi las primeras etapas de la angiogénesis, es decir la activaciéon de las células
endoteliales y su migracién a través de una matriz extracelular parcialmente destruida. Reforzando esta observacién,
un péptido sintético de 43 aminoacidos que corresponde a una parte del dominio C-terminal de la HARP es capaz de
estimular la secrecién del activador del plasminégeno por unas células endoteliales de aorta de buey (ABAE) y de
inhibir la secrecién de su inhibidor PAI-1 (Kojima et al., 1995a; Kojima et al., 1995b). Este activador induce a la
division del plasmindgeno en plasmina, una proteasa que desempena un papel clave en la degradacion de la matriz
extracelular. La HARP comparte esta propiedad con otra proteina que se une a la heparina (Matsubara et al., 1990):
la proteina Midkina (MK) que presenta el 50% de homologia de secuencia en aminoacidos con la que constituye una
nueva familia de HBGF (Tsutsui et al., 1991).

El papel desempefiado por la HARP en la angiogénesis tumoral se ha subrayado también por el equipo de Roy
Bicknell. Asi, la sobreexpresion de HARP en unas células de carcinoma mamario MCF7 inyectadas a unos ratones
"atimicos" conlleva un aumento del tamafno del tumor con respecto a los obtenidos sin sobreexpresion. El aumento
del tamano del tumor esta relacionado con la densidad vascular y con una multiplicacién de las células endoteliales
(Choudhuri et al., 1997). La proliferacién de las células endoteliales es otra etapa clave de la angiogénesis en la que
la HARP podria desempefar un papel crucial. En efecto, a partir de 1991, se ha demostrado que la HARP
estimulaba la proliferacion de las células endoteliales in vitro (Courty et al., 1991). Esta actividad mitégena ha podido
ser puesta en evidencia en otros modelos: HARP estimula in vitro la formacién en agar blando de colonias de células
epiteliales SW13 no tumorigenas (Fang et al., 1992) y la sobreexpresion de su ADNc en las células NIH 3T3
(Chauhan et al., 1993) o SW-13 (Fang et al., 1992) induce a la formacién de un tumor en el ratén "atimico". Este
papel mitogénico esta reforzado por la expresion de la molécula en numerosos canceres. Utilizando unos ensayos
de proteccion con ARNAsa y/o la técnica de transferencia Northern, los ARNm de la HARP se han detectado en las
lineas celulares procedentes de canceres de pecho (T47 Dco, MDA-MB231, MDA-MB361, Hs-578T) (Fang et al.,
1992), de ovario (A1827, PA-1) (Riegel et al., 1994), de préstata (PC-3) (Vacherot et al., 1999a) y de pulmén (Jager
etal.,, 1997).

In vivo, en diferentes modelos tisulares, la localizacion de la HARP esta asociada en particular a las células
endoteliales de los capilares sanguineos. Un ARNm de la proteina HARP se ha puesto en evidencia al nivel de las
células endoteliales que pertenecen a los capilares sanguineos de prostata y de glandulas mamarias humanas
(Vacherot et al., 1999a; Ledoux et al., 1997). En el modelo uterino de rata, se ha puesto en evidencia asimismo un
aumento del porcentaje de ARNm y de la proteina HARP asociada a la fase progestativa del ciclo. Este resultado se
ha confirmado mediante la inyeccion de progesterona en unas ratas ovariectomizadas. La sobreexpresién inducida
por la progesterona es detectable en las células endoteliales capilares del endometrio (Milhiet et al., 1998). La
presencia de la proteina HARP en la superficie de las células endoteliales se ha demostrado asimismo
indirectamente durante inyecciones intravenosas de heparina en el ser humano (Novotny et al, 1993).
Recientemente, el grupo de Deuel ha puesto en evidencia un aumento de la expresion del ARNm de la HARP en los
microvasos en desarrollo después de una isquemia cerebral en la rata (Yeh et al., 1998). Los factores de crecimiento
HARP y Midkina (MK) son unas moléculas que presentan el 50% de homologia y que poseen unas propiedades
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mitégenas sobre unas células epiteliales, fibroblasticas y endoteliales. La expresion de cada uno de éstos factores
de crecimiento (ARNm, proteina) se ha puesto en evidencia en unos tumores humanos de origen variado (seno,
pulmén, ovario, neuroblastoma, estbmago, colon), lo cual sugiere su papel potencial durante la progresion tumoral.
Pocos estudios clinicos han evaluado la coexpresion de HARP y de MK, y en particular el porcentaje sanguineo de
estas moléculas angiogénicas en unos pacientes portadores de tumores. Recientemente, se ha desarrollado una
dosificacién inmunolégica para estas dos moléculas, basada en su afinidad con la heparina. La sensibilidad del
método es de 80 pg/ml para la HARP y de 40 pg/ml para la MK (Stoica et al., 2001).

La patente US n° 5.641.743 y la patente US n® 6.103.880 describen de manera general la proteina HARP y la
utilizacién de esta proteina para estimular la angiogénesis.

La solicitud de patente FR 2 799 465 da a conocer un fragmento de HARP con actividad angiogénica.

Se ha demostrado en efecto que la actividad angiogénica de HARP se encontraba a través de un péptido mas
pequeiio. Una secuencia consensual de 18 aminoacidos resultante de la secuencia peptidica de HARP pero que
también se encuentra sobre un gran numero de factores angiogénicos, posee asi por si misma una actividad
angiogénica.

Como la mayoria de los factores de crecimiento, el mecanismo de acciéon de HARP pasa por una interacciéon con un
receptor membranario con actividad tirosina-quinasa de alta afinidad (Ko = 50 pM) denominado "anaplastic
lymphoma kinase" o ALK (Stoice et al., 2001).

Ademas, la actividad biolégica de HARP, como la mayoria de los HBGF, depende también de su interacciéon con
unos glicoaminoglicanos o GAG, de tipo heparanos o condroitina sulfatos (Vacherot et al., 1999b).

Asi, la actividad mitégena de la HARP esta potencializada en presencia de heparina, de heparano sulfato y de
condroitina sulfato de tipo A y B. Un tratamiento celular con heparinasa invalida la actividad mitogena de la HARP.
Esta actividad puede entonces ser restaurada en presencia de heparina. Un estudio que se basa en las relaciones
entre la estructura y la funcion de HARP sugirié que la parte C-terminal de HARP que corresponde a los residuos de
aminodcidos 111-136 (numeracién que hace referencia a la forma HARP13s) estd directamente implicada en la
induccion de la actividad mitégena (Bernard-Pierrot et al., 2001) y en su interaccion con el receptor ALK. Por otra
parte, se ha establecido que el péptido 111-136 no es ni mitégeno, ni angiégeno y que la molécula HARP cuyos
aminoacidos 111-136 han sido eliminados inhibe especificamente la actividad biolégica de HARP presentando unos
efectos dominantes negativos con respecto a HARP (Bernard-Pierrot et al., 2002).

Los inventores han descubierto ahora de manera sorprendente que el factor angiogénico HARP contiene unos
fragmentos peptidicos capaces de inhibir la angiogénesis, asi como el crecimiento tumoral.

Se trata de la totalidad o parte de las secuencias de aminoacidos 13-39 y 65-97 localizados en los dominios en hoja
beta de HARP.

Estos fragmentos son por lo tanto particularmente interesantes para inhibir la angiogénesis y el crecimiento tumoral y
pueden, por consiguiente, ser utilizados en el tratamiento de los desérdenes proliferativos tales como el cancer, o
unas patologias para las cuales se observa una angiogénesis excesiva, a saber por ejemplo la retinopatia diabética.

Segun un modo de realizacion preferido de la invencién, se propone asociar uno y/o otro de estos péptidos a un
péptido que corresponde en su totalidad o en parte a la secuencia 111-136 de HARP. Esta asociacion ofrece la
ventaja de evitar el efecto "rebote" observado en las demas técnicas de inhibicién de ciertos factores angiogénicos.
En efecto, parece que la inhibicién in vivo de un factor angiogénico es compensada por la activacion de otro factor
angiogénico.

En la presente invencion, los péptidos 13-39 o 65-97 actian sobre los receptores GAG, que son unos receptores de
baja afinidad que inhiben la actividad angiogénica de HARP, mientras que el péptido 111-136 actla sobre el receptor
ALK, de alta afinidad.

El bloqueo de los sitios de altas afinidades de HARP, asi como los de bajas afinidades comunes a otros factores
angiogénicos permite una terapéutica particularmente eficaz en el tratamiento de las patologias asociadas a un
fendmeno de angiogénesis.

El enfoque terapéutico propuesto consiste en una administracion de péptidos o una administracion de éacidos
nucleicos que codifican para estos péptidos.

La invencion esta definida por las reivindicaciones.
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El factor HARP y sus fragmentos

La presente invencién se refiere a un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos seleccionada de entre:

- la secuencia 13-39 del factor HARP (residuos 13 a 39 de SEC ID n®1);y
- la secuencia 65-97 del factor HARP (SEC ID n® 3).

La "heparine affin regulatory peptide" o HARP (Courty et al., 1991) también denominada "pleiotrophin" (Wellstein et
al., 1992) o "heparin binding-growth associated molecule" o HB-GAM (Rauvala et al., 1989) pertenece a la familia de
los "heparin binding growth factors" (HBGF). La secuencia peptidica humana y el gen humano correspondiente son
accesibles en la base de datos (Genbank n® X52946).

La proteina HARP se sintetiza en forma de un precursor de 168 aminoacidos que posee dos sitios de divisiéon por la
sefal peptidasa que termina en una proteina madura de 136 o 139 aminoacidos (HARP13s 0 HARP13). Las formas
maduras HARP13s 0 HARP139 poseen las mismas actividades biolégicas in vitro, sin embargo la actividad especifica
de induccion de la proliferacion celular de la forma HARP139 es mejor que la observada para la forma HARP13s
(Bernard Pierrot et al., 2001).

La numeracion de los aminodcidos se proporciona en funcion de la proteina HARP de 136 aminoacidos.
La secuencia peptidica humana de HARP135 esta asimismo presentada en la secuencia SEC ID n® 1.

En el contexto de la presente invencién, la proteina HARP o sus fragmentos hace referencia a la proteina humana o
sus fragmentos, pero también a cualquier variante de la proteina en otras especies, en particular en unos mamiferos
de tipo bovinos, roedores, etc. Asi, estan disponibles las secuencias de ratones (Genbank n° AK017768 o NM
008973), rata (Genbank n° NM017066), buey (Genbank n° X52945). Son conocidas asimismo unas variantes en
Zebrafish (Genbank n° NM131070) y en la drosofila (proteina miple Genbank n°NM 138178).

Se ha puesto en evidencia que unas unidades de homologia con la trombospondina de tipo TSR-1 (thrombospondin
repeat type 1), presentes en los dominios en hoja beta de HARP, en particular al nivel de los aminoacidos
contenidos en los dos péptidos 13-39 y 65-97, estan implicadas en la fijacién de la HARP a la heparina (Kilpelainen
et al.,, 2000). Estos péptidos se unen realmente a los receptores de baja afinidad de tipo GAG.

De manera preferida, los fragmentos 13-39 y 65-97 o 111-136 son los fragmentos tales como los numerados en la
secuencia SEC ID n? 1, a saber las secuencias:

13-39: residuos 13 a 39 de SEC ID n°1
65-97: AECKYQFQAWGECDLNTALKTRTGSLKRALHNA (SEC ID n° 3)
111-136: KLTKPKPOAESKKKKKEGKKCEKMLD (SEC ID n°4).

Cualquier péptido "variante", "homélogo" o "derivado" de estos péptidos, que presenta la misma actividad biolégica
que estos péptidos, forma parte asimismo de la invencion.

Por "actividad biolégica" se entiende en la presente memoria en particular una actividad inhibidora de la
angiogénesis. La actividad antiangiogénica de un compuesto puede facilmente ser evaluada in vitro o in vivo, por el
experto en la materia, en particular por medio de los ensayos siguientes:

- in vitro, mediante la puesta en contacto de los péptidos con unas células endoteliales sobre el colageno, y
observacion de la inhibicién de la formacién de capilares;

- in vivo, mediante inyeccion de matriz de tipo Matrigel®, y observacién de la inhibicion de la formacion de
capilares dentro de la matriz;

- o también depositando el péptido sobre una membrana corioalantoidiana de un huevo (de gallina por
ejemplo), y observando el efecto de este péptido sobre la vascularizacién de esta membrana.

La observacion de las células endoteliales (y por lo tanto de los capilares) se puede realizar marcando
especificamente estas células, por ejemplo mediante CD131 o lectina.

La actividad bioldgica de los péptidos 13-39 y 65-97 hace asimismo referencia a la capacidad de éstos para fijarse a
los GAG de tipo heparanos o condroitina sulfatos. La actividad biolégica del péptido 111-136 hace por otra parte
referencia a la capacidad de éste para fijarse al receptor ALK.

Los péptidos "variantes", "homdélogos" o "derivados" estan definidos como que comprenden las secuencias por lo
menos el 80% idénticas, preferentemente por lo menos el 90% idénticas, incluso por lo menos el 95% idénticas, de
la secuencia de referencia.
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Estos péptidos se pueden definir asimismo como que comprenden las secuencias codificadas por una secuencia de
acido nucleico que se hibrida con la secuencia de referencia o su secuencia complementaria, en unas condiciones
rigurosas de hibridacion.

El término "similares" se refiere al parecido perfecto o identidad entre los aminoacidos comparados, pero también al
parecido no perfecto que se califica de similitud. Esta busqueda de similitudes en una secuencia polipeptidica tiene
en cuenta las sustituciones conservativas que son unas sustituciones de aminoacidos de misma clase, tales como
unas sustituciones de aminoacidos en las cadenas laterales no cargadas (tales como la asparagina, la glutamina, la
serina la treonina y la tirosina), de aminoacidos en las cadenas laterales basicas (tales como la lisina, la arginina y la
histidina), de aminoacidos en las cadenas laterales acidas (tales como el acido aspartico y el acido glutamico); de
aminoacidos en cadenas laterales apolares (tales como la glicina, la alanina, la valina, la leucina, la isoleucina, la
prolina, la fenilalanina, la metionina, el triptéfano y la cisteina).

Mas generalmente, por "secuencia de aminoacidos variante, homéloga o derivada" se entiende por lo tanto cualquier
secuencia de aminodacidos que difiere de la secuencia de referencia por sustitucion, eliminacién y/o insercién de un
aminoacido o de varios amino&cidos, preferentemente de un namero reducido de aminodacidos, en particular por
sustitucion de aminodcidos naturales por unos aminoacidos no naturales o pseudo-aminoacidos en unas posiciones
tales que estas modificaciones no afectan significativamente a la actividad bioldgica de los péptidos.

La homologia se determina generalmente utilizando un programa de analisis de secuencia (por ejemplo, Sequence
Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710
University Avenue, Madison, W1 53705). Unas secuencias de aminodcidos similares estan alineadas para obtener el
maximo grado de homologia (es decir identidad o similitud, como se ha definido anteriormente). Para ello, puede ser
necesario introducir de manera artificial unos espacios ("gaps") en la secuencia. Una vez realizada la alineacion
optima, el grado de homologia se establece mediante grabacion de todas las posiciones para las cuales los
aminoacidos de las dos secuencias comparadas son idénticos, con respecto al nimero total de posiciones.

Preferentemente, los péptidos "variantes”, "homélogos" o "derivados" son de la misma longitud que las secuencias
de referencia.

El fragmento que consiste en los residuos 13 a 39 de SEC ID n® 1 y el fragmento SEC ID n? 3 que contiene
respectivamente la unidad 18-23 WQWSVC o la unidad 71-77 FQAWGEC son particularmente interesantes.

De acuerdo con la invencion, los péptidos pueden ser por otra parte modificados quimicamente o enzimaticamente
para mejorar su estabilidad o su biodisponibilidad.

De manera no limitativa, se puede por ejemplo modificar uno o varios de los aminoacidos lisina (K) de los péptidos,
en particular mediante:

- amidacién: esta modificacion es simple de realizar, siendo la carga positiva de la lisina sustituida por unos
grupos hidréfobos (por ejemplo acetilo o fenilacetilo);

- aminacion: mediante formacion de amidas secundarias a partir de la amina primaria R = (CH2)4-NH3"*, por
ejemplo formando unos grupos N-metilo, N-alilo o N-bencilo;

- o también mediante formacion de los grupos N-6xido, N-nitroso, N-dialquilfosforilo, N-sulfenilo o N-glicésido.

Se puede, por otra parte o alternativamente, modificar asimismo uno o varios aminoacidos treonina (T) y/o serina (S)
de los péptidos, en particular introduciendo al nivel del grupo OH de la cadena lateral de la treonina y/o de la serina,
un grupo éster o éter. La esterificaciéon, operacién simple, puede ser realizada con la ayuda de un acido carboxilico,
de un anhidrido, mediante puentes, etc., para formar por ejemplo unos acetatos o unos benzoatos. La eterificacion,
que da unos compuestos mas estables, puede ser efectuada con la ayuda de un alcohol, de un halogenuro, etc.,
para formar, por ejemplo, un metiléter o un O-glicésido.

Se puede asimismo, por otra parte o alternativamente, modificar uno o varios aminodcidos glutamina (Q), por
ejemplo por amidacion, formando unas aminas secundarias o terciarias, en particular con unos grupos de tipo metilo,
etilo, funcionalizados o no.

Se puede asimismo, por otra parte o alternativamente, modificar uno o varios aminoacidos glutamato (E) y/o
aspartato (D), por ejemplo:

- mediante esterificacion, para formar unos metilésteres sustituidos o no, unos etilésteres, bencilésteres, unos
tioles (ésteres activados), etc.,

- mediante amidacién, en particular para formar unos grupos N,N-dimetilo, nitroanilidas, pirrolidinilos, etc.
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Por el contrario, es preferible no modificar los aminoacidos prolina, que participan en la estructura secundaria de los
péptidos, sabiendo ademas que los aminoacidos G, A y M no ofrecen generalmente ninguna posibilidad de
modificaciones que serian manifiestamente interesantes.

Produccién de los péptidos

Los polipéptidos utiles en la presente invencion pueden ser sintetizados mediante cualquier método bien conocido
por el experto en la materia. El péptido de la invencién se puede sintetizar por ejemplo mediante las técnicas de
quimica de sintesis, tales como la sintesis de tipo Merrifield que es ventajosa por razones de pureza, de
especificidad antigénica, de ausencia de productos secundarios no deseados y por su facilidad de produccion.

Un péptido recombinante puede asimismo ser producido mediante un procedimiento en el que un vector que
contiene un &cido nucleico que codifica para el péptido es transferido a una célula hospedante que se cultiva en
unas condiciones que permiten la expresion del péptido correspondiente.

A continuacion, el péptido producido puede ser recuperado y purificado.

Los procedimientos de purificacion utilizados son conocidos por el experto en la materia. El péptido recombinante
obtenido puede ser purificado a partir de lisados y extractos celulares, del sobrenadante del medio de cultivo,
mediante unos métodos utilizados individualmente o en combinacion, tales como el fraccionamiento, los métodos de
cromatografia, las técnicas de inmunoafinidad con la ayuda de anticuerpos mono- o policlonales especificos, etc.

El &cido nucleico util para la produccion de péptido recombinante puede presentar en particular las secuencias
siguientes:

- secuencia que codifica para el péptido 13-39 (SEC ID n? 5)
- secuencia que codifica para el péptido 65-97 (SEC ID n? 6)
- secuencia que codifica para el péptido 111-136 (SEC ID n® 7)

Los acidos nucleicos que codifican para unos péptidos "variantes", "homélogos" o "derivados" de los péptidos de
HARP descritos anteriormente, forman parte asimismo de la invencion.

Estos acidos nucleicos pueden ser definidos como que comprenden:

i) unas secuencias similares a por lo menos el 70%, preferentemente por lo menos el 80%, preferentemente por
lo menos el 90%, incluso por lo menos el 95% de la secuencia SEC IDn%5,n°60n%7;0

ii) unas secuencias que se hibridan con la secuencia SEC ID n? 5, n? 6 o n? 7, 0 su secuencia complementaria,
en unas condiciones rigurosas de hibridacién, o

iii) unas secuencias que codifican para el péptido de referencia tal como se ha definido anteriormente.

De manera preferida, dicha secuencia nucleotidica homologa se hibrida especificamente a las secuencias
complementarias de la secuencia SEC ID n® 5, n°® 6 o0 n® 7, en unas condiciones rigurosas. Los parametros que
definen las condiciones de rigurosidad dependen de la temperatura a la que el 50% de las hebras emparejadas se
separan (Tm).

Para las secuencias que comprenden mas de 30 bases, Tm se define mediante la relacion: Tm=81,5+0,41(%G+C) +
16,6 Log(concentracion en cationes) - 0,63(% de formamida)-(600/nimero de bases) (Sambrook et al., 1989).

Para las secuencias de longitud inferior a 30 bases, Tm se define mediante la relacion: Tm= 4(G+C) + 2 (A+T).

En unas condiciones de rigurosidad apropiadas, a las que las secuencias especificas no se hibridan, la temperatura
de hibridaciéon puede ser preferentemente de 5 a 10°C por debajo de Tm, y los tampones de hibridacién utilizados
son preferentemente unas disoluciones de fuerza iénica elevada, tal como una disolucién 6xSSC por ejemplo.

El término "secuencias similares" utilizado anteriormente se refiere al parecido perfecto o identidad entre los
nucleétidos comparados pero también al parecido no perfecto que se califica de similitud. Esta busqueda de
similitudes en las secuencias nucleicas distingue por ejemplo las purinas y las pirimidinas.

Una secuencia nucleotidica homologa incluye por lo tanto cualquier secuencia nucleotidica que difiere de la
secuencia SEC ID n? 5, n® 6 o0 n? 7, por mutacién, insercién, eliminaciéon o sustitucion de una o varias bases, o
mediante la degeneracién del cédigo genético, siempre y cuando codifique para un péptido que presenta la actividad
bioldgica de los fragmentos de HARP a los que se refieren.
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La secuencia de acido nucleico de interés puede ser insertada en un vector de expresion, en el que se une de
manera operativa a uno 0 unos elementos que permiten su expresion o la regulacién de su expresion, tales como en
particular unos promotores, activadores y/o terminadores de transcripcién.

Las sefiales que controlan la expresion de las secuencias nucleotidicas (promotores, activadores, secuencias de
terminacion, etc.) se seleccionan en funcién del hospedante celular utilizado. Para ello, las secuencias nucleotidicas
segun la invencion se pueden insertar en unos vectores de replicaciéon auténoma dentro del hospedante
seleccionado, o de los vectores integradores del hospedante seleccionado. Dichos vectores se prepararan segun los
métodos utilizados habitualmente por el experto en la materia, y los clones resultantes pueden ser introducidos en
un hospedante apropiado mediante unos métodos estandares, tales como, por ejemplo, la electroporacién o la
precipitacion con fosfato de calcio.

Los vectores de clonacion y/o de expresion tales como se han descrito anteriormente, que contienen una secuencia
nucleotidica definida segun la invencién se dan a conocer mediante la presente invencion.

La invencién tiene ademas como objeto las células hospedantes transfectadas, de manera transitoria o estable, por
estos vectores de expresidén. Estas células se pueden obtener mediante la introduccion en unas células
hospedantes, procariotas o eucariotas, de una secuencia nucleotidica insertada en un vector tal como se ha definido
anteriormente, y después el cultivo de dichas células en unas condiciones que permiten la replicacion y/o la
expresion de la secuencia nucleotidica transfectada.

Unos ejemplos de células hospedantes incluyen en particular unas células de mamiferos, tales como las células
COS-7, 293, MDCK, unas células de insectos tales como las células SF9, unas bacterias tales como E. coli y unas
cepas de levaduras tales como L40 e Y90.

Terapia génica

La presente invencion da a conocer la aplicacién de una terapia génica. Se trata de administrar a un paciente un
acido nucleico que codifica para el o los péptidos de interés, en unas condiciones tales que el o los péptidos estan
expresados in vivo por las células del paciente en las que se ha transferido el acido nucleico.

El acido nucleico administrado comprende una secuencia nucleotidica tal como se ha definido anteriormente, en la
parte "produccion de los péptidos”.

Dicho acido nucleico puede estar en particular en forma de un vector de ADN, por ejemplo un vector plasmidico. Se
puede administrar uno o varios vectores, pudiendo cada vector contener una o varias secuencias que codifican para
por lo menos uno de los péptidos de interés, a saber el péptido 13-39, 65-97 0 111-136.

Segun un modo de realizacién preferido, se utiliza un vector que contiene una secuencia que codifica para el péptido
13-39, otro vector que contiene una secuencia que codifica para el péptido 65-97 y por ultimo, eventualmente, otro
vector que comprende una secuencia que codifica para el péptido 111-136.

El o los vectores de ADN pueden ser introducidos in vivo mediante cualquier técnica conocida por el experto en la
materia. En particular, es posible introducir el vector de ADN in vivo en una forma desnuda, es decir sin la ayuda de
ningun vehiculo o sistema que facilitaria la transfeccion del vector en las células (documento EP 465 529).

Se puede utilizar asimismo un cafién de genes, por ejemplo depositando el ADN en la superficie de particulas "de
oro" y proyectando ésta de manera que el ADN penetre a través de la piel de un paciente (Tang et al., 1992). Son
posibles asimismo unas inyecciones por medio de un gel liquido para transfectar al mismo tiempo la piel, el musculo,
los tejidos grasos y el tejido mamario (Furth et al., 1992; Robinson et al., 1997).

Unas técnicas de microinyeccion, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, formulaciones con la ayuda de
nanocapsulas o de liposomas son otras técnicas disponibles.

Unas nanoparticulas de polialquilcianoalcrilato biodegradables son particularmente ventajosas. En el caso de
liposomas, la utilizacion de lipidos catidnicos favorece la encapsulacion de los acidos nucleicos que estan cargados
negativamente, y facilita la fusiéon con las membranas celulares cargadas negativamente.

De manera alternativa, el vector puede estar en forma de un virus recombinante que comprende, insertada en su
genoma, una secuencia de acido nucleico que codifica para el o los péptidos.

El vector viral se puede seleccionar preferentemente de entre un adenovirus, un retrovirus, en particular un lentivirus,
asi como un virus adeno-asociado (AAV), un virus del herpes, un citomegalovirus (CMV), un virus de la viruela, etc.

Unos vectores lentivirus se han descrito por ejemplo por Firat ef al., (2002).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2390763 T3

De manera ventajosa, el virus recombinante es un virus defectivo. El término "virus defectivo” designa un virus
incapaz de replicarse en una célula diana. Generalmente, el genoma de los virus defectivos esté desprovisto de por
lo menos las secuencias necesarias para la replicaciéon de dicho virus en la célula infectada. Estas regiones pueden
ser o bien eliminadas, o bien convertidas en funcionales o también sustituidas por otras secuencias y en particular
por el acido nucleico que codifica para el péptido de interés. Sin embargo, preferentemente, el virus defectivo
conserva a pesar de todo las secuencias de su genoma que son necesarias para la encapsulacion de las particulas
virales.

Una administracion diana de genes esta por ejemplo descrita en la solicitud WO 95/28494.

Patologias contempladas

Los péptidos de la invencidn presentan unas propiedades de inhibicion de la angiogénesis.

Para ello, estos péptidos o los acidos nucleicos que expresan estos péptidos son particularmente Utiles para el
tratamiento de diversas patologias asociadas a una angiogénesis 0 que hacen intervenir unos factores angiogénicos.

Por "tratamiento" se entiende un tratamiento a titulo curativo (que pretende por lo menos aliviar o detener el
desarrollo de la patologia) o profilactico (que pretende reducir el riesgo de aparicion de la patologia).

Las patologias contempladas incluyen, pero no se limitan a:

- los desordenes proliferativos. Se entiende en este caso cualquier proliferacion anormal de células, ya sea
benigna o maligna. Estos tumores incluyen los melanomas, los carcinomas, los sarcomas, el
rabdomiosarcoma, el retinoblastoma, el neuroblastoma, el osteosarcoma. Entre los tumores sélidos, se
pueden citar en particular los tumores (primitivos o0 no) mamarios, ovaricos, pulmonares, del cuello uterino,
del tracto digestivo, en particular del colon, del sistema urolégico, del higado, el pancreas, de los huesos. Los
tumores no sélidos estan también contemplados, a saber en particular las leucemias o los linfomas.

Los desérdenes proliferativos pueden ser tratados en cualquier etapa de la proliferacion. Los péptidos o los
acidos nucleicos de la invencion son en particular Gtiles para luchar contra el desarrollo de metastasis
tumorales. Entre los tumores benignos, se pueden citar por dltimo en particular los hemangiomas y los
adenomas hepatocelulares.

El efecto terapéutico anti-angiogénico de los péptidos de la invencién se materializa en estas aplicaciones en
particular por un efecto de inhibicion del crecimiento tumoral.

- las lesiones oculares, que incluyen en particular unas patologias de la retina, tales como la retinopatia
diabética, la degeneracién macular, la oclusion de la vena o de la arteria renal, el glaucoma, etc. Los péptidos
0 acidos nucleicos de la invencion también pueden ser Utiles para tratar unas lesiones oculares que pueden
ser la consecuencia de un acto de cirugia reparadora, como el injerto de cornea.

- la poliartritis reumatoide, que es una enfermedad inflamatoria asociada a una intensa angiogénesis (Jackson
et al.,, 1988).

-y las enfermedades de la piel como la psoriasis.

Los péptidos de la invencion pueden ser Utiles asimismo como compuestos abortivos, para el control de los
nacimientos, bloqueando la angiogénesis uterina y por lo tanto la implantacién del embrion.

Composiciones farmacéuticas

Un objeto de la invencién es por lo tanto una composicion farmacéutica que comprende, como principio activo, por lo
menos un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos con uno o varios excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Otro objeto de la invenciéon es una composicién farmacéutica que comprende, como principio activo, un acido
nucleico que comprende una secuencia que codifica para por lo menos un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un
péptido derivado de uno de éstos, unida de manera operativa a uno 0 mas elementos que permiten la expresion del
péptido o la regulacion de su expresion, con uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

Se entiende que la secuencia esta eventualmente unida de manera operativa a uno o0 mas elementos que permiten
la expresion del péptido o la regulacion de su expresion.

Por "excipiente" o "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se entiende cualquier disolvente, medio de dispersion,
agentes que retrasan la absorcion, etc., que no producen ninguna reaccion secundaria, por ejemplo alérgica, en el
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ser humano o en el animal.

Segun un modo de realizacion preferido de la invencion, por lo menos unos de los péptidos 13-39 o 65-97, o de sus
péptidos derivados, esta asociado al péptido 111-136 de HARP o a un péptido derivado.

La invenciéon proporciona por lo tanto también una composicion farmacéutica que comprende por lo menos un
péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos, en asociacién con un péptido 111-136 de
HARP o un péptido derivado, en presencia de uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica preferida comprende:

- el péptido que consiste en los residuos 13-39 de SEC ID n? 1;
- el péptido 65-97 de secuencia SEC ID n® 3;y
- el péptido 111-136 de secuencia SEC ID n® 4.

De manera alternativa o combinada, la invencion proporciona asimismo una composicion farmacéutica que
comprende un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica para un péptido 13-39 o0 65-97 de HARP o
un péptido derivado de uno de éstos, estando la secuencia unida de manera operativa a uno o varios elemento(s)
que permiten su expresion, en asociacion con un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica para un
péptido 111-136 de HARP o un péptido derivado, en presencia de uno o varios excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Se entiende que la o las secuencia(s) esta(n) eventualmente unida(s) de manera operativa a uno o varios
elemento(s) que permite(n) la expresion del o de los péptido(s) o la regulaciéon de su o sus expresion(es).

Una composicion preferida comprende:

- un acido nucleico que codifica para el péptido que consiste en los residuos 13-97 de SEC ID n® 1;
- un acido nucleico que codifica para el péptido 65-97 de SEC ID n® 3;
- un &cido nucleico que codifica para el péptido 111-136 de SEC ID n° 4.

Los acidos nucleicos pueden ser llevados por un vector Unico o estar en forma de vectores separados.

Otro modo de realizacion de la invencién incluye la administracién esencialmente simultdnea de composiciones
separadas que comprenden por un lado por lo menos un péptido 13-39 0 65-97 de HARP, o un péptido derivado de
uno de éstos, o un acido nucleico que codifica para uno de éstos péptidos y, por otro lado, un péptido 111-136 de
HARP o un péptido derivado o un acido nucleico que codifica para estos péptidos.

La administracion se puede realizar asimismo de manera secuencial, por medio de composiciones separadas que
comprenden por un lado por lo menos un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos, o
también un &cido nucleico que codifica para uno de éstos péptidos y, por otro lado un péptido 111-136 de HARP o
un péptido derivado o un &cido nucleico que codifica para estos péptidos.

Por lo menos un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos o también un acido
nucleico que codifica para uno de éstos péptidos, y un péptido 111-136 de HARP o un péptido o un acido nucleico
que codifica para estos péptidos, pueden por lo tanto ser individualmente administrados en forma farmacéuticamente
aceptable.

La posologia depende naturalmente del activo considerado, del modo de administracion, de la indicacion
terapéutica, de la edad del paciente y de su estado.

La dosis de péptido es preferentemente de 0,1 a 250 mg/kg por dia, preferentemente de 1 a 100 mg/kg por dia.
La dosis unitaria del compuesto de férmula (I) comprende preferentemente de 12,5 a 200 mg de este compuesto.

Cuando las composiciones farmacéuticas comprenden unos acidos nucleicos, se adaptan asimismo las dosis de
acido nucleico (secuencia o vector) a administrar, en particular en funcion del modo de administracién, de la
patologia diana asi como de la duracion del tratamiento. Generalmente, cuando se utilizan unos virus
recombinantes, éstos se formulan y se administran en forma de dosis de aproximadamente 10* a 10" pfu/ml,
preferentemente de 10° a 10" pfu/ml. El término "pfu" (unidad formadora de placa) corresponde a la infectividad de
una disolucién viral, y se puede determinar infectando un cultivo celular apropiado y midiendo, generalmente
después de 48 horas, el nimero de placas de células infectadas. Las técnicas para determinar el contenido pfu de
una disolucién viral estan bien descritas por la bibliografia.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ser formuladas con el fin de ser administradas al paciente
por una Unica via o por vias diferentes.
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Cuando se considera la administracion por via parenteral, mas particularmente por inyeccién, las composiciones de
la invencién que comprenden el o los principios activos se encuentran en forma de solutos y suspensiones
inyectables acondicionados en ampollas o frascos para perfusion lenta. La inyecciéon se puede realizar en particular
por via subcutanea, intramuscular o intravenosa.

De manera preferida, en particular en el caso de un tumor sélido, la composicion farmacéutica se puede inyectar en
el mismo sitio de la angiogénesis.

En el caso de una administracién por via oral, las composiciones de la invencidon se encuentran en forma de
capsulas duras, comprimidos efervescentes, comprimidos sin recubrir o revestidos, bolsitas, grageas, ampollas o
solutos bebibles, microgranulos o formas de liberacién prolongada.

Las formas para la administracién parenteral se obtienen de manera convencional mezclando el o los principios
activos con unos tampones, unos agentes estabilizantes, unos conservantes, unos agentes solubilizantes, unos
agentes isotdnicos y unos agentes de puesta en suspensién. De acuerdo con las técnicas conocidas, estas mezclas
se esterilizan a continuacién y después se acondicionan en forma de inyecciones intravenosas.

Como tampon, el experto en la materia podra utilizar unos tampones a base de sales de fosfato organico.

Unos ejemplos de agentes de puesta en suspension engloban la metilcelulosa, la hidroxietilcelulosa, la
hidroxipropilcelulosa, la acacia y la carboximetilcelulosa sédica.

Ademas, unos estabilizantes utiles segun la invencién son el sulfito de sodio y el metasulfito de sodio, mientras que
se puede citar el p-hidroxibenzoato de sodio, el acido sorbico, el cresol y el clorocresol como conservantes. Para la
preparacion de disolucion o de suspension oral, los principios activos se disuelven 0 se ponene en suspensién en un
vehiculo apropiado con un agente dispersante, un agente humectante, un agente de puesta en suspension (por
ejemplo la polivinilpirrolidona), un conservante (tal como el metilparabeno o el propilparabeno), un agente corrector
de sabor o un colorante.

Para la preparacion de microcapsulas, se combinan los principios activos con unos diluyentes apropiados, unos
estabilizantes apropiados, unos agentes que favorecen la liberacion prolongada de las sustancias activas o cualquier
otro tipo de aditivo para la formacion de un nucleo central que después se reviste con un polimero apropiado (por
ejemplo una resina hidrosoluble o una resina insoluble en agua). Para ello, se utilizaran las técnicas conocidas por el
experto en la materia.

Las microcapsulas asi obtenidas se formulan a continuacion eventualmente en unas unidades de dosificacién
apropiadas.

Se puede considerar asimismo una administracion por via ocular, en particular en el caso de un tratamiento de una
lesion ocular.

La composicion farmacéutica de la invencion se presenta entonces en forma de una composicion oftalmica para
administracion local en el ojo, por ejemplo como un colirio 0 una crema oftalmica.

La composicion oftalmica puede ser una disolucién acuosa que comprende agua destilada, una disolucion salina
fisiologica, en la que estan disueltos los péptidos de la invencion. Se puede incorporar un cierto nimero de aditivos
en la composicién oftalmica si es necesario, por ejemplo unos agentes tampdn, unos agentes que aseguran la
isotonicidad con las lagrimas, unos conservantes, unos espesantes, unos estabilizantes, unos antioxidantes, unos
agentes que ajustan el pH, unos agentes quelantes, etc.

Las gotas para los ojos se preparan mediante manipulacién aséptica, o la esterilizacion se realiza en una etapa
apropiada de la preparacion.

Las cremas oftalmicas se pueden preparar de manera aséptica o mezclando el principio activo con una base
habitual. Las bases para las cremas oftalmicas son, por ejemplo, la vaselina, la jelena 50 o la plastibase, el
macrogol, etc. Se pueden anadir surfactantes para aumentar la hidrofilia. Se pueden afadir unos aditivos tales como
los descritos anteriormente, por ejemplo los conservantes, si es necesario.

En general, para una aplicacién oftadlmica local, se obtiene un efecto satisfactorio en el adulto mediante la
administracion de una gotita en el ojo de una preparacién que contiene del 0,001 al 10%, preferentemente del 0,01
al 1% en peso/volumen del compuesto de la invenciéon o de una sal farmacéuticamente aceptable de éste varias
veces, preferentemente de una a seis veces por dia, y cada vez con una preferencia de una a cuatro gotitas por ojo,
y en el caso de utilizacién de una crema oftalmica, de una preparacion que contiene del 0,001 al 10%,
preferentemente del 0,01 al 1% en peso/volumen del compuesto de la invencién o de una sal farmacéuticamente
aceptable de éste, con una aplicacion preferentemente de una a seis veces por dia en el ojo.
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Los péptidos de la invencion pueden ser formulados asimismo en forma de liposomas. Los liposomas se forman a
partir de fosfolipidos dispersos en un medio acuoso y forman espontdneamente unas vesiculas bicapas concéntricas
multilaminares. Estas vesiculas tienen generalmente un diametro de 25 nm a 4 pm, y pueden ser sonicadas,
conduciendo a la formacién de vesiculas mas pequefias unilamelares, de diametro de 200 a 500 A, que contienen
una disolucién acuosa en su interior.

Los liposomas pueden ser particularmente ventajosos para administrar el medicamento a una diana celular o tisular
precisa. Para ello, los lipidos pueden ser acoplados quimicamente a unas moléculas diana, tales como unos
péptidos dianas (por ejemplo hormonas) o unos anticuerpos.

La presente invencién tiene asimismo por objeto por lo menos un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido
derivado de uno de éstos, eventualmente en asociacion con un péptido 111-136 de HARP o un péptido derivado,
para su utilizacion en el tratamiento de una patologia asociada a una angiogénesis.

Las patologias contempladas son tales como las mencionadas anteriormente.

La invencién tiene ademas por objeto un método para tratar una patologia asociada a una angiogénesis, en un
mamifero, més particularmente un ser humano, que comprende la administracion en este mamifero de una cantidad
terapéuticamente eficaz de por lo menos un péptido 13-39 o0 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos,
eventualmente en asociacion con un péptido 111-136 de HARP o un péptido derivado de éste.

Por supuesto, los péptidos de la invencion o los acidos nucleicos pueden ser utilizados solos o en asociacién con
cualquier otro principio activo. Se pueden citar en particular el péptido 150-183 de la anfoterina, que inhibe la
formacion de las metastasis (Taguchi et al., 2000; Huttunen et al., 2002) y presenta de hecho unas homologias con
el péptido de HARP.

Se puede asimismo elegir utilizar una terapia génica expresando asimismo un &cido nucleico que codifica para el
péptido 150-183 de la anfoterina.

La presente invencién tiene asimismo por objeto la utilizacion de un acido nucleico que comprende una secuencia
que codifica para un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos, eventualmente en
asociacion con un péptido 111-136 de HARP o un péptido derivado, para la preparacion de un medicamento
destinado al tratamiento de una patologia asociada a una angiogénesis.

La invencion da a conocer ademas un método para inhibir la angiogénesis o para tratar una patologia asociada a
una angiogénesis, en un mamifero, mas particularmente el ser humano, que comprende la administracién en este
mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz de un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica
para un péptido 13-39 o 65-97 de HARP, o un péptido derivado de uno de éstos, eventualmente en asociacién con
un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica para un péptido 111-136 de HARP o un péptido
derivado de éste.

Figuras

La figura 1 es un grafico que representa la inhibicién de la proliferacién celular inducida por HARP. Unas células NIH
3T3 Se estimulan o no mediante 4 nM de HARP en presencia o no de péptido 13-39 o 65-97 utilizado a una
concentracién comprendida entre 0,1 um y 10 ym. Después de 24 horas de incubacién, la proliferacion celular se
estima mediante medicion de la timidina tritiada incorporada por las células.

La figura 2 es un gréafico que representa la inhibicion del crecimiento tumoral en un modelo de raton atimico que ha
recibido una inyeccién de células PC3 (linea procedente de cancer de prostata).

Dos millones de células PC3 son inyectadas en lotes de 5 ratones atimicos tratados o no mediante inyeccion diaria a
nivel del tumor por PBS (control) o por el péptido HARP 111-136 a una concentracién de 5 mg/kg. El crecimiento
tumoral para cada lote de animales se evalla mediante la medicién del tamafo del tumor en los dias 9, 13, 16, 20,
23y 27.

La figura 3 es un grafico que representa la inhibicién de la angiogénesis tumoral en un modelo de ratén atimico que
ha recibido una inyeccion de células PC3 (linea procedente del cancer de la prostata). Se inyectan dos millones de
células PC3 en lotes de ratones tratados o no mediante inyeccion diaria al nivel del tumor por PBS (control) o por el
péptido P111-136 a una concentracién de 5 mg/kg. Los ratones son sacrificados el dia 27. La cuantificaciéon de la
angiogénesis se efectia sobre un corte después del andlisis inmunohistolégico utilizando la isolectina Bandeiraea
Simplicifolia como marcador especifico de las células endoteliales y andlisis de imagenes. Los valores presentados
en el histograma representan el valor medio obtenido analizando tres cortes independientes procedentes de cada
uno de los seis tumores obtenidos en cada condicion.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2390763 T3

La figura 4 es un grafico que representa la inhibicion del crecimiento de las células tumorales MDA-MB-231 inducida
por el péptido HARP 13-39. Las células MDA-MB-231 son inoculadas en una caja de cultivo de 12 pocillos que
contienen 1 ml de agar al 0,6% en presencia o no de péptido HARP 13-39. Después de 13 dias de cultivo, se
recuentan las colonias que tienen un diametro igual o superior a 50 um. Los resultados del grafico representan los
valores de un experimento repetido 2 veces con unos valores similares, y cada medicion se hace por triplicado. Las
rayas representan los estandares de errores (*, p < 0,05; **, p < 0,01).

La figura 5 es un grafico que representa la inhibicion del crecimiento de las células tumorales MDA-MB-231 inducida
por el péptido HARP 65-97. Las células MDA-MB-231 son inoculadas en una capa de cultivo de 12 pocillos que
contiene 1 ml de agar al 0,6% en presencia o no de péptido HARP 65-97. Después de 13 dias de cultivo, se
recuentan las colonias que tienen un diametro igual o superior a 50 um. Los resultados del grafico representan los
valores de un experimento repetido 2 veces con unos valores similares, y cada medicion se hace por triplicado. Las
rayas representan los estandares de errores (*, p < 0,05; **, p < 0,01).

La figura 6 representa la inhibicién por los péptidos HARP 13-39 y 65-97 de la angiogénesis inducida por HARP en
un modelo in vivo. Se inyectan trescientos microlitos de Matrlgel incubados con 5 nM de HARP en presencia o no
de los péptidos HARP 13-39 y 65-97 utilizados a una concentracién de 1 pyM, subcutaneamente en unos ratones. El
control deI experimento se realiza utilizando FGF-2. Siete dias mas tarde, los ratones son sacrificados y se extrae el
Matrlgel Se realizan unos cortes de unos 8 pM de grosor. Los cortes se colorean a continuacién con tricromo de
Gomori. El nimero de células que han invadido el Matrlgel se cuantifica mediante analisis de imagen con el
programa NIH. Los resultados representan el valor medio de un analisis de 7 cortes por ratén (n = 4 ratones/grupo).
Las rayas representan los estandares de errores (**, p < 0,01).

Ejemplos

Ejemplo 1: Efecto de los péptidos HARP 13-39 y 65-97 sobre la inhibicion de la proliferacion de las células
NIH 3T3 estimuladas por HARP

Unas células fibroblasticas de tipo NIH 3T3 son inoculadas a una densidad de 3 x 10* células por cm? en un medio
de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero de ternera fetal. Después de 24 horas de incubaciéon a 37°C en
una atmésfera que contiene 7% de CO», el medio de cultivo se sustituye por DMEM que no contiene suero de
ternera fetal. Veinticuatro horas después, se afiade durante 18 horas la molécula HARP (4 nM) en presencia o no de
los péptidos HARP 16-48 o 65-97 de las secuencias respectivas SEC ID n® 2 y n® 3, a una, concentracion
comprendida entre 0,1 y 10 um. Después de este periodo de incubacion, se afaden 0,5 pCi de [metil-*H]timidina, y 6
horas después, las células son fijadas por una disolucion de 10% de &cido tricloracético. La radioactividad
incorporada por las células se recuenta entonces por centelleo liquido después de haber efectuado una lisis celular
con una disolucion de sosa a una concentracién de 0,1 N.

Los resultados se presentan en la figura 1 y muestran que los péptidos que corresponden a la secuencia 13-39 y 65-
97 son capaces de inhibir de manera dosis-dependiente la actividad de induccién de la proliferacion celular de
HARP. A una dosis de 10 ym, el péptido 65-97 inhibe mas del 90% de la actividad de HARP, mientras que se
observa el 60% de inhibicion para el péptido 13-39.

Ejemplo 2: Efecto del péptido HARP 111-136 sobre la inhibicion de la angiogénesis tumoral y del crecimiento
tumoral

La capacidad del péptido P111-136 (SEC ID n? 4) para inhibir la angiogénesis tumoral se ha ensayado induciendo un
crecimiento tumoral medlante inyeccion de células PC3 a unos ratones atimicos en presencia o no de péptido P111-
136. Se inyectan 2x10° células PC3 a unos lotes de 5 ratones atimicos (nude/nude, Laboratorio IFFA CREDO)
tratados o no mediante inyeccién a nivel del tumor de 100 pl por dia de una disoluciéon de PBS (Lote control) o
mediante una disolucion de péptido P111-136 diluida en PBS a una concentracion de 5 mg/kg. En los dias 9, 13, 16,
20, 23 y 27, se mide el tamafo del tumor con la ayuda de un calibrador. Los resultados estan presentados en la
figura 3 e indican que el péptido HARP 111-136 utilizado a una dosis de 5 mg por kg induce una inhibiciéon del
crecimiento de los tumores.

El analisis de los datos indica que la velocidad de crecimiento tumoral es 4 veces menor para los ratones tratados
con 5 mg/kg de péptido HARP 111-136 que los no tratados. Al dia 27, se observa que para el grupo de ratones
tratados, el tamario medio de los tumores es 80% menor que los que no hayan recibido el tratamiento.

En el dia 27, los tumores son extraidos y se han realizado unos cortes en congelacion de 5 ym. Después de la
fijacion de los tejidos con acetona (4°C, 15 minutos) y rehidratacion de éstos, la presencia de las células endoteliales
se revela con la ayuda de la lectina Bandeiraea Simplicifolia isolectina B4 (10 pg/ml) que se fija especificamente en
la superficie de las células endoteliales. Esta lectina se pone entonces en evidencia mediante inmunomarcado con la
ayuda de una intercalacién de anticuerpos especificos, marcados con fosfatasa alcalina. Después de la incubacion
con un sustrato de la fosfatasa alcalina (Sustrato de vector rojo), las células endoteliales estan coloreadas de rojo.
La cuantificacion del niumero de células endoteliales en el tumor se realiza mediante analisis de imagen (NIH image)
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analizando los 6 tumores sobre 3 cortes independientes de un mismo tumor.

Se observa un nimero de células endoteliales menos importante para los tumores tratados por el péptido que para
los tumores no tratados. La cuantificacién de este efecto se muestra en la figura 3. El andlisis del histograma indica
que la inyeccion del péptido P111-136 induce una disminucién de los vasos intra-tumorales del 55%, lo cual
demuestra que el péptido P111-136 es capaz de inhibir la angiogénesis tumoral.

Ejemplo 3: Efecto de los péptidos HARP 13-39 y 65-97 sobre la inhibicion del crecimiento sobre agar blando
de las células tumorales

Unas células MDA MB-231 procedentes de carcinoma mamario humano, son inoculadas a una densidad de 3x10?
células por cm? en un medio de cultivo DMEM que contiene el 10% de suero de ternera fetal, el 0,35% de agar y que
contiene o no unas concentraciones de péptidos HARP 13-39 y 65-97 (residuos 13 a 39 de SEC ID n® 1 y n? 3). Las
células son inoculadas en una caja de cultivo de 12 pocillos (35 mm de diametro/pocillo) previamente cubierta por
1 ml de agar al 0,6%. Los péptidos son afiadidos en el medio de cultivo cada 2 dias. Después de 13 dias de
incubacién en una atmoésfera himeda a 37°C y 7% de CO2, se cuentan las colonias que tengan un diametro igual o
superior a 50 ym. Cada punto de experimento se realiza tres veces y cada experimento se repite tres veces.

Los resultados representados en las figuras 4 y 5 muestran que los péptidos HARP 13-39 y 65-97 inhiben el
crecimiento de las células tumorales de manera dosis-dependiente. Asi, se observa una inhibicién del crecimiento de
las células tumorales MSA-MB-231 del 53% en presencia de 1 ym de péptido HARP 13-39 (figura 4) y del 41% en
presencia de HARP 65-97 utilizado a la misma concentracion (figura 5).

Ejemplo 4: Inhibicion mediante los péptidos 13-39 y 65-97 de la angiogénesis inducida por HARP

Siendo HARP un factor de crecimiento implicado en la proliferacion y la diferenciacion de las células endoteliales, los
inventores han estudiado, en el experimento presentado a continuacién, el efecto de los péptidos HARP 13-39 y 65-
97 (residuos 13 a 39 de SEC ID n® 1y SEC ID n® 3) sobre la actividad angiogénica inducida por HARP.

Este experimento se ha realizado utlllzando un modelo de angiogénesis in vivo en el raton. Este modelo
experimental consiste en inyectar Matrlgel que contiene una sustancia a analizar por sus propiedades estimulantes
o inhibidoras de la anglogeneS|s Cuatro ratones Swiss (Janvier, Le Genest St Isle, Francia) por grupo son
inyectados con 300 yl de Matrlgel previamente incubado con 5 nM de HARP, 1 pm de péptido HARP 13-39 o HARP
65-97, o bien con una mezcla de HARP (5 nM) y el péptido HARP 13-39 o HARP 65-97 (1 um). El control de la
especificidad de la inhibicion se realiza utilizando otro factor angiogénico, el FGF-2, ensayado solo a una
concentracién de 10 nM o suplementado con los péptidos HARP 13-39 o HARP 65-97 utilizados a una concentracion
de 1 um.

Los ratones son sacrificados siete dias después de la inyeccién del Matrigel Este se extrae y se congela en
nitrégeno liquido. Se efectian entonces unos cortes de 8 um de grosor con un criostato. Los cortes son coloreados
después con tricromo de Gomori. El numero de células endoteliales que hayan invadido el Matrlgel se cuantifica
mediante andlisis de imagenes utilizando el programa NIH image.

Los resultados presentados en la figura 6 indican que HARP asi como FGF-2 inducen una estimulacién de la
angiogénesis. En comparacién con Matrigel® utilizado solo, se observa un aumento del nimero de células
endoteliales en un factor 3 para HARP y de 5,8 veces para el FGF-2. Utilizados a una concentracion de 1 ym, los
péptidos HARP 13-39 o HARP 65-97 inhiben totalmente la angiogénesis inducida por HARP, mientras que no tienen
ningun efecto sobre la angiogénesis inducida por el FGF-2. No se observa ningun efecto significativo cuando los
péptidos HARP 13-39 o HARP 65-97 se utilizan solos.

Estos resultados muestran que los péptidos HARP 13-39 o HARP 65-97 son unos inhibidores especificos de la
actividad angiogénica inducida por HARP.
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Listado de secuencias

<110> CNRS

<120> Fragmentos peptidicos del factor HARP que inhiben la angiogénesis

<130> BET 03P0917

<140>
<141>

<160>7

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 136
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Gly Lys Lys
1
Glu Trp Gln
Gly Thr Arg

35

Lys Thr Gin
50

Ala Glu Cys
65

Thr Ala Leu
Ala Glu Cys

Thr Lys Pro
115

Lys Lys Gln
130

Glu

Trp

20

Glu

Arg

Lys

Lys

Gln

100

Lys

Glu

Lys

Ser

Gly

Cys

Tyr

Thr
85
Lys

Pro

Lys

Pro
val
Thr
Lys
Gln

70
Arg
Thr

Gln

Met

Glu

Cys

Arg

Ile

55,

Phe
Thr
Val
J_Xla

Leu
135

Lys

val

Thr

40

Pro

Gln

Gly

Thy

Glu

120

Asp

Lys

Pro

25

Gly

Cys

Ala

ser

Ile

1408

Ser

val

Thr

Ala

Asn

Trp

Leu

20

Ser

Lys

Lys Lys Ser
Ser Gly Asp
Glu Cys Lys

45

Trp Lys Lys
80

Gly Glu Cys
75
Lys Arg Ala

Lys Pro Cys

Lys Lys Lys
125

14

Asp

cys

30

Gln

Gln

Asp

Leu

Gly

1i0

Lys

Cys

Gly

15

Gly

Thr

Phe

Leu

His

95

Lys

Glu

Leu

Met

Gly

Asn

80

Asn

Leun

Gly
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<210>2

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Ser Asp Cys Gly Glu Trp Gln Trp Ser Val Cys Val Pro Thr Ser Gly
1 5 10 15

Asp Cys Gly Leu Gly Thr Arg Glu Gly Thr Arg Thr
20 25

<210>3

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Ala Glu Cys Lys Tyx Gln Phe Gln Ala Trp Gly Glu Cys Asp Leu Asn
1 5 1¢ 15

Thr ala Leu Lys Thr Arg Thr Gly Ser Leu Lys Arg Ala Leu His Asn
20 25 30

Ala

<210> 4

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Lys Leu Thr Lys Pro Lys Pro Gln Ala Glu Ser Lys Lys Lys Lys Lys
1 5 10 15

Glu Gly Lys Lys Gln Glu Lys Met Leu Asp

20 25
<210>5
<211> 84
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400>5
tctgactgtyg gagaatggea gtggagtgty tgtgtgecca ccagtggaga ctgtgggotg 60
ggcacacgygy agggcacteyg gact 84
<210> 6
<211> 93
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 6
tgcaaatace agttecagge ctggggagaa tgtgacctga acacagcocct gaagaccaga 60
actggaagtc tgaagcgagc cctgcacaat gee 93
<210>7
<211>75
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400>7
ctgaccaage ccaaacctca agcagaatct aagaagaaga aaaaggaagd caagaaacag 60
gagaagatqgce tggat o 75
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REIVINDICACIONES
1. Péptido que consiste en la secuencia de aminodcidos seleccionada de entre:

- la secuencia 13-39 del factor HARP (residuos 13 a 39 de SEC ID n®1);y
- la secuencia 65-97 del factor HARP (SEC ID n® 3).

2. Péptido segun la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho péptido consiste en los residuos 13 a 39 de la
secuencia SEC ID n® 1.

3. Péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos por lo menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID n® 2 o
n® 3, y que presenta una actividad de inhibicion de la angiogénesis, y una capacidad para fijarse a los
glicoaminoglicanos (GAG).

4. Péptido segun la reivindicaciéon 3, cuya secuencia difiere de la secuencia SEC ID n® 2 o n® 3 por la sustitucion
conservativa de por lo menos un aminoéacido.

5. Acido nucleico que consiste en una secuencia que codifica para un péptido tal como el definido en una de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. Acido nucleico segtn la reivindicacién 5, que consiste en la secuencia SEC ID n? 5 0 SEC ID n? 6.

7. Procedimiento de produccién de un péptido tal como el definido en una de las reivindicaciones 1 a 4, que
comprende la sintesis de dicho péptido por via quimica.

8. Procedimiento de produccion de un péptido tal como el definido en una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que
un vector que contiene un acido tal como el definido en una de las reivindicaciones 5 o 6, se transfiere a una célula
hospedante que se cultiva en unas condiciones que permiten la expresion del péptido correspondiente.

9. Composicién farmacéutica que comprende un péptido tal como el definido en una de las reivindicaciones 1 a 4, y
uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

10. Composicién segun la reivindicacion 9, que comprende ademas un péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos 111-136 del factor HARP o un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos por lo menos
80% idéntica a la secuencia SEC ID n® 4, y que presenta una actividad de inhibicién de la angiogénesis, y una
capacidad para fijarse al receptor ALK.
11. Composicion segun la reivindicacion 10, que comprende:

- el péptido que consiste en los residuos 13 a 39 de la secuencia SEC ID n® 1;

- el péptido 65-97 de secuencia SEC ID n® 3;y

- el péptido 111-136 de secuencia SEC ID n® 4.

12. Composicién farmacéutica que comprende un acido nucleico que consiste en una secuencia que codifica para un
péptido tal como el definido en unas de las reivindicaciones 1 a 4.

13. Composicién segun la reivindicacion 12, que comprende ademdas un acido nucleico que comprende una
secuencia que codifica para un péptido tal como el definido en la reivindicacion 10.

14. Composicién segun la reivindicacion 13, que comprende:

- un acido nucleico que codifica para el péptido que consiste en los residuos 13-39 de la secuencia SEC ID n®
10;

- un acido nucleico que codifica para el péptido 65-97 de secuencia SEC ID n® 3;

- un &cido nucleico que codifica para el péptido 111-136 de secuencia SEC ID n® 4.
15. Composicién segun la reivindicacion 13 o 14, en la que dichos acidos nucleicos son llevados por un unico vector.
16. Péptido tal como el definido en una de las reivindicaciones 1 a 4, para su utilizacién en el tratamiento de una
patologia asociada a una angiogénesis seleccionada de entre un tumor, una lesién ocular, la poliartritis reumatoide y

una enfermedad de piel.

17. Péptido segun la reivindicacion 16, en el que el péptido tal como el definido en una de las reivindicaciones 1 a 4,
esta asociado a un péptido que tiene la secuencia de amino&cidos 111-136 del factor HARP o a un péptido que
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consiste en una secuencia de aminoacidos por lo menos 80% idéntica a la secuencia SEC ID n® 4, y que presenta
una actividad de inhibicién de la angiogénesis, y una capacidad para fijarse al receptor ALK.

18. Acido nucleico tal como el definido en una de las reivindicaciones 5 o 6, para su utilizacién en el tratamiento de
una patologia asociada a una angiogénesis seleccionada de entre un tumor, una lesiéon ocular, la poliartritis
reumatoide y una enfermedad de la piel.

19. Acido nucleico segin la reivindicacién 18, en el que el 4cido nucleico tal como el definido en una de las

reivindicaciones 5 o 6, esta asociado a un &cido nucleico que comprende una secuencia que codifica para un
péptido tal como el definido en la reivindicacion 10.
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