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DESCRIPCIÓN 
 
Polipéptidos de fusión y su utilización para la terapia tumoral antivascular. 
 
La presente invención se refiere a polipéptidos de fusión que comprenden, por lo menos, dos péptidos. Un péptido 5 
consiste en de 3 a 30 aminoácidos y permite que el polipéptido de fusión 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 coagulación sanguínea 
tras la unión del polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos tumorales. Los péptidos se pueden unir 
entre sí directamente o a través de un conector que presenta hasta 15 aminoácidos. La presente invención se refiere 10 
además a la utilización de estas proteínas de fusión en la terapia antivascular de enfermedades neoplásicas y a su 
utilización en la preparación de un medicamento para el tratamiento de enfermedades neoplásicas. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
Una neovascularización 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 
únicamente una oxigenación suficiente puede garantizar el suministro de nutrientes al tumor y la eliminación de sus 
productos de degradación. 
 20 
En la técnica de tratamientos tumorales anterior, se han desarrollado estrategias terapéuticas antivasculares 
dirigidas a la destrucción de los vasos sanguíneos del tumor y al infarto tumoral asociado, además de estrategias 
terapéuticas antiangiogénicas, que atacan el complejo proceso de crecimiento y diferenciación de los vasos 
sanguíneos. 
 25 
Una condición previa para llevar a cabo estas estrategias es la identificación de las estructuras diana del endotelio 
vascular del tumor que no se presentan en las otras células endoteliales del tejido normal. Estas estructuras diana 
específicas se podrían utilizar para aplicar agentes citostáticos o determinadas toxinas a las células endoteliales 
vasculares del tumor y, en menor medida, a las células tumorales en sí. 
 30 
Entre las estructuras diana que se pueden utilizar para este propósito se encuentran el bFGF (factor de crecimiento 
básico 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 αvß3, αvß5, α1ß1 y α1ß2, 
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 específicamente a las integrinas alfa 1 a una sustancia activa que se 35 
estaba utilizando para quimioterapia en el estado de la técnica (doxorrubicina). Se demostró en un modelo animal 
que el efecto antineoplásico de la doxorrubicina se podía mejorar mediante el acoplamiento a los péptidos. 
 
Un enfoque terapéutico antivascular alternativo comprende la activación selectiva de la coagulación sanguínea en 
los vasos tumorales a fin de inducir la necrosis tumoral. Por ejemplo, se obtuvo un fragmento de anticuerpo 40 
biespecífico F(ab’)2 y se dirigió contra el factor tisular truncado (truncated tissue factor, tTF) y un antígeno MHC de 
clase II. Tras la inducción experimental del antígeno en las células endoteliales del tumor, se pudo poner de 
manifiesto una terapia antivascular mediante la administración del anticuerpo en un modelo de neuroblastoma 
murino (14 y 47). En un segundo estudio del mismo equipo, se utilizó un inmunoconjugado que une selectivamente 
el tTF a un marcador de origen natural del endotelio de los vasos tumorales, la VCAM-1 (molécula de adhesión de 45 
células vasculares 1) (15). 
 
En un enfoque muy parecido, se fusionó un fragmento de anticuerpo (scFv), que es específico para el dominio 
oncofetal ED-B, con el tTF. Las proteínas de fusión generadas, scFv-tTF, dieron lugar a un infarto completo y 
selectivo en diversos tumores del modelo de ratón (16). 50 
 
Alternativamente, el tTF se unió a un inhibidor del antígeno de membrana específico de la próstata (17). Esta 
proteína de fusión indujo una necrosis selectiva por infarto en un modelo de próstata de rata tras la administración 
intravenosa. La administración de esta proteína de fusión junto con una sustancia citotóxica (doxorrubicina) en dosis 
bajas dio lugar a la regresión masiva del tumor e incluso a su erradicación completa (17). Recientemente se han 55 
descrito otras proteínas de fusión 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 según el estado de la técnica presentan 
desventajas. Particularmente, hay que suponer que, debido a su tamaño, dichas moléculas son inmunógenas. Por 60 
consiguiente, el tratamiento de mamíferos con estas moléculas desencadena una reacción inmunitaria contra las 
mismas, de tal modo que resulta imposible administrarlas de forma reiterada. 
 
Además, el tamaño de la pareja de acoplamiento, a través de la cual se debe dirigir hacia el tejido tumoral la porción 
peptídica capaz de activar la coagulación sanguínea, puede provocar impedimentos estéricos a la formación del 65 
complejo enzima-sustrato macromolecular factor VIIa/FX, importante para la coagulación. La formación del complejo 
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también se puede ver obstaculizada si el péptido capaz de activar la coagulación sanguínea presenta una 
conformación modificada debido a las parejas de fusión relativamente grandes. 
 
En el estado de la técnica (documento WO 03/035688), también se conocen polipéptidos de fusión en los que un 
dominio de unión selectiva, por ejemplo, un dominio de fibronectina que se une a las integrinas, que comprende por 5 
ejemplo péptidos RGD, o el dipéptido D-ß-E, que se une a PSMA (antígeno de membrana específico de la próstata), 
se une al extremo N de un polipéptido del factor tisular. Aunque se demostró in vitro un efecto amidolítico y 
proteolítico, los constructos, incluso combinados con el factor VIIa, sólo exhibieron un efecto antitumoral in vivo 
extremadamente débil. Los animales sólo sobrevivieron más tiempo en combinación con doxiciclina. 
 10 
Hu et al. (46) describen diversas proteínas de fusión y su utilización para la obtención de trombosis en los vasos 
tumorales, incluida una proteína de fusión de un oligopéptido de 9 aminoácidos que contiene la secuencia RGD, que 
se unió 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 análisis funcional puso de manifiesto que la proteína de fusión que contenía RGD no producía 
ninguna inhibición significativa del crecimiento tumoral. 15 
 
Así, los constructos conocidos en el estado de la técnica se construyeron de tal modo que el dominio de unión 
selectiva estaba unido al extremo N del polipéptido del factor tisular. Incluso se subrayó que esta estructura era la 
que se debía escoger, ya que, basándose en modelos estructurales, el extremo N se consideraba un sitio 
particularmente favorable para la unión, lo que no inhibiría el inicio de la trombosis. 20 
 
Sumario de la invención 
 
Por consiguiente, teniendo en cuenta la técnica anterior, el problema consiste en dar a conocer sustancias 
trombógenas alternativas que puedan inhibir eficazmente el crecimiento tumoral in vivo. 25 
 
Ahora, este problema se ha resuelto mediante polipéptidos de fusión que comprenden un péptido que presenta de 3 
a 30 aminoácidos, lo que permite que el polipéptido de fusión se una selectivamente a las células endoteliales de los 
vasos tumorales, y el factor tisular TF (tissue factor) o un fragmento del mismo, caracterizándose el factor tisular y el 
fragmento porque son capaces de activar la coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión se une a las 30 
células endoteliales de los vasos tumorales, uniéndose dichos péptidos entre sí directamente o a través de un 
conector que presenta hasta 15 aminoácidos. El péptido, que permite que el polipéptido de fusión se una 
selectivamente a las células endoteliales de los vasos tumorales, está unido al extremo C del péptido, que puede 
activar la coagulación sanguínea, cuando el polipéptido de fusión se une a las células endoteliales de los vasos 
tumorales. La presente invención se refiere además a medicamentos que contienen polipéptidos de fusión 35 
correspondientes y a su utilización para el tratamiento de tumores. 
 
Descripción de las figuras  
 
Figura 1: Representación esquemática de la unión de las proteínas de fusión de tTF-RGD y tTF-NGR a αvß3 y CD13. 40 
La selectividad tumoral se consigue gracias a la especificidad de la secuencia RGD para la integrina αvß3 y de la 
secuencia NGR para CD13 (aminopeptidasa N). Estos receptores se expresan de forma selectiva y específica a alta 
densidad en las células endoteliales del tumor, pero no en el resto de células endoteliales del tejido normal (salvo 
algunas excepciones). La representación de las proteínas de fusión es muy esquemática y no proporciona ninguna 
información sobre su secuencia primaria. 45 
 
Figura 2: Análisis por SDS-PAGE y transferencia Western de las proteínas de fusión recombinantes tTF1-218 y tTF. La 
pureza del tTF y de las proteínas de fusión de tTF se determinó por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie tras 
la extracción a partir de E. coli (BL21 DE3) y replegamiento en un gradiente lineal de urea (6M - 1M). La identidad de 
las proteínas se verificó por transferencia Western utilizando un anticuerpo monoclonal anti-factor tisular (clon V1C7, 50 
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: Determinación de las constantes de Michaelis (Km) para la activación de FX por las proteínas de fusión 
FVIIa/tTF1-218 o FVIIa/tTF1-218. Los parámetros de la cinética de Michaelis-Menten se calcularon por el método 55 
descrito por Ruf (45). 
 
Figura 4: Unión de tTF, tTF-RGD y tTF-NGR a la integrina αvß3. La unión de tTF, tTF-RGD y tTF-NGR 0,1 µM a αvß3 
inmovilizada se cuantificó con un anticuerpo policlonal contra el TF humano (American Diagnostica) en un ensayo 
ELISA. Los resultados se indican como mediana y rango intercuartílico. Las diferencias en la unión entre tTF-RGD y 60 
tTF o entre tTF-NGR y tTF fueron estadísticamente significativas (p < 0,001, ensayo de Mann-Whitney). 
 
Figura 5: Especificidad de la unión de tTF-RGD a la integrina αvß3. La unión de tTF-RGD (0,1 µM) a αvß3 
inmovilizada se vio significativamente inhibida por la inhibición competitiva con el péptido sintético GRGDSP (1-10 
µM) (p < 0,001, ensayo de Mann-Whitney para las dos concentraciones de péptidos RGD). 65 
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Figura 6: Unión de tTF y tTF-RGD a células endoteliales humanas. A: Análisis FACS de células endoteliales 
incubadas con tTF 0,1 µM (2) o con tTF-RGD 0,1 µM (3) durante 60 min a 4ºC. B: Se puso de manifiesto una 
reducción en la unión del 75% por inhibición competitiva de la proteína de fusión tTF-RGD con GRGDSP 1 µM (4). 
Las curvas 1 en A y B muestran el control negativo. 
 5 
Figura 7: Inhibición de un carcinoma de pulmón humano (CCL185) que se desarrolla como heterotrasplante en 
ratones lampiños atímicos por terapia intravenosa con proteínas de fusión de tTF (tTF-RGD, n = 6; tTF-NGR, n = 6) 
en comparación con el crecimiento tumoral con infusión de solución salina fisiológica (NaCl, n = 8) o tTF (n = 1). Las 
flechas verticales indican los instantes de inyección con las respectivas sustancias. 
 10 
Figura 8: Inhibición y remisión parcial de un melanoma maligno humano (M21) que se desarrolla como 
heterotrasplante en ratones lampiños atímicos por terapia intravenosa con proteínas de fusión de tTF (tTF-RGD, n = 
3; tTF-NGR, n = 3) en comparación con el crecimiento tumoral con infusión de solución salina fisiológica (NaCl, n = 
4) o tTF (n = 4). Las flechas verticales indican los instantes de inyección con las respectivas sustancias. 
 15 
Figura 9: Fotografía macroscópica in vivo de un ratón portador de tumor 20 min después de la inyección de la 
proteína de fusión tTF-NGR (A, mitad izquierda de la imagen) o de NaCl (A, mitad derecha de la imagen). La imagen 
macroscópica con coloración azulada pálida del tumor después de la inyección de tTF-NGR indica necrosis tumoral. 
Tras 60 min, los dos ratones se desangraron, se les extirpó el tumor en su totalidad y éste se sometió a un examen 
histológico. En B, se puede observar la imbibición hemorrágica del tumor tratado con tTF-NGR como un signo de 20 
hemorragia secundaria como resultado de una necrosis tumoral incipiente. En cambio, el tumor tratado con NaCl 
aparece vital (C). 
 
Figura 10: Examen histológico del tumor de melanoma 1 hora después de la inyección intravenosa de tTF-RGD (A y 
B), tTF-NGR (C y D) y sal común (E y F) en la vena caudal del ratón lampiño portador del tumor. En los tumores 25 
tratados con las proteínas de fusión de tTF, los vasos sanguíneos aparecen trombolíticamente ocluidos (flechas). Se 
observan extensas necrosis tumorales en la zona de suministro del vaso ocluido por un coágulo de sangre (A-D). 
Las fotografías son de zonas representativas de los tumores (A, C y E: aumento de 200x, B, D y F: aumento de 
400x; tinción HE (tinción descrita, por ejemplo, en H.C. Burck, Histologische Technik – Leitfaden für die Herstellung 
mikroskopischer Präparate in Unterricht und Praxis, 5ª edición, Thieme Verlag, Stuttgart, 1982, páginas 109 y 30 
siguientes). 
 
Figura 11: Exámenes histológicos representativos del corazón (A), los riñones (B), el hígado (C) y el pulmón (D) 1 
hora después de la inyección de 4 mg/kg de peso corporal de tTF-NGR. No se detectaron trombosis ni necrosis por 
microscopia en ninguno de estos órganos (tinción HE; aumento de 200x). 35 
 
Figura 12: Secuencia de aminoácidos de factor tisular humano (TF). 
 
Figura 13: Secuencia de aminoácidos del factor tisular humano truncado tTF1-218 (abreviado tTF dentro del alcance 
de la presente solicitud). 40 
 
Figura 14: Secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión tTF-GRGDSP (abreviado tTF-RGD). 
 
Figura 15: Secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión tTF-GNGRAHA (abreviado tTF-RGD). 
 45 
Figura 16: Secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión tTF-GALNGRSHAG. 
 
Figura 17: Secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión tTF-GCNGRCG (abreviado tTF-cycloNGR1). 
 
Figura 18: Secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión tTF-GCNGRCVSGCAGRC (abreviado tTF-50 
cycloNGR2). 
 
Figura 19: Secuencia de aminoácidos del polipéptido de fusión tTF-GCVLNGRMEC (abreviado tTF-cycloNGR3). 
 
Figura 20: Secuencia de nucleótidos del factor tisular humano truncado tTF1-218 (abreviado tTF para mayor brevedad 55 
dentro del alcance de la presente solicitud). 
 
Figura 21: Secuencia de nucleótidos del polipéptido de fusión tTF-GRGDSP (abreviado tTF-RGD). 
 
Figura 22: Secuencia de nucleótidos del polipéptido de fusión tTF-GNGRAHA (abreviado tTF-RGD). 60 
 
Figura 23: Secuencia de nucleótidos del polipéptido de fusión tTF-GALNGRSHAG. 
 
Figura 24: Secuencia de nucleótidos del polipéptido de fusión tTF-GCNGRCG (abreviado tTF-cycloNGR1). 
 65 
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Figura 25: Secuencia de nucleótidos del polipéptido de fusión tTF-GCNGRCVSGCAGRC (abreviado tTF-
cycloNGR2). 
 
Figura 26: Secuencia de nucleótidos del polipéptido de fusión tTF-GCVLNGRMEC (abreviado tTF-cycloNGR3). 
 5 
Figura 27: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF1-218. 
 

A: 5’-cebador; B: 3’-cebador; 
 
Figura 28: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF-GRGDSP. 10 
 

A: 5’-cebador; B: 3’-cebador; 
 
Figura 29: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF-GNGRAHA. 
 15 

A: 5’-cebador; B: 3’-cebador; 
 
Figura 30: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF-GCNGRCG. 
 

A: 5’-cebador; B: 3’-cebador; 20 
 
Figura 31: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF-GCNGRCVSGCAGRC. A: 5’-
cebador; B: 3’-cebador; 
 
Figura 32: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF-GCVLNGRMEC. 25 
 

A: 5’-cebador; B: 3’-cebador; 
 
Figura 33: Secuencia de nucleótidos de los oligonucleótidos para la producción de tTF-GALNGRSHAG. 
 30 

A: 5’-cebador; B: 3’-cebador; 
 
Figura 34: a: Inhibición y remisión parcial de un melanoma maligno humano (M21) que se desarrolla como 
heterotrasplante en ratones lampiños atímicos por terapia intravenosa con proteínas de fusión de tTF (tTF-RGD, n = 
7) en comparación con el crecimiento tumoral con infusión de solución salina fisiológica (NaCl, n = 9) o tTF (n = 11). 35 
Las flechas verticales indican los instantes de inyección con las respectivas sustancias. 
 
b: Inhibición de un fibrosarcoma humano (HT1080) que se desarrolla como heterotrasplante en ratones lampiños 
atímicos por terapia intravenosa con proteínas de fusión de tTF (tTF-RGD, n = 12) en comparación con el 
crecimiento tumoral con infusión de solución salina fisiológica (NaCl, n = 15) o tTF (n = 14). Las flechas verticales 40 
indican los instantes de inyección con las respectivas sustancias. 
 
c: Inhibición de un carcinoma de pulmón humano (CCL185) que se desarrolla como heterotrasplante en ratones 
lampiños atímicos por terapia intravenosa con proteínas de fusión de tTF (tTF-RGD, n = 11) en comparación con el 
crecimiento tumoral con infusión de solución salina fisiológica (NaCl, n = 10) o tTF (n = 5). Las flechas verticales 45 
indican los instantes de inyección con las respectivas sustancias. Se determinó la significación estadística en cada 
caso con el ensayo de Mann-Whitney para grupos independientes, considerándose significativos los valores de P 
inferiores a 0,05. * indica la significación estadística de la diferencia entre tTF-RGD y el tampón. 
 
Figura 35: Macrografía de un ratón portador de un tumor M21 al final del tratamiento (día 7) con la proteína de fusión 50 
tTF-RGD (A, C) o NaCl (B, D). Las diferencias de tamaño y aspecto de los tumores tratados con tTF-RGD, que a 
diferencia del tumor de control aparentemente vital muestran claros signos de necrosis, son fácilmente distinguibles. 
 
Figura 36: Tinción H-E de tumores y órganos de ratones tratados con tTF-RGD y solución salina fisiológica. 
 55 
Se observó 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 sanguíneos del tumor. No se produjo trombosis o 
necrosis aparente en los animales tratados con solución salina (C: 200x, D: 400x). Las flechas indican vasos 
sanguíneos intactos del tumor con algunos eritrocitos. El corazón (E), el pulmón (F), el hígado (G) y el riñón de los 
animales tratados con tTF-RGD no mostró ninguna trombosis o necrosis visible. 60 
 
Figura 37: Acción de tTF-NGR en un modelo de fibrosarcoma. 
 
Se examinaron ratones portadores de un fibrosarcoma (HT1080) por resonancia magnética (RMN) sin 
administración intravenosa de tTF-NGR (pre tTF-NGR) y 6 horas después de la misma (post tTF-NGR). Se indica la 65 
fracción de volumen vascular alta o baja. 

E04764346
18-01-2013ES 2 397 922 T3

 



  6 

 
Descripción detallada de la invención  
 
Los problemas observados en la técnica anterior han sido superados mediante polipéptidos de fusión que 
comprenden los péptidos siguientes: 5 
 

a)  un péptido que presenta de 3 a 30 aminoácidos, que permiten unir selectivamente el polipéptido de fusión 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 10 

fragmento del mismo porque pueden activar la coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión se une 
a las células endoteliales de los vasos tumorales, 

 
en el que los péptidos a) y b) están unidos entre sí directamente o mediante un conector que presenta hasta 
15 aminoácidos, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusión a 15 
las células endoteliales de los vasos tumorales está unido al extremo C del péptido capaz de activar la 
coagulación sanguínea tras la unión del polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos 
tumorales. La presente invención se refiere además a medicamentos que contienen polipéptidos de fusión 
correspondientes y a su utilización para el tratamiento de tumores. 
 20 

Además de las secuencias a) y b), los polipéptidos de fusión según la invención pueden comprender secuencias 
adicionales siempre que las mismas no tengan un efecto adverso en la conformación estérica del polipéptido de 
fusión y no obstaculicen la formación del complejo enzima-sustrato que desencadena la coagulación sanguínea. Los 
polipéptidos de fusión según la invención pueden contener, por ejemplo, secuencias de un His-Tag que simplifican la 
expresión recombinante y la purificación del péptido (véase los ejemplos). Sin embargo, la presencia de estas 25 
secuencias no es necesaria. Así pues, según una forma de realización preferente de la invención, el polipéptido de 
fusión comprende: 
 

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

 
b)  un factor tisular TF (Tissue Factor)  o un fragmento del mismo, caracterizándose dicho factor tisular o 

fragmento del mismo por su capacidad de activar la coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión 
se une a las células endoteliales de los vasos tumorales, 

 35 
en el que los péptidos a) y b) están unidos entre sí directamente o mediante un conector que presenta hasta 
15 aminoácidos, 

 
Según una forma de realización particularmente preferente de la invención, el polipéptido de fusión comprende: 
 40 

a)  un péptido que presenta de 3 a 30 aminoácidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusión 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 coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión 45 
se une a las células endoteliales de los vasos tumorales, 

 
en el que los péptidos a) y b) están unidos entre sí. 

 
Según la presente invención, se ha puesto sorprendentemente de manifiesto que los polipéptidos de fusión de un 50 
péptido particularmente pequeño capaz de unir selectivamente el polipéptido de fusión a las células endoteliales de 
los vasos tumorales, y un péptido capaz de activar la coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión se une 
a las células endoteliales de los vasos tumorales, son particularmente ventajosos para una terapia tumoral 
antivascular. El pequeño tamaño del polipéptido que permite la unión a las células endoteliales de los vasos 
tumorales mejora la orientación de la proteína de fusión hacia la membrana fosfolipídica de la célula endotelial. La 55 
formación del complejo enzima/sustrato esencial para la coagulación sanguínea no está impedido estéricamente y el 
factor tisular TF, que puede activar la coagulación, no está sometido a ningún cambio de conformación. 
 
Según una forma de realización preferida de la presente invención, el péptido capaz de activar la coagulación 
sanguínea cuando el polipéptido de fusión se une a las células endoteliales de los vasos tumorales es el factor 60 
tisular TF con la secuencia de aminoácidos indicada en SEC ID NO: 1 (figura 12). La invención comprende además 
secuencias de factor tisular con una homología de aminoácidos, 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 
homología, por lo menos, del 95%. El grado de homología se determina escribiendo las dos secuencias una encima 
de la otra, siendo posibles cuatro huecos en una longitud de 100 aminoácidos, a fin de alcanzar la máxima 65 
coincidencia posible entre las secuencias comparadas (véase Dayhoff, Atlas of Protein Sequence and Structure, 5, 
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124, 1972). A continuación, se determina el porcentaje de residuos aminoácidos de la más corta de las dos cadenas 
de aminoácidos que se encuentra frente a residuos de aminoácidos idénticos de la otra cadena. 
 
El péptido capaz de activar la coagulación sanguínea en los vasos tumorales cuando el polipéptido de fusión se une 
a las células endoteliales de los vasos tumorales puede ser, además, un fragmento del factor tisular TF o un 5 
fragmento de una secuencia homóloga al TF. Preferentemente, el fragmento tiene la secuencia indicada en SEC ID 
NO: 2 (figura 13). La secuencia (tTF1-218 o, de forma abreviada, tTF) indicada en SEC ID NO: 2 (figura 13) 
comprende los 218 aminoácidos aminoterminales del TF. Además, según la presente invención, también es posible 
utilizar fragmentos de tTF que carecen de varios aminoácidos en los extremos N o C con respecto al tTF. Por 
ejemplo, es posible utilizar fragmentos que carecen de hasta 10 aminoácidos en el extremo N (tTF11-218). Además, se 10 
pueden utilizar fragmentos que carecen de hasta 8 aminoácidos en el extremo C (tTF1-210), por ejemplo (tTF1-214). 
 
La presente invención se refiere a polipéptidos de fusión en los que el péptido capaz de unirse selectivamente a las 
células endoteliales de los vasos tumorales está unido al extremo C del péptido capaz de activar la coagulación 
sanguínea. Según la presente invención, el término “células endoteliales de los vasos tumorales” y el término 15 
“células endoteliales presentes en los vasos tumorales” se utilizan para designar las células que recubren los vasos 
sanguíneos de un tumor. La presente invención ha establecido que la disposición anterior garantiza la orientación de 
la proteína de fusión perpendicularmente a la membrana fosfolipídica de la célula endotelial, lo que resulta 
particularmente ventajoso para activar la coagulación sanguínea. Esta orientación corresponde a la orientación 
natural del TF durante la inducción de la coagulación sanguínea. Tal como se muestra en la figura 3, se encuentran 20 
cinéticas de Michaelis-Menten muy similares con respecto a la activación del factor X por las proteínas de fusión 
FVIIa/tTF1-218 o FVIIa/tTF1-218 para todos los constructos producidos de este modo. En la técnica anterior, en cambio, 
el péptido que activa la coagulación estaba unido al extremo C de la molécula diana (véase (16)). De este modo, los 
polipéptidos de fusión según la presente invención difieren fundamentalmente de los péptidos utilizados en la técnica 
anterior. 25 
 
El péptido capaz de unir selectivamente el polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos tumorales 
puede ser cualquier péptido con una longitud de entre 3 y 30 aminoácidos 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 30 
cíclica, en función de la biblioteca de péptidos que se elija. 
 
Según una forma de realización de la presente invención, los péptidos que permiten la unión selectiva del polipéptido 
de fusión a las células endoteliales de los vasos tumorales comprenden la secuencia de aminoácidos RGD o NGR. 
Ambas secuencias se conocen en la técnica anterior por su unión específica a las integrinas, especialmente las 35 
integrinas αvß3 y αvß5 (péptidos RGD), y como motivos de adhesión celular (péptidos NGR) (véase (8)). Según la 
presente invención, se ha puesto de manifiesto sorprendentemente que estos péptidos son especialmente 
adecuados para formar parte de un polipéptido de fusión, la otra parte del cual es un péptido capaz de activar la 
coagulación sanguínea en tumores cuando el polipéptido de fusión se une a las células endoteliales de los vasos 
tumorales. 40 
 
Se han obtenido efectos particularmente ventajosos con los péptidos lineales que presentan las secuencias 
GRGDSP, GNGRAHA y GALNGRSHAG, y los péptidos cíclicos con las secuencias GCNGRCG, 
GCNGRCVSGCAGRC y GCVLNGRMEC. Se ha puesto de manifiesto que los polipéptidos de fusión que 
comprenden estas secuencias y la secuencia de los primeros 218 aminoácidos del TF humano son muy adecuados 45 
para la terapia tumoral antivascular. Particularmente, se puso de manifiesto que estos polipéptidos de fusión 
producen una inhibición significativa del crecimiento tumoral o reducen el tamaño de los tumores (véase las figuras 7 
y 8). La inducción de remisión 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 ratón (42, 43, 44). 
 50 
La presente invención comprende además proteínas de fusión con péptidos RGD cíclicos, ya que la ciclación mejora 
la afinidad por las integrinas (tal como se describe, por ejemplo, en la referencia 21). 
 
La presente invención se refiere además a polipéptidos de fusión que presentan una de las secuencias indicadas en 
SEC ID NO: 3-8 (figuras 14-19). 55 
 
Según otra forma de realización, la presente invención se refiere a ácidos nucleicos que codifican un polipéptido de 
fusión, tal como se ha descrito anteriormente. Los correspondientes ácidos nucleicos pueden tener, por ejemplo, una 
de las secuencias indicadas en SEC ID NO: 10-15 (figuras 21-26). 
 60 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a vectores que comprenden uno de los ácidos nucleicos 
mencionados anteriormente. Generalmente, los vectores correspondientes también comprenden secuencias 
reguladoras para la expresión del ácido nucleico. Dichos vectores están ampliamente descritos en la técnica anterior 
y están disponibles comercialmente a través de un gran número de empresas. 
 65 

E04764346
18-01-2013ES 2 397 922 T3

 



  8 

En otra forma de realización, la presente invención se refiere a células que comprenden uno de los ácidos nucleicos 
o vectores mencionados anteriormente. Generalmente, las células se utilizan para la expresión del ácido nucleico y 
la producción recombinante de los polipéptidos de fusión según la presente invención. Existe un gran número de 
células que pueden utilizarse con este propósito, incluidas E. coli, células de levadura y líneas celulares animales, 
tales como las células CHO o COS. Las células apropiadas y sus aplicaciones están ampliamente descritas en la 5 
técnica anterior. 
 
Los polipéptidos de la presente invención según la reivindicación 1 se pueden preparar además por otros métodos 
adecuados, por ejemplo, por acoplamiento químico de péptidos individuales. Así, los péptidos individuales se 
pueden producir por métodos convencionales en el estado de la técnica, por ejemplo, por síntesis química o 10 
mediante expresión heteróloga, y a continuación unirse entre sí por acoplamiento. 
 
Finalmente, la presente invención también se refiere a medicamentos que comprenden los polipéptidos de fusión, 
ácidos nucleicos, vectores o células descritos anteriormente. Los medicamentos pueden comprender además 
vehículos, excipientes o adyuvantes farmacéuticamente compatibles. Además, los polipéptidos presentes en dicho 15 
medicamento pueden presentarse en un estado modificado, por ejemplo, pegilados, es decir, acoplados a una 
molécula de polietilenglicol. 
 
Los polipéptidos de fusión según la presente invención o los medicamentos que los contienen se pueden utilizar 
para el tratamiento de enfermedades neoplásicas y, particularmente, para la terapia tumoral antivascular. Entre las 20 
enfermedades neoplásicas que se pueden tener en cuenta para el tratamiento con ayuda de los polipéptidos de 
fusión según la presente invención o los medicamentos que los contienen se incluyen, por ejemplo, carcinomas 
bronquiales y otros tumores del tórax y el mediastino, cánceres de mama y otros tumores ginecológicos, carcinomas 
colorrectales, carcinomas pancreáticos y otros tumores del tubo gastrointestinal, melanomas malignos y otros 
tumores de la piel, tumores en la región de la cabeza y el cuello, carcinomas prostáticos y otros tumores 25 
urogenitales, sarcomas, tumores endocrinos activos, leucemias y síndromes mielodisplásicos, y linfomas 
hodgkinianos y no hodgkinianos. 
 
Además, también se pueden tratar tumores benignos, por ejemplo hemangiomas, y la neovascularización en la 
retinopatía diabética. 30 
 
Aparte de la administración intravenosa, también es posible la administración subcutánea e intraperitoneal de los 
polipéptidos de fusión o medicamentos. Mediante el empaquetamiento en vehículos farmacéuticos, que impiden la 
escisión de los polipéptidos de fusión en el tubo gastrointestinal, los polipéptidos de fusión o medicamentos se 
pueden administrar también por vía oral. 35 
 
Además, puede resultar ventajoso combinar la administración de polipéptidos de fusión según la invención con otros 
enfoques terapéuticos, por ejemplo, quimioterapia citotóxica o irradiación. También es posible la combinación con 
otras sustancias activas, por ejemplo con factor VIIa o doxiciclina, pero preferentemente la combinación del 
polipéptido según la invención con factor VIIa o doxiciclina no es necesaria. 40 
 
La presente invención se describe con más detalle a través de los siguientes ejemplos: 
 
Ejemplos  
 45 
Ejemplo 1: Expresión y purificación de tTF y proteína s de fusión de tTF 
 
Se sintetizó el ADNc que codifica los 218 aminoácidos aminoterminales del factor tisular TF (en lo sucesivo, 
designado tTF) mediante la reacción 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 clonó en el lector de expresión pET-30a(+) (Novagen). Los plásmidos 50 
recombinantes se transformaron en E. coli (BL21), se expresaron y se purificaron (kit Qiagen Plasmid). 
 
Junto con el factor tisular truncado tTF, se construyeron proteínas de fusión de péptidos de tTF, uniéndose en primer 
lugar los péptidos diana al extremo carboxilo del factor tisular tTF soluble. Se construyeron las siguientes proteínas 
de fusión lineales: 55 
 

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 60 
SEC ID NO: 20 y 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)); 

 65 
Además, se sintetizaron las siguientes proteínas de fusión cíclicas: 
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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 5 
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)) 

 10 
Todos los constructos (incluido el tTF) se expresaron en el vector pET30a(+), que media la expresión adicional de 
una etiqueta de afinidad aminoterminal de 6 residuos de histidina y unos cuantos aminoácidos codificados por 
vectores. Con la ayuda de dicha etiqueta de afinidad, los constructos se pudieron purificar por cromatografía de 
afinidad en una columna de níquel-ácido 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 aminoácidos 15 
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:FVIIa (19), se garantiza la orientación vertical de la proteína de fusión de tTF con respecto a la 
membrana fosfolipídica de las células endoteliales, lo que corresponde a la orientación del TF nativo. Se tuvo en 20 
cuenta, además, que la estructura seleccionada no debía dar lugar a que el tTF provocara ningún impedimento 
estérico a la interacción con el FVIIa y el sustrato macromolecular FX. Debido a la especificidad de la secuencia 
RGD por la integrina αvß3 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 específica a densidad elevada en las células endoteliales 
del tumor, pero, salvo en algunas excepciones, no en las restantes células endoteliales del tejido normal (véase 25 
figura 1). 
 
El tTF y las proteínas de fusión 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 tampón de lisis (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; NaCl 30 
150 mM; MgCl2 1 mM; 10 µg/ml de aprotinina; 2 mg/ml de lisozima)/g de sedimento y se añadieron 20 µl de 
benzonasa (Novagen). Tras 90 minutos de incubación a temperatura ambiente (RT) y centrifugación a 12.000 g, 20 
min, 4ºC, el sedimento se resuspendió y se homogeneizó por tratamiento con ultrasonidos en tampón de lavado 
(Tris/HCl 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM; 3% de Triton X-100). Los cuerpos de inclusión se disolvieron durante la 
noche a temperatura ambiente en 2-4 ml/g de sedimento en tampón de desnaturalización (cloruro de guanidinio 6 M, 35 
NaCl 0,5 M, NaH2PO4 20 mM, DTT 1 mM). El sobrenadante de la centrifugación (5.000 g, 30 min, 4ºC) se filtró con 
un filtro de 0,22 µg. Los constructos se purificaron hasta homogeneidad en una columna de níquel-ácido 
nitrilotriacético (Ni-NTA, Novagen) a través de las secuencias His-Tag adicionalmente introducidas del constructo. La 
purificación y el plegamiento de las proteínas se llevaron a cabo con el kit His Bind Buffer (Novagen). A continuación 
se llevó a cabo una diálisis frente a tampón TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4). 40 
 
La identidad de las proteínas se confirmó por SDS-PAGE, transferencia Western y espectroscopía de masas (véase 
figura 2). 
 
Ejemplo 2: Caracterización funcional de tTF y proteí nas de fusión de tTF  45 
 
La actividad funcional de estas proteínas de fusión con respecto a la actividad del cofactor en la activación del factor 
X a factor Xa a través del factor VIIa se puso de manifiesto in vitro por análisis de Michaelis-Menten. La capacidad 
del tTF y de los polipéptidos de fusión de tTF para intensificar la activación proteolítica específica de FX a través de 
FVIIa en presencia de fosfolípidos se determinó mediante una versión ligeramente modificada del método descrito 50 
por Ruf (45). Para ello, se pipetearon 20 µl de cada uno de los siguientes reactivos en placas de microtitulación: (a) 
FVIIa recombinante 50 nM (Novo-Nordisk) en TBS-BSA; (b) tTF/polipéptido de fusión de tTF 0,16 nM - 1,6 µM en 
TBS-BSA; (c) CaCl2 25 mM y vesículas fosfolipídicas 500 µM (fosfatidilcolina/fosfatidilserina, 70/30, M/M; Sigma). 
Tras 10 min de incubación a temperatura ambiente, se añadieron 20 µl del sustrato natural FX (Enzyme Research 
Laboratories) a una concentración de 5 µM. A continuación, se tomaron muestras con pipeta a intervalos de un 55 
minuto y la reacción se detuvo mediante la adición de una solución de EDTA 100 mM. La cantidad de FXa que se 
formó se midió por adición del sustrato cromógeno Spectrozyme FXa en un lector de microplacas mediante la 
determinación del cambio de absorción a 405 nm y los parámetros 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 fusión de tTF son 
funcionalmente activos en estas condiciones (figura 3). Las constantes de Michaelis (Km) obtenidas para los 60 
polipéptidos de fusión 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 
fusión del tTF con los péptidos. 
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Ejemplo 3: Unión de las proteínas de fusión de tTF a  αvß3 in vitro e in vivo  
 
Se puso de manifiesto la unión de tTF-RGD y tTF-NGR a la integrina αvß3 en un ensayo ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) mediante la inmovilización de αvß3 purificada sobre placas de microtitulación (véase la figura 
4). La especificidad de la unión de tTF-RGD a αvß3 se vio enfatizada por el hecho de que el péptido sintético con la 5 
secuencia GRGDSP (de la empresa Gibco) inhibe de forma competitiva la unión de tTF-RGD a αvß3 en este sistema 
de ensayo (véase la figura 5). 
 
A continuación, se evaluó la unión específica de tTF-RGD a αvß3 en las células endoteliales. Para ello, se analizó la 
unión diferencial de tTF biotinilado y tTF-RGD a las células endoteliales en suspensión mediante FACS 10 
(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 αvß3, se utiliza experimentalmente. Esto se puede detectar 
mediante diversos métodos inmunohistoquímicos. Así, una célula endotelial cultivada corresponde, en relación con 
su patrón de expresión con respecto a αvß3, a una célula endotelial del tumor. Correspondientemente, una célula 
endotelial cultivada se puede utilizar como sistema modelo para la unión específica de sustancias a células 15 
endoteliales del tumor y también permite realizar predicciones acerca de la toxicidad esperada. 
 
Se utilizó estreptavidina-ficoeritrina como método de detección. La intensidad de fluorescencia medida para tTF-
RGD fue 8 veces mayor que para el tTF (figura 6A). Además, la unión de tTF-RGD 0,1 µM a las células endoteliales 
se redujo de forma competitiva en un 75% mediante la administración de una concentración 1 µM del péptido 20 
sintético GRGDSP (figura 6B). Esto subraya la especificidad de la unión de tTF-RGD a los receptores de unión de 
RGD de la superficie de las células endoteliales, tales como la αvß3. 
 
Ejemplo 4: Efectos antitumorales de las proteínas de fusión de tTF en un modelo animal  
 25 
Se evaluaron en las proteínas de fusión de tTF-RGD y NGR-tTF los efectos y efectos secundarios sobre 
heterotrasplantes de tumores humanos en ratones lampiños atímicos. Para ello, se utilizaron los modelos 
establecidos en nuestro laboratorio (33, 34). Se inyectaron las líneas celulares CCL185 (adenocarcinoma pulmonar 
humano) y M-21 (melanoma humano) por vía subcutánea en el flanco de ratones lampiños macho BALB/c (9-12 
semanas de edad). Al alcanzar un volumen tumoral de aproximadamente 50-100 mm3 (CCL185) o de 400-600 mm3 30 
(M-21), los ratones se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos. El grupo 1 recibió únicamente solución salina 
fisiológica (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 
proteína/kg de peso corporal). Las inyecciones se realizaron en la vena caudal de los animales a intervalos de 1-3 
días (dependiendo de la tasa de crecimiento de la línea celular en concreto). Se observó una actividad terapéutica 
considerable de las proteínas de fusión. Los tumores de los ratones tratados con las proteínas de fusión de tTF-RGD 35 
o tTF- NGR vieron significativamente inhibido su crecimiento o se redujo su tamaño hasta la remisión parcial en 
comparación con la administración de tTF o NaCl (véase las figuras 7 y 8). 
 
A fin de verificar el mecanismo de acción de la inducción de trombosis en los vasos tumorales, se llevó a cabo el 
siguiente experimento: se inyectó la línea celular de melanoma humano en el flanco de dos ratones lampiños macho 40 
BALB/c. Al alcanzarse un tamaño del tumor de aproximadamente 500 mm3, se inyectaron 2,0 mg/kg de peso 
corporal de tTF-NGR o NaCl en la vena caudal. La figura 9A muestra una fotografía macroscópica in vivo del ratón 
portador de tumor 20 min después de la inyección de la proteína de fusión tTF-NGR (mitad izquierda de la imagen) o 
de NaCl (mitad derecha de la imagen). La imagen macroscópica con coloración azulada pálida del tumor tras la 
inyección de tTF-NGR indica necrosis tumoral. Tras 60 min, los ratones se desangraron, se les extirpó el tumor en 45 
su totalidad y éste se sometió a un examen histológico. La figura 9B muestra la imbibición hemorrágica 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 análisis histológico del melanoma muestra la formación microscópicamente visible de trombos en los vasos 50 
sanguíneos (figuras 10A-D). Este descubrimiento demuestra el mecanismo propuesto para los efectos antitumorales 
de tTF-NGR, es decir, la inducción de trombos en los vasos sanguíneos. La elevada selectividad de tTF-NGR por los 
vasos sanguíneos tumorales se demuestra por la ausencia de detección histológica de coagulación y necrosis en el 
tejido normal, tal como de corazón, riñón, hígado y pulmón (figuras 11A-D). Ni siquiera la administración de dosis 
elevadas repetidas de tTF-NGR (4 mg/kg de peso corporal) dio lugar a la formación visible de coágulos ni a toxicidad 55 
para los órganos. 
 
Ejemplo 5: Efectos antitumorales de las proteínas de fusión de tTF en el modelo tumoral animal HT1080  
 
Se investigó también la actividad antitumoral de la proteína de fusión tTF-RGD en ratones lampiños BALB/c con 60 
fibrosarcomas (HT1080). Estos tumores presentan un crecimiento rápido y una buena vascularización. En la tabla 2 
y en la figura 34 se presentan los resultados de dos experimentos. Tras la segunda inyección de tTF-RGD, se 
observó una inhibición significativa del crecimiento de los tumores HT1080 en comparación con los grupos de 
control. Este efecto duró hasta el final del experimento, en el día 7 (P = 0,021 para tTF-RGD con respecto al control 
con tampón (solución salina fisiológica), P = 0,005 para tTF-RGD con respecto a tTF). Como en los experimentos 65 
anteriores, en este modelo se observó una regresión parcial del volumen tumoral. 
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Tabla 1: 
 
Efecto de tTF-RGD sobre el crecimiento de tumores M21 en ratones 
 5 

Tratamiento Volumen tumoral medio (mm3) P con respecto 
al tampón 

P con respecto a 
tTF 

n 

 Día 0 Día 7    
Tampón 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 
 10 

Tratamiento Volumen tumoral medio (mm3) P con respecto 
al tampón 

P con respecto a 
tTF 

n 

 Día 0 Día 7    
Tampón 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 
 15 

Tratamiento Volumen tumoral 
medio (mm3) 

 P con respecto 
al tampón 

P con respecto a 
tTF 

n 

 Día 0 Día 7    
Tampón 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 proteínas de fusión de tTF a partir de la 
descripción de la presente invención. Los candidatos potenciales son los péptidos TAASGVRSMH y LTLRWVGLMS, 
que se unen a NG 2, el homólogo murino del proteoglicano de melanoma humano (12). La expresión de NG 2 está 
restringida a las células tumorales y los vasos angiogénicos de un tumor (35). Otro candidato es el péptido sintético 20 
TTHWGFTL, que produce una inhibición selectiva y potente de la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2) (13). Como 
la integrina αvß3 también se une de forma evidente a la MMP-2 de modo independiente del RGD, esto significa que 
la enzima activa está localizada en la superficie de los vasos sanguíneos angiogénicos (36). Un constructo 
constituido por tTF y dicho péptido inhibidor de MMP-2 puede mediar de modo parecido en la unión selectiva de 
tTF1-218 a la membrana de las células endoteliales de los vasos tumorales. 25 
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Listado de secuencias 
 
<110> Medizinische Klinik und Poliklinik A des Universitätsklinikums Münster 10 
 
<120> Polipéptidos de fusión para la terapia tumoral antivascular 
 
<130> P 51875 
 15 
<160> 31 
 
<170> Patente en versión 3.1 
 
<210> 1 20 
<211> 263 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 25 
<221> Secuencia de amino ácido de TF humano 
 
<400> 1  
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<210> 2 
<211> 2 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF1-218 
 10 
<400> 2  

 

 
 

 15 
<210> 3 
<211> 224 
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<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GRGDSP 5 
 
<400> 3  

 

 
<210> 4 10 
<211> 225 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GNGRAHA 
 
<400> 4  
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<210> 5 
<211> 228 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GALNGRSHAG 
 10 
<400> 5  

E04764346
18-01-2013ES 2 397 922 T3

 



  
18 

 

 
<210> 6 
<211> 225 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GCNGRCG 
 10 
<400> 6  
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<210> 7 
<211> 232 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GCNGRCVSGCAGRC 
 10 
<400> 7  
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<210> 8 
<211> 228 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GCVLNGRMEC 10 
 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 654 5 
<212> ADN 
<213> Artifical 
 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF1-218 10 
 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 672 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF-GRGDSP 
 10 
<400> 10  

 

 
 

 15 
<210> 11 
<211> 675 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 20 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF-GNGRAHA 
 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 684 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF-GALNGRSHAG 10 
 
<400> 12  

 

 
 15 

 
 
<210> 13 
<211> 675 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF-GCNGRCG 
 25 
<400> 13  
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<210> 14 
<211> 696 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF-GCNGRCVSGCAGRC 10 
 
<400> 14  

 

 
 15 

 
 
<210> 15 
<211> 684 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de nucleótido de tTF-GCVLNGRMEC 
 25 
<400> 15  
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<210> 16 
<211> 45 5 
<212> ADN 
<213> Artifical 
 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción de tTF1-218 10 
 
<400> 16 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat      45 
 
<210> 17 15 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artifical 
 
<220> 20 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción de tTF1-218 
 
<400> 17 
cgggatccta ttatctgaat tcccctttct cctggcccat     40 
 25 
<210> 18 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción de tTF-GRGDSP 
 
<400> 18 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat     45 35 
 
<210> 19 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción de tTF-GRGDSP 
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<400> 19 
cgggatccta ttatggagaa tcacctcttc ctctgaattc ccc     43 
 
<210> 20 
<211> 45 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción  de tTF-GNGRAHA 10 
 
<400> 20 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat     45 
 
<210> 21 15 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción de tTF-GNGRAHA 
 
<400> 21 
cgggatccta ttatgcatgt gctcttccgt tacctctgaa ttcccc     46 
 25 
<210> 22 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción de tTF-GCNGRCG 
 
<400> 22 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat     45 35 
 
<210> 23 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción de tTF-GCNGRCG 
 
<400> 23 45 
cgggatccta ttaaccacat ctaccgttgc agcctctgaa ttcccc     46 
 
<210> 24 
<211> 45 
<212> ADN 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción tTF-GCNGRCVSGCAGRC 
 55 
<400> 24 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat     45 
 
<210> 25 
<211> 67 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción tTF-GCNGRCVSGCAGRC 65 
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<400> 25  
 

 
 

 5 
 
<210> 26 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción de tTF-GCVLNGRMEC 
 
<400> 26 15 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat     45 
 
<210> 27 
<211> 55 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción  de tTF-GCVLNGRMEC 
 25 
<400> 27 
cgggatccta ttagcattcc atcctaccat ttaagacgca tcctctgaat tcccc     55 
 
<210> 28 
<211> 45 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Cebador 5' oligonucleótido para la producción tTF-GALNGRSHAG 35 
 
<400> 28 
catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat     45 
 
<210> 29 40 
<211> 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<221> Cebador 3' oligonucleótido para la producción tTF-GALNGRSHAG 
 
<400> 29 
cgggatccta ttaaccagcg tgagatcttc catttaaagc acctctgaat tcccc     55 
 50 
<210> 30 
<211> 45 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 55 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de etiqueta de afinidad 
 
<400> 30  
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<210> 31 
<211> 269 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GRGDSP con etiqueta de afinidad aminoterminal 10 
 
<400> 31  
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<210> 32 
<211> 270 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<221> Secuencia de aminoácido de tTF-GNGRAHA con etiqueta de afinidad aminoterminal 
 10 
<400> 32  
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REIVINDICACIONES 
 
1.  Polipéptido de fusión, que comprende 
 

a)  un péptido que presenta de 3 a 30 aminoácidos, que permite unir selectivamente los polipéptidos de fusión a 5 
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 coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión se une a las 
células endoteliales de los vasos tumorales, 10 

 
en el que los péptidos a) y b) están unidos entre sí directamente o mediante un conector que presenta hasta 
15 aminoácidos, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusión a 
las células endoteliales de los vasos tumorales está unido al extremo C del péptido, que puede activar la 
coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión se une a las células endoteliales de los vasos 15 
tumorales. 

 
2.  Polipéptido de fusión según la reivindicación 1, que consiste en los péptidos a) y b), y en un conector que 
presenta hasta 15 aminoácidos. 
 20 
3.  Polipéptido de fusión según la reivindicación 1, en el que los péptidos a) y b) están directamente unidos entre sí. 
 
4.  Polipéptido de fusión según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el péptido, que puede activar 
la coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión 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. 25 
 
5.  Polipéptido de fusión según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el péptido, que puede activar 
la coagulación sanguínea cuando el polipéptido de fusión 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. 
 30 
6.  Polipéptido de fusión según una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el péptido que presenta de 3 
a 30 aminoácidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos 
tumorales presenta una estructura lineal o cíclica. 
 
7.  Polipéptido de fusión según una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el péptido que presenta de 3 35 
a 30 aminoácidos, que permite unir selectivamente el polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos 
tumorales comprende la secuencia de aminoácidos RGD o NGR. 
 
8.  Polipéptido de fusión según la reivindicación 7, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente 
el polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos tumorales se selecciona de entre el grupo constituido 40 
por GRGDSP y GNGRAHA. 
 
9.  Polipéptido de fusión según la reivindicación 7, caracterizado porque el péptido, que permite unir selectivamente 
el polipéptido de fusión a las células endoteliales de los vasos tumorales se selecciona de entre el grupo constituido 
por GCNGRCG, GCNGRCVSGCAGRC, GCVLNGRMEC y GALNGRSHAG. 45 
 
10. Polipéptido de fusión según las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque presenta una de las secuencias 
mostradas en SEC ID NO: 3-8. 
 
11. Ácido nucleico, que codifica un polipéptido de fusión según una de las reivindicaciones 1 a 10. 50 
 
12. Ácido nucleico según la reivindicación 11, caracterizado porque presenta una de las secuencias mostradas en 
SEC ID NO: 10-15. 
 
13. Vector, que comprende un ácido nucleico según la reivindicación 11 o 12. 55 
 
14. Célula, que comprende un ácido nucleico según la reivindicación 11 o 12, o un vector según la reivindicación 14. 
 
15. Medicamento, que comprende un polipéptido de fusión según una de las reivindicaciones 1 a 10, un ácido 
nucleico según la reivindicación 11 o 12, un vector según la reivindicación 13 o una célula según la reivindicación 14. 60 
 
16. Medicamento según la reivindicación 15, que comprende además vehículos, excipientes o adyuvantes 
farmacéuticamente aceptables. 
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