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DESCRIPCION
Polipéptidos de fusién y su utilizacion para la terapia tumoral antivascular.

La presente invencion se refiere a polipéptidos de fusion que comprenden, por lo menos, dos péptidos. Un péptido
consiste en de 3 a 30 aminoacidos y permite que el polipéptido de fusion se una selectivamente a las células
endoteliales de los vasos tumorales. El otro péptido consiste en factor tisular TF (Tissue Factor) o un fragmento del
mismo, estando caracterizado dicho factor tisular y su fragmento porque pueden activar la coagulacién sanguinea
tras la unién del polipéptido de fusidn a las células endoteliales de los vasos tumorales. Los péptidos se pueden unir
entre si directamente o a través de un conector que presenta hasta 15 aminoacidos. La presente invencion se refiere
ademas a la utilizacion de estas proteinas de fusién en la terapia antivascular de enfermedades neoplasicas y a su
utilizacién en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades neoplasicas.

Antecedentes de la invencion

Una neovascularizacion adecuada es un prerrequisito para el crecimiento progresivo del tumor (1). La
neoangiogénesis resulta necesaria, particularmente, para mantener el crecimiento expansivo del tumor, ya que
Unicamente una oxigenacion suficiente puede garantizar el suministro de nutrientes al tumor y la eliminacién de sus
productos de degradacion.

En la técnica de tratamientos tumorales anterior, se han desarrollado estrategias terapéuticas antivasculares
dirigidas a la destruccion de los vasos sanguineos del tumor y al infarto tumoral asociado, ademas de estrategias
terapéuticas antiangiogénicas, que atacan el complejo proceso de crecimiento y diferenciacion de los vasos
sanguineos.

Una condicién previa para llevar a cabo estas estrategias es la identificacion de las estructuras diana del endotelio
vascular del tumor que no se presentan en las otras células endoteliales del tejido normal. Estas estructuras diana
especificas se podrian utilizar para aplicar agentes citostaticos o determinadas toxinas a las células endoteliales
vasculares del tumor y, en menor medida, a las células tumorales en si.

Entre las estructuras diana que se pueden utilizar para este propésito se encuentran el bFGF (factor de crecimiento
basico de fibroblastos), el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y el VEGFR-2 (receptor 2 de VEGF),
endoglina, endosialina, una isoforma de fibronectina (dominios ED-B), las integrinas a3, o5, aif3; y aif3y,
aminopeptidasa N, proteoglicano NG2 y las metaloproteinasas de matriz 2 y 9 (MMP 2 y 9) (2-13). Por ejemplo, Arap
y otros (8) acoplaron péptidos que se unen especificamente a las integrinas alfa 1 a una sustancia activa que se
estaba utilizando para quimioterapia en el estado de la técnica (doxorrubicina). Se demostré en un modelo animal
gue el efecto antineoplasico de la doxorrubicina se podia mejorar mediante el acoplamiento a los péptidos.

Un enfoque terapéutico antivascular alternativo comprende la activacion selectiva de la coagulaciéon sanguinea en
los vasos tumorales a fin de inducir la necrosis tumoral. Por ejemplo, se obtuvo un fragmento de anticuerpo
biespecifico F(ab’)2 y se dirigié contra el factor tisular truncado (truncated tissue factor, tTF) y un antigeno MHC de
clase Il. Tras la induccion experimental del antigeno en las células endoteliales del tumor, se pudo poner de
manifiesto una terapia antivascular mediante la administracion del anticuerpo en un modelo de neuroblastoma
murino (14 y 47). En un segundo estudio del mismo equipo, se utilizé un inmunoconjugado que une selectivamente
el tTF a un marcador de origen natural del endotelio de los vasos tumorales, la VCAM-1 (molécula de adhesion de
células vasculares 1) (15).

En un enfoque muy parecido, se fusiond un fragmento de anticuerpo (scFv), que es especifico para el dominio
oncofetal ED-B, con el tTF. Las proteinas de fusién generadas, scFv-tTF, dieron lugar a un infarto completo y
selectivo en diversos tumores del modelo de raton (16).

Alternativamente, el tTF se unié a un inhibidor del antigeno de membrana especifico de la préstata (17). Esta
proteina de fusion indujo una necrosis selectiva por infarto en un modelo de préstata de rata tras la administracion
intravenosa. La administracion de esta proteina de fusién junto con una sustancia citotoxica (doxorrubicina) en dosis
bajas dio lugar a la regresion masiva del tumor e incluso a su erradicacién completa (17). Recientemente se han
descrito otras proteinas de fusién de tTF que consisten en fragmentos de anticuerpo contra VEGFR, endoglina y
VCAM-1 (18).

Sin embargo, las moléculas producidas para la terapia tumoral antivascular segun el estado de la técnica presentan
desventajas. Particularmente, hay que suponer que, debido a su tamafio, dichas moléculas son inmundgenas. Por
consiguiente, el tratamiento de mamiferos con estas moléculas desencadena una reaccion inmunitaria contra las
mismas, de tal modo que resulta imposible administrarlas de forma reiterada.

Ademas, el tamafio de la pareja de acoplamiento, a través de la cual se debe dirigir hacia el tejido tumoral la porcién
peptidica capaz de activar la coagulaciéon sanguinea, puede provocar impedimentos estéricos a la formacion del
complejo enzima-sustrato macromolecular factor Vlla/FX, importante para la coagulacién. La formacién del complejo
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también se puede ver obstaculizada si el péptido capaz de activar la coagulacién sanguinea presenta una
conformacién modificada debido a las parejas de fusion relativamente grandes.

En el estado de la técnica (documento WO 03/035688), también se conocen polipéptidos de fusiéon en los que un
dominio de unién selectiva, por ejemplo, un dominio de fibronectina que se une a las integrinas, que comprende por
ejemplo péptidos RGD, o el dipéptido D-R-E, que se une a PSMA (antigeno de membrana especifico de la préstata),
se une al extremo N de un polipéptido del factor tisular. Aunque se demostré in vitro un efecto amidolitico y
proteolitico, los constructos, incluso combinados con el factor Vlla, sélo exhibieron un efecto antitumoral in vivo
extremadamente débil. Los animales sélo sobrevivieron mas tiempo en combinacién con doxiciclina.

Hu et al. (46) describen diversas proteinas de fusién y su utilizaciéon para la obtencion de trombosis en los vasos
tumorales, incluida una proteina de fusion de un oligopéptido de 9 aminoacidos que contiene la secuencia RGD, que
se uni6 a la forma truncada del factor tisular. De nuevo, los péptidos RGD se unieron al extremo N del tTF y se
obtuvo RGD-tTF. El andlisis funcional puso de manifiesto que la proteina de fusién que contenia RGD no producia
ninguna inhibicién significativa del crecimiento tumoral.

Asi, los constructos conocidos en el estado de la técnica se construyeron de tal modo que el dominio de union
selectiva estaba unido al extremo N del polipéptido del factor tisular. Incluso se subray6 que esta estructura era la
que se debia escoger, ya que, basandose en modelos estructurales, el extremo N se consideraba un sitio
particularmente favorable para la union, lo que no inhibiria el inicio de la trombosis.

Sumario de la invencion

Por consiguiente, teniendo en cuenta la técnica anterior, el problema consiste en dar a conocer sustancias
trombdgenas alternativas que puedan inhibir eficazmente el crecimiento tumoral in vivo.

Ahora, este problema se ha resuelto mediante polipéptidos de fusién que comprenden un péptido que presenta de 3
a 30 aminoacidos, lo que permite que el polipéptido de fusidon se una selectivamente a las células endoteliales de los
vasos tumorales, y el factor tisular TF (tissue factor) o un fragmento del mismo, caracterizandose el factor tisular y el
fragmento porque son capaces de activar la coagulacion sanguinea cuando el polipéptido de fusién se une a las
células endoteliales de los vasos tumorales, uniéndose dichos péptidos entre si directamente o a través de un
conector que presenta hasta 15 aminoacidos. El péptido, que permite que el polipéptido de fusion se una
selectivamente a las células endoteliales de los vasos tumorales, esta unido al extremo C del péptido, que puede
activar la coagulacién sanguinea, cuando el polipéptido de fusién se une a las células endoteliales de los vasos
tumorales. La presente invencion se refiere ademas a medicamentos que contienen polipéptidos de fusion
correspondientes y a su utilizacién para el tratamiento de tumores.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica de la unién de las proteinas de fusion de tTF-RGD y tTF-NGR a a3 y CD13.
La selectividad tumoral se consigue gracias a la especificidad de la secuencia RGD para la integrina ay3; y de la
secuencia NGR para CD13 (aminopeptidasa N). Estos receptores se expresan de forma selectiva y especifica a alta
densidad en las células endoteliales del tumor, pero no en el resto de células endoteliales del tejido normal (salvo
algunas excepciones). La representacion de las proteinas de fusion es muy esquematica y no proporciona ninguna
informacién sobre su secuencia primaria.

Figura 2: Andlisis por SDS-PAGE vy transferencia Western de las proteinas de fusion recombinantes tTFi.218 y tTF. La
pureza del tTF y de las proteinas de fusion de tTF se determind por SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie tras
la extraccion a partir de E. coli (BL21 DE3) y replegamiento en un gradiente lineal de urea (6M - 1M). La identidad de
las proteinas se verificd por transferencia Western utilizando un anticuerpo monoclonal anti-factor tisular (clon V1C7,
American Diagnostics). Carga en los carriles individuales: 1 = tTF; 2 =tTF-RGD; 3 = tTF-NGR; 4 = tTF-cycloNGR1; 5
=tTF-cycloNGR2; 6 = tTF-cycloNGR3; 7 = tTF-GALNGRSHAG; M = marcador de peso molecular.

Figura 3: Determinacion de las constantes de Michaelis (Km) para la activacion de FX por las proteinas de fusion
FVIla/tTF1.218 0 FVIla/tTF1.215. Los parametros de la cinética de Michaelis-Menten se calcularon por el método
descrito por Ruf (45).

Figura 4: Union de tTF, tTF-RGD y tTF-NGR a la integrina a,3. La unién de tTF, tTF-RGD y tTF-NGR 0,1 uM a ay33
inmovilizada se cuantific6 con un anticuerpo policlonal contra el TF humano (American Diagnostica) en un ensayo
ELISA. Los resultados se indican como mediana y rango intercuartilico. Las diferencias en la union entre tTF-RGD y
tTF o entre tTF-NGR y tTF fueron estadisticamente significativas (p < 0,001, ensayo de Mann-Whitney).

Figura 5: Especificidad de la union de tTF-RGD a la integrina a,R3. La union de tTF-RGD (0,1 pM) a aif33
inmovilizada se vio significativamente inhibida por la inhibicion competitiva con el péptido sintético GRGDSP (1-10
UM) (p < 0,001, ensayo de Mann-Whitney para las dos concentraciones de péptidos RGD).
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Figura 6: Union de tTF y tTF-RGD a células endoteliales humanas. A: Analisis FACS de células endoteliales
incubadas con tTF 0,1 pM (2) o con tTF-RGD 0,1 uM (3) durante 60 min a 4°C. B: Se puso de manifiesto una
reduccion en la union del 75% por inhibicion competitiva de la proteina de fusién tTF-RGD con GRGDSP 1 uM (4).
Las curvas 1 en A 'y B muestran el control negativo.

Figura 7: Inhibicién de un carcinoma de pulmén humano (CCL185) que se desarrolla como heterotrasplante en
ratones lampifios atimicos por terapia intravenosa con proteinas de fusién de tTF (tTF-RGD, n = 6; tTF-NGR, n = 6)
en comparacioén con el crecimiento tumoral con infusién de solucion salina fisiol6gica (NaCl, n = 8) o tTF (n = 1). Las
flechas verticales indican los instantes de inyeccién con las respectivas sustancias.

Figura 8: Inhibiciobn y remision parcial de un melanoma maligno humano (M21) que se desarrolla como
heterotrasplante en ratones lampifios atimicos por terapia intravenosa con proteinas de fusion de tTF (tTF-RGD, n =
3; tTF-NGR, n = 3) en comparacion con el crecimiento tumoral con infusién de solucién salina fisiolégica (NaCl, n =
4) o tTF (n = 4). Las flechas verticales indican los instantes de inyeccion con las respectivas sustancias.

Figura 9: Fotografia macroscépica in vivo de un ratén portador de tumor 20 min después de la inyeccién de la
proteina de fusién tTF-NGR (A, mitad izquierda de la imagen) o de NaCl (A, mitad derecha de la imagen). La imagen
macroscoépica con coloracion azulada pélida del tumor después de la inyeccion de tTF-NGR indica necrosis tumoral.
Tras 60 min, los dos ratones se desangraron, se les extirpd el tumor en su totalidad y éste se sometié a un examen
histolégico. En B, se puede observar la imbibicion hemorragica del tumor tratado con tTF-NGR como un signo de
hemorragia secundaria como resultado de una necrosis tumoral incipiente. En cambio, el tumor tratado con NaCl
aparece vital (C).

Figura 10: Examen histolégico del tumor de melanoma 1 hora después de la inyeccion intravenosa de tTF-RGD (A 'y
B), tTF-NGR (C y D) y sal comdn (E y F) en la vena caudal del raton lampifio portador del tumor. En los tumores
tratados con las proteinas de fusion de tTF, los vasos sanguineos aparecen tromboliticamente ocluidos (flechas). Se
observan extensas necrosis tumorales en la zona de suministro del vaso ocluido por un coagulo de sangre (A-D).
Las fotografias son de zonas representativas de los tumores (A, C y E: aumento de 200x, B, D y F: aumento de
400x; tincion HE (tincion descrita, por ejemplo, en H.C. Burck, Histologische Technik — Leitfaden fir die Herstellung
mikroskopischer Praparate in Unterricht und Praxis, 52 edicion, Thieme Verlag, Stuttgart, 1982, paginas 109 y
siguientes).

Figura 11: Exdmenes histoldgicos representativos del corazon (A), los rifiones (B), el higado (C) y el pulmén (D) 1
hora después de la inyeccion de 4 mg/kg de peso corporal de tTF-NGR. No se detectaron trombosis ni necrosis por
microscopia en ninguno de estos 6rganos (tincion HE; aumento de 200x).

Figura 12: Secuencia de aminoacidos de factor tisular humano (TF).

Figura 13: Secuencia de aminoacidos del factor tisular humano truncado tTFi.215 (abreviado tTF dentro del alcance
de la presente solicitud).

Figura 14: Secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion tTF-GRGDSP (abreviado tTF-RGD).

Figura 15: Secuencia de aminoéacidos del polipéptido de fusion tTF-GNGRAHA (abreviado tTF-RGD).
Figura 16: Secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion tTF-GALNGRSHAG.

Figura 17: Secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion tTF-GCNGRCG (abreviado tTF-cycloNGR1).

Figura 18: Secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusién tTF-GCNGRCVSGCAGRC (abreviado tTF-
cycloNGR?2).

Figura 19: Secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion tTF-GCVLNGRMEC (abreviado tTF-cycloNGR3).

Figura 20: Secuencia de nucleétidos del factor tisular humano truncado tTF1.21s (@breviado tTF para mayor brevedad
dentro del alcance de la presente solicitud).

Figura 21: Secuencia de nucle6tidos del polipéptido de fusion tTF-GRGDSP (abreviado tTF-RGD).
Figura 22: Secuencia de nucle6tidos del polipéptido de fusion tTF-GNGRAHA (abreviado tTF-RGD).
Figura 23: Secuencia de nuclettidos del polipéptido de fusion tTF-GALNGRSHAG.

Figura 24: Secuencia de nucledtidos del polipéptido de fusion tTF-GCNGRCG (abreviado tTF-cycloNGR1).
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Figura 25: Secuencia de nucleétidos del polipéptido de fusion tTF-GCNGRCVSGCAGRC (abreviado tTF-
cycloNGR?2).

Figura 26: Secuencia de nuclettidos del polipéptido de fusion tTF-GCVLNGRMEC (abreviado tTF-cycloNGR3).
Figura 27: Secuencia de nucledtidos de los oligonucle6tidos para la produccion de tTFi.21s.
A: 5’-cebador; B: 3’-cebador;
Figura 28: Secuencia de nucle6tidos de los oligonucleétidos para la produccion de tTF-GRGDSP.
A: 5’-cebador; B: 3'-cebador;
Figura 29: Secuencia de nucledtidos de los oligonucleétidos para la produccion de tTF-GNGRAHA.
A: 5’-cebador; B: 3’-cebador;
Figura 30: Secuencia de nucle6tidos de los oligonucleétidos para la produccién de tTF-GCNGRCG.
A: 5’-cebador; B: 3'-cebador;

Figura 31: Secuencia de nucledtidos de los oligonucleétidos para la produccién de tTF-GCNGRCVSGCAGRC. A: 5'-
cebador; B: 3'-cebador;

Figura 32: Secuencia de nucle6tidos de los oligonucleétidos para la produccién de tTF-GCVLNGRMEC.
A: 5’-cebador; B: 3’-cebador;

Figura 33: Secuencia de nucledtidos de los oligonucleétidos para la produccion de tTF-GALNGRSHAG.
A: 5’-cebador; B: 3'-cebador;

Figura 34: a: Inhibicién y remisién parcial de un melanoma maligno humano (M21) que se desarrolla como
heterotrasplante en ratones lampifios atimicos por terapia intravenosa con proteinas de fusion de tTF (tTF-RGD, n =
7) en comparacion con el crecimiento tumoral con infusion de solucion salina fisiolégica (NaCl, n = 9) o tTF (n = 11).
Las flechas verticales indican los instantes de inyeccion con las respectivas sustancias.

b: Inhibicién de un fibrosarcoma humano (HT1080) que se desarrolla como heterotrasplante en ratones lampifios
atimicos por terapia intravenosa con proteinas de fusién de tTF (tTF-RGD, n = 12) en comparacion con el
crecimiento tumoral con infusién de solucién salina fisiolégica (NaCl, n = 15) o tTF (n = 14). Las flechas verticales
indican los instantes de inyeccidn con las respectivas sustancias.

c¢: Inhibicién de un carcinoma de pulmén humano (CCL185) que se desarrolla como heterotrasplante en ratones
lampifios atimicos por terapia intravenosa con proteinas de fusion de tTF (tTF-RGD, n = 11) en comparacion con el
crecimiento tumoral con infusiéon de solucién salina fisiolégica (NaCl, n = 10) o tTF (n = 5). Las flechas verticales
indican los instantes de inyeccion con las respectivas sustancias. Se determind la significacion estadistica en cada
caso con el ensayo de Mann-Whitney para grupos independientes, considerandose significativos los valores de P
inferiores a 0,05. * indica la significacion estadistica de la diferencia entre tTF-RGD y el tampén.

Figura 35: Macrografia de un ratén portador de un tumor M21 al final del tratamiento (dia 7) con la proteina de fusion
tTF-RGD (A, C) o NaCl (B, D). Las diferencias de tamafio y aspecto de los tumores tratados con tTF-RGD, que a
diferencia del tumor de control aparentemente vital muestran claros signos de necrosis, son facilmente distinguibles.

Figura 36: Tincion H-E de tumores y 6rganos de ratones tratados con tTF-RGD y solucién salina fisiologica.

Se observo trombosis grave y necrosis de las células tumorales en los animales tratados con tTF-RGD (A: 200x, B:
400x). Las flechas indican ejemplos de trombosis en vasos sanguineos del tumor. No se produjo trombosis 0
necrosis aparente en los animales tratados con solucién salina (C: 200x, D: 400x). Las flechas indican vasos
sanguineos intactos del tumor con algunos eritrocitos. El corazén (E), el pulmon (F), el higado (G) y el rifién de los
animales tratados con tTF-RGD no mostré ninguna trombosis o necrosis visible.

Figura 37: Accion de tTF-NGR en un modelo de fibrosarcoma.
Se examinaron ratones portadores de un fibrosarcoma (HT1080) por resonancia magnética (RMN) sin

administracion intravenosa de tTF-NGR (pre tTF-NGR) y 6 horas después de la misma (post tTF-NGR). Se indica la
fraccion de volumen vascular alta o baja.
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Descripcion detallada de la invencion

Los problemas observados en la técnica anterior han sido superados mediante polipéptidos de fusion que
comprenden los péptidos siguientes:

a) un péptido que presenta de 3 a 30 aminoacidos, que permiten unir selectivamente el polipéptido de fusién a
las células endoteliales de los vasos tumorales; y

b) un factor tisular TF (Tissue Factor) o un fragmento del mismo, estando caracterizado dicho factor tisular o
fragmento del mismo porque pueden activar la coagulacion sanguinea cuando el polipéptido de fusién se une
a las células endoteliales de los vasos tumorales,

en el que los péptidos a) y b) estan unidos entre si directamente o mediante un conector que presenta hasta
15 aminoacidos, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusién a
las células endoteliales de los vasos tumorales esta unido al extremo C del péptido capaz de activar la
coagulacién sanguinea tras la union del polipéptido de fusiéon a las células endoteliales de los vasos
tumorales. La presente invencion se refiere ademas a medicamentos que contienen polipéptidos de fusion
correspondientes y a su utilizacion para el tratamiento de tumores.

Ademas de las secuencias a) y b), los polipéptidos de fusién segun la invencién pueden comprender secuencias
adicionales siempre que las mismas no tengan un efecto adverso en la conformacion estérica del polipéptido de
fusién y no obstaculicen la formacion del complejo enzima-sustrato que desencadena la coagulacién sanguinea. Los
polipéptidos de fusion segun la invencién pueden contener, por ejemplo, secuencias de un His-Tag que simplifican la
expresion recombinante y la purificacion del péptido (véase los ejemplos). Sin embargo, la presencia de estas
secuencias no es necesaria. Asi pues, segun una forma de realizacion preferente de la invencion, el polipéptido de
fusion comprende:

a) un péptido que presenta de 3 a 30 aminoacidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusion a las
células endoteliales de los vasos tumorales; y

b) un factor tisular TF (Tissue Factor) o un fragmento del mismo, caracterizandose dicho factor tisular o
fragmento del mismo por su capacidad de activar la coagulacién sanguinea cuando el polipéptido de fusion
se une a las células endoteliales de los vasos tumorales,

en el que los péptidos a) y b) estan unidos entre si directamente o mediante un conector que presenta hasta
15 aminoéacidos,

Segun una forma de realizacion particularmente preferente de la invencion, el polipéptido de fusién comprende:

a) un péptido que presenta de 3 a 30 aminoacidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusion a las
células endoteliales de los vasos tumorales; y

b) un factor tisular TF (Tissue Factor) o un fragmento del mismo, estando caracterizado dicho factor tisular o
fragmento del mismo por su capacidad de activar la coagulacion sanguinea cuando el polipéptido de fusién
se une a las células endoteliales de los vasos tumorales,

en el que los péptidos a) y b) estan unidos entre si.

Segun la presente invencion, se ha puesto sorprendentemente de manifiesto que los polipéptidos de fusién de un
péptido particularmente pequefio capaz de unir selectivamente el polipéptido de fusién a las células endoteliales de
los vasos tumorales, y un péptido capaz de activar la coagulaciéon sanguinea cuando el polipéptido de fusién se une
a las células endoteliales de los vasos tumorales, son particularmente ventajosos para una terapia tumoral
antivascular. El pequefio tamafo del polipéptido que permite la union a las células endoteliales de los vasos
tumorales mejora la orientacion de la proteina de fusiéon hacia la membrana fosfolipidica de la célula endotelial. La
formacion del complejo enzima/sustrato esencial para la coagulacién sanguinea no esta impedido estéricamente y el
factor tisular TF, que puede activar la coagulacién, no estd sometido a ninglin cambio de conformacion.

Segun una forma de realizacidn preferida de la presente invencion, el péptido capaz de activar la coagulacién
sanguinea cuando el polipéptido de fusidon se une a las células endoteliales de los vasos tumorales es el factor
tisular TF con la secuencia de aminoacidos indicada en SEC ID NO: 1 (figura 12). La invencién comprende ademas
secuencias de factor tisular con una homologia de aminoacidos, por lo menos, del 70% o, por lo menos, del 80%,
con respecto a la SEC ID NO: 1 (figura 12), siendo particularmente preferentes las secuencias que presentan una
homologia, por lo menos, del 95%. El grado de homologia se determina escribiendo las dos secuencias una encima
de la otra, siendo posibles cuatro huecos en una longitud de 100 aminoacidos, a fin de alcanzar la maxima
coincidencia posible entre las secuencias comparadas (véase Dayhoff, Atlas of Protein Sequence and Structure, 5,
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124, 1972). A continuacién, se determina el porcentaje de residuos aminoacidos de la méas corta de las dos cadenas
de aminoacidos que se encuentra frente a residuos de aminoacidos idénticos de la otra cadena.

El péptido capaz de activar la coagulacion sanguinea en los vasos tumorales cuando el polipéptido de fusién se une
a las células endoteliales de los vasos tumorales puede ser, ademas, un fragmento del factor tisular TF o un
fragmento de una secuencia homdloga al TF. Preferentemente, el fragmento tiene la secuencia indicada en SEC ID
NO: 2 (figura 13). La secuencia (tTFi-218 0, de forma abreviada, tTF) indicada en SEC ID NO: 2 (figura 13)
comprende los 218 aminoacidos aminoterminales del TF. Ademas, segun la presente invencion, también es posible
utilizar fragmentos de tTF que carecen de varios aminoacidos en los extremos N o C con respecto al tTF. Por
ejemplo, es posible utilizar fragmentos que carecen de hasta 10 aminoacidos en el extremo N (tTF11-218). Ademas, se
pueden utilizar fragmentos que carecen de hasta 8 aminoacidos en el extremo C (tTF1-210), por ejemplo (tTF1-214).

La presente invencion se refiere a polipéptidos de fusién en los que el péptido capaz de unirse selectivamente a las
células endoteliales de los vasos tumorales esta unido al extremo C del péptido capaz de activar la coagulacién
sanguinea. Segun la presente invencion, el término “células endoteliales de los vasos tumorales” y el término
“células endoteliales presentes en los vasos tumorales” se utilizan para designar las células que recubren los vasos
sanguineos de un tumor. La presente invencion ha establecido que la disposicion anterior garantiza la orientacion de
la proteina de fusién perpendicularmente a la membrana fosfolipidica de la célula endotelial, lo que resulta
particularmente ventajoso para activar la coagulacidon sanguinea. Esta orientacion corresponde a la orientacion
natural del TF durante la induccion de la coagulacién sanguinea. Tal como se muestra en la figura 3, se encuentran
cinéticas de Michaelis-Menten muy similares con respecto a la activacion del factor X por las proteinas de fusion
FVlla/tTF1-218 0 FVIla/tTF1-215 para todos los constructos producidos de este modo. En la técnica anterior, en cambio,
el péptido que activa la coagulacién estaba unido al extremo C de la molécula diana (véase (16)). De este modo, los
polipéptidos de fusion segun la presente invencidn difieren fundamentalmente de los péptidos utilizados en la técnica
anterior.

El péptido capaz de unir selectivamente el polipéptido de fusidon a las células endoteliales de los vasos tumorales
puede ser cualquier péptido con una longitud de entre 3 y 30 aminoacidos y que se una a las células endoteliales de
los vasos tumorales con una especificidad elevada. Los péptidos correspondientes se pueden aislar a partir de
bibliotecas de péptidos por métodos habituales en el estado de la técnica. Pueden presentar una estructura lineal o
ciclica, en funcién de la biblioteca de péptidos que se elija.

Segun una forma de realizacién de la presente invencion, los péptidos que permiten la unién selectiva del polipéptido
de fusion a las células endoteliales de los vasos tumorales comprenden la secuencia de aminoacidos RGD o NGR.
Ambas secuencias se conocen en la técnica anterior por su unién especifica a las integrinas, especialmente las
integrinas a3 y ayBs (péptidos RGD), y como motivos de adhesion celular (péptidos NGR) (véase (8)). Segun la
presente invencién, se ha puesto de manifiesto sorprendentemente que estos péptidos son especialmente
adecuados para formar parte de un polipéptido de fusién, la otra parte del cual es un péptido capaz de activar la
coagulacién sanguinea en tumores cuando el polipéptido de fusion se une a las células endoteliales de los vasos
tumorales.

Se han obtenido efectos particularmente ventajosos con los péptidos lineales que presentan las secuencias
GRGDSP, GNGRAHA y GALNGRSHAG, y los péptidos ciclicos con las secuencias GCNGRCG,
GCNGRCVSGCAGRC y GCVLNGRMEC. Se ha puesto de manifiesto que los polipéptidos de fusion que
comprenden estas secuencias y la secuencia de los primeros 218 aminoacidos del TF humano son muy adecuados
para la terapia tumoral antivascular. Particularmente, se puso de manifiesto que estos polipéptidos de fusion
producen una inhibicion significativa del crecimiento tumoral o reducen el tamafio de los tumores (véase las figuras 7
y 8). La induccién de remision tumoral parcial observada (véase la figura 8) parece anunciar resultados positivos en
la terapia tumoral en humanos sobre la base del elevado poder predictivo del modelo de ratén (42, 43, 44).

La presente invencion comprende ademas proteinas de fusion con péptidos RGD ciclicos, ya que la ciclacion mejora
la afinidad por las integrinas (tal como se describe, por ejemplo, en la referencia 21).

La presente invencion se refiere ademas a polipéptidos de fusién que presentan una de las secuencias indicadas en
SEC ID NO: 3-8 (figuras 14-19).

Segun otra forma de realizacion, la presente invencidn se refiere a acidos nucleicos que codifican un polipéptido de
fusion, tal como se ha descrito anteriormente. Los correspondientes acidos nucleicos pueden tener, por ejemplo, una
de las secuencias indicadas en SEC ID NO: 10-15 (figuras 21-26).

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a vectores que comprenden uno de los &cidos nucleicos
mencionados anteriormente. Generalmente, los vectores correspondientes también comprenden secuencias
reguladoras para la expresién del acido nucleico. Dichos vectores estan ampliamente descritos en la técnica anterior
y estan disponibles comercialmente a través de un gran nimero de empresas.
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En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a células que comprenden uno de los acidos nucleicos
0 vectores mencionados anteriormente. Generalmente, las células se utilizan para la expresion del acido nucleico y
la produccion recombinante de los polipéptidos de fusién segun la presente invencion. Existe un gran nimero de
células que pueden utilizarse con este propdsito, incluidas E. coli, células de levadura y lineas celulares animales,
tales como las células CHO o COS. Las células apropiadas y sus aplicaciones estan ampliamente descritas en la
técnica anterior.

Los polipéptidos de la presente invencion segun la reivindicacién 1 se pueden preparar ademas por otros métodos
adecuados, por ejemplo, por acoplamiento quimico de péptidos individuales. Asi, los péptidos individuales se
pueden producir por métodos convencionales en el estado de la técnica, por ejemplo, por sintesis quimica o
mediante expresion heteréloga, y a continuacion unirse entre si por acoplamiento.

Finalmente, la presente invencion también se refiere a medicamentos que comprenden los polipéptidos de fusion,
acidos nucleicos, vectores o células descritos anteriormente. Los medicamentos pueden comprender ademas
vehiculos, excipientes o adyuvantes farmacéuticamente compatibles. Ademas, los polipéptidos presentes en dicho
medicamento pueden presentarse en un estado modificado, por ejemplo, pegilados, es decir, acoplados a una
molécula de polietilenglicol.

Los polipéptidos de fusién segun la presente invencion o los medicamentos que los contienen se pueden utilizar
para el tratamiento de enfermedades neoplasicas y, particularmente, para la terapia tumoral antivascular. Entre las
enfermedades neoplasicas que se pueden tener en cuenta para el tratamiento con ayuda de los polipéptidos de
fusién segun la presente invencién o los medicamentos que los contienen se incluyen, por ejemplo, carcinomas
bronquiales y otros tumores del térax y el mediastino, canceres de mama y otros tumores ginecoldgicos, carcinomas
colorrectales, carcinomas pancreaticos y otros tumores del tubo gastrointestinal, melanomas malignos y otros
tumores de la piel, tumores en la regién de la cabeza y el cuello, carcinomas prostaticos y otros tumores
urogenitales, sarcomas, tumores endocrinos activos, leucemias y sindromes mielodisplasicos, y linfomas
hodgkinianos y no hodgkinianos.

Ademas, también se pueden tratar tumores benignos, por ejemplo hemangiomas, y la neovascularizacion en la
retinopatia diabética.

Aparte de la administracion intravenosa, también es posible la administracion subcutanea e intraperitoneal de los
polipéptidos de fusidbn o medicamentos. Mediante el empaquetamiento en vehiculos farmacéuticos, que impiden la
escisién de los polipéptidos de fusién en el tubo gastrointestinal, los polipéptidos de fusion o medicamentos se
pueden administrar también por via oral.

Ademas, puede resultar ventajoso combinar la administracion de polipéptidos de fusiéon segin la invencién con otros
enfoques terapéuticos, por ejemplo, quimioterapia citotoxica o irradiacion. También es posible la combinacion con
otras sustancias activas, por ejemplo con factor Vlla o doxiciclina, pero preferentemente la combinacion del
polipéptido segun la invencién con factor Vlla o doxiciclina no es necesaria.

La presente invencién se describe con mas detalle a través de los siguientes ejemplos:

Ejemplos

Ejemplo 1: Expresion y purificacion de tTF y proteina s de fusién de tTF

Se sintetiz6 el ADNc que codifica los 218 aminoacidos aminoterminales del factor tisular TF (en lo sucesivo,
designado tTF) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el cebador que se indica en SEC
ID NO: 16 y SEC ID NO: 17 (figura 27), y se clond en el lector de expresion pET-30a(+) (Novagen). Los plasmidos
recombinantes se transformaron en E. coli (BL21), se expresaron y se purificaron (kit Qiagen Plasmid).

Junto con el factor tisular truncado tTF, se construyeron proteinas de fusion de péptidos de tTF, uniéndose en primer
lugar los péptidos diana al extremo carboxilo del factor tisular tTF soluble. Se construyeron las siguientes proteinas

de fusion lineales:

tTF-GRGDSP (SEC ID NO: 3; figura 14; en adelante, designado tTF-RGD; se utilizaron los cebadores PCR con
SEC ID NO: 18 y SEC ID NO: 19 (figura 28));

tTF-GNGRAHA (SEC ID NO: 4; figura 15; en adelante, designado tTF-NGR; se utilizaron los cebadores PCR con
SEC ID NO: 20y SEC ID NO: 21 (figura 29));

tTF-GALNGRSHAG (SEC ID NO: 5; figura 16; se utilizaron los cebadores PCR con SEC ID NO: 28 y SEC ID NO:
29 (figura 33));

Ademas, se sintetizaron las siguientes proteinas de fusion ciclicas:
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tTF-GCNGRCG (SEC ID NO: 6; figura 17; en adelante, designado tTF-cycloNGR1; se utilizaron los cebadores
PCR con SEC ID NO: 22 y SEC ID NO: 23 (figura 30));

tTF-GCNGRCVSGCAGRC (SEC ID NO: 7; figura 18; en adelante, designado tTF-cycloNGR2; se utilizaron los
cebadores PCR con SEC ID NO: 24 y SEC ID NO: 25 (figura 31));

tTF-GCVLNGRMEC (SEC ID NO: 8; figura 19; en adelante, designado tTF-cycloNGR3; se utilizaron los
cebadores PCR con SEC ID NO: 26 y SEC ID NO: 27 (figura 32))

Todos los constructos (incluido el tTF) se expresaron en el vector pET30a(+), que media la expresion adicional de
una etiqueta de afinidad aminoterminal de 6 residuos de histidina y unos cuantos aminoacidos codificados por
vectores. Con la ayuda de dicha etiqueta de afinidad, los constructos se pudieron purificar por cromatografia de
afinidad en una columna de niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA, Novagen). La etiqueta de afinidad se muestra en
SEC ID NO: 30. SEC ID NO: 31 y SEC ID NO: 32 indican, a modo de ejemplo, las secuencias de aminoacidos
completas de tTF-GRGDSP y tTF-GNGRAHA con etiqueta de afinidad.

Los constructos se seleccionaron de modo que, a partir de la estructura cristalina de rayos X conocida para el
complejo tTF:FVlla (19), se garantiza la orientacién vertical de la proteina de fusion de tTF con respecto a la
membrana fosfolipidica de las células endoteliales, lo que corresponde a la orientacion del TF nativo. Se tuvo en
cuenta, ademas, que la estructura seleccionada no debia dar lugar a que el tTF provocara ninglin impedimento
estérico a la interaccion con el FVlla y el sustrato macromolecular FX. Debido a la especificidad de la secuencia
RGD por la integrina ayf3; y de la secuencia NGR por la CD13 (aminopeptidasa N), se obtiene selectividad del tumor,
ya que estos receptores se expresan de forma selectiva y especifica a densidad elevada en las células endoteliales
del tumor, pero, salvo en algunas excepciones, no en las restantes células endoteliales del tejido normal (véase
figura 1).

El tTF y las proteinas de fusi6on descritas tTF-RGD, tTF-NGR, tTF-GALNGRSHAG y tTF-cycloNGR1-3, se
transformaron y expresaron en E. coli (BL21) por medio de pET30a(+). Se centrifugaron células de E. coli BL21 DE3
transformadas e inducidas por IPTG y se absorbieron en 5-7 ml de tampdn de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; NaCl
150 mM; MgCl; 1 mM; 10 pg/ml de aprotinina; 2 mg/ml de lisozima)/g de sedimento y se afiadieron 20 pl de
benzonasa (Novagen). Tras 90 minutos de incubacion a temperatura ambiente (RT) y centrifugaciéon a 12.000 g, 20
min, 4°C, el sedimento se resuspendidé y se homogeneiz6 por tratamiento con ultrasonidos en tampoén de lavado
(Tris/HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM; 3% de Triton X-100). Los cuerpos de inclusién se disolvieron durante la
noche a temperatura ambiente en 2-4 ml/g de sedimento en tampdn de desnaturalizacion (cloruro de guanidinio 6 M,
NaCl 0,5 M, NaH,PO4 20 mM, DTT 1 mM). El sobrenadante de la centrifugacion (5.000 g, 30 min, 4°C) se filtr6 con
un filtro de 0,22 pg. Los constructos se purificaron hasta homogeneidad en una columna de niquel-acido
nitrilotriacético (Ni-NTA, Novagen) a través de las secuencias His-Tag adicionalmente introducidas del constructo. La
purificacién y el plegamiento de las proteinas se llevaron a cabo con el kit His Bind Buffer (Novagen). A continuacion
se llevo a cabo una didlisis frente a tampén TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).

La identidad de las proteinas se confirmé por SDS-PAGE, transferencia Western y espectroscopia de masas (véase
figura 2).

Ejemplo 2: Caracterizacion funcional de tTF y protei  nas de fusion de tTF

La actividad funcional de estas proteinas de fusién con respecto a la actividad del cofactor en la activacién del factor
X a factor Xa a través del factor Vlla se puso de manifiesto in vitro por andlisis de Michaelis-Menten. La capacidad
del tTF y de los polipéptidos de fusién de tTF para intensificar la activacion proteolitica especifica de FX a través de
FVlla en presencia de fosfolipidos se determind mediante una versién ligeramente modificada del método descrito
por Ruf (45). Para ello, se pipetearon 20 ul de cada uno de los siguientes reactivos en placas de microtitulacion: (a)
FVlla recombinante 50 nM (Novo-Nordisk) en TBS-BSA, (b) tTF/polipéptido de fusion de tTF 0,16 nM - 1,6 uM en
TBS-BSA; (c) CaCl, 25 mM y vesiculas fosfolipidicas 500 uM (fosfatidilcolina/fosfatidilserina, 70/30, M/M; Sigma).
Tras 10 min de incubacién a temperatura ambiente, se afiadieron 20 pl del sustrato natural FX (Enzyme Research
Laboratories) a una concentracién de 5 pM. A continuacién, se tomaron muestras con pipeta a intervalos de un
minuto y la reaccion se detuvo mediante la adicion de una solucién de EDTA 100 mM. La cantidad de FXa que se
formé se midié por adicién del sustrato cromdgeno Spectrozyme FXa en un lector de microplacas mediante la
determinacién del cambio de absorcién a 405 nm y los parametros de la cinética de Michaelis-Menten se analizaron
por el método descrito por Ruf. Los resultados ponen de manifiesto que el tTF y los polipéptidos de fusion de tTF son
funcionalmente activos en estas condiciones (figura 3). Las constantes de Michaelis (Km) obtenidas para los
polipéptidos de fusién estaban comprendidas dentro del intervalo 0,12-1,2 nM (figura 3), y por lo tanto en el rango
inferior publicado para el tTF. Por lo tanto, se puede suponer que la actividad funcional no se ve afectada por la
fusién del tTF con los péptidos.
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Ejemplo 3: Unién de las proteinas de fusion de tTFa  ayf33 in vitro e in vivo

Se puso de manifiesto la uniéon de tTF-RGD y tTF-NGR a la integrina a,R3 en un ensayo ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) mediante la inmovilizacion de a,3; purificada sobre placas de microtitulacion (véase la figura
4). La especificidad de la unién de tTF-RGD a ay33 se vio enfatizada por el hecho de que el péptido sintético con la
secuencia GRGDSP (de la empresa Gibco) inhibe de forma competitiva la unién de tTF-RGD a 0,33 en este sistema
de ensayo (véase la figura 5).

A continuacion, se evalud la union especifica de tTF-RGD a ayl33 en las células endoteliales. Para ello, se analizé la
union diferencial de tTF biotinilado y tTF-RGD a las células endoteliales en suspensién mediante FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting). El hecho de que todas las células endoteliales que se mantienen en el cultivo
de tejido se activan, es decir, expresan moléculas de a,R3, se utiliza experimentalmente. Esto se puede detectar
mediante diversos métodos inmunohistoquimicos. Asi, una célula endotelial cultivada corresponde, en relacion con
su patron de expresion con respecto a o83, a una célula endotelial del tumor. Correspondientemente, una célula
endotelial cultivada se puede utilizar como sistema modelo para la union especifica de sustancias a células
endoteliales del tumor y también permite realizar predicciones acerca de la toxicidad esperada.

Se utilizd estreptavidina-ficoeritrina como método de deteccion. La intensidad de fluorescencia medida para tTF-
RGD fue 8 veces mayor que para el tTF (figura 6A). Ademas, la unién de tTF-RGD 0,1 uM a las células endoteliales
se redujo de forma competitiva en un 75% mediante la administracion de una concentracion 1 uM del péptido
sintético GRGDSP (figura 6B). Esto subraya la especificidad de la unién de tTF-RGD a los receptores de unién de
RGD de la superficie de las células endoteliales, tales como la a,R3s.

Ejemplo 4: Efectos antitumorales de las proteinas de fusion de tTF en un modelo animal

Se evaluaron en las proteinas de fusion de tTF-RGD y NGR-tTF los efectos y efectos secundarios sobre
heterotrasplantes de tumores humanos en ratones lampifios atimicos. Para ello, se utilizaron los modelos
establecidos en nuestro laboratorio (33, 34). Se inyectaron las lineas celulares CCL185 (adenocarcinoma pulmonar
humano) y M-21 (melanoma humano) por via subcutanea en el flanco de ratones lampifios macho BALB/c (9-12
semanas de edad). Al alcanzar un volumen tumoral de aproximadamente 50-100 mm?® (CCL185) o de 400-600 mm?®
(M-21), los ratones se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos. El grupo 1 recibié Gnicamente solucion salina
fisiolégica (NaCl), el grupo 2, tTF, el grupo 3, tTF-RGD, y el grupo 4, tTF-NGR (en cada caso, 1,5-2,0 mg de la
proteina/kg de peso corporal). Las inyecciones se realizaron en la vena caudal de los animales a intervalos de 1-3
dias (dependiendo de la tasa de crecimiento de la linea celular en concreto). Se observd una actividad terapéutica
considerable de las proteinas de fusion. Los tumores de los ratones tratados con las proteinas de fusién de tTF-RGD
o tTF- NGR vieron significativamente inhibido su crecimiento o se redujo su tamafio hasta la remision parcial en
comparacioén con la administracion de tTF o NaCl (véase las figuras 7 y 8).

A fin de verificar el mecanismo de accién de la induccion de trombosis en los vasos tumorales, se llevé a cabo el
siguiente experimento: se inyecté la linea celular de melanoma humano en el flanco de dos ratones lampifios macho
BALB/c. Al alcanzarse un tamafio del tumor de aproximadamente 500 mm®, se inyectaron 2,0 mg/kg de peso
corporal de tTF-NGR o NacCl en la vena caudal. La figura 9A muestra una fotografia macroscdpica in vivo del ratén
portador de tumor 20 min después de la inyeccion de la proteina de fusion tTF-NGR (mitad izquierda de la imagen) o
de NaCl (mitad derecha de la imagen). La imagen macroscépica con coloracién azulada palida del tumor tras la
inyeccion de tTF-NGR indica necrosis tumoral. Tras 60 min, los ratones se desangraron, se les extirpé el tumor en
su totalidad y éste se sometié a un examen histoldgico. La figura 9B muestra la imbibicién hemorragica del tumor
tratado con tTF-NGR como un signo de hemorragia secundaria como resultado de una necrosis tumoral incipiente.
En cambio, el tumor tratado con NaCl aparece vital (figura 9C).

El analisis histol6gico del melanoma muestra la formacion microscdpicamente visible de trombos en los vasos
sanguineos (figuras 10A-D). Este descubrimiento demuestra el mecanismo propuesto para los efectos antitumorales
de tTF-NGR, es decir, la induccién de trombos en los vasos sanguineos. La elevada selectividad de tTF-NGR por los
vasos sanguineos tumorales se demuestra por la ausencia de deteccion histolégica de coagulacion y necrosis en el
tejido normal, tal como de corazon, rifién, higado y pulmén (figuras 11A-D). Ni siquiera la administracién de dosis
elevadas repetidas de tTF-NGR (4 mg/kg de peso corporal) dio lugar a la formacién visible de coagulos ni a toxicidad
para los 6rganos.

Ejemplo 5: Efectos antitumorales de las proteinas de fusion de tTF en el modelo tumoral animal HT1080

Se investigé también la actividad antitumoral de la proteina de fusién tTF-RGD en ratones lampifios BALB/c con
fibrosarcomas (HT1080). Estos tumores presentan un crecimiento rapido y una buena vascularizacién. En la tabla 2
y en la figura 34 se presentan los resultados de dos experimentos. Tras la segunda inyeccion de tTF-RGD, se
observo una inhibicién significativa del crecimiento de los tumores HT1080 en comparacion con los grupos de
control. Este efecto duré hasta el final del experimento, en el dia 7 (P = 0,021 para tTF-RGD con respecto al control
con tampén (solucién salina fisiol6gica), P = 0,005 para tTF-RGD con respecto a tTF). Como en los experimentos
anteriores, en este modelo se observé una regresion parcial del volumen tumoral.

10



10

15

20

25

30

35

40

Tabla 1:

ES 2397922 T3

Efecto de tTF-RGD sobre el crecimiento de tumores M21 en ratones

Tratamiento Volumen tumoral medio (mm®) P con respecto | P con respecto a n
al tampodn tTF
Dia 0 Dia 7
Tampén 590 £ 77 994 + 140 ns 9
tTF 558 + 47 931 + 147 ns 11
tTF-RGD 585 + 85 514 +81 <0.01 <0.05 7
ns: no significativo
Tabla 2:
Efecto de tTF-RGD sobre el crecimiento de los tumores HT1080 en ratones
Tratamiento Volumen tumoral medio (mm®) P con respecto | P con respecto a n
al tampodn tTF
Dia 0 Dia 7
Tampon 1671 + 296 2431 +559 ns 15
tTF 1751 + 269 2335 + 398 ns 14
tTF-RGD 1725 +197 1241 +122 <0.05 <0.01 12
ns: no significativo
Tabla 3:
Efecto de tTF-RGD sobre el crecimiento de los tumores CCL185 en ratones
Tratamiento Volumen tumoral P con respecto | P con respecto a n
medio (mm?®) al tampon tTF
Dia 0 Dia 7
Tampon 39+3 467 £ 137 ns 9
tTF 44 +8 764 +148 ns 5
tTF-RGD 45+5 130+ 19 <0.01 <0.01 10

ns: no significativo

El experto en la materia puede construir sin mayores problemas otras proteinas de fusion de tTF a partir de la
descripcion de la presente invencién. Los candidatos potenciales son los péptidos TAASGVRSMH y LTLRWVGLMS,
gue se unen a NG 2, el homologo murino del proteoglicano de melanoma humano (12). La expresién de NG 2 esta
restringida a las células tumorales y los vasos angiogénicos de un tumor (35). Otro candidato es el péptido sintético
TTHWGFTL, que produce una inhibicion selectiva y potente de la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2) (13). Como
la integrina a3 también se une de forma evidente a la MMP-2 de modo independiente del RGD, esto significa que
la enzima activa esta localizada en la superficie de los vasos sanguineos angiogénicos (36). Un constructo
constituido por tTF y dicho péptido inhibidor de MMP-2 puede mediar de modo parecido en la union selectiva de
tTF1-218 & la membrana de las células endoteliales de los vasos tumorales.
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Thr

Gln

Ser

B5

Thx

Glu

Leu

Lys

Lys

165

Lys

Thr

Glu

ES 2397922 T3

Thr

Ile

Ile

Asp

Thr

70

Thr

Pro

Gln

Val

Asp

150

Lys

Gly

Val

Lys

Val

Len

Ser

Thr

55

Tyr

Gly

Tyr

Val

Arg

135

Leu

Thr

Glu

Asn

Gly
215

<221> Secuencia de aminoacido de tTF-GCNGRCG

<400> 6

Ala

Glu

Thr

40

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

120

Arg

Ile

Ala

Asn

Arg

200

Glu

Ala

Trp

25

Lys

Cys

Ala

Ala

Glu

105

Thx

Asn

Tyr

Lys

Tyr

185

Lys

Phe

18

Tvr

10

Glu

Ser

Asp

Arg

Gly

Thr

Lys

Asn

Thr

Thr

170

Cys

Ser

Arg

Asn

Pxro

Gly

Leu

Val

75

Glu

Asn

Val

Thr

Leu

155

Asn

Phe

Thr

Gly

Leu

Lys

Asp

Thr

60

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe

140

Tyr

Thr

Serxr

Asp

Ala
220

Thr

Pro

Trp

15

Asp

Sexr

Leu

Gly

Val

125

Leu

Tyr

Asn

Val

Ser

205

Leu

Trp

Val

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Gln

110

Thr

Ser

Trp

Glu

Gln

180

Pro

Asn

Lys

15

Asn

Ser

Ile

Pro

Glu

95

Pro

Val

Leu

Lys

Phe

175

Ala

Val

Gly

Ser

Gln

Lys

Val

Ala

80

Asn

Thr

Glu

Arg

Ser

red

Leu

Val

Glu

Arg



10

<210>7
<211> 232
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<221> Secuencia de aminoacido de tTF-GCNGRCVSGCAGRC

<400> 7

Ser

Thr

Val

Cys

Lys

65

Gly

Ser

Ile

Asp

Asp

145

Ser

Ile

Ile

Cys

Gly
225

Gly

Asn

Tyr

Phe

50

Asp

Asn

Pro

Gln

Glu

130

Val

Ser

Asp

Pro

Met
210

Thr

Phe

Thr

35

Tyr

Val

Val

Glu

Sexr

115

Arg

Phe

Ser

Val

Ser

185

Gly

Thr

Lys

20

Val

Thr

Lys

Glu

Phe

100

Phe

Thr

Gly

Gly

Asp

180

Arg

Gln

Asn

Thr

Gln

Thr

Gln

Ser

8o

Thx

Glu

Leu

Lys

Lys

165

Lys

Glu

ES 2397922 T3

Thxr

Ile

Ile

Asp

Thr

70

Thr

Pro

Gln

val

Bsp

150

Lys

Gly

Val

Lys

val

Leu

Ser

Thr

55

Tyxr

Gly

Tyr

Val

Arg

135

Leu

Thr

Glu

Asn

Gly
215

Ala

Glu

Thr

40

Glu

Len

Ser

Leu

Gly

120

Arg

Ile

Ala

Asn

Arg

200

Glu

Ala

Trp

25

Lys

Cys

Ala

Ala

Glu

105

Thr

Asn

Tyr

Lys

Tyr

185

Lys

Phe

19

Tyx

10

Giu

Ser

Asp

Arg

Gly

90

Thr

Lys

Asn

Thx

Thr

170

Cys

Ser

Arg

Asn

Pro

Gly

Leu

Val

75

Glu

Asn

Val

Thr

Leu

155

Asn

Phe

Thx

Gly

Leu

Lys

Asp

Thr

00

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe

140

Tyx

Thr

Ser

Asp

Cys
220

Thr

Pro

Trp

45

Asp

Ser

Leu

Gly

Tyr

Asn

Val

Ser

205

Asn

Trp

Val

30

Lys

Giu

Tyr

Tyr

Gln

110

Thx

Ser

Trp

Glu

Gln

190

Pro

Gly

Lys
15

Asn
Ser
Tie
Pro
Glu
95

Pro
Val
Len
Lys
Phe
175
Ala

Val

Arg

Ser

Gln

Lys

Val

Ala

80

Asn

Thr

Glu

Arg

Ser

160

Leu

Val

Glu

Cys
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<210>8
<211> 228
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ser

Thr

Val

Cys

Lys

65

Gly

Ser

Iie

Asp

Asp

145

Ser

Ile

Ile

Cys

Val
225

Gly

Asn

Tyr

Fhe

50

Asp

Asn

Pro

Gln

Glu

130

Val

Ser

Asp

Pro

Met

210

Ser

Thx

Phe

Thx

35

Tyr

Val

Val

Glu

Serxr

115

Arg

Phe

Ser

Val

Ser

185

Gly

Gly

Thr

Lys

20

Val

Thr

Lys

Glu

Phe

100

Phe

Thr

Gly

Gly

Asp

180

Arg

Gln

Cys

Asn

Thr

Gln

Thr

Gln

Ser

85

Thr

Glu

Leu

Lys

Lys

165

Lys

Thr

Glu

Ala

ES 2397922 T3

Thr

Ile

Ile

Asp

Thr

70

Thr

Pro

Val

Asp

150

Lys

Gly

Val

Lys

Gly
230

Val

Leu

Ser

Thr

55

Tyr

Gly

Tyr

Val

Arg

135

Leu

Thr

Glu

Asn

Gly

215

Arg

Ala

Glu

Thr

40

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

120

Arg

Ile

Ala

Asn

Arg

200

Glu

Cys

<221> Secuencia de aminoacido de tTF-GCVLNGRMEC

<400> 8

Ala

Trp

2
-

Lys

Cys

Ala

Ala

Glu

105

Thx

Asn

Tyr

Lys

Tyx

185

Lys

Phe

20

Tyr
10

Glu
Ser
Asp
Arg
Gly
90

Thr
Lys
Asn
Thr
Thr
170

Cys

Ser

‘Arg

Asn

Pro

Gly

Leu

Val

75

Glu

Asn

val

Thr

Leu

155

Asn

Phe

Thr

Gly

Leu

Lys

Asp

Thr

60

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe

140

Tyr

Thr

Ser

Asp

Cys
220

Thr
Pro
Trp
45

Asp
Ser
Leu
Gly
Val
125
Leu
Tyr
Asn
Val
Ser

205

Asn

Trp

Val

30

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Gln

110

Thr

Ser

Trp

Glu

Gln

190

Pro

Gly

Lys

15

Asn

Ser

Ile

Pro

Glu

95

Pro

val

Leu

Lys

Phe

175

Ala

Val

Arg

Ser

Gln

Lys

Val

Rla

80

Asn

Thr

Glu

Arg

Ser

160

Leu

Val

Glu

Cys



10

Ser

Thr

Val

Cys

Lys

65

Gly

Ser

Ile

Asp

Asp

145

Ser

Ile

Ile

Cys

Arg

225

<210>9
<211> 654
<212> ADN
<213> Artifical

<220>

Gly

Asn

Tyr

Phe

50

Asp

Asn

Pro

Gln

Glu

130

Val

Ser

Asp

Pro

Met

210

Met

Thr

Phe

Thr

35

Tyr

val

Val

Glu

Ser

115

Arg

Phe

Ser

Val

Ser

195

Gly

Glu

Thr

Lys

20

Val

Thr

Lys

Glu

Phe

100

Phe

Thr

Gly

Gly

Asp

180

Arg

Gln

Cys

Asn

Thr

Gin

Thr

Gln

Ser

85

Thr

Glu

Leu

Lys

Lys

165

Lys

Thr

Glu

ES 2397922 T3

Thr

Ile

Ile

Asp

Thr

70

Thr

Pro

Gln

Val

Asp

150

Lys

Gly

Val

Lys

<221> Secuencia de nucleétido de tTF1.218

<400>9

val
Leu
Ser
Thr
55

Tyr
Gly
Tyr
vVal
Arg
135
Leu
Thr
Glu

Asn

Gly
215

Ala

Glu

Thr

40

Glu

Len

Ser

Len

Gly

120

Arg

Ile

Ala

Asn

Arg

200

Glu

Bla

Trp

-

Lys

Cys

Ala

Ala

Glu

105

Thr

Asn

Tyr

Lys

Tyx

185

Lys

Phe

21

Tyr

10

Glu

Ser

Asp

Arg

Giy

Thr

Lys

Asn

Thr

Thr

179

Cys

Ser

Arg

Asn

Pro

Gly

Leu

Val

75

Glu

Asn

Val

Thr

Leu

155

Asn

Phe

Thr

Gly

Leu

Lys

Asp

Thr

60

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe

140

Tyr

Thr

Ser

Asp

Cys
220

Thr

Pro

Trp

45

Asp

Ser

Leu

Gly

Val

125

Leu

Tyr

Asn

Val

Ser

205

Val

Trp

Val

30

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Gln

110

Thr

Ser

Trp

Glu

Gln

190

Pro

Leu

Lys

15

Asn

Ser

Iie

Pro

Glu

95

Pro

vVal

Leu

Lys

Fhe

175

Ala

Val

Asn

Ser

Gln

Lys

vVal

Ala

80

Asn

Thr

Glu

Arg

Ser

160

Leu

Val

Glu

Gly



10

15

20

ES 2397922 T3

ggcagcatat
caaacccgtce
caaatgettt
gaagcagacg
ttctgetggg
cctecggacag
agaagatgaa
tggcaaggac
agccaaaaca
cagtgttcaa

agagtgtatg

ggcagcatat
caaacccgtc
caaatgcttt
gaagcagacg
ttctgectgygg
cctecggacag
agaagatgaa
tggcaaggac
agccaaaaca

cagtgttcaa

agagtgtatg

tcaggcacta caaatactgt
acaattttgg agtgggaacc
aagtcaggag attggaaaag
gacgagattyg tgaaggatgt
gggaatgtgg agagcaccgyg
acaccttacc tggagacaaa
acaaaagtga atgtgaccgt
ctaagcctcee gggatgtttt
tcaagttcag gaaagaaaac
aaaggagaaa actactgttt
aagagtacag acagcccggt

<210> 10

<211> 672

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> Secuencia de nucleétido de tTF-GRGDSP

<400> 10
tcaggcacta caaatactgt
acaattttag agtgggaacc
aagtcaggag attggaaaag
gacgagattg tgaaggatgt
gggaatgtygg agagcaccgg
acaccttace tggagacaaa
acaaaagtga atgtgaccgt
ctaagectece gggatgtrtt
tcaagttcag gaaagaaaac
aaaggagaaa actactgttt
aagagtacag acagcccggt
ggtgattcte ca

<210> 11

<211> 675

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> Secuencia de nucleétido de tTF-GNGRAHA

<400> 11

aatttaactt
aatcaagtcet
tacacaacag
tacttggcac
gagcctctgt
ccaacaatte
cggactttag
ttaatttata
aacactaatqg
gcagtgattc

ggccaggaga

aatttaactt
aatcaagtct
tacacaacag
tacttggcac
gagcctetgt
ccaacaattc
cggactttag
ttaatttata
aacactaatqg

gcagfgattc

ggccaggaga

22

ggaaatcaac
acactgttca
acacagagtg
gggtcttcte
atgagaactc
agagttttga
tcagaaggaa
cactttatta
agtttttgat
ccteccgaac

aaggggaatt

ggaaatcaac
acactgttca
acacagagtg
gggtcttctce
atgagaactc
agaglbtttga
tcagaaggaa
cactttatta
agtttttgat

cctcccgaac

aaggggaatt

taatttcaag
aataagcact
tgacctcace
ctaéccggca
cccagagtte
acaggtggga
Ccaacacttte
ttggazatct
tgatgtggat
agttaaccgg

caga

taatttcaag
aataagcact
tgacctcacc
ctaccecggca
cccagagtte
acaggtggga
caacactttc
ttggaaatct
tgatgtggat
agttaaccgg

cagaggaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

Goo

180

240

300

360

420

480

540

600

660

o4
~1
33



10

15

20

25

<210>12
<211> 684

tcaggcacta
acaattttgg
aagtcaggag
gacgagattg
gggaatgtgg
acaccttacc
acaaaagtga
ctaagcctce
tcaagttecag
aaaggagaaa
aagagtacag

ggaagagcac

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

caaatactgt
agtgggaacc
attggaaaag
tgaaggatgt
agagcaccgg
tggagacaaa
atgtgaccgt
gyggatgtttt
gaaagaaaac
actactgttt
acagcecceggt

atgeca

ES 2397922 T3

ggcagcatat
caaacccegtce
caaatgettt
gaagcagacg
ttctgctggy
cctcggacag
agaagatgaa
tggcaaggac
agccaaaaca
cagtgttcaa

agagtgtatg

aatttaactt ggaaatcaac
aatcaagtct acactgttca
tacacaacag acacagagtg
tacttggcac gggtcttctc
gagcctctgt atgagaacte
ccaacaattc agagtittga
cggactttag tcagaaggaa
ttaatttata cactttatta
aacactaatg agtitttgat
gcagtgatte cctceccgaac

ggccaggaga aaggggaatt

<221> Secuencia de nucleétido de tTF-GALNGRSHAG

<400> 12

<210> 13

<211> 675

tcaggcacta
acaattttgg
aagtcaggag
gacgagatty
gggaatgtgg
acaccttace
acaaaagtga
ctaagcctce
tcaagttcag
aaaggagaaa
aagagtacag

ttaaatggaa

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

caaatactgt
agtgggaacc
attggaaaag
tgaaggatgt
agagcaccgyg
tggagacaaa
atgtgaccgt
gggatgtttt
gaaagaaaac
actactgttt
acagceccggt

gatctcacgc

ggcagcatat
caaacccgtce
caaatgcttt
gaagcagacy
ttctgctggg
cctcggacag
agaagatgaa
tggcaaggac
agccaaaaca
cagtgttcaa
agagtgtatg

tggt

<221> Secuencia de nucleétido de tTF-GCNGRCG

<400> 13

aatttaactt ggaaatcaac
aatcaagtct acactgttca
tacacaacag acacagagtg
tacttggcac gggtcttctce
gagcctcectgt atgagaactc
ccaacaattc agagttttga
cqggactttag tcagaaggaa
ttaatttata cactttatta
aacactaatg agtttttgat

gcagtgattc ccteccgaac

ggccaggaga aaggggaatt

23

taatttcaag
aataagcact
tgacctcace
ctacccggea
cccagagtte
acaggtggga
caacactttc
titggaaatcet
tgatgtggat
agttaaccgg

cagaggtaac

taatttcaag
aataagcact
tgacctcacce
ctaccecggca
cccagagttce
acaggtggga
caacacttte
ttggaaatct
tgatgtggat
agttaaccgg

cagaggtgct

420

480

540

600

660

675

60
120

180

480

540

600

660

684



10

15

20

25

<210> 14
<211> 696

tcaggcacta
acaattttygg
aagtcaggag
gacgagattg
gggaatgtgg
acaccttacc
acaaaagtga
ctaagcctce
tcaagttcag
aaaggagaaa
aagagtacag

aacggtagat

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

caaatactgt
agtgggaacc
attggaaaag
tgaaggatgt
agagcaccgyd
tggagacaasa
atgtgaccgt
gggatgtttet
gaaagaaaac
actactgttt
acagcccggt

gtggt

ES 2397922 T3

ggcagcatat
caaacccgte
caaatgcttt
gaagcagacg
ttctgctggyg
cctcggacag
agaagatgaa
tggcaaggac
agccaaaaca
cagtgttcaa

agagtgtatg

aatttaactt
aatcaagtct
tacacaacag
tacttggecac
gagcckctgt
ccaacaattc
cggactttag
ttaatttata
aacactaatg
gcagtgattc

ggccaggaga

<221> Secuencia de nucleétido de tTF-GCNGRCVSGCAGRC

<400> 14

<210>15

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtce

aagtcaggag
gacgagattg
gggaatgtgg
acaccttacc
acaaaagtga
ctaagecctcce
tcaagttcag
aaaggagaaa
aagagtacag

aatggaagat

<211> 684
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

attggaaaag
tgaaggatgt
agagcaccgg
tggagacaaa
atgtgaccgt
gggatgtttt
gaaagaaaac
actactgttt
acagceceggt

gtgtttectgg

caaatgettt
gaagcagacé
ttctgctgqgg
ccteggacag
agaagatgaa
tggcaaggac
agccaaaaca
cagtgttcaa
agagtgtatg

atgtgcagga

aatttaactt
aatcaagtct
tacacaacag
tacttggcac
gagcctctgt
ccaacaattc
cggactttag
ttaatttata
aacactaatg
gcagtgattc
ggccaggaga

cgatgt

<221> Secuencia de nucleétido de tTF-GCVLNGRMEC

<400> 15

24

ggaaatcaac
acactgttca
acacagagtyg
gggtcttctc
atgagaactc
agagttttga
tcagaaggaa
cactttatta
agtttttgat
cctececgaac

aaggggaatt

ggaaatcaac
acactgttca
acacagagtg
gggtcttcte
atgagaactc
agagttttga
tcagaaggaa
cactttatta
agtttttgat
cctoccgaac

aaggggaatt

taatttcaag
aataagcact
tgacctcacc
ctacccegyea
cccagagtte
acaggtggga
caacactttc
ttggaaatct
tgatgtaggat
agttaaccgg

cagaggctge

taatttcaag

aataagcact
tgacctcacc
ctacceggea
ceccagagttce
acaggtgygga
caacactttce
ttggaaatct
tgatgtggat
agttaaccgg

cagaggttgt

420

480

540

600

€60

875

540

600

660

696



10

15

20

25
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35

40
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tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60
acaattttygg agtgggaacc caaaccegtce aatcaagtct acactgttca aataagcact 120
a2agtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180
gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240
gggaatgtgy agagcaccgg ttctgetggg gagectcetgt atgagaacte ceccagagtte 300
acaccttace tggagacaaa cctcggacaqg ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360
acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttce 420
ctaagectec gggatgttitt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 480
tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540
aaaggagaaa actaclbgttt cagtgttcaa gecagtgattc cctceccgaac agttaacegg 600
aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggagae aaggggaatt cagaggatgce 660
gtcttaaatg gtaggatgga atge 684

<210> 16

<211> 45

<212> ADN

<213> Artifical

<220>

<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccién de tTFi.218

<400> 16

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45

<210> 17

<211> 40

<212> ADN

<213> Artifical

<220>

<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccion de tTF1-21s

<400> 17

cgggatccta ttatctgaat tcccctttct cctggceccat 40

<210> 18

<211> 45

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccion de tTF-GRGDSP

<400> 18

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45

<210> 19

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccién de tTF-GRGDSP

25
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2397922 T3

<400> 19
cgggatccta ttatggagaa tcacctcttc ctctgaattc ccc

<210> 20
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccion de tTF-GNGRAHA

<400> 20
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat

<210>21
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccién de tTF-GNGRAHA

<400> 21
cgggatccta ttatgcatgt getcttcegt tacctctgaa ttccee

<210> 22
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccion de tTF-GCNGRCG

<400> 22
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat

<210> 23
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccion de tTF-GCNGRCG

<400> 23
cgggatccta ttaaccacat ctaccgttgc agcctctgaa ttccec

<210> 24
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccién tTF-GCNGRCVSGCAGRC

<400> 24
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat

<210> 25
<211> 67
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccion tTF-GCNGRCVSGCAGRC

26

43

45

46

45

46

45
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<400> 25

cgggatccta ttaacategt cctgcacatc cagaaacaca tcttccatta caacctctga

attccec

<210> 26
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccion de tTF-GCVLNGRMEC

<400> 26
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat

<210> 27
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccion de tTF-GCVLNGRMEC

<400> 27
cgggatccta ttagcattcc atcctaccat ttaagacgcea tcctctgaat teeee

<210> 28
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 5' oligonucledtido para la produccién tTF-GALNGRSHAG

<400> 28
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat

<210> 29
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Cebador 3' oligonucledtido para la produccion tTF-GALNGRSHAG

<400> 29
cgggatccta ttaaccagcg tgagatcttc catttaaage acctctgaat tccec

<210> 30
<211> 45
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<221> Secuencia de aminoacido de etiqueta de afinidad

<400> 30

27

60

67

45

55

45

55
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His His His

1

Met Lys Glu

Pro Asp Leu

<210> 31
<211> 269
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

35

ES 2397922 T3

His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly

S

10

15

Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gln His Met Asp Ser

20

25

Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly

40

45

30

<221> Secuencia de aminoacido de tTF-GRGDSP con etiqueta de afinidad aminoterminal

<400> 31
His

Met

Pro

Thr

Lys

65

Val

Thr

Lys

Glu

Phe

145

Phe

Thr

His

Lys

Asp

Asn

50

Thr

Gln

Thr

Gln

Ser

130

Thr

Glu

Leu

His

Glu

Leu

35

Thr

Tle

Ile

Asp

Thr

115

Thx

Pro

Gln

Val

His

Thr

20

Gly

Val

Leun

Ser

Thr G

100

Tyvr

Gly

Tyr

Val

Arg
180

His

Ala

Thx

Ala

Glu

Thr

85

Leu

Ser

Leu

Gly

165

Arg

His

Ala

Asp

Ala

Trp

70

Lys

Cys

Ala

Ala

Glu

150

Thr

Asn

Ser

Ala

Asp

Tyx

55

Glu

Ser

Asp

Arg

Gly

135

Thr

Lys

Asn

Ser

Lys

Asp

40

Asn

Pro

Gly

Leu

Val

120

Glu

Asn

Val

Thr

Gly

Phe

el
=

Asp

Leu

Lys

Asp

Thr

105

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe
185

28

Leu

Glu

Lys

Thr

Pro

Trp

90

Asp

Ser

Leu

Gly

Val

170

Leu

Val

Arg

Ala

Trp

Val

75

Lys

Glu

Tyx

Tyr

Gln

1558

Thr

Sex

Pro

Gln

Met

Lys

60

Asn

Ser

Ile

Pro

Glu

140

Pro

Val

Leu

Arg

His

Gly

45

Ser

Gln

Lys

vVal

Ala

125

Asn

Thr

Glu

Arg

Gly

Met

30

Ser

Thr

Val

Cys

Lys

11¢

Gly

Ser

Ile

Asp

Asp
130

Ser

15

Asp

Gly

Asn

Tyr

Phe

95

Asp

Asn

Pro

Gln

Glu

175

Val

Gly

Ser

Thr

Phe

Thr

80

Tyr

Val

Val

Glu

Ser

160

Arg

Phe
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<210> 32
<211> 270
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gly

Gly
Asp
225

Arg

Gln

Lys

Lys
210
Lys

Thr

Glu

Asp
195

Lys

Gly

Val

Lys

Leu

Thr

Glu

Ile

Ala

Asn

ES 2397922 T3

Tyr

Lys

Tyr
230

Asn Arg Lys

Gly
260

245

Glu

Phe

Thr

Thr
21%
Cys

Ser

Arg

Leu
200

Asn

Phe

Thr

Gly

Tyr

Thx

Ser

Asp

Arg
265

Tyr

Asn

Val

Ser

250

Gly

Trp

Glu
Gln
235

Pro

Asp

Lys

Phe
220
Rla

Val

Ser

Ser Ser Ser

205

Leu Ile Asp

Val Ile Pro

Glu Cys Met

Asp

255

<221> Secuencia de aminoacido de tTF-GNGRAHA con etiqueta de afinidad aminoterminal

<400> 32

His

Met

Pro

Thr

Lys

65

Val

Thr

Lys

Glu

Phe

145

Phe

Thr

His

Tys

Asp

Asn

50

Thr

Gln

Thx

Gln

Glu

Leu

His

Glu

Leu

35

Thrx

Ile

Ile

Asp

Thr

115

Thr

Pro

Gln

Val

His

Thr

20

Gly

Val

Leu

Ser

Thr

100

Tyr

Gly

Tyr

Val

Arg
180

His

Ala

Thr

Ala

Glu

Thr

85

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

165

Arg

His

Ala

Asp

Ala

Trp

70

Lys

Cys

Ala

Ala

Glu

150

Thr

Asn

Ser

Ala

Asp

Tyr

55

Glu

Ser

Asp

Arg

Gly

135

Thr

Lys

Asn

Ser

Lys

Asp

40

Asn

Pro

Gly

Leu

Val

120

Glu

Asn

Val

Thr

Gly

Phe

25

Asp

Leu

Lys

Asp

Thr

105

Phe

Pro

Leu

Asn

Phe
185

29

Leu
10

Glu

Lys

Thr

Pro

Trp

Asp

Ser

Leu

Gly

Val

170

Leu

Val

Arg

Ala

Trp

Val

75

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Gln

155

Thr

Ser

Pro

Gln

Met

Lys

60

Asn

Ser

Tle

Pro

Glu

140

Pro

Val

Leu

Arg

His

Gly

45

Ser

Gln

Lys

Val

Ala

125

Asn

Thr

Glu

Arg

Gly

Met
30
Ser

Thr

Val

Lys
110
Gly
Ser
Tle

Asp

Asp
190

Ser
15

Asp

Gly

Asn

Tyr

Phe

a5

Asp

Asn

Pro

Gln

Glu

175

val

Ser

Val
Sex
240

Gly

Gly

Ser

Thr

Phe

Thx

80

Tyr

Val

Val

Glu

Ser

160

Arg

Phe



Gly

Gly

Asp

225

Arg

Gln

Lys

Lys

210

Lys

Thr

Glu

Asp Leun
185

Lys Thr
Gly Glu

Val Asn

Lys Gly
260

ES 2397922 T3

Ile Tyr

Ala Lys

Asn Tyr
230

Arg Lys
245

Glu Phe

Thr

Thr

215

Cys

Ser

Arg

Leu

200

Asn

Phe

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ser

Asp

Asn
265

30

Tyr

Asn

Val

Ser

250

Gly

Trp

Glu

Gln

235

Pro

Arg

Lys

Phe

Ala

Val

Ala

Ser

205

Leu

Val

Glu

His

Ser

Ile

Ile

Cys

Ala
270

Ser

Asp

Pro

Met
255

Ser
Val
Sér
240

Gly
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido de fusion, que comprende

a) un péptido que presenta de 3 a 30 aminoacidos, que permite unir selectivamente los polipéptidos de fusién a
las células endoteliales de los vasos tumorales; y

b) el factor tisular TF (Tissue Factor) o un fragmento del mismo, estando caracterizado el factor tisular y el
fragmento porque pueden activar la coagulacién sanguinea cuando el polipéptido de fusion se une a las
células endoteliales de los vasos tumorales,

en el que los péptidos a) y b) estan unidos entre si directamente o mediante un conector que presenta hasta
15 aminoacidos, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusién a
las células endoteliales de los vasos tumorales esta unido al extremo C del péptido, que puede activar la
coagulacién sanguinea cuando el polipéptido de fusion se une a las células endoteliales de los vasos
tumorales.

2. Polipéptido de fusién segun la reivindicacidon 1, que consiste en los péptidos a) y b), y en un conector que
presenta hasta 15 aminoacidos.

3. Polipéptido de fusion segun la reivindicacion 1, en el que los péptidos a) y b) estan directamente unidos entre si.

4. Polipéptido de fusién segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el péptido, que puede activar
la coagulacién sanguinea cuando el polipéptido de fusién se une a las células endoteliales de los vasos tumorales es
el factor tisular TF, que presenta la secuencia mostrada en SEC ID NO: 1.

5. Polipéptido de fusidén segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el péptido, que puede activar
la coagulacién sanguinea cuando el polipéptido de fusion se une a las células endoteliales de los vasos tumorales es
un fragmento del factor tisular TF, que presenta preferentemente la secuencia mostrada en SEC ID NO: 2.

6. Polipéptido de fusién segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el péptido que presenta de 3
a 30 aminoacidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusion a las células endoteliales de los vasos
tumorales presenta una estructura lineal o ciclica.

7. Polipéptido de fusion segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el péptido que presenta de 3
a 30 aminoacidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusion a las células endoteliales de los vasos
tumorales comprende la secuencia de aminoacidos RGD o NGR.

8. Polipéptido de fusion segun la reivindicacién 7, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente
el polipéptido de fusion a las células endoteliales de los vasos tumorales se selecciona de entre el grupo constituido
por GRGDSP y GNGRAHA.

9. Polipéptido de fusién segun la reivindicacién 7, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente
el polipéptido de fusién a las células endoteliales de los vasos tumorales se selecciona de entre el grupo constituido
por GCNGRCG, GCNGRCVSGCAGRC, GCVLNGRMEC y GALNGRSHAG.

10. Polipéptido de fusion segun las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque presenta una de las secuencias
mostradas en SEC ID NO: 3-8.

11. Acido nucleico, que codifica un polipéptido de fusién segin una de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Acido nucleico segun la reivindicacion 11, caracterizado porque presenta una de las secuencias mostradas en
SEC ID NO: 10-15.

13. Vector, que comprende un acido nucleico segun la reivindicaciéon 11 o 12.
14. Célula, que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 11 o 12, o un vector segun la reivindicacion 14.

15. Medicamento, que comprende un polipéptido de fusion segun una de las reivindicaciones 1 a 10, un acido
nucleico segun la reivindicacion 11 o 12, un vector segun la reivindicacion 13 o una célula segun la reivindicacion 14.

16. Medicamento segin la reivindicacion 15, que comprende ademas vehiculos, excipientes o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables.
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Fig. 1:

Célula endotelial del tumor
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Fig. 2:
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Fig. 3:
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Fig. 4
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Fig. 5:
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Fig. 6:
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Fig. 8:
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Fig. 10:
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Fig. 11
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Fig. 13:

SGTTNTVAAYNLTWKSTNFEKTILE WEPKPVNQVYTVQISTKS .
GDWKSKCFYTTDTECDLTDEIV KDVKQTYLARVFSYP AGNVE
STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT
VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFEG KDLIYTLYYWKSSSSGKK TA

KTNTNEFLIDVDKGENYCFSV QAVIPSRTVNRKSTDSPVE CM

GQEKGEFR
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Fig. 14:
SCGTTNTVAAYNLTWKSTNFKTILEWEPKPVNQVYTV.QISTKS

GDWKSKCFYTTDTECDLTDEIVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE
STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT
VEDERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA
KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM

GQEKGEFRGRGDSD

Fig. 15:

SGTTNTVAAYNLTWKSTNFKTILEWEPKPVNQVYTVQISTKS
GDWKSKCFYTTD‘TECDLATDEIVKDVKQTYLARVFSYPAGN'VE
STGSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKVNVT
VEDERTLVRRNNT'FLSLRDVEGKDLIYTLYYWKSSSSGK.KTA
KTNTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTYVNRKSTDSPVECM

GQFEKGEFRGNGRAHA

Fig. 16
TITNTVAAYNLTWKSTNFKTILEWEPKPVNQVYTVQISTKS
WKSKCFYTTDTECDLTDEIVKDVKQTYLARVFSYPAGNVE
GSAGEPLYENSPEFTPYLETNLGQPTIQSFEQVGTKYNVT
DERTLVRRNNTFLSLRDVFGKDLIYTLYYWKSSSSGKKTA
NTNEFLIDVDKGENYCFSVQAVIPSRTVNRKSTDSPVECM
EKGEFRGALNGRSHAG
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Fig. 20:

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATUATTTAACTTGGAAATCAACTAATITCAAGACAA
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG
ATTGGAAAAGCAAATGCTTITTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTICTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTA CCTGGAGACAAACCTCGGA
CAGCCAACAATTCAGAGTTTIGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG
GACTITTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCOGGGATGTITITTGGCAAGGACTTAATTTAT
ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA
GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATCGECCACGAGAAAGCGGAATTCACA

Fig. 21:
TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTITAACTTGGAAATCAACTAATTITCAAGACAA
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTICAAATAAGCACTAAGTCAGGAG
ATTGGAAAAGCAAATGCTTITACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA
CAGCCAACAATTCAGAGITITGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGA CCGTAGAAGATGAACG
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTTTTGGCAAGGACTTAATITAT
ACACTITATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTIT
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACT GTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA
GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG

GAAGAGGTGATTCTCCA

Fig. 22:

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATITAACTTGGAAATCAACTAATTTCAAGACAA

T’I‘I‘TGGAGTGGGAACCCA.A.ACCCGTCAATCAAGTCT ACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG

ATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG

GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA

CAGCCAACAATTCAGAGTITTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTITCCTAAGCCTCCGGGATGTITITGGCAAGGACTTAATTITAT
ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA

GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG

GTAACGGAAGAGCACATGCA
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Fig. 23:
TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATCAACTAATTTCAAGACAA
TITTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG
ATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA
CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG
GACTTIAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCIAAGCCTCCGGGATGTTTTRSGCAAGGACTTAATTTAT
ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA
GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGiAGAGHGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG
GTGCTTTAAATGGAAGATCTCACGCTGGT

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATCAACTAATTTCAAGACAA
ITTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG

'ATTGGAAAAGCAAATGCTTTIACAGAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCﬁTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTRACCTGGAGACAAACCTCGGA
CAGCCAACAAITCAGAGTTTN&AACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTTTTGGCAAGGACTTAATTTAT
ACACTTIATIATTGGAAATCTPJQAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT
TTGAJTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA

hGTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAAITCAGAG
GCTGCAACGGTAGATGTGGT

Fig. 25:

TCAGGCACTACLAAT’ACTGTGGCAGCA'rA'rAATITAACTTGGMATCMUiA?A“fC?%GA%%AA%
’I’I'ITGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACAHG;Z?S?ACE%iCCGi AAGTCAGGAC
CTTTT. GTGAC .
ATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGT 4 ABS
CCGGCAGGGAATGTGGAGAGCAC
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTAC
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAG%@A&gﬁgzgé%ﬁ%ggﬁgmMGﬁ%ﬁ%g
CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAA ( TOAACE
CCGGGATGTTTTTGGCAAGGACTTAATTL:
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCT 41T
CAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT
ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAA GAGTT]
: ' AGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCC .
ITGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTC
TTAACCGGAAGAGTACAGACA GCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG

STTGTAATGGAAGATGTIGTTTCTGGATGTGCAGGACGATGT
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Fig. 26:

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATCAACTAATTTCAAGACAA
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAA ATAAGCACTAAGTCAGGAG
ATTGGAAAAGCAAATGCTITTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA
CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTITTTGGCAAGGACTTAATTTAT
ACACTTTATTATTGGAAATCITCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTIT |
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA
GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG
GATGCGTCTTAAATGGTAGGATGGAATGC

Fig. 27:

A: 3 ‘-'CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATA‘IAAT-S ¢
B: 3“CGGGATCCTATTATCTGAATTCCCCTTTCTNCTGGCCCAT-3¢

Fig. 28:

A: 5 ‘-CATGCCATGGGATCAGGCACTACA_A.ATA:.CT'GTGGCAGCATAI AAT-3¢
B: 5:CGGGATCCTATTATGGAGAATCACCTCTTCCTCTGAATICCCC-3

Fig. 29:

A: 3-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3
B: 3-CGGGATCCTATTATGCATGTGCTCITCCGTTACCTCTGAATTICCCC-3”

Fig. 30:

A: 5-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3
B: 5-CGGGATCCTATTAACCACATCTACCGTTGCAGCCTCTGAATICCCC-3”
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Fig. 31:

A: 5-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3
B: 5 -CGGGATCCTATTAACATCGTCCTGCACATCCAGAAACACATCTTCCATTACAACC

TCTGAATTCCCC-3°

Fig. 32:

A: S5-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3
B: 35-CGGGATCCTATTA GCA TTC CAT CCT ACC ATT TAA GAC GCATCC TCTGAATTCCCC-3

Fig. 33:

A3 . CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3
B: 5-CGGGATCCTATTA ACCAGCGTGAGATCTTCCATITAAAGCAC CTCTGAATTCCCC-3”
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Fig. 34
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Fig. 35
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Fig. 37

{TF-NGR en'modelo de fibrosarcoma
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