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DESCRIPCIÓN

Proteína de fusión anticancerígena

La invención se refiere al campo de las proteínas de fusión terapéuticas, en particular a proteínas de fusión recombi-
nantes. Más particularmente, la invención se refiere a proteínas de fusión que contienen el fragmento de una se-
cuencia de la proteína soluble humana TRAIL, en combinación con la secuencia de un péptido proapoptótico corto, y 5
a composiciones farmacéuticas que las contienen que tienen uso en terapia, en particular como agentes antican-
cerígenos.

La apoptosis (muerte celular programada) es un proceso que tiene un papel importante en la prevención del cáncer 
y en el tratamiento del cáncer mediante el uso de agentes que inducen la apoptosis de células cancerígenas anor-
males.10

La señalización de la apoptosis se puede iniciar desde fuera de una célula (ruta extrínseca o ruta de receptores de 
muerte) o desde el interior de una célula (ruta intrínseca o mitocondrial).

La activación de las rutas extrínsecas de la apoptosis en células cancerígenas humanas requiere la unión de un li-
gando a los receptores de muerte celulares para activar los receptores. Después de la unión de un ligando, los re-
ceptores activados inducen señales de apoptosis.15

La iniciación de la apoptosis intrínseca dentro de una célula a través de la ruta mitocondrial puede comenzar en dife-
rentes niveles de la cascada apoptótica, para causar finalmente la inducción o el restablecimiento de funciones de 
proteínas proapoptogénicas (citocromo c, SmacDiablo, AIF, p53, proteínas de la familia Bcl2 que incluyen la familia 
del dominio BH3), la degradación de ácidos nucleicos o la activación de caspasas.

La proteína TRAIL que pertenece a la familia de las citocinas (ligando inductor de la apoptosis relacionado con el 20
factor de necrosis tumoral, del inglés “Tumor necrosis factor-Related Apoptosis Inducing Ligand”), también conocida
como Apo2L (ligando de Apo2), es un potente activador de la apoptosis en células tumorales y en células infectadas 
por virus. TRAIL es un ligando de origen natural en el organismo. La proteína TRAIL, su secuencia de aminoácidos, 
las secuencias que codifican el ADN y los sistemas de expresión de proteínas se describieron por primera vez en el 
documento EP0835305A1.25

La proteína TRAIL ejerce su actividad anticancerígena uniéndose a los receptores de superficie proapoptóticos 1 y 2
de TRAIL (TRAIL-R1/R2) y activando posteriormente estos receptores. Estos receptores, también conocidos como 
DR4 y DR5 (receptor de muerte 4 y receptor de muerte 5), pertenecen a la familia de receptores de TNF y se hiper-
expresan en diferentes tipos de células cancerígenas. La activación de los receptores puede inducir la ruta de seña-
lización externa de la apoptosis, independiente del gen supresor p53 que, con la caspasa-8 activada, conduce a la 30
activación de las caspasas efectoras y de ese modo se produce la degradación de los ácidos nucleicos. La caspasa-
8 liberada después de la activación con TRAIL, también puede causar la liberación de la proteína Bid y activar de es-
te modo de forma indirecta la ruta mitocondrial, en donde la proteína Bid se trasloca a la mitocondria, y allí estimula 
la liberación de citocromo c, amplificando así indirectamente la señal apoptótica de los receptores de muerte.

TRAIL actúa selectivamente sobre las células tumorales, esencialmente sin inducir la apoptosis en las células sanas, 35
que son resistentes a esta proteína. Por lo tanto, el enorme potencial de TRAIL ha sido reconocido como agente an-
ticancerígeno que actúa sobre una amplia gama de diferentes tipos de células tumorales, incluyendo neoplasias
hematológicas y tumores sólidos, y al mismo tiempo sin influir en las células normales y ejerciendo efectos secunda-
rios que son potencialmente relativamente irrelevantes.

La proteína TRAIL es una proteína de membrana de tipo II que tiene una longitud de 281 aminoácidos y su región 40
extracelular, que comprende los residuos de aminoácidos 114-281 después de la escisión con proteasas, forma la
molécula sTRAIL soluble de 20 kDa de tamaño que también es biológicamente activa. Ambas formas TRAIL y 
sTRAIL son capaces de desencadenar la apoptosis a través de la interacción con receptores de TRAIL presentes en 
las células diana. Se ha demostrado una actividad antitumoral fuerte y muy baja toxicidad sistémica de la parte solu-
ble de la molécula de TRAIL mediante pruebas con líneas celulares. Además, estudios clínicos en humanos con45
TRAIL humana recombinante soluble (rhTRAIL) que tiene la secuencia de aminoácidos correspondiente a los ami-
noácidos 114-281 de hTRAIL, conocida con el INN dulanermina, mostraron su buena tolerancia y la ausencia de 
toxicidad limitante de la dosis.

Estudios recientes muestran que la proteína TRAIL puede tener una forma más corta que los aminoácidos 114-281, 
y que también en esa forma es capaz de unirse a los receptores de membrana de la familia DR (receptores de muer-50
te, DR1, DR2, DcR1, DcR2 y OPG) e inducir la ruta de la apoptosis a través de estos receptores (F., FANG, A., 
WANG, S.,F., YANG, Antitumor activity of a novel recombinant mutant human tumor necrosis factor-related apopto-
sis-inducing ligand, Acta Pharmacologica Sinica 2005 Nov; 26 (11): 1373-1381).

Los efectos tóxicos de la proteína TRAIL recombinante sobre células hepáticas descritos en la actualidad parece que
están asociados con la presencia de una modificación, es decir, marcadores de polihistidina, TRAIL sin marcar no 55
muestra toxicidad sistémica.
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Sin embargo, en el curso de una investigación y el desarrollo posterior, parece que muchas células cancerígenas 
también muestran resistencia primaria o adquirida a TRAIL (véase, por ejemplo el documento WO2007/02221). Aun-
que el mecanismo de resistencia a TRAIL no se entiende completamente, se cree que se puede manifestar en dife-
rentes niveles de la ruta de la apoptosis inducida por TRAIL, que se extienden desde el nivel de receptores en la su-
perficie celular, a las caspasas efectoras dentro de la ruta de señalización. Esta resistencia limita la utilidad de TRAIL 5
como agente anticancerígeno.

Además, en ensayos clínicos con pacientes, se mostró que la eficacia real de TRAIL como monoterapia era baja.
Para superar esta eficacia baja y la resistencia de tumores a TRAIL, se han diseñado diversas terapias combinadas 
con agentes radioterapéuticos y quimioterapéuticos, lo que dio como resultado un efecto apoptótico sinérgico. (Do-
cumento WO2009/002947; A. Almasan y A. Ashkenazi, Cytokine Growth Factor Reviews 14 (2003) 337-348; RK Sri-10
vastava, Neoplasis, vol. 3, nº 6, 2001, 535-546, Soria JC et al., J. Clin. Oncology, vol. 28, nº 9 (2010), págs. 1527-
1533). El uso de rhTRAIL para el tratamiento del cáncer en combinación con agentes quimioterapéuticos convencio-
nales, seleccionados (paclitaxel, carboplatino) y anticuerpos monoclonales anti-VEGF, se describe en el documento 
WO2009/140469. Sin embargo, una combinación de este tipo implica necesariamente insuficiencias bien conocidas 
en la quimioterapia o radioterapia convencional.15

Una proteína de fusión artificial que contiene secuencias de una vasostatina inhibidora de la angiogénesis y TRAIL 
unida con un enlazador con sitio de escisión para la metaloproteasa, ha sido descrita por tener un efecto inductor de 
la apoptosis en células tumorales, por A.I. Guo et al en Chinese Journal of Biochemistry and Molecular Biology 2008, 
vol. 24(10), 925-930.

En la proteína de fusión artificial que contiene las secuencias tumstatina183-230 de una tumstatina inhibidora de la 20
angiogénesis y TRAIL114-281, se ha descrito que muestra una inducción de la apoptosis de células de cáncer pan-
creático, en N. Ren et al en Academic Journal of Second Military Medical University 2008, vol. 28(5), 676-478.

El documento US2005/244370 y el documento correspondiente WO2004/035794 dan a conocer la estructura artifi-
cial de TRAIL95-281 como un dominio efector unido por un enlazador peptídico con la parte extracelular de otro 
miembro de la familia TNF de ligandos CD40, como un dominio que se une a la superficie celular. Se indica que la 25
activación de la estructura artificial es a través de la unión de su parte CD40.

El documento WO2010/00551 D7 describe una proteína de fusión que comprende el dominio extracelular de TRAIL 
y un polipéptido que se une a TWEAK, específicamente a Fn14 soluble, que es un receptor cognado de TWEAK. La 
proteína de fusión tiene actividad destructora frente a células cancerígenas debido a la unión del dominio TRAIL a 
sus receptores de muerte de la membrana. El dominio Fn14 de la proteína de fusión, debido a la actividad de unión 30
a TWEAK, bloquea el eje celular Fn14/TWEAK y produce efectos celulares de TWEAK, que incluyen sus efectos 
protumorígenos y proapoptóticos, que dependen de la unión de TWEAK al receptor Fn14 no soluble de la membra-
na.

Además, se ha mostrado que el problema relacionado con la terapia de TRAIL es su baja estabilidad y la rápida eli-
minación desde el organismo después de la administración.35

Aunque muchas terapias clínicas contra el cáncer están disponibles actualmente, con frecuencia no son suficiente-
mente eficaces y tienen muchas desventajas bien conocidas, de las cuales una de las más preocupantes y que limi-
tan más el tratamiento es la falta de selectividad frente a las células cancerígenas, efectos secundarios graves y re-
sistencia - primaria o adquirida durante el tratamiento. Actualmente, se conoce un número limitado de agentes anti-
cancerígenos que son a la vez eficaces y selectivos frente a las células cancerígenas. Por lo tanto, sigue existiendo 40
una necesidad urgente y no satisfecha de nuevos agentes anticancerígenos que permitan tanto ampliar la gama de 
agentes disponibles, como encontrar agentes que sean más eficaces (citotóxicos) y selectivos. También existe una 
necesidad de nuevos agentes selectivos con una mayor estabilidad y farmacocinéticas mejoradas.

La presente invención propone una solución a este problema proporcionando nuevas proteínas de fusión que con-
tienen un dominio obtenido a partir de TRAIL y un dominio peptídico efector corto que no incluye fragmentos de 45
TRAIL que tengan actividad proapoptótica intrínseca (intracelular) o extrínseca (extracelular), que potencia o com-
plementa la acción de TRAIL. Además, resultó que en muchos casos las proteínas de fusión de la invención mues-
tran una actividad más potente que TRAIL soluble y sus variantes, incluyendo un fragmento de la secuencia, y en 
muchos casos también superan la resistencia a TRAIL. Por otra parte, la adición de un péptido efector da como re-
sultado una semivida prolongada y una mayor tiempo de retención de la proteína en el tumor y, por último, aumenta 50
su eficacia.

Descripción de las Figuras

La invención se describirá ahora en detalle haciendo referencia a las Figuras de los dibujos.

La Fig. 1 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 1, Ej.
2, Ej. 3, Ej. 4 y Ej. 5.55

La Fig. 2 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 6, Ej.
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7, Ej. 8, Ej. 9 y Ej. 10.

La Fig. 3 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 11, 
Ej. 12, Ej. 13, Ej. 14 y Ej. 15.

La Fig. 4 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 16, 
Ej. 17, Ej. 18, Ej. 19 y Ej. 20.5

La Fig. 5 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej.21, Ej. 
22 y Ej. 23, así como de las proteínas de fusión comparativas del Ej. 24, Ej. 25 y Ej. 26.

La Fig. 6 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 27, 
Ej. 28, Ej. 29, Ej. 30 y Ej. 31.

La Fig. 7 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 32, 10
Ej. 33, Ej. 34, Ej. 35 y Ej. 36.

La Fig. 8 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 37, 
Ej. 38, Ej. 39, Ej. 40 y Ej. 41.

La Fig. 9 presenta una estructura esquemática de las proteínas de fusión de la invención de acuerdo con el Ej. 42, 
Ej. 43, Ej. 44, Ej. 45 y Ej. 46.15

La Fig. 10 presenta una estructura esquemática de proteínas de fusión de la invención de acuerdo el Ej. 47, Ej. 48, 
Ej. 49, Ej. 50 y Ej. 51.

La Fig. 11 presenta una estructura esquemática de proteínas de fusión de la invención de acuerdo el Ej. 52, Ej. 53, 
Ej. 54 y Ej. 55.

La Fig. 12 presenta los cambios en el volumen del tumor con el tiempo, en ratones SCID/NOD con cáncer de colon 20
causado por Colo205, tratados con proteínas de fusión de la invención, en comparación con hTRAIL114-281.

La Fig. 13 presenta los valores de la inhibición del crecimiento tumoral en ratones con cáncer de colon causado por 
Colo205, tratados con proteínas de fusión de la invención el día 29 del experimento, en comparación con 
hTRAIL114-281.

La Fig. 14 presenta los cambios en el volumen del tumor con el tiempo, en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con25
cáncer de pulmón humano causado por NCI-H460, tratados con proteínas de fusión de la invención, en comparación 
con hTRAIL114-281.

La Fig. 15 presenta la inhibición del crecimiento tumoral en ratones con cáncer de pulmón humano causado por NCI-
H460, tratados con proteínas de fusión de la invención el día 29 del experimento, en comparación con hTRAIL114-
281.30

La Fig. 16 presenta los cambios en el volumen del tumor con el tiempo, en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con
cáncer de pulmón humano de células pequeñas causado por A549, tratados con proteínas de fusión de la invención, 
en comparación con hTRAIL114-281.

La Fig. 17 presenta la inhibición del crecimiento tumoral en ratones con cáncer de pulmón humano de células pe-
queñas causado por A549, tratados con proteínas de fusión de la invención el día 34 del experimento, en compara-35
ción con hTRAIL114-281

La Fig. 18 presenta los cambios en el volumen tumoral con el tiempo, en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con carci-
noma pancreático humano, causado por la línea celular de tipo epitelial PANC-1, tratados con proteínas de fusión de 
la invención, en comparación con hTRAIL114-281.

La Fig. 19 presenta la inhibición del crecimiento tumoral en ratones con carcinoma pancreático humano, causado por 40
la línea celular de tipo epitelial PANC-1, tratados con proteínas de fusión de la invención el día 43 del experimento, 
en comparación con hTRAIL114-281.

La Fig. 20 muestra los espectros de dicroísmo circular de las proteínas de fusión del Ej. 1, Ej. 2, Ej. 14, Ej. 24, Ej. 51 
y Ej. 42 y para rhTRAIL114-281 expresados en elipticidad específica.

Descripción detallada de la invención45

La invención se refiere a una proteína de fusión que comprende:

un dominio (a) que es el fragmento funcional de una secuencia de la proteína hTRAIL soluble, en donde dicho
fragmento es capaz de inducir una señal apoptótica y comienza con un aminoácido en una posición no infe-
rior a hTRAIL95, o una secuencia que tiene al menos 70% de homología con la misma, y 
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un dominio (b) que es la secuencia de un péptido efector proapoptótico, que efectúa su acción proapoptótica 
a través de la ruta intrínseca de la apoptosis, en donde la secuencia del dominio (b) está fijada al extremo C-
terminal y/o N-terminal del dominio (a).

La expresión "el fragmento funcional de una secuencia de hTRAIL soluble" debe entenderse que indica cualquier 
fragmento de este tipo de hTRAIL soluble que es capaz de inducir una señal apoptótica.5

También será valorado por un experto en la materia que la existencia de una homología del 70% de TRAIL, se co-
noce en la técnica.

La expresión "un péptido" de acuerdo con la invención debe entenderse como una molécula construida a partir de 
una pluralidad de aminoácidos, unidos entre sí a través de un enlace peptídico. Por lo tanto, el término "péptido" de 
acuerdo con la invención, incluye oligopéptidos, polipéptidos y proteínas.10

Se debe entender que el dominio (b) del péptido efector en la proteína de fusión de la invención no es ni la proteína 
hTRAIL ni una parte de la proteína hTRAIL.

En la presente invención las secuencias de aminoácidos de los péptidos se presentarán en una manera convencio-
nal aceptada en la técnica, en la dirección desde el extremo N-terminal (extremo N) del péptido hacia su extremo C-
terminal (extremo C). Cualquier secuencia tendrá así su extremo N-terminal en el lado izquierdo y su extremo C-15
terminal en el lado derecho.

La proteína de fusión de la invención puede comprender un único dominio (b) del péptido efector, que se fija al ex-
tremo C-terminal o N-terminal del dominio (a).

La proteína de fusión de la invención también puede contener dos dominios (b) del péptido efector, en cuyo caso 
uno de los dominios (b) está fijado al extremo C-terminal de dominio (a) y el otro está fijado al extremo N- terminal 20
del dominio (a).

Cuando la proteína de fusión de la invención comprende dos dominios (b) del péptido efector, estos dominios pue-
den ser iguales o diferentes. En este caso, preferiblemente, los dominios (b) son diferentes.

En una realización particular, el dominio (a) es un fragmento de la secuencia de hTRAIL, que comienza con un ami-
noácido desde el intervalo de hTRAIL114 a hTRAIL121, ambos incluidos, y termina en el aminoácido hTRAIL281, u 25
otros fragmentos funcionales de la secuencia de hTRAIL publicada en GenBank con el número de orden P50591.

En particular, el dominio (a) se puede seleccionar entre el grupo que consiste en secuencias que se corresponden a 
hTRAIL114-281 (SEQ. No. 27), hTRAIL119-281 (SEQ. No. 28) y hTRAIL121-281 (SEQ. No. 29), hTRAIL116-281 y 
hTRAIL120-281.

En otra realización, el dominio (a) puede ser la secuencia hTRAIL95-281.30

El péptido efector proapoptótico del dominio (b), que ejerce su actividad apoptótica a través de la ruta intrínseca de 
la apoptosis (de forma intracelular), puede inducir apoptosis directamente mediante la activación de componentes de 
la cascada de señalización de la ruta mitocondrial de la apoptosis, o mediante inducción directa de la apoptosis mi-
tocondrial en las células .

En una realización de la proteína de fusión de la invención, el péptido efector es un péptido que actúa a través de la 35
ruta intrínseca de la apoptosis, seleccionado a partir del grupo que consiste en SEQ. No. 30, SEQ. No. 31, SEQ. No. 
32, SEQ. No. 33, SEQ. No. 34, SEQ. No. 35, SEQ. No. 36, SEQ. No. 37, SEQ. No. 38, SEQ. No. 39, SEQ. No. 40, 
SEQ. No. 41, SEQ. No. 42, SEQ. No. 43, SEQ. No. 44, SEQ. No. 45, SEQ. No. 46 y SEQ. No. 47, o SEQ. No. 151, 
SEQ. No. 152, SEQ. No. 153, SEQ. No. 154, SEQ. No. 155, SEQ. No. 156, SEQ. No. 157, SEQ. No. 158, SEQ. No. 
159, SEQ. No. 160, SEQ. No. 161, SEQ. No. 162, SEQ. No. 163, SEQ. No. 164, SEQ. No. 165 y SEQ. No. 166.40

El péptido efector de SEQ. No. 30 del grupo anterior, es el péptido obtenido a partir del dominio BH3 de la proteína 
Bax que inhibe los factores antiapoptotóticos, y específicamente el péptido de 16 aminoácidos presentado por:

KKLSECLKRI GDELDS (SEQ. No. 30).

Se cree que los péptidos basados en secuencias de los dominios BH3 de la proteína Bax son capaces de unirse efi-
cazmente a las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL. La actividad antiapoptótica de la proteína Bcl-2 y Bcl-XL se 45
basa en su interacción con dominios BH3 presentes en factores responsables de la iniciación de la apoptosis (Bax, 
Bak, Bad). La unión del dominio BH3 da como resultado evitar la interacción de las proteínas Bcl-2 y Bcl-XL con sus 
ligandos naturales y la inhibición de su actividad, y contribuye de este modo al inicio del desarrollo de la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 31 del grupo anterior es el péptido de 15 aminoácidos que comprende el dominio
BH3 de la proteína Bid, presentado por: 50

RNIARHLAQV GDSMD (SEQ. No. 31).
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La proteína Bid pertenece a una familia de Bcl-2 y es responsable, entre otros, de la activación del factor proapoptó-
tico Bax. Se cree que el péptido de 16 aminoácidos que comprende el dominio BH3 de la proteína Bid incorporado
dentro la proteína de fusión de la invención, inducirá la apoptosis de forma eficaz.

El péptido efector de SEQ. No. 32 del grupo anterior es un homólogo del péptido de la ribonucleasa A (ARNasa A), 
presentado por:5

Las ribonucleasas son proteínas pequeñas con propiedades antineoplásicas potenciales, que después de la unión a 
membranas celulares cargadas negativamente, entran en la célula a través de endocitosis, y luego pasan al citosol, 
en donde actúan como una enzima para provocar la degradación del ARN. Partiendo de una concentración de 10 
nM, detienen el ciclo celular y causan apoptosis.10

El péptido efector de SEQ. No. 33, del grupo descrito anteriormente es la molécula de citocromo C presentada por:

La liberación del citocromo C desde la mitocondria al citoplasma es una de las principales señales que inducen la 
apoptosis a través de la ruta denominada mitocondrial. La proteína forma parte del complejo apoptosoma, que activa 
la caspasa 9.15

El péptido efector de SEQ. No. 34, del grupo descrito anteriormente es granzima B, presentado por:

Las granzimas, también denominadas fragmentinas en la bibliografía, son proteasas de serina típicas de la granula-
ridad celular de los linfocitos Tc y las células NK. En humanos, se han identificado actualmente 5 granzimas diferen-
tes: A, B, H, K (triptasa) y M (metioninasa). Unos estudios han confirmado que estas enzimas son los elementos de 20
la reacción citotóxica ejercida por los linfocitos contra las células diana. Se ha mostrado que estas enzimas activan la 
perforina - una proteína que genera poros en las membranas celulares y de ese modo es mediadora en la respuesta 
citotóxica. Además, se cree que estas enzimas están implicadas directamente en la inducción de la apoptosis en las 
células diana. La granzima B activa procaspasas seleccionadas en sus formas activas (por ejemplo, la caspasa 3), y 
también libera a través de la proteolisis, la forma activa de la proteína Bid (una proteína que pertenece a la familia de 25
proteínas Bcl-2), que inicia la ruta intracelular de la apoptosis mediante incorporación en las membranas mitocon-
driales y generación de poros en las membranas, seguida por la liberación de factores inductores de la apoptosis (ci-
tocromo C, caspasa 9, Apaf). Mediante la unión a las histonas, la granzima B también puede participar en la relaja-
ción de la estructura de la cromatina, lo que provoca su relajación y aumenta el acceso de las endonucleasas al 
ADN.30

El péptido efector de SEQ. No. 35 del grupo anterior es el fragmento de la proteína Nur77 presentado por:

FSRSLHSLL (SEQ. No. 35).

El receptor nuclear Nur77 es un inductor muy potente de la apoptosis. Uno de los mecanismos de su acción es la 
capacidad para unirse a la proteína Bcl-2, un factor antiapoptótico importante. Esta interacción provoca cambios con-
formacionales en la estructura de Bcl-2, que se convierte en un inductor de la apoptosis. El fragmento presentado 35
anteriormente es una región de 9 aminoácidos procedente de la secuencia de Nur77, identificado como responsable 
de la unión y la conversión de Bcl-2 y la inducción de la apoptosis en las células. (Kolluri et al, Cancer Cell 14: 285-
298, 2008).
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El péptido efector de SEQ. No. 36 del grupo anterior es un péptido de 15 aminoácidos que comprende el dominio 
BH3 de la proteína Bak, presentado por

GQVGRQLAII GDDIN (SEQ. No. 36).

Se cree que este péptido corto incorporado en la proteína de fusión de la invención inducirá eficazmente la señal 
apoptótica.5

El péptido efector de SEQ. No. 37 del grupo anterior es el dominio BH3 de la proteína PUMA/BBC3, presentado por

EEQWAREIGA QLRRMADDLN AQYE (SEQ. No. 37).

PUMA/BBC3 (modulador de la apoptosis hiperregulado con p53/componente 3 que se une a Bcl-2), es un miembro 
de una familia de proteínas Bcl-2 (subfamilia solo BH3). Es un mediador de la apoptosis de la manera dependiente e 
independiente sobre p53. Las interacciones directas de PUMA/BBC3 con todas las proteínas conocidas Bcl-2 prosu-10
pervivencia, causan su inactivación, disfunción mitocondrial y, por lo tanto, la activación de las caspasas y la muerte 
celular. PUMA también afecta indirectamente al restablecimiento de la actividad proapoptótica de moléculas tales 
como Bak y Bax. El dominio BH3 es responsable de la unión de PUMA con proteínas prosupervivencia.

El péptido efector de SEQ. No. 38 del grupo anterior es una proteína PUMA/BBC3, presentada por

15

Se cree que tanto la proteína PUMA/BBC3 como su dominio BH3, cuando se incorporan en la proteína de fusión de 
la invención, inducirán eficazmente las señales de la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 39 del grupo anterior es un fragmento de 8 aminoácidos de la proteína SMAC/Diablo, 
presentado por

AVPIAQKP (SEQ. No. 39).20

SMAC/Diablo (segundo activador obtenido a partir de mitocondrias, de caspasa/proteína de unión directa a IAP con 
bajo pI) es un activador de las caspasas liberado desde las mitocondrias. Su motivo N-terminal se une competitiva-
mente a las proteínas IAP, evitando que sus dominios BIR 2 y BIR 3 se inactiven con caspasas. Se cree que este 
péptido corto cuando se incorpora en la proteína de fusión de la invención, inducirá eficazmente la señal apoptótica.

El péptido efector de SEQ. No. 40 del grupo anterior es el péptido buforina IIb presentado por 25

RAGLQFPVGR LLRRLLRRLL (SEQ. No. 40).

Buforina IIb es un péptido obtenido a partir de la histona H2A, que es capaz de penetrar de forma independiente a 
través de la membrana celular y tiene propiedades antibacterianas (Park et al, Biochem Biophys. Res. Commun., 
244: 253-257, 1998). Estudios sobre su utilidad como agente anticancerígeno mostraron que es capaz de unirse se-
lectivamente a numerosas células cancerígenas, penetrar en las células y acumularse en el núcleo, induciendo la 30
apoptosis a través de la ruta mitocondrial (Lee et al, Cancer Letters, 271: 47-55, 2008).

El péptido efector de SEQ. No. 41 del grupo anterior es el péptido onconasa presentado por 

La onconasa o P-30 es la proteína obtenida originalmente a partir de lisados de ovocitos de la rana Rana pipiens. Es 
una proteína de cadena sencilla con una masa de 12 kDa, homóloga estructuralmente a la ARNasa A. Estudios so-35
bre esta proteína mostraron que tiene una actividad citotóxica notable contra las células tumorales (Y Wu, SM Mi-
kulski, W Ardelt, SM Rybak y RJ Youle, The Journal of Biological Chemistry 268, 10686-10693). La investigación so-
bre el mecanismo de acción de la onconasa mostró que durante el proceso de internalización, entra en la célula en 
donde lleva a cabo el proceso de degradación del ARNr ribosómico 28S y 18S, lo que conduce a la inhibición de la 
síntesis de proteínas y a la muerte celular.40
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El péptido efector de SEQ. No. 42 del grupo anterior es el fragmento N-terminal de 20 aminoácidos de la proteína 
p14ARF, que es el inhibidor de la proteína Mdm2 prosupervivencia, presentado por

VRRFLVTLRI RRACGPPRV (SEQ. No. 42).

p14ARF es la proteína que regula la actividad de la proteína Mdm2, que se une al supresor tumoral p53 y es res-
ponsable de su degradación y que por tanto hace posible la supervivencia de células transformadas. La proteína 5
p14ARF a través de la unión a Mdm2, impide su interacción con p53. Se ha informado de que un péptido corto obte-
nido a partir de p14ARF es suficiente para bloquear la interacción entre Mdm2 y p53 y evitar la degradación de este 
último (Midgley et al, Oncogene 19: 2312-2323, 2000).

El péptido efector de SEQ. No. 43 del grupo anterior es el péptido de 11 aminoácidos que se une a Mdm2, presenta-
do por10

PRFMDTWEGL N (SEQ. No. 43).

El péptido anterior muestra homología de secuencia con la secuencia de p53 y una eficacia significativa para inhibir
las interacciones entre MDM2-p53 (Böttger et al, Oncogene 13:2141-2147, 1996), evitando de ese modo la degrada-
ción de p53.

El péptido efector de SEQ. No. 44 del grupo anterior es el fragmento de 17 aminoácidos del péptido lunasina, pre-15
sentado por 

CEKHIMEKIQ GRGDDDD (SEQ. No. 44).

La lunasina es un péptido de 43 aminoácidos obtenido a partir de la soja (Glycine max) con un potencial anticancerí-
geno comprobado. El mecanismo de acción general de esta molécula consiste en la inhibición de la acetilación de 
histonas. Se conoce que las moléculas que poseen actividad desacetilasa actúan también como cosupresoras del20
proceso de transcripción (Leong et al, Cancer Lett, 18: 42-48, 2007).

El péptido efector de SEQ. No. 45 del grupo anterior es el dominio BH3 de la proteína Bik, presentado por 

LALRLAC IGDEMDVS (SEQ. No. 45).

La proteína Bik interacciona con factores celulares y víricos que inician las señales de supervivencia (por ejemplo,
Bcl-2), estimulando así la apoptosis. Al igual que muchas otras proteínas proapoptóticas, contiene un dominio BH3 25
necesario para la interacción con Bcl-2. Un péptido obtenido a partir de esta proteína que comprende el dominio BH3 
puede iniciar la apoptosis mediante la activación de otras proteínas proapoptóticas o mediante la inhibición de pro-
teínas antiapoptóticas (Del Gaizo Moore, V, et al, Blond, 111: 2300-2309, 2008).

El péptido efector de SEQ. No. 46 del grupo anterior es el péptido sintético - un inhibidor de proteasoma, presentado 
por30

AGAGGGAGG AGAGGGAGGA G (SEQ. No. 46).

Este péptido consiste en una serie de repeticiones de residuos Gly y Ala, y es un inhibidor del proteasoma capaz de 
potenciar la apoptosis inducida por TRAIL, mediante la inducción de la hiperexpresión del receptor DR5 de TRAIL.

El péptido efector de SEQ. No. 47 del grupo anterior es el dominio del fragmento C-terminal del proteasoma S5a 
presentado por35

Este dominio procedente del fragmento de proteasoma S5a contiene motivos UIMS que participan directamente en 
la unión de la ubicuitina y por lo tanto tienen capacidad de inducir la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 151 del grupo anterior es el péptido obtenido a partir de azurina.

La azurina, una proteína redox que contiene cobre, liberada por la bacteria patógena Pseudomonas aeruginosa, es 40
muy citotóxica para muchas líneas celulares de cáncer. Entra en el citosol y se desplaza hasta el núcleo. Su activi-
dad depende estrictamente de la presencia de la forma activa de p53 en las células cancerígenas. Se ha mostrado 
que la azurina se une a p53 e incrementa el nivel de p53 y Bax después de la traducción. Esta acción aparentemen-
te antagonista con respecto a la interacción funcional entre Mdm2-p53, sugiere que la unión de azurina a p53 podría 
interferir con la asociación entre Mdm2-p53 y por lo tanto evitar la degradación de p53. Después de la unión, se des-45
encadena la liberación de citocromo c mitocondrial en el citosol. Este proceso activa la cascada de las caspasas (in-
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cluyendo la caspasa-9 y la caspasa-7), iniciando de este modo el proceso de la apoptosis (Punj V, et al Oncogene.
25 de marzo de 2004; 23(13):2367-78, Funari G et al. J Mol Recognit. 2010 Jul Ago; 23(4):343-51). Un análisis deta-
llado de la actividad de los péptidos obtenidos a partir de la secuencia de azurina mostró la región de 28 aminoáci-
dos, responsable de la penetración eficaz en la célula y del desencadenamiento de la apoptosis (Yamada et al, Cell 
Microbiol, 7:1418-1431, 2005).5

El péptido efector de SEQ. No. 152 del grupo anterior es el péptido de azurina de longitud completa.

El péptido efector de SEQ. No. 153 del grupo anterior es el péptido diseñado a partir de la proteína aPP y el dominio 
BH3 de la proteína Bax.

Se han descrito quimeras de la proteína aPP y la proteína Bak proapoptótica rediseñada en el documento 
EP1309680, como muy potentes y ligandos específicos para Bcl-2 y Bcl-X humana. (Véase también Chin JW, 10
Schepartz A. Design and evolution of a miniature Bcl-2 binding protein Angew Chem Int Ed Engl. 2001 Oct 15;
40(20):3806-3809).

El péptido efector de SEQ. No. 154 del grupo anterior es otro péptido diseñado a partir de la proteína aPP y el domi-
nio BH3 de la proteína Bax.

El péptido efector de SEQ. No. 155 del grupo descrito anteriormente es el péptido obtenido a partir de Reticulón15
RTN1-C.

La proteína RTN1-C es una proteína de membrana localizada en el RE y que se expresa en el sistema nervioso, y 
su función biológica no está completamente aclarada. La región C-terminal de RTN1-C, correspondiente al fragmen-
to procedente de los residuos 186 a 208, es capaz de unirse a ácidos nucleicos e interaccionar con enzimas desace-
tilasas de histonas (HDAC) disminuyendo su actividad.20

El péptido efector de SEQ. No. 156 del grupo anterior es reticulón 3 humano de longitud completa (isoforma a). Los 
reticulones (RTNs) forman un grupo de proteínas integrales de membrana que no tienen homología con ningún otro
dominio conocido relacionado con la apoptosis. La isoforma a del reticulón 3 se hiperexpresa en líneas celulares tu-
morales, volviéndolas sensibles a la apoptosis mediada por TRAIL.

El péptido efector de SEQ. No. 157 del grupo anterior es la caspasa-3 modificada, activa de forma constitutiva (de 25
cadena sencilla) (Srinivasula SM, Ahmad M, MacFarlane M, Luo Z, Huang Z, Fernandes-Alnemri T, Alnemri ES. 
Generation of constitutively active recombinant caspases-3 and -6 by rearrangement of their subunits. J Biol Chem. 
1998 Abr 24; 273(17):10107-11).

El péptido efector de SEQ. No. 158 del grupo anterior es el dominio SAC de la proteína Par-4 (proteína de respuesta 
a la apoptosis de la próstata par-4).30

Par-4 es una proteína supresora de tumores con función proapoptótica. La acción proapoptótica específica del 
cáncer de Par-4 reside en su dominio SAC situado en el centro. La función de la molécula se logra por dos medios 
distintos: la activación de los componentes moleculares de la maquinaria de muerte celular (traslocación de Fas y 
FasL a la membrana plasmática) y la inhibición del factor de prosupervivencia (ruta de NF-κΒ). (Zhao Y, Rangnekar 
VM. Apoptosis and tumor resistance conferred by Par-4. Cancer Biol Ther. 2008 Dic; 7(12):1867-74. Epub 2008 Dic 35
8. Revisión).

El péptido efector de SEQ. No. 159 del grupo anterior es la proteína Noxa. Noxa codifica un miembro solo de homo-
logía con Bcl-2 3 (BH3) de la familia Bcl-2 de proteínas; este miembro contiene la región BH3 pero no otros dominios 
BH. Noxa es un mediador de la apoptosis dependiente de p53 y se localiza de forma dependiente del motivo BH3 en 
la mitocondria e interacciona con miembros de la familia Bcl-2 antiapoptóticos, dando como resultado la activación 40
de la caspasa-9.

El péptido efector de SEQ. No. 160, del grupo descrito anteriormente, es el fragmento de proteína Noxa de 10 AA 
(KLLNLISKLF), necesario para la ubicación mitocondrial (dominio que se dirige a la mitocondria-MTD o péptido que 
destruye células-CKP). Se ha descrito en el documento WO2006/001582 y en Young-Woo Seo et al. en The Journal 
of Biological Chemistry vol. 278, nº 48, edición del 28 de noviembre, págs. 48292-48299, 2003.45

El péptido efector de SEQ. No. 161 del grupo anterior es el péptido híbrido corto Antp-TPR descrito en el documento
WO2010055929. Antp-TPR es un péptido híbrido diseñado por ingeniería genética que se dirige a Hsp90, que tiene 
actividad citotóxica selectiva frente a células cancerígenas debido a la inhibición de la interacción de Hsp90 con el 
dominio TPR2A de Hop.

El péptido efector de SEQ. No. 162, del grupo descrito anteriormente es el péptido inhibidor del dominio SH2 de la 50
proteína Stat3.

El dominio SH2 de las proteínas Stat es responsable de la serie de eventos que conducen a favorecer el crecimiento 
y la diferenciación celular a través de la señalización normal de Stat, como respuesta a factores de crecimiento y ci-
tocinas.
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El péptido efector de SEQ. No. 163 del grupo anterior es el péptido GQVGRQLAIIGDDINR obtenido a partir del do-
minio BH3 de la proteína Bak (familia Bcl-2) (Castelli M, Reiners JJ, Kessel D. A mechanism for the proapoptotic ac-
tivity of ursodeoxycholic acid: effects on Bcl-2 conformation. Cell Death Differ. 2004 Ago; 11(8):906-14). La proteína 
Bak es un miembro proapoptótico de la familia Bcl-2 que está implicada en la iniciación de la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 164 del grupo anterior es el péptido KNLWAAQRYGRELRRMSDEFEGSFKGL obte-5
nido a partir del dominio BH3 de la proteína Bad (familia Bcl-2) (Wang JL, Zhang ZJ, Choksi S, Shan S, Lu Z, Croce 
CM, Alnemri ES, Korngold R, Huang Z. Cell permeable Bcl-2 binding peptides: a chemical approach to apoptosis in-
duction in tumor cells. Cancer Res. 2000 Mar 15; 60(6):1498-502).

El péptido efector de SEQ. No. 165 del grupo anterior es el péptido ATAP procedente de la proteína Bfl1.

ATAP (péptido anfipático que se ancla en la cola) (residuos 147-175 de Bfl1, una proteína bifuncional de la familia 10
Bcl2), se dirige específicamente a las mitocondrias e induce la apoptosis dependiente de caspasas que no requiere 
Bax o Bak.

El péptido efector de SEQ. No. 166 del grupo anterior es otro péptido ATAP procedente de la proteína Bfl1. La pro-
teína ATAP se fusiona con el dominio MTS de HCCS1 (Ko JK, Choi KH, Pan Z, Lin P, Weisleder N, Kim CW, Ma J. 
The tail-anchoring domain of Bfl1 and HCCS1 targets mitochondrial membrane permeability to induce apoptosis. J 15
Cell Sci. 2007 Ago 15; 120(Pt 16):2912-23. Epub 2007 Jul 31).

Como se ha descrito anteriormente en este documento, la primera variante del péptido efector proapoptótico del do-
minio (b) puede ser un péptido que ejerce su actividad apoptótica a través de la ruta intrínseca de la apoptosis (intra-
celularmente), que induce apoptosis directamente mediante la activación de los componentes de la cascada de se-
ñalización de la ruta mitocondrial de la apoptosis o por inducción directa de la apoptosis mitocondrial en las células.20

En una realización de la primera variante, un grupo de péptidos efectores proapoptóticos del dominio (b) que ejerce 
su actividad a través de la ruta intrínseca, pueden ser péptidos que inhiben y/o modulan los factores de prosupervi-
vencia o antiapoptóticos intracelulares, tales como las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL, después de la unión 
de los mismos.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior, son péptidos representados por SEQ. No. 30, presente en 25
las proteínas de fusión del Ejemplo 1, SEQ. No. 37 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 11 y 47, 
SEQ. No. 45 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 21, SEQ. No. 158 presente en las proteínas de fusión 
de los Ejemplos 42 y 43, y SEQ. No. 159 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 44.

En otra realización de esta primera variante, un grupo de péptidos efectores proapoptóticos del dominio (b) que ejer-
cen su actividad a través de la ruta intrínseca, pueden ser péptidos que ejercen directamente un efecto destructor30
dentro de la célula para detener el ciclo celular.

Dicho efecto destructor directo dentro de la célula en una ruta intrínseca mitocondrial se puede iniciar con el péptido 
efector en diferentes niveles de la cascada de caspasas, lo que conduce a la muerte celular.

Ejemplos de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial son la degrada-
ción de ácidos nucleicos, especialmente de ARN o ADN celular completo y la inducción de nucleasas de degrada-35
ción. Tal efecto puede ser ejercido, por ejemplo, por ribonucleasas, tales como ribonucleasas de la superfamilia de la 
ARNasa A pancreática, que incluye ARNasa pancreática humana, angiogenina humana (ribonucleasa 5, hAng), neu-
rotoxina derivada de eosinófilos humanos (EDN) y ribonucleasa bovina, así como sus homólogos y variantes. Ejem-
plos de homólogos de ARNasas son onconasa, ribonucleasas aisladas a partir de Rana catesbiana y Rana japonica.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan mediante la degradación de ácidos nucleicos 40
son péptidos representados por SEQ. No. 32, presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 3, 4 y 27, SEQ. 
No. 41, presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 16, 17 y 46, y SEQ. No. 157, presente en la proteína de 
fusión del Ejemplo 41.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es la activa-
ción de caspasas. Un efecto de este tipo puede ser ejercido, por ejemplo, por el citocromo c (SEQ. No. 33), presente 45
en las proteínas de fusión de los Ejemplos 5 y 6, granzima B (SEQ. No. 34), presente en las proteínas de fusión de 
los Ejemplos 7 y 8 o un péptido obtenido a partir de la proteína Smac/DIABLO (SEQ. No. 39), presente en las proteí-
nas de fusión de los Ejemplos 14, 21, 33, 34 y 35.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es la inhibición 
del proteasoma, debido a la influencia de la estabilización de proteínas proapoptóticas sobre el restablecimiento de 50
las funciones de p53.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan mediante la inhibición del proteasoma, son 
péptidos representados por SEQ. No. 46 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 22, y SEQ. No. 47 incor-
porada en la proteína de fusión del Ejemplo 23.
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Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es la modula-
ción de proteínas histonas debido a la mejora de la influencia de la expresión de proteínas proapoptóticas sobre el
restablecimiento de las funciones de p53.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan mediante la modulación de proteínas histonas,
son buforina IIb representada por SEQ. No. 40 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 15 y lunasina repre-5
sentada por SEQ. No. 44 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 20.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es el restable-
cimiento de las funciones de p-53, como con la inhibición de su degradación. La prevención de la degradación de p-
53 se puede lograr mediante la inhibición del regulador negativo de p-53, tal como doble minuto murino 2 (MDM2) 
para interrumpir su regulación negativa. Esto se puede conseguir a través de péptidos que se unen a MDM2, que 10
compiten con MDM2 para unirse a p-53, tales como azurina, una proteína redox que contiene cobre, un regulador 
del ciclo celular p14ARF o SuperTIP (proteína de inserto de tiorredoxina, péptido que se une a mdm-2 dentro del bu-
cle del sitio activo de la proteína tiorredoxina bacteriana) o sus fragmentos.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan mediante el restablecimiento de funciones de p-
53 son péptidos representados por SEQ. No. 42 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 18, SEQ. No. 43 15
incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 19, SEQ. No. 151 presente en las proteínas de fusión de los Ejem-
plos 29, 30 y 31, y SEQ. No. 152 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 32.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es tener in-
fluencia, es decir, la activación, la inhibición o la modulación de la familia de proteínas Bcl-2, tales como las proteí-
nas Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Bik, BNIP3 y Spike, más particularmente de la familia de 20
proteínas solo BH3, incluyendo Bid, Bim, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Bik, BNIP3 y Spike. En particular, los fragmen-
tos de los dominios BH3 de los miembros de la familia Bcl-2, serán péptidos efectores ventajosos. Otro grupo de 
péptidos efectores son fragmentos de la familia de receptores nucleares RXR (receptor retinoide X), tales como por 
ejemplo, el receptor nuclear Nur77.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan influyendo en las proteínas de la familia Bcl-2,25
son péptidos representados por SEQ. No. 30 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 1, SEQ. No. 31 pre-
sente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 2, 4 y 8, SEQ. No. 32 incorporada en la proteína de fusión del 
Ejemplo 3, SEQ. No. 35 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 9, SEQ. No. 36 incorporada en la proteína 
de fusión del Ejemplo 10, SEQ. No. 37 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 11 y 47, SEQ. No. 38 
presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 12 y 13, SEQ. No. 159 incorporada en la proteína de fusión del 30
Ejemplo 44, SEQ. No. 160 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 45, SEQ. No. 163 incorporada en la pro-
teína de fusión del Ejemplo 51, SEQ. No. 164 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 52 y 53, SEQ. No. 
165 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 54 y SEQ. No. 166 incorporada en la proteína de fusión del 
Ejemplo 55.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es provocar la35
señal apoptótica inducida por TRAIL, uniéndose a receptores de TRAIL, en particular mediante la activación de cas-
pasas.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial, es favorecer 
la formación del apoptosoma.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan promoviendo la formación del apoptosoma, son 40
péptidos representados por SEQ. No. 30 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 1, SEQ. No. 31 incorpora-
da en la proteína de fusión del Ejemplo 2, SEQ. No. 33 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 5 y 6, 
SEQ. No. 35 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 9, SEQ. No. 36 incorporada en la proteína de fusión 
del Ejemplo 10, SEQ. No. 37 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 47, SEQ. No. 39 presente en las pro-
teínas de fusión de los Ejemplos 33, 34 y 35, SEQ. No. 40 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 14, SEQ. 45
No. 45 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 21, SEQ. No. 153 presente en las proteínas de fusión de los 
Ejemplos 36 y 37, SEQ. No. 154 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 38, SEQ. No. 157 incorporada en 
la proteína de fusión del Ejemplo 41, SEQ. No. 158 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 42 y 43, 
SEQ. No. 159 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 44, SEQ. No. 160 incorporada en la proteína de fu-
sión del Ejemplo 45, SEQ. No. 163 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 51 y SEQ. No. 164 presente en 50
las proteínas de fusión de los Ejemplos 52 y 53.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrínseca mitocondrial es favorecer la 
permeabilización de la membrana mitocondrial externa (MOMP), debido a ello, las proteínas liberadas por la mito-
condria pueden actuar sobre el nivel de activación de las caspasas.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actúan favoreciendo la permeabilización MOMP, son 55
péptidos representados por SEQ. No. 30 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 1, SEQ. No. 31 presente 
en las proteínas de fusión de los Ejemplos 2 y 48, SEQ. No. 33 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 
5 y 6, SEQ. No. 39 presente en las proteínas de fusión de los Ejemplos 14, 33, 34 y 35, SEQ. No. 40 incorporada en 
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la proteína de fusión del Ejemplo 15, SEQ. No. 41 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 46 y SEQ. No. 
45 incorporada en la proteína de fusión del Ejemplo 21.

Como se ha descrito anteriormente en este documento, la segunda variante del péptido efector proapoptótico del
dominio (b) de la invención es el grupo de péptidos efectores proapoptóticos que actúa a través de la ruta extrínseca 
(extracelularmente), los cuales requieren para su efecto la unión a receptores presentes en la superficie de la célula 5
cancerígena.

Los siguientes ligandos de TNF (TNF - factor de necrosis tumoral) o análogos de TNF en forma de péptidos que act-
úan extracelularmente, se utilizaron como péptidos efectores comparativos:

 el decapéptido VANPQAEGQL (SEQ. No. 48);

 el hexapéptido LANGVE (SEQ. No. 49) o10

 el septapéptido CPSEGLC (SEQ. No. 50).

El decapéptido representado por SEQ. No. 48 ha sido descrito como análogo/agonista de TNF en el documento JP 
60226816.

El hexapéptido representada por SEQ. No. 49 se obtiene a partir de TNF y se ha descrito en el documento DE 
3.841.768.15

El septapéptido representado por SEQ. No. 50 es el péptido de 5 aminoácidos, que forma parte de la citocina TNF 
obtenida a partir de la superficie de interacción de esta citocina con sus receptores celulares: TNFR55 y TNFR75, 
que está flanqueada en el extremo C-terminal y N-terminal por dos residuos de cisteína. Los residuos de cisteína es-
tabilizan la ciclación del péptido mediante la formación de un puente de sulfuro entre los aminoácidos. El objetivo de 
la ciclación es la estabilización del péptido y mejorar su actividad.20

Después de la unión a los receptores de TRAIL presentes en la superficie de las células cancerígenas, la proteína 
de fusión ejercerá un efecto doble. El dominio (a), que es un fragmento funcional de TRAIL, ejercerá su actividad 
agonista conocida - es decir, la unión a receptores de muerte en la superficie celular y la activación de la ruta extrín-
seca de la apoptosis. Después de la internalización mediante endocitosis de la proteína de fusión que comprende el 
péptido proapoptótico que actúa intracelularmente, el dominio (b) será capaz de ejercer potencialmente su acción de 25
forma intracelular, paralela a la actividad del dominio TRAIL. De esta manera, la actividad anticancerígena de TRAIL 
puede ser potenciada por la activación de otros elementos y mecanismos de la apoptosis.

La proteína de fusión comparativa que incorpora el péptido proapoptótico que actúa extracelularmente, debe iniciar 
potencialmente de forma adicional la ruta de la apoptosis, mediante la unión a y la activación de receptores proa-
poptóticos distintos de los receptores de TRAIL.30

En una de las realizaciones de la invención, los dominios (a) y (b) de la proteína de fusión se pueden unir directa-
mente entre sí.

En otra realización, el dominio (a) y el dominio (b) están unidos por un dominio (c) que comprende la secuencia de 
un sitio de escisión reconocido por proteasas presentes en el entorno de la célula, especialmente en el entorno de 
las células tumorales.35

Un sitio de escisión para proteasas se puede seleccionar a partir de:

- una secuencia reconocida por la metaloproteasa MMP, en secuencias particulares PLGLAG (SEQ. No. 51), 
PLGIAGE (SEQ. No. 171) o PLGLAGQ (SEQ. No. 173),

- una secuencia reconocida por la urocinasa uPA, en particular la secuencia RWR (SEQ. No. 52), y

- una secuencia reconocida por furina, en particular, la secuencia RKKR (SEQ. No. 53), o la secuencia RKKRVKR 40
(SEQ. No. 172),

y sus combinaciones.

En particular, el sitio de escisión para proteasas es una combinación de la secuencia reconocida por la metalopro-
teasa MMP y una secuencia reconocida por la urocinasa uPA, situadas cerca una de la otra en cualquier orden.

En una realización, el dominio (c) es una combinación de MMP/uPA SEQ. No. 51/SEQ. No. 52, que es la secuencia45
PLGLAGRVVR, o una combinación de uPA/MMP SEQ. No. 52/SEQ. No. 51, que es la secuencia RVVRPLGLAG.

Las proteasas metaloproteasa MMP, urocinasa y/o furina se hiperexpresan en el entorno del tumor. La presencia de 
la secuencia reconocida por la proteasa permite la escisión del dominio (a) del dominio (b) después de la internaliza-
ción de la estructura artificial, es decir, la liberación del dominio funcional (b) y, por lo tanto, su activación.
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La presencia del sitio de escisión para proteasas, que permite la liberación rápida del péptido efector, aumenta las 
posibilidades de transportar el péptido hasta el lugar de su acción, antes de que se produzca la degradación aleato-
ria de la proteína de fusión mediante proteasas presentes en la célula.

Además, al dominio (b) del péptido efector de la proteína de fusión de la invención, se puede fijar un dominio de 
transporte (d), seleccionado a partir del grupo que consiste en:5

(d1) una secuencia que se dirige al retículo endoplasmático,

(d2) una secuencia de poliarginina que transporta a través de la membrana celular, compuesta por 6, 7, 8 o 9 
residuos de Arg,

(d3) un dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa (SEQ. No. 54),

(d4) un dominio de transporte a través de la membrana,10

(d5) un dominio de localización nuclear y

(d6) un dominio que se dirige a la mitocondria,

y sus combinaciones.

La combinación de los dominios (d1), (d2) y (d3) puede comprender, en particular, la combinación (d1)/(d2), (d1)/(d3) 
o (d1)/(d2)/(d3).15

La combinación de los dominios (d1), (d2), (d3), (d4) y (d5) puede comprender, en particular, también la combinación 
(d1)/(d2), (d1)/(d3), (d1)/(d4), (d1)/(d5) y (d1)/(d2)/(d3), (d3)/(d5), (d2)/(d5), (d1)/(d3)/(d5), (d2)/(d3)/(d6).

Además, la combinación de los dominios (d1), (d2), (d3), (d4) y (d5) puede incluir dominios situados uno junto a otro
y conectados a un extremo del dominio (b) y/o dominios enlazados a diferentes extremos del dominio (b).

Se debe entender que en el caso en el que la proteína de fusión tiene tanto el dominio de transporte (d) fijado al do-20
minio (b), como el dominio (c) del sitio de escisión entre los dominios (a) y (b), entonces el dominio (c) está situado 
de tal manera que después de la escisión de la estructura artificial, el dominio de transporte (d) permanece fijado al 
dominio (b). En otras de palabras, si la proteína de fusión contiene tanto el dominio de transporte (d) como el domi-
nio del sitio de escisión (c), entonces el dominio (d) se encuentra entre el dominio (b) y el dominio (c), o se encuentra 
en el extremo del dominio (b) opuesto al lugar de fijación del dominio (d). La invención no comprende una variante 25
tal en la que el dominio (d) se encuentra entre el dominio (c) y un dominio (a), que es el caso cuando después de la 
escisión de la estructura artificial, el dominio de transporte permanece fijado al dominio TRAIL.

La secuencia de transporte puede estar fijada al extremo N-terminal o al extremo C-terminal del dominio (b). En al-
gunas realizaciones, la secuencia de transporte puede ser también la parte terminal de la estructura artificial comple-
ta, tal como la parte C-terminal o la parte N-terminal, dependiendo de la manera de fijación de los dominios (a) y (b).30

El dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa es capaz de traslocarse a través de la membrana lisosómi-
ca dentro del citoplasma y se puede utilizar para introducir el péptido efector en los compartimentos de células tumo-
rales. La secuencia del dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa es bien conocida y está representada
por:

35

La secuencia (d1) que se dirige al retículo endoplasmático puede ser cualquier secuencia señal que se dirige al retí-
culo endoplásmico, conocida en la técnica, tal como por ejemplo, pero no limitada a, KDEL, HDEL, RDEL, DDEL, 
ADEL, SDEL, KEDL. La secuencia (d1) se selecciona preferiblemente a partir de las secuencias KDEL (SEQ. No. 
55) y KDEL (SEQ. No. 56).

Preferiblemente, la secuencia de direccionamiento (d1) se encuentra en el extremo C-terminal de la proteína de fu-40
sión de la invención y forma parte del extremo C-terminal de la misma.

El dominio de transporte a través de la membrana (d4) puede ser cualquier secuencia señal que transporta a través 
de la membrana plasmática, conocida en la técnica, tal como por ejemplo y sin limitarse a, KPRRPY o K PRRPYR.

La secuencia de localización nuclear (d5) puede ser cualquier secuencia señal que se dirige dentro del núcleo, co-
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nocida en la técnica, tal como por ejemplo y no limitada a, EEEAAGRKRKKRT (SEQ. No. 168), FFFAAGRKRKKRT, 
NNNAAGRKRKKRT, YYYAAGRKRKKRT, AAKKK o GR KRKKRT.

El dominio de direccionamiento mitocondrial (d6) puede ser cualquier secuencia señal que se dirige a la mitocondria, 
conocida en la técnica, tal como por ejemplo y sin limitarse a, RVSFCRPGWSAMARSRLTATSVSQVQENGFVK 
(SEQ. No. 166), un fragmento de MLATRVFSLVGKRAISTSVCVR de la subunidad IV de la citocromo oxidasa 5
humana (hCOXIVI), o el péptido líder de la transcarbamilasa de ornitina.

Aparte de los principales elementos funcionales de la proteína de fusión, los dominios de transporte y los dominios 
de sitios de escisión, las proteínas de fusión de la invención pueden contener un dominio (e), es decir, un motivo de 
policisteína que facilita la estabilización del trímero, como, por ejemplo, y no limitado a, la secuencia CAACAAAC 
(SEQ No. 177) o CAAECAAAC (SEQ. No. 178).10

Además, el dominio de policisteína (e) puede estar conectado con un extremo del dominio (b) y/o enlazado a diferen-
tes extremos del dominio (b).

Se debe entender que en el caso en el que la proteína de fusión tiene tanto el dominio de policisteína (e) fijado al 
dominio (b) como el dominio (c) del sitio de escisión entre los dominios (a) y (b), entonces el dominio (c) está situado 
de tal manera que después de la escisión de la estructura artificial, el dominio de policisteína (e) permanece fijado al 15
dominio (a). En otras de palabras, si la proteína de fusión contiene el dominio de policisteína (e) y el dominio del sitio 
de escisión (c), entonces el dominio (e) se encuentra entre el dominio (a) y el dominio (c), o se coloca en el extremo 
del dominio (a), opuesto al lugar de fijación del dominio (d). La invención no comprende una variante tal en la que el 
dominio (e) se encuentra entre el dominio (c) y el dominio (b), que es el caso en el que después de la escisión de la
estructura artificial, el dominio de policisteína permanecería fijado al dominio del péptido efector.20

Además de los principales elementos funcionales de la proteína de fusión, los dominios de transporte y el o los do-
minios del sitio de escisión, las proteínas de fusión de la invención pueden contener una secuencia/secuencias neu-
tras de un enlazador estérico flexible (espaciador) que comprende residuos de alanina, glicina, glutamina, cisteína, 
histidina y serina. Tales enlazadores/espaciadores son bien conocidos y se han descrito en la bibliografía. Su incor-
poración en la secuencia de la proteína de fusión es para proporcionar el plegamiento correcto de las proteínas pro-25
ducidas por el proceso de su hiperexpresión en las células hospedadoras.

En particular, el enlazador estérico flexible se puede seleccionar entre el grupo que consiste en GGSG (SEQ. No. 
57), GGGS (SEQ. No. 58), GGGGS (SEQ. No. 59), GGSGG (SEQ. No. 60), GGGSGG (SEQ. No. 61), GGGSGGG 
(SEQ. No. 62), GGGSGGGS (SEQ. No. 63), GGGSGGGGS (SEQ. No. 64), ASGG (SEQ. No. 65), GGGSASGG 
(SEQ. No. 66) SGCGS (SEQ. No. 169), GGGGSGGGG (SEQ. No. 180), GGSHG (SEQ. No. 182), SGGCGGS (SEQ. 30
No. 183) y AACAA (SEQ. No. 184).

En una de las realizaciones, entre el dominio (a) y el dominio (b) se encuentra adicionalmente

(f) un dominio de la secuencia adecuada para fijar una molécula de PEG (enlazador PEG) a la proteína de fu-
sión de la invención.

Un enlazador de este tipo puede ser una secuencia conocida AlaSerGlyCysGlyProGlu (ASGCGPE con la nomencla-35
tura de una sola letra), indicada en la Lista de Secuencias adjunta como SEQ. No. 170. El enlazador PEG también 
se puede seleccionar entre AlaAlaCysAlaAla (AACAA), SerGlyGlyCysGlyGlySer (SGGCGGS) y (SGCGS), indicados
en la Lista de Secuencias adjunta, respectivamente, como SEQ. No. 178, SEQ. No. 177 y SEQ. No. 179.

En otra realización, los dominios (a) (b) (c) (d) (e) y (f) se pueden separar adicionalmente hasta por tres residuos de 
aminoácidos, formados por residuos de aminoácidos, seleccionados en particular a partir del grupo que consiste en 40
glicina y glutamina.

Además, en algunas realizaciones, la proteína de fusión puede contener como una parte C-terminal de la estructura 
artificial completa, un fragmento no funcional de hTRAIL, tal como la secuencia hTRAIL95-121, precedida por la se-
cuencia que permite su escisión de la estructura artificial, de manera ventajosa el sitio de escisión para proteasas, 
preferiblemente la secuencia reconocida por trombina. La incorporación de un pequeño fragmento no funcional de 45
hTRAIL de este tipo confiere mayor hidrofilidad a la estructura artificial completa, mejorando así la solubilidad de la 
proteína durante el proceso de expresión. Después de las etapas de purificación, hTRAIL95-121 se escindirá con
trombina. En tal caso, hTRAIL95-121 no estará presente en la proteína de fusión utilizada para la preparación de la 
composición farmacéutica.

Se puede utilizar cualquier secuencia reconocida por la trombina, conocida en la técnica, en particular, LVPRGS de 50
secuencia (SEQ. No. 174).

Tal secuencia hTRAIL95-121 adicional es especialmente ventajosa en el caso de péptidos efectores lipófilos, y 
cuando el dominio (a) comienza con el aminoácido 114 y superiores en la secuencia completa de TRAIL.

Realizaciones particulares de la proteína de fusión de la invención son proteínas de fusión que comprenden un 
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péptido proapoptótico que actúa de forma intracelular, seleccionado entre el grupo que consiste en las proteínas re-
presentadas por:

SEQ. No. 1, SEQ. No. 2, SEQ. No. 3, SEQ. No. 4, SEQ. No. 5, SEQ. No. 6, SEQ. No. 7, SEQ. No. 8, SEQ. 
No. 9, SEQ. No. 10, SEQ. No. 11, SEQ. No. 12, SEQ. No. 13, SEQ. No. 14, SEQ. No. 15, SEQ. No. 16, SEQ. 
No. 17, SEQ. No. 18, SEQ. No. 19, SEQ. No. 20, SEQ. No. 21, SEQ. No. 22, SEQ. No. 23, SEQ. No. 93, 5
SEQ. No. 94, SEQ. No. 95, SEQ. No. 96, SEQ. No. 97, SEQ. No. 98, SEQ. No. 99, SEQ. No. 100, SEQ. No. 
101, SEQ. No. 102, SEQ. No. 103, SEQ. No. 104, SEQ. No. 105, SEQ. No. 106, SEQ. No. 107, SEQ. No. 
108, SEQ. No. 109, SEQ. No. 110, SEQ. No. 111, SEQ. No. 112, SEQ. No. 113, SEQ. No. 114, SEQ. No. 
115, SEQ. No. 116, SEQ. No. 117, SEQ. No. 118, SEQ. No. 119, SEQ. No. 120 y SEQ. No. 121.

Otras realizaciones específicas de la proteína de fusión de la invención son proteínas de fusión que comprenden un 10
péptido proapoptótico que actúa extracelularmente, seleccionado entre el grupo que consiste en proteínas represen-
tadas por SEQ. No. 24, SEQ. No. 25 y SEQ. No. 26.

Una descripción detallada de la estructura de proteínas de fusión representativas mencionadas anteriormente, se 
muestra en las Figuras 1 a 5 y 9 a 13, y en los Ejemplos presentados en el presente documento a continuación.

De acuerdo con la presente invención, por proteína de fusión se entiende una sola molécula proteica que contiene 15
dos o más proteínas o fragmentos de las mismas, unidos covalentemente a través de un enlace peptídico dentro de 
sus respectivas cadenas peptídicas, sin enlazadores químicos adicionales.

La proteína de fusión también se puede describir alternativamente como una estructura artificial proteica o una pro-
teína quimérica. Según la presente invención, las expresiones "estructura artificial" o "proteína quimérica", si se em-
plean, deben entenderse como una referencia a la proteína de fusión tal y como se ha definido anteriormente.20

Para una persona experta en la técnica será evidente que la proteína de fusión definida de este modo se puede sin-
tetizar por métodos conocidos de síntesis química de péptidos y proteínas.

La proteína de fusión se puede sintetizar por métodos de síntesis química de péptidos, especialmente utilizando las 
técnicas de síntesis de péptidos en fase sólida, utilizando resinas adecuadas como vehículos. Tales métodos son 
convencionales y conocidos en la técnica, y se describen, entre otros, en monografías, tales como, por ejemplo, Bo-25
danszky y Bodanszky, The Practice of Peptide Synthesis, 1984, Springer-Verlag, Nueva York, Stewart et al., Solid 
Phase Peptide Synthesis, 2ª edición, 1984, Pierce Chemical Company.

La proteína de fusión se puede sintetizar por los métodos de síntesis química de péptidos como una proteína conti-
nua. Alternativamente, los fragmentos individuales (dominios) de proteína se pueden sintetizar por separado y luego 
combinarlos entre sí en un péptido continuo, a través de un enlace peptídico, mediante condensación del extremo 30
amino terminal de un fragmento peptídico procedente del extremo carboxilo del segundo péptido. Tales técnicas son 
convencionales y bien conocidas.

Para la verificación de la estructura del péptido resultante, se pueden utilizar métodos conocidos para el análisis de
la composición de aminoácidos de los péptidos, tales como la técnica de espectrometría de masas de alta resolución 
para determinar el peso molecular del péptido. Para confirmar la secuencia peptídica, también se pueden utilizar se-35
cuenciadores de proteínas que degradan secuencialmente el péptido e identifican la secuencia de aminoácidos.

Sin embargo, preferiblemente, la proteína de fusión de la invención es una proteína recombinante, generada por 
métodos de expresión génica de una secuencia de polinucleótidos que codifica la proteína de fusión en células hos-
pedadoras.

También se describe la secuencia de polinucleótidos, en particular la secuencia de ADN que codifica una proteína 40
de fusión tal como se ha definido anteriormente.

Preferiblemente, la secuencia de polinucleótidos, en particular ADN, de acuerdo con la invención, que codifica la pro-
teína de fusión tal como se ha definido anteriormente, es una secuencia perfeccionada para la expresión en E. coli.

También se describe un vector de expresión que contiene la secuencia de polinucleótidos, en particular la secuencia 
de ADN de la invención, tal como se ha definido anteriormente.45

También se describe una célula hospedadora que comprende un vector de expresión como se ha definido anterior-
mente.

Una célula hospedadora preferida para la expresión de proteínas de fusión de la invención es una célula de E. coli.

Los métodos para generar proteínas recombinantes, que incluyen proteínas de fusión, son bien conocidos. Resu-
miendo, esta técnica consiste en la generación de una molécula de polinucleótidos, por ejemplo, una molécula de 50
ADN que codifica la secuencia de aminoácidos de la proteína diana y que dirige la expresión de la proteína diana en 
el hospedador. A continuación, la proteína diana que codifica la molécula de polinucleótidos se incorpora en un vec-
tor de expresión apropiado, lo que asegura una expresión eficaz del polipéptido. A continuación se introduce el vec-
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tor de expresión recombinante en células hospedadoras para la transfección/transformación, y como resultado se 
produce una célula hospedadora transformada. Seguidamente se realiza un cultivo de las células transformadas pa-
ra hiperexpresar la proteína diana, la purificación de las proteínas obtenidas y, opcionalmente, el corte por escisión 
de las secuencias marcadoras usadas para la expresión o la purificación de la proteína.

Se describen técnicas adecuadas de expresión y purificación, por ejemplo, en la monografía de Goeddel, Gene Ex-5
pression Technology, Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990) y A. Staron et al., Ad-
vances Mikrobiol., 2008, 47, 2, 1983-1995.

Como vectores de expresión para la introducción y la replicación de secuencias de ADN en células hospedadoras se 
pueden utilizar cósmidos, plásmidos o virus modificados. Normalmente los plásmidos se utilizan como vectores de 
expresión. Los plásmidos adecuados son bien conocidos y están disponibles comercialmente.10

El vector de expresión comprende una molécula de polinucleótido que codifica la proteína de fusión de la invención y 
las secuencias reguladoras necesarias para la transcripción y la traducción de la secuencia codificadora incorporada
en una célula hospedadora adecuada. La selección de secuencias reguladoras depende del tipo de células hospe-
dadoras y una persona experta en la técnica lo puede llevar a cabo fácilmente. Ejemplos de tales secuencias regu-
ladoras son promotor y potenciador transcripcional o secuencia que se une a la polimerasa de ARN, secuencia que 15
se une al ribosoma que contiene la señal de iniciación de la transcripción insertada antes de la secuencia codificado-
ra, y secuencia de terminación de la transcripción insertada después de la secuencia codificadora. Por otra parte, 
dependiendo de la célula hospedadora y del vector utilizado, se pueden introducir otras secuencias en el vector de 
expresión, tal como el origen de replicación, sitios de restricción de ADN adicionales, potenciadores y secuencias 
que permiten la inducción de la transcripción.20

El vector de expresión también comprenderá una secuencia génica marcadora que confiere un fenotipo definido a la 
célula transformada y permite una selección específica de las células transformadas. Además, el vector también 
puede contener una segunda secuencia marcadora que permite distinguir las células transformadas con un plásmido 
recombinante que contiene una secuencia codificadora insertada de la proteína diana, a partir de las que se ha to-
mado el plásmido sin inserto. Con mayor frecuencia, se utilizan marcadores típicos de resistencia a antibióticos, sin 25
embargo, se puede usar cualquier otro gen indicador conocido en el campo, cuya presencia en una célula (in vivo) 
se puede determinar fácilmente utilizando técnicas de autorradiografía, espectrofotometría o bioluminiscencia y qui-
mioluminiscencia. Por ejemplo, dependiendo de la célula hospedadora, se pueden utilizar genes indicadores tales 
como β-galactosidasa, β-glucuronidasa, luciferasa, cloranfenicol acetiltransferasa o proteína fluorescente verde.

Además, el vector de expresión puede contener una secuencia señal que transporta proteínas al compartimento ce-30
lular apropiado, por ejemplo, el periplasma, en donde se facilita el plegamiento. Asimismo, puede estar presente una 
secuencia que codifica un marcador/etiqueta, tal como un marcador His fijado al extremo N-terminal o GST fijada al 
extremo C-terminal, lo que facilita la posterior purificación de la proteína producida usando el principio de afinidad, a 
través de una cromatografía de afinidad en una columna de níquel. Pueden estar presentes secuencias adicionales 
que protegen a la proteína frente a la degradación proteolítica en las células hospedadoras, así como secuencias 35
que incrementan también su solubilidad.

Un elemento auxiliar fijado a la secuencia de la proteína diana puede bloquear su actividad, o ser perjudicial por otra 
razón, tal como, por ejemplo, debido a la toxicidad. Tal elemento debe ser eliminado, lo que se puede llevar a cabo 
mediante escisión enzimática o química.

En particular, un marcador His de seis histidinas u otros marcadores de este tipo, fijados para permitir la purificación 40
de la proteína por cromatografía de afinidad, se deben eliminar debido a su efecto descrito sobre la toxicidad hepáti-
ca de la proteína TRAIL soluble.

Se pueden utilizar sistemas de expresión heterólogos basados en diversas células hospedadoras conocidas, inclu-
yendo células procariotas: bacterianas, tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis, levaduras tales como Saccha-
romyces cerevisiae o Pichia pastoris y líneas de células eucariotas (de insectos, mamíferos, plantas).45

Preferiblemente, debido a la facilidad del cultivo y la manipulación genética, y a la gran cantidad de producto obteni-
do, se utiliza el sistema de expresión de E. coli. Por consiguiente, la secuencia de polinucleótidos que contiene la 
secuencia diana que codifica la proteína de fusión de la invención se perfeccionará para la expresión en E. coli, es 
decir, contendrá codones en la secuencia codificadora que sean óptimos para la expresión en E. coli, seleccionados 
a partir de posibles variantes de la secuencia, conocidas en el estado de la técnica. Además, el vector de expresión 50
contendrá los elementos descritos anteriormente, adecuados para E. coli, fijados a la secuencia codificadora.

Por consiguiente, en una realización preferida se selecciona una secuencia de polinucleótidos que comprende una 
secuencia que codifica una proteína de fusión de la invención, perfeccionada para la expresión en E. coli a partir del 
grupo de secuencias de polinucleótidos que consiste en:

SEQ. No. 67, SEQ. No. 68, SEQ. No. 69, SEQ. No. 70, SEQ. No. 71, SEQ. No. 72, SEQ. No. 73, SEQ. No. 55
74, SEQ. No. 75, SEQ. No. 76, SEQ. No. 77, SEQ. No. 78, SEQ. No. 79, SEQ. No. 80, SEQ. No. 81, SEQ. 
No. 82, SEQ. No. 83, SEQ. No. 84, SEQ. No. 85, SEQ. No. 86, SEQ. No. 87, SEQ. No. 88, SEQ. No. 89, 
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SEQ. No. 90, SEQ. No. 91, SEQ. No. 92, SEQ. No. 122, SEQ. No. 123, SEQ. No. 124, SEQ. No. 125, SEQ. 
No. 126, SEQ. No. 127, SEQ. No. 128, SEQ. No. 129, SEQ. No. 130, SEQ. No. 131, SEQ. No. 132, SEQ. No. 
133, SEQ. No. 134, SEQ. No. 135, SEQ. No. 136, SEQ. No. 137, SEQ. No. 138, SEQ. No. 139, SEQ. No. 
140, SEQ. No. 141, SEQ. No. 142, SEQ. No. 143, SEQ. No. 144, SEQ. No. 145, SEQ. No. 146, SEQ. No. 
147, SEQ. No. 148, SEQ. No. 149 y SEQ. No. 150;5

que codifican una proteína de fusión que tiene una secuencia de aminoácidos que se corresponde a secuencias de 
aminoácidos seleccionadas a partir del grupo que consiste en secuencias de aminoácidos, respectivamente:

SEQ. No. 1, SEQ. No. 2, SEQ. No. 3, SEQ. No. 4, SEQ. No. 5, SEQ. No. 6, SEQ. No. 7, SEQ. No. 8, SEQ. 
No. 9, SEQ. No. 10, SEQ. No. 11, SEQ. No. 12, SEQ. No. 13, SEQ. No. 14, SEQ. No. 15, SEQ. No. 16, SEQ. 
No. 17, SEQ. No. 18, SEQ. No. 19, SEQ. No. 20, SEQ. No. 21, SEQ. No. 22, SEQ. No. 23, SEQ. No. 24, 10
SEQ. No. 25, SEQ. No. 26, SEQ No. 93, SEQ. No. 94, SEQ. No. 95, SEQ. No. 96, SEQ. No. 97, SEQ. No. 98, 
SEQ. No. 99, SEQ. No. 100, SEQ. No. 101, SEQ. No. 102, SEQ. No. 103, SEQ. No. 104, SEQ. No. 105, 
SEQ. No. 106, SEQ. No. 107, SEQ. No. 108, SEQ. No. 109, SEQ. No. 110, SEQ. No. 111, SEQ. No. 112, 
SEQ. No. 113, SEQ. No. 114, SEQ. No. 115, SEQ. No. 116, SEQ. No. 117 y SEQ. No. 118, SEQ. No. 119, 
SEQ. No. 120 y SEQ. No. 121.15

En una realización preferida, se proporciona un vector de expresión adecuado para la transformación de E. coli, que 
comprende la secuencia de polinucleótidos seleccionada a partir del grupo de secuencias de polinucleótidos SEQ. 
No. 67 a SEQ. No. 92 y SEQ. No. 122 a SEQ. No. 150 indicadas anteriormente, así como células de E. coli trans-
formadas con un vector de expresión de este tipo.

La transformación, es decir, la introducción de una secuencia de ADN en células hospedadoras bacterianas, en par-20
ticular E. coli, se realiza generalmente en células competentes, preparadas para aceptar el ADN, por ejemplo, me-
diante tratamiento con iones de calcio a baja temperatura (4°C), y después someter a choque térmico (a 37-42°C) o 
por electroporación. Tales técnicas son bien conocidas y están determinadas generalmente por el fabricante del sis-
tema de expresión.

El procedimiento de hiperexpresión de proteínas de fusión de la invención en un sistema de expresión de E. coli se 25
describirá más adelante.

La invención también proporciona una composición farmacéutica que contiene la proteína de fusión de la invención 
tal como se ha definido anteriormente, como un ingrediente activo y un vehículo adecuado, diluyente y componentes 
auxiliares convencionales farmacéuticamente aceptables.

La composición farmacéutica contendrá una cantidad eficaz de la proteína de fusión de la invención y componentes 30
auxiliares farmacéuticamente aceptables disueltos o dispersados en un vehículo o diluyente, y preferiblemente es-
tará en forma de una composición farmacéutica formulada en forma de dosificación unitaria o una formulación que 
contiene una pluralidad de dosis.

Las formas farmacéuticas y los métodos de su formulación, así como otros componentes, vehículos y diluyentes son 
conocidos por el experto en la materia y se describen en la bibliografía. Por ejemplo, se describen en la monografía 35
de Remington Pharmaceutical Sciences, ed. 20, 2000, Mack Publishing Company, Easton, EE.UU.

Los términos "vehículo, diluyente e ingrediente auxiliar farmacéuticamente aceptables" comprenden cualquier disol-
vente, medio de dispersión, agente tensioactivo, antioxidante, estabilizante, conservante (por ejemplo, agentes anti-
bacterianos, agentes antifúngicos), agente isotónico, conocido en la técnica. La composición farmacéutica de la in-
vención puede contener diversos tipos de vehículos, diluyentes y excipientes, dependiendo de la ruta de administra-40
ción elegida y la forma de dosificación deseada, tal como formas líquidas, sólidas y aerosoles para la administración 
oral, parenteral, por inhalación, tópica, y de si esa forma seleccionada debe estar esterilizada para la ruta de admi-
nistración, como mediante inyección.

La ruta de administración preferida de la composición farmacéutica de acuerdo con la invención es la parenteral, in-
cluyendo las rutas por inyección, tales como intravenosa, intramuscular, subcutánea, intraperitoneal, intratumoral o 45
mediante infusiones intravenosas únicas o continuas.

En una realización, la composición farmacéutica de la invención se puede administrar mediante inyección directa-
mente en el tumor. En otra realización, la composición farmacéutica de la invención se puede administrar por ruta in-
travenosa. En aún otra realización, la composición farmacéutica de la invención se puede administrar por ruta sub-
cutánea o intraperitoneal.50

Una composición farmacéutica para administración parenteral puede ser una solución o dispersión en un medio 
acuoso o no farmacéuticamente aceptable, tamponado a un pH apropiado e isoosmótico con los fluidos corporales, 
si es necesario, y también puede contener antioxidantes, tampones, agentes bacteriostáticos y sustancias solubles,
que hacen que la composición sea compatible con los tejidos o la sangre del receptor. Otros componentes, que se 
pueden incluir en la composición son, por ejemplo, agua, alcoholes tales como etanol, polioles tales como glicerol, 55
propilenglicol, polietilenglicol líquido, lípidos tales como triglicéridos, aceites vegetales, liposomas. La fluidez ade-
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cuada y el tamaño de las partículas de la sustancia se pueden proporcionar mediante sustancias de recubrimiento, 
tales como lecitina, y tensioactivos, tales como polisorbatos de hidroxipropilcelulosa, y similares. Agentes isotónicos
adecuados para las composiciones parenterales líquidas son, por ejemplo, azúcares tales como glucosa, y cloruro 
de sodio, y combinaciones de los mismos.

Alternativamente, la composición farmacéutica para administrar mediante inyección o infusión puede estar en forma 5
de polvo, tal como polvo liofilizado, para reconstituir inmediatamente antes del uso en un vehículo adecuado tal co-
mo, por ejemplo, agua esterilizada exenta de pirógenos.

La composición farmacéutica de la invención para administración parenteral también puede estar en forma de admi-
nistración nasal, incluyendo soluciones, pulverizaciones o aerosoles. Preferiblemente, la forma para administración 
intranasal será una solución acuosa y será isotónica o estará tamponada o conservará un pH de aproximadamente 10
5,5 a aproximadamente 6,5, a fin de tener un carácter similar al de las secreciones nasales. Además, contendrá
conservantes o estabilizantes, tales como en las preparaciones intranasales bien conocidas.

La composición puede contener diversos antioxidantes que retrasan la oxidación de uno o varios componentes.
Además, con el fin de evitar la acción de microorganismos, la composición puede contener diversos agentes antibac-
terianos y antifúngicos, incluyendo, por ejemplo, y no limitados a, parabenos, clorobutanol, timerosal, ácido sórbico y 15
sustancias conocidas similares de este tipo.

En general, la composición farmacéutica de la invención puede incluir, por ejemplo, al menos aproximadamente 
0,01% en peso de ingrediente activo. Más particularmente, la composición puede contener el ingrediente activo en 
una cantidad de 1% a 75% en peso de la unidad de composición, o por ejemplo de 25% a 60% en peso, pero no es-
tar limitada a los valores indicados.20

La cantidad real de la dosis de la composición de acuerdo con la presente invención que se administra a pacientes, 
incluyendo el hombre, se determinará según factores físicos y fisiológicos, tales como el peso corporal, la gravedad 
del trastorno, el tipo de enfermedad a tratar, intervenciones terapéuticas anteriores o concomitantes, el paciente y la 
vía de administración. Una dosis unitaria adecuada, la dosis total y la concentración de ingrediente activo en la com-
posición serán determinadas por el médico encargado.25

La composición se puede administrar, por ejemplo, con una dosis de aproximadamente 1 microgramo/kg de peso 
corporal hasta aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal del paciente, por ejemplo, en el intervalo de 5 mg/kg 
de peso corporal a 100 mg/kg de peso corporal o en el intervalo de 5 mg/kg de peso corporal a 500 mg/kg de peso 
corporal.

La proteína de fusión y las composiciones que la contienen son anticancerígenas o antitumorales y se pueden utili-30
zar para el tratamiento de enfermedades cancerígenas.

La invención también proporciona la proteína de fusión tal como se ha definido anteriormente para uso en un método 
para tratar enfermedades cancerígenas en mamíferos, incluyendo seres humanos.

La proteína de fusión de la invención se puede utilizar para el tratamiento de neoplasias hematológicas, tales como 
leucemia, granulomatosis, mieloma y otras neoplasias hematológicas. La proteína de fusión también se puede utili-35
zar para el tratamiento de tumores sólidos, como cáncer de mama, cáncer de pulmón, incluyendo el cáncer de 
pulmón de células no pequeñas, cáncer de colon, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de vejiga, cáncer de 
próstata, cáncer de riñón, cáncer de cerebro y similares.

La vía de administración apropiada de la proteína de fusión en el tratamiento del cáncer será, en particular, una vía
parenteral, que consiste en la administración de la proteína de fusión de la invención en forma de inyecciones o infu-40
siones, con la composición y la forma apropiada para esta vía de administración.

La invención se describirá con más detalle en los siguientes procedimientos generales y ejemplos de proteínas de 
fusión específicas.

Procedimiento general para la hiperexpresión de la proteína de fusión

Preparación del plásmido45

La secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión diana se utilizó como molde para generar una secuencia de 
ADN que la codifica, que comprendía codones optimizados para la expresión en Escherichia coli. Tal procedimiento 
permite aumentar la eficacia de una etapa adicional de la síntesis de proteínas diana en Escherichia coli. A conti-
nuación, la secuencia de nucleótidos resultante se sintetizó de forma automática. Además, los sitios de escisión de 
las enzimas de restricción NdeI (en el extremo 5’ de la cadena conductora) y XhoI (en el extremo 3’ de la cadena 50
conductora) se añadieron al gen resultante que codificaba la proteína diana. Estos fueron utilizados para clonar el 
gen en el vector pET28a (Novagen). También se pueden utilizar para la clonación del gen que codifica la proteína en
otros vectores. La proteína diana expresada a partir de esta estructura artificial estaba equipada en el extremo N-
terminal con un marcador de polihistidina (seis histidinas), precedido por un sitio reconocido por la trombina, que 
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posteriormente sirvió para su purificación a través de cromatografía de afinidad. La precisión de la estructura artificial 
resultante se confirmó en primer lugar mediante análisis de restricción de plásmidos aislados, utilizando las enzimas 
NdeI y XhoI, seguido por una secuenciación automática del marco de lectura completo de la proteína diana. Los ce-
badores utilizados para la secuenciación eran complementarios a las secuencias del promotor T7 (5’-
TAATACGACTCACTATAGG-3’) y el terminador T7 (5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’) presentes en el vector.5

El plásmido resultante se utilizó para la hiperexpresión de la proteína de fusión diana en una cepa comercial de E. 
coli, que se transformó según las recomendaciones del fabricante. Las colonias obtenidas en el medio de selección 
(agar LB, 50 µg/ml de kanamicina, 1% de glucosa) se utilizaron para la preparación de un cultivo de una noche en 
medio líquido LB, complementado con kanamicina (50 µg/ml) y 1% de glucosa. Después de aproximadamente 15 h 
de crecimiento en una incubadora con agitación, se utilizaron los cultivos para inocular el cultivo apropiado.10

Hiperexpresión y purificación de proteínas de fusión - procedimiento general A

Se inoculó medio LB con kanamicina (30 µg/ml) y sulfato de zinc 100 µM con un cultivo durante una noche. El cultivo 
se incubó a 37°C hasta que la densidad óptica (DO) a 600 nm alcanzó 0,60-0,80. Entonces se añadió IPTG a la 
concentración final en el intervalo de 0,25-1 mM. Después de la incubación (3,5 - 20 h) con agitación a 25°C, el culti-
vo se centrifugó durante 25 min a 6000 g.15

Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en un tampón que contenía KH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 
mM, pH 7,4. La suspensión se sometió a ultrasonidos sobre hielo durante 8 minutos (40% de amplitud, impulso de
15 segundos, intervalo de 10 s). El extracto resultante se clarificó por centrifugación durante 40 minutos a 20.000 g, 
4°C. Una resina de Ni-Sefarosa (GE Healthcare) se trató previamente mediante equilibrado con tampón, que se hab-
ía utilizado para la preparación del extracto de células bacterianas. Después, la resina se incubó durante una noche 20
a 4°C con el material sobrenadante obtenido después de centrifugar el extracto. A continuación, se cargó en la co-
lumna de cromatografía y se lavó con 15 a 50 volúmenes de tampón KH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, 
pH 7,4. La proteína obtenida se eluyó de la columna usando un gradiente de imidazol en tampón KH2PO4 50 mM con 
NaCl 0,5 M, pH 7,4. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones adecuadas se combina-
ron y se dializaron durante una noche a 4°C frente a tampón Tris 50 mM, pH 7,2, NaCl 150 mM, L-arginina 500 mM, 25
ZnSO4 0,1 mM, 0,01% de Tween 20, y al mismo tiempo Histag se escindió con trombina (1:50). Después de la esci-
sión, la trombina se separó de la proteína de fusión diana usando una resina de benzamidina Sepharose®. La pureza 
del producto se analizó mediante electroforesis en SDS-PAGE (Maniatis et al, Molecular Cloning. Cold Spring Har-
bor, NY, 1982).

Hiperexpresión y purificación de proteínas de fusión - procedimiento general B30

Se inoculó medio LB con kanamicina (30 µg/ml) y sulfato de zinc 100 μΜ con un cultivo durante una noche. Los cul-
tivos se incubaron a 37°C hasta que la densidad óptica (DO) a 600 nm alcanzó 0,60-0,80. Entonces se añadió IPTG
hasta tener una concentración final en el intervalo de 0,5 -1 mM. Después de incubar durante 20 h con agitación a 
25°C, el cultivo se centrifugó durante 25 min a 6000 g.

Las células bacterianas después de la hiperexpresión se rompieron en una prensa francesa en un tampón que con-35
tenía KH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM, beta-mercaptoetanol 5 mM, PMSF 0,5 mM (fluoruro de fenilme-
tilsulfonilo), pH 7,8. El extracto resultante se clarificó mediante centrifugación durante 50 minutos a 8.000 g. La resi-
na de Ni-Sefarosa se incubó durante una noche con el material sobrenadante obtenido. Después, la resina con pro-
teína unida se cargó en la columna de cromatografía. Para extraer por lavado las fracciones que contenían proteínas 
no unidas, la columna se lavó con 15 a 50 volúmenes de tampón KH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM, beta-40
mercaptoetanol 5 mM, PMSF 0,5 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), pH 7,8. A continuación, para extraer por lavado 
la mayoría de las proteínas unidas específicamente con el lecho, la columna se lavó con un tampón que contenía
KH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM, 10% de glicerol, PMSF 0,5 mM, pH 7,5. Las fracciones obtenidas se 
analizaron mediante SDS-PAGE (Maniatis et al, Molecular Cloning. Cold Spring Harbor, NY, 1982). Las fracciones 
que contenían la proteína diana se combinaron y se escindieron con trombina (1 U por 4 mg de proteína, 8 h a 16°C) 45
para eliminar el marcador de polihistidina. A continuación, las fracciones se dializaron frente a tampón de formula-
ción (L-arginina 500 mM, Tris 50 mM, ZnSO4 2,5 mM, pH 7,4).

Caracterización de las proteínas de fusión empleando electroforesis en 2-D

Con el fin de caracterizar adicionalmente las proteínas obtenidas y seleccionar unas condiciones cromatográficas
precisas, se determinaron los puntos isoeléctricos de las proteínas. Para este fin, se utilizó el método de electrofore-50
sis bidimensional (2-D), en dos etapas de acuerdo con el siguiente programa.

Etapa 1. Enfoque isoeléctrico de proteínas en un gradiente de pH y condiciones de desnaturalización.

Preparaciones de proteínas a concentraciones de 1 - 2 mg/ml se precipitaron mezclando en una proporción de 1:1 
con una solución de precipitación que contenía 10% de ácido tricloroacético y 0,07% de beta-mercaptoetanol en 
acetona. La mezcla se incubó durante 30 min a -20°C y después se centrifugó durante 25 min a 15.000 g y 4°C. Se 55
eliminó el material sobrenadante y el sedimento se lavó dos veces con acetona fría con 0,07% de beta-
mercaptoetanol. A continuación, los residuos de acetona se evaporaron hasta no tener ningún olor detectable. El se-
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dimento de proteína se suspendió en 250 ml de tampón de rehidratación, urea 8 M, 1% de CHAPS, DTT 15 mM, 
0,5% de anfolito (GE Healthcare) con un perfil de pH de 3-11 o 6-11, dependiendo de la tira usada posteriormente.
La solución proteica se colocó en una cámara de cerámica para el enfoque isoeléctrico, seguido por DryStrip de 13 
cm (GE Healthcare) con un perfil de pH apropiado (3-11 o 6-11). El conjunto se cubrió con una capa de aceite mine-
ral. Las cámaras se colocaron en el aparato Ettan IPGphor III, en donde se llevó a cabo el enfoque isoeléctrico 5
según el siguiente programa asignado a las dimensiones de la tira y el perfil de pH:

Deshidratación durante 16 h a 20°C.

Enfoque en el campo eléctrico con un gradiente de pH fijo

Tiempo Tensión

1h 500 V

1 h gradiente 500 - 1000 V

2h 30 min gradiente 1000 - 8000 V

30 min 8000 V

Después, la tira que contenía las proteínas enfocadas se lavó durante 1 min en agua desionizada, se tiñó con Coo-10
massie Brilliant y luego se descoloró y se archivó como una imagen para marcar la ubicación de las proteínas. La tira 
descolorada se equilibró 2 x 15 min con un tampón con la siguiente composición: Tris-HCl 50 mM pH 8,8, urea 6 M, 
1% de DTT, 2% de SDS, 30% de glicerol.

Etapa 2. Separación en una segunda dirección mediante SDS-PAGE.

La tira se colocó sobre el gel de poliacrilamida al 12,5% que contenía un solo pocillo por tamaño estándar y luego se 15
realizó la separación en un aparato para SDS-PAGE, a una tensión de 200 V durante 3 horas. El gel se tiñó con 
Coomassie Brilliant, luego se archivó con la escala aplicada. Las proteínas se identificaron mediante la determina-
ción de su peso basándose en un patrón del tamaño, y su IPI se leyó para la escala de 6-11, basándose en las cur-
vas proporcionadas por el fabricante (GE Healthcare) (proporción entre pH y % de longitud de la tira desde el extre-
mo marcado como ánodo) o una escala de 3-11, basándose en la curva determinada experimentalmente por medio 20
de un kit de calibración del enfoque isoeléctrico (GE Healthcare).

Los ejemplos representativos de las proteínas de fusión de la invención se describen a continuación.

Ejemplo 1. La proteína de fusión de SEQ. No. 1

La proteína de SEQ. No. 1 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 194 aminoácidos y una masa de 22,7 
kDa, en la que el péptido de 16 aminoácidos obtenido a partir del dominio BH3 de la proteína Bax (SEQ. No. 30), se 25
fija como péptido efector en el extremo N-terminal de la secuencia TRAIL121-128. En el extremo C-terminal de la 
secuencia de 16 aminoácidos del péptido efector se fija la secuencia de poliarginina con 7 residuos de Arg/R. La se-
cuencia de poliarginina ayuda en la penetración de la membrana celular y el transporte de la proteína de fusión en la 
célula. Entre la secuencia de poliarginina y el dominio TRAIL se incorporan de forma secuencial una junto a otra, se-
cuencias reconocidas por la urocinasa uPA (SEQ. No. 52) y la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51), debido a lo cual,30
después de la internalización de la proteína de fusión, el péptido efector se escinde en el entorno del tumor.

La estructura de la proteína de fusión se presenta esquemáticamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 1 y SEQ. No. 67, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 135

Secuencia de ADN: SEQ. No. 67
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La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Un plásmido que contenía la secuencia que codificaba el ADN se generó y la hiperexpresión 
de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente.
La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando las cepas de E. coli BL21 (DE3) y 5
Tuner (DE3) pLysS, ambas de Novagen. La proteína se separó mediante electroforesis de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente.

Ejemplo 2. La proteína de fusión de SEQ. No. 2

La proteína de fusión de SEQ. No. 2 es una proteína que tiene una longitud de 193 aminoácidos y una masa de 22,5 
kDa, en la que en la que el péptido de 16 aminoácidos obtenido a partir de la proteína Bid (SEQ. No. 31) se fija como 10
péptido efector en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281. Además, en el extremo C-terminal de la 
proteína efectora se fija una secuencia de poliarginina con 7 residuos de Arg. La secuencia de poliarginina ayuda en 
la penetración de la membrana celular y el transporte de la proteína de fusión en la célula. Entre la secuencia de po-
liarginina y la secuencia de TRAIL, se incorporan secuencias reconocidas por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) 
y urocinasa uPA (SEQ. No. 52) secuencialmente una junta a otra, debido a lo cual, después de la internalización de 15
la proteína de fusión, el péptido efector se escinde en el entorno del tumor.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 2 y SEQ. No. 68, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 220

Secuencia de ADN: SEQ. No. 68
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN se generó y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli5
BL21 (DE3) de Novagen. La proteína se separó mediante electroforesis de acuerdo con el procedimiento general 
descrito anteriormente.

Ejemplo 3. La proteína de fusión de SEQ. No. 3

La proteína de fusión de SEQ. No. 3 es una proteína que tiene una longitud de 303 aminoácidos y una masa de 34,2 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el homólogo de la ribonucleasa ARNasa 10
A (SEQ. No. 32) se fija como péptido efector. Entre la secuencia de poliarginina y la secuencia de TRAIL, secuencias
reconocidas por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52), se incorporan secuen-
cialmente una junto a otra, debido a lo cual, después de la internalización de la proteína de fusión, el péptido efector 
se escinde en el entorno del tumor.

La proteína también contiene, entre la secuencia del dominio TRAIL y la secuencia de los sitios de escisión, un enla-15
zador flexible de glicina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Además, en el extremo C-terminal del péptido efector, la pro-
teína contiene la secuencia KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al retículo endoplasmático, siendo también una parte 
C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-20
mente, SEQ. No. 3 y SEQ. No. 69, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 3

Secuencia de ADN: SEQ. No. 69 
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Un plásmido que contenía la secuencia que codifica el ADN se generó y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando la cepa de E. coli BL21 5
(DE3) de Novagen. La proteína se separó mediante electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 4. La proteína de fusión de SEQ. No. 4

La proteína de SEQ. No. 4 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 293 aminoácidos y una masa de 33,2 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, el homólogo de la ribonucleasa ARNasa 10
A (SEQ. No. 32) se fija como péptido efector. Entre el péptido efector y la secuencia de TRAIL hay un enlazador 
flexible de glicina-serina GGGSGGGS (SEQ. No. 63).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 4 y SEQ. No. 70, como se muestra a continuación.15

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 4

Secuencia de ADN: SEQ. No. 70
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
BL21 DE3pLysSRIL de Stratagene y Tuner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo 
con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 5. La proteína de fusión de SEQ. No. 5

La proteína de SEQ. No. 5 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 283 aminoácidos y una masa de 31 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la secuencia del citocromo C (SEQ. No. 10
33) se fija como péptido efector. Entre la secuencia del dominio TRAIL y la secuencia de la proteína efectora, las se-
cuencias reconocidas por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52) se incorporan
secuencialmente una junto a otra, debido a lo cual, después de la internalización de la proteína de fusión, el péptido 
efector se escinde en el entorno del tumor. La proteína también contiene, entre la secuencia del dominio TRAIL y la 
secuencia de los sitios de escisión, un enlazador flexible de glicina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Además, en el ex-15
tremo C-terminal del péptido efector, la proteína contiene la secuencia KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al retículo 
endoplásmico, que es una parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 5 y SEQ. No. 71, como se muestra a continuación.20

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 5

Secuencia de ADN: SEQ. No. 71 
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-5
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 6. La proteína de fusión de SEQ. No. 6

La proteína de SEQ. No. 6 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 407 aminoácidos y una masa de 45,2 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la secuencia del citocromo C (SEQ. No. 10
33) se fija como péptido efector. Entre la secuencia del dominio TRAIL y el péptido efector está la secuencia recono-
cida por furina (SEQ. No. 53) y el dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa (SEQ. No. 54). La proteína 
también contiene enlazadores flexibles: entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del sitio de escisión reconocido 
por furina, está el enlazador flexible de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58), entre la secuencia del sitio de escisión 
reconocido por furina y el dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa, el enlazador flexible de glicina-15
serina ASGG (SEQ. No. 65), y entre la secuencia del dominio de traslocación y la secuencia del citocromo C, el en-
lazador flexible de glicina-serina GGGSGGG (SEQ. No. 62). Además, en el extremo C-terminal del dominio del 
péptido efector, la proteína contiene una secuencia KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al retículo endoplásmico, que 
es una parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoácidos y la 20
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 6 y SEQ. No. 72, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 6
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Secuencia de ADN: SEQ. No. 72

La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 5
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.10

Ejemplo 7. La proteína de fusión de SEQ. No. 7

La proteína de SEQ. No. 7 es una fusión que tiene una longitud de 409 aminoácidos y una masa de 46,1 kDa, en la
que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, la secuencia de granzima B (SEQ. No. 34) se fija 
como péptido efector. Entre la secuencia del dominio TRAIL y la secuencia del péptido efector granzima B, está la 
secuencia del sitio de escisión de furina (SEQ. No. 53), flanqueada adicionalmente por los enlazadores flexibles de 15
glicina-serina GGGGS (SEQ. No. 59).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 7 y SEQ. No. 73, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 720
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Secuencia de ADN: SEQ. No. 73

La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 5
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.10

E11727457
24-02-2015ES 2 531 288 T3

 



28

Ejemplo 8. La proteína de fusión de SEQ. No. 8

La proteína de SEQ. No. 8 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 405 aminoácidos y una masa de 45,7 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la secuencia de granzima B (SEQ. No. 
34) se fija como péptido efector. Entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector, está la secuencia 
del sitio de escisión de furina (SEQ. No. 53), separada adicionalmente de las secuencias de granzima B y TRAIL con 5
enlazadores flexibles de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58) y GGGGS (SEQ. No. 59), respectivamente. Además, en 
el extremo C-terminal del péptido efector, la proteína contiene la secuencia KDEL que se dirige al retículo endoplás-
mico, que es la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-10
mente, SEQ. No. 8 y SEQ. No. 74, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 8

Secuencia de ADN: SEQ. No. 74

15
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli5
Tuner (DE3) pLysS de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general 
descrito anteriormente.

Ejemplo 9. La proteína de fusión de SEQ. No. 9

La proteína de SEQ. No. 9 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 187 aminoácidos y una masa de 21,9
kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, se fija el péptido de 9 aminoácidos obte-10
nido a partir de la proteína Nur77 (SEQ. No. 35) como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que 
consiste en siete residuos de Arg se fija adicionalmente en el extremo C-terminal del péptido efector. Entre el péptido 
efector y la secuencia de TRAIL hay una secuencia de sitios de escisión para la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) 
y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoácidos y la 15
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 9 y SEQ. No. 75, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 9

Secuencia de ADN: SEQ. No. 7520
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Ro-5
setta (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 10. La proteína de fusión de SEQ. No. 10

La proteína de SEQ. No. 10 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 193 aminoácidos y una masa de
22,4 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido de 16 aminoácidos que 10
contiene el dominio BH3 de la proteína Bak (SEQ. No. 36) se fija como péptido efector, en donde la secuencia de 
poliarginina que penetra en la membrana, que consiste en siete residuos de Arg, está fijada adicionalmente al ex-
tremo C-terminal del péptido efector. Entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL, hay secuencias 
de los sitios de escisión para la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoácidos y la 15
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 10 y SEQ. No. 76, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 10

Secuencia de ADN: SEQ. No. 7620
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) y Tuner (DE3) pLysS de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente

Ejemplo 11. La proteína de fusión de SEQ. No. 11

La proteína de SEQ. No. 11 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 204 aminoácidos y una masa de
24,3 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el dominio BH3 de la molécula PU-10
MA/BBC3 (SEQ. No. 37) está fijado como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que comprende 9 
residuos de Arg está fijada además en el extremo C-terminal del péptido efector. Entre la secuencia del péptido efec-
tor y la secuencia de TRAIL, la estructura artificial contiene también secuencias de sitios de escisión reconocidos por
las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoácidos y la 15
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 11 y SEQ. No. 77, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 11

Secuencia de ADN: SEQ. No. 7720
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) y Tuner (DE3) pLysS de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente

Ejemplo 12. La proteína de fusión de SEQ. No. 12

La proteína de SEQ. No. 12 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 372 aminoácidos y una masa de 41 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la proteína PUMA (SEQ. No. 38) se fija 10
como péptido efector. Entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector hay una secuencia de sitios de 
escisión reconocidos por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52) que, además, 
está separada de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Además, 
en el extremo C-terminal, el péptido efector comprende la secuencia de KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al retículo 
endoplasmático y forma una parte C-terminal de la estructura artificial completa.15

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 12 y SEQ. No. 78, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 12

20

Secuencia de ADN: SEQ. No. 78
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
B.21 (DE3) de Novagen y BL21DE3pLysSRIL de Stratagene. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo 
con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 13. La proteína de fusión de SEQ. No. 13

La proteína de SEQ. No. 13 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 493 aminoácidos y una masa de
53,4 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la proteína PUMA (SEQ. No. 38) se 10
fija como péptido efector. Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia de la proteína PUMA, hay una se-
cuencia del dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa (SEQ No. 54), que se separa adicionalmente de la 
secuencia de TRAIL por secuencias consecutivas de: enlazador flexible de glicina-serina GGGGS (SEQ. No. 59), si-
tio de escisión de furina (SEQ. No. 53) y enlazador flexible de alanina-glicina-serina ASGG (SEQ. No. 65), y de la 
proteína PUMA por el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Además, en el extremo C-terminal 15
del péptido efector, la proteína de fusión contiene la secuencia de KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al retículo en-
doplásmico, que es la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 13 y SEQ. No. 79, como se muestra a continuación.20

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 13
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Secuencia de ADN: SEQ. No. 79
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) de Novagen y BL21DE3pLysSRIL de Stratagene. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo 
con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 14. La proteína de fusión de SEQ. No. 14

La proteína de SEQ. No. 14 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 186 aminoácidos y una masa de
21,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el fragmento de 8 aminoácidos de 10
la proteína SMAC/Diablo (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que con-
siste en siete residuos de Arg está unida adicionalmente al extremo C-terminal del péptido efector. Además, entre la 
secuencia de poliarginina y la secuencia de TRAIL, la proteína contiene secuencias de sitios de escisión reconocidos 
por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

E11727457
24-02-2015ES 2 531 288 T3

 



36

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 14 y SEQ. No. 80 como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 14

5

Secuencia de ADN: SEQ. No. 80

La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-10
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento 
general descrito anteriormente.

Ejemplo 15. La proteína de fusión de SEQ. No. 1515

La proteína de SEQ. No. 15 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 191 aminoácidos y una masa de
22,2 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la buforina IIb (SEQ. No. 40) se fija 
como péptido efector. Además, entre el péptido efector y la secuencia de TRAIL, la proteína contiene secuencias de 
sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoácidos y la 20
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 15 y SEQ. No. 81, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 15

Secuencia de ADN: SEQ. No. 81 25
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-5
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 16. La proteína de fusión de SEQ. No. 16

La proteína de SEQ. No. 16 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 279 aminoácidos y una masa de
31,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la proteína onconasa (SEQ. No. 10
41) se fija como péptido efector. Entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector hay una secuencia 
de sitios de escisión reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52), separados adicional-
mente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-15
mente, SEQ. No. 16 y SEQ. No. 82, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 16 

Secuencia de ADN: SEQ. No. 82
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-5
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 17. La proteína de fusión de SEQ. No. 17 

La proteína de SEQ. No. 17 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 274 aminoácidos y una masa de 31 
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la proteína onconasa (SEQ. No. 41) se 10
fija como péptido efector, en donde la secuencia del péptido efector se separa adicionalmente de la secuencia de 
TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina, GGGGSGGGGS (SEQ. No. 64).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 17 y SEQ. No. 83, como se muestra a continuación.15

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 17

Secuencia de ADN: SEQ. No. 83
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-5
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 18. La proteína de fusión de SEQ. No. 18

La proteína de SEQ. No. 18 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 197 aminoácidos y una masa de10
23,2 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, un péptido de 20 aminoácidos que 
contiene el dominio N-terminal de la proteína p14ARF (SEQ. No. 42) se fija como péptido efector, en donde la se-
cuencia de poliarginina que consiste en seis residuos de Arg se fija adicionalmente al extremo C-terminal del péptido 
efector. Además, entre la secuencia de poliarginina y la secuencia de TRAIL hay una secuencia de sitios de escisión 
de las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).15

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 18 y SEQ. No. 84, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 18

20

Secuencia de ADN: SEQ. No. 84
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-5
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 19. La proteína de fusión de SEQ. No. 19

La proteína de SEQ. No. 19 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 189 aminoácidos y una masa de
22,3 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, el péptido de 11 aminoácidos que 10
se une a Mdm2 (SEQ No. 43) se fija como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que consiste en
siete residuos de Arg se fija además al extremo C-terminal del péptido efector. Además, entre la secuencia de po-
liarginina y la secuencia de TRAIL hay secuencias de sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. 
No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 15
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 19 y SEQ. No. 85, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 19

20

Secuencia de ADN: SEQ. No. 85
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento 
general descrito anteriormente.

Ejemplo 20. La proteína de fusión de SEQ. No. 20

La proteína de SEQ. No. 20 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 195 aminoácidos y una masa de
22,9 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia TRAIL121-281, el péptido obtenido a partir de lunasina 10
(SEQ. No. 44) se fija como péptido efector. Entre el péptido efector y la secuencia de TRAIL hay, en el orden dado, 
la secuencia de poliarginina que consiste en siete residuos de Arg y secuencias de sitios de escisión para las pro-
teasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-15
mente, SEQ. No. 20 y SEQ. No. 86, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 20

Secuencia de ADN: SEQ. No. 86
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento 
general descrito anteriormente.

Ejemplo 21. La proteína de fusión de SEQ. No. 21

La proteína de SEQ. No. 21 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 218 aminoácidos y una masa de
25,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, se fija como péptido efector un 10
fragmento de la proteína de 8 aminoácidos Smac/Diablo (SEQ No. 39) con una secuencia de poliarginina fijada a su 
extremo C-terminal, que consiste en siete residuos de Arg. Además, en el extremo C-terminal de la secuencia de 
TRAIL121-281 se fija como segundo péptido efector el péptido que contiene el dominio BH3 de la proteína Bik (SEQ. 
No. 45), estando fijado el segundo péptido efector en su extremo N-terminal, a una secuencia de poliarginina que 
consiste en siete residuos de Arg. Entre la secuencia de TRAIL y ambos péptidos efectores con secuencias de po-15
liarginina fijadas, hay secuencias de sitios de escisión reconocidos por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la 
urocinasa uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 21 y SEQ. No. 87, como se muestra a continuación.20

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 21

Secuencia de ADN: SEQ. No. 87
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-5
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Ro-
setta (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 
anteriormente.

Ejemplo 22. La proteína de fusión de SEQ. No. 22

La proteína de SEQ. No. 22 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 199 aminoácidos y una masa de10
22,3 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, se fija como péptido efector la se-
cuencia peptídica sintética que consiste en repeticiones de Gly, Ala (SEQ. No. 46), que tiene también fijado a su ex-
tremo C-terminal la secuencia de poliarginina que consiste en ocho residuos de Arg, en donde esta última forma 
también la parte C-terminal de la estructura artificial completa. Además, entre el péptido efector y la secuencia de 
TRAIL hay una secuencia de sitios de escisión reconocida por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa 15
uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 22 y SEQ. No. 88, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 2220

Secuencia de ADN: SEQ. No. 88
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento 
general descrito anteriormente.

Ejemplo 23. La proteína de fusión de SEQ. No. 23

La proteína de SEQ. No. 23 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 289 aminoácidos y una masa de
32,6 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el dominio C-terminal del compo-10
nente S5a del proteasoma que contiene motivos UIMs (SEQ. No. 46), se fija como péptido efector. Además, entre el 
péptido efector y la secuencia de TRAIL está la secuencia del sitio de escisión de furina (SEQ. No. 53), separada
adicionalmente de la secuencia de TRAIL por un enlazador flexible de glicina-serina GGGSGG (SEQ. No. 61), y en 
el extremo C-terminal del péptido efector se encuentra la secuencia KEDL que se dirige al retículo endoplasmático 
(SEQ. No. 56), siendo esta última la parte C-terminal de la estructura artificial completa.15

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 23 y SEQ. No. 89, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 23

20

Secuencia de ADN: SEQ. No. 89
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli5
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento 
general descrito anteriormente.

Ejemplo 24. La proteína de fusión de SEQ. No. 24 (comparativo)

La proteína de SEQ. No. 24 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 183 aminoácidos y una masa de 21 
kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el decapéptido obtenido a partir del li-10
gando de TNF (SEQ. No. 48) se fija como péptido efector. Además, entre el la secuencia del péptido efector y la se-
cuencia de TRAIL hay secuencias de sitios de escisión reconocidas por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP 
(SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-15
mente, SEQ. No. 24 y SEQ. No. 90, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 24

Secuencia de ADN: SEQ. No. 90
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli BL21 5
(DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito ante-
riormente.

Ejemplo 25. La proteína de fusión de SEQ. No. 25 (comparativo)

La proteína de SEQ. No. 25 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 179 aminoácidos y una masa de
20,7 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 119-281, el péptido de 6 aminoácidos obte-10
nido a partir de TNF (SEQ. No. 49) se fija como péptido efector. Además, entre la secuencia del péptido efector y la 
secuencia de TRAIL hay secuencias de sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP 
(SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-15
mente, SEQ. No. 25 y SEQ. No. 91, como se muestra a continuación.

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 25

Secuencia de ADN: SEQ. No. 91

20
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La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 5
anteriormente.

Ejemplo 26. La proteína de fusión de SEQ. No. 26 (comparativo)

La proteína de SEQ. No. 26 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 180 aminoácidos y una masa de
20,8 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, se fija como péptido efector el 
fragmento de 5 aminoácidos de la citocina TNF (SEQ. No. 50) con un residuo de Cys adicional tanto en su extremo10
C-terminal como N-terminal. Además, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL hay secuencias 
de sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 26 y SEQ. No. 92, como se muestra a continuación.15

Secuencia de aminoácidos: SEQ. No. 26

Secuencia de ADN: SEQ. No. 92

20

La secuencia de aminoácidos presentada anteriormente se utilizó como molde para generar su secuencia de ADN 
codificante presentada anteriormente. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresión de la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito 25
anteriormente.

Ejemplo 27. La proteína de fusión de SEQ. No. 93

La proteína de SEQ. No. 93 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 459 aminoácidos y una masa de
50,4 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, se fija como péptido efector la AR-
Nasa humana de longitud completa (SEQ. No. 32) flanqueada en su extremo C-terminal por la secuencia que se di-30
rige al retículo endoplásmico (KDEL) y en su extremo N-terminal por el enlazador flexible de glicina-serina (SEQ. No. 
175). Además, para estabilizar su estructura trimérica, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-
terminal el enlazador de policisteína (SEQ. No. 179) flanqueado en su extremo N-terminal por un residuo de glicina.
Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector, se encuentran en un orden dado el enlaza-
dor flexible de glicina-serina (SEQ. No. 59), el enlazador para la pegilación (SEQ. No. 170), la secuencia de un sitio 35
de escisión reconocido por furina (SEQ. No. 53), el enlazador flexible de glicina-serina (SEQ. No. 65) y el dominio de 
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traslocación modificado de Pseudomonas aeruginosa (deleción de la hélice F) (SEQ. No. 176).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 6 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 93 y SEQ. No. 122.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-5
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 28. La proteína de fusión de SEQ. No. 9410

La proteína de SEQ. No. 94 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 213 aminoácidos y una masa de
24,7 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido obtenido a partir de Nur77 
(SEQ. No. 35) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo N-terminal 
el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Entre la secuencia del péptido efector y 
la secuencia de TRAIL hay una secuencia de sitios de escisión reconocida por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y 15
uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Fig. 6 y su secuencia de aminoácidos y la 
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 93 y SEQ. No. 122.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-20
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 29. La proteína de fusión de SEQ. No. 9525

La proteína de SEQ. No. 95 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 204 aminoácidos y una masa de
23,1 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL116-281, el péptido obtenido a partir de azu-
rina (SEQ. No. 151) se fija como péptido efector. Entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se 
encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocida por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 
52).30

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 6 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 95 y SEQ. No. 124.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 35
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 30. La proteína de fusión de SEQ. No. 96

La proteína de SEQ. No. 96 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 205 aminoácidos y una masa de40
23,3 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido obtenido a partir de azu-
rina (SEQ. No. 151) se fija como péptido efector. Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido 
efector hay una secuencia de un sitio de escisión reconocido por la proteasa furina (SEQ. No. 172), separada adi-
cionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58). El extremo 
C-terminal del péptido efector está flanqueado por la secuencia de KEDL que se dirige al retículo endoplasmático 45
(SEQ. No. 56), que forma la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 6 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 96 y SEQ. No. 125.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-50
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.
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Ejemplo 31. La proteína de fusión de SEQ. No. 97

La proteína de SEQ. No. 97 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 207 aminoácidos y una masa de
23,1 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido obtenido a partir de azu-
rina (SEQ. No. 151) se fija como péptido efector. Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido 
efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA5
(SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina 
GGGSGGG (SEQ. No. 62).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 6 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 97 y SEQ. No. 126.10

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.15

Ejemplo 32. La proteína de fusión de SEQ. No. 98

La proteína de SEQ. No. 98 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 327 aminoácidos y una masa de
36,2 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido de longitud completa de 
azurina (SEQ. No. 152) se fija como péptido efector. Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del pépti-
do efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y20
uPA (SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina 
GGGSGGG (SEQ. No. 62).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 98 y SEQ. No. 127.25

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.30

Ejemplo 33. La proteína de fusión de SEQ. No. 99

La proteína de SEQ. No. 99 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 199 aminoácidos y una masa de
22,9 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, el péptido octámero obtenido a par-
tir de Smac/DIABLO (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en 
su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Además, entre la 35
secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconoci-
dos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 99 y SEQ. No. 128.40

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.45

Ejemplo 34. La proteína de fusión de SEQ. No. 100 

La proteína de SEQ. No. 100 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 221 aminoácidos y una masa de
25,2 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido octámero obtenido a partir 
de Smac/DIABLO (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector. En la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo
N-terminal el enlazador de policisteína (SEQ. No. 177) para estabilizar su estructura trimérica. En la secuencia del 50
péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 resi-
duos de Arg. Además, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de 
los sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoácidos y 
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la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 100 y SEQ. No. 129.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 5
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 35. La proteína de fusión de SEQ. No. 101

La proteína de SEQ. No. 101 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 212 aminoácidos y una masa de
24,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido octámero obtenido a partir 10
de Smac/DIABLO (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su 
extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Además, entre la se-
cuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos 
por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoácidos y 15
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 101 y SEQ. No. 130.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 20
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 36. La proteína de fusión de SEQ. No. 102

La proteína de SEQ. No. 102 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 212 aminoácidos y una masa de
24,5 kDa, en la que en el N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido diseñado a partir de la proteína 25
aPP y el dominio BH3 de la proteína Bax (SEQ. No. 153), se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido 
efector se ha fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 6 residuos de 
Arg. Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentran las secuencias de los si-
tios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoácidos y 30
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 102 y SEQ. No. 131.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 35
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 37. La proteína de fusión de SEQ. No. 103 

La proteína de SEQ. No. 103 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 247 aminoácidos y una masa de
28,1 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido diseñado a partir de la pro-40
teína aPP y el dominio BH3 de la proteína Bax (SEQ. No. 153) se fija como péptido efector. En la secuencia del 
péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 6 resi-
duos de Arg. En la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador de policisteína (SEQ. No. 
177) para estabilizar su estructura trimérica. Además, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de 
TRAIL, se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP 45
(SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 103 y SEQ. No. 132.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-50
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.
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Ejemplo 38. La proteína de fusión de SEQ. No. 104

La proteína de SEQ. No. 104 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 212 aminoácidos y una masa de
24,4 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, el péptido diseñado a partir de la 
proteína aPP y el dominio BH3 de la proteína Bax (SEQ. No. 153) se fija como péptido efector. Además, entre la se-
cuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos 5
por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 104 y SEQ. No. 133.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-10
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 39. La proteína de fusión de SEQ. No. 10515

La proteína de SEQ. No. 105 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 221 aminoácidos y una masa de
24,8 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido obtenido a partir de Reti-
culón RTN1-C (SEQ. No. 155) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo C-terminal la secuencia de localización nuclear (SEQ. No. 168). Además, para estabilizar su estructura triméri-
ca, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador de policisteína (SEQ. No. 179) flan-20
queado por dos y tres residuos de glicina, respectivamente en su extremo N y C-terminal. Además, entre la secuen-
cia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por
las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-25
mente, SEQ. No. 105 y SEQ. No. 134.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 30
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 40. La proteína de fusión de SEQ. No. 106

La proteína de SEQ. No. 106 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 435 aminoácidos y una masa de
48 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el péptido obtenido a partir de Reti-
culón RTN1-C (SEQ. 1 No 56) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-35
tremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 8 residuos de Arg. Además, para estabili-
zar su estructura trimérica, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador de policis-
teína (SEQ. No. 178). Además, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la se-
cuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51), estando 
flanqueada esta secuencia de los sitios de escisión por una secuencia enlazadora GGSGG (SEQ. No. 60), respecti-40
vamente en los extremos N y C-terminales.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 106 y SEQ. No. 135.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-45
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 41. La proteína de fusión de SEQ. No. 10750

La proteína de SEQ. No. 107 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 580 aminoácidos y una masa de
65 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, una caspasa-3 constitutivamente ac-
tiva (de cadena sencilla) (SEQ. No. 157) se fija como péptido efector. Además, entre la secuencia de TRAIL y la se-
cuencia del péptido efector se encuentra el dominio de transporte obtenido a partir de Pseudomonas (SEQ. No. 
176). El dominio de transporte y la secuencia del péptido efector están conectados a través del enlazador flexible55
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GGGSGGG (SEQ. No. 62). El dominio de transporte se separa de la secuencia de TRAIL por la secuencia del sitio 
de escisión reconocido por furina (SEQ. No. 53), estando flanqueada esta secuencia del sitio de escisión, en sus ex-
tremos N y C-terminales, por dos secuencias de enlazadores GGGGS (SEQ. No. 59) y ASGG (SEQ. No. 65), res-
pectivamente.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoácidos y 5
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 107 y SEQ. No. 136.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 10
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 42. La proteína de fusión de SEQ. No. 108

La proteína de SEQ. No. 108 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 247 aminoácidos y una masa de
28,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el dominio SAC de Par-4 (SEQ. No.15
158) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal el domi-
nio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Adicionalmente, en la secuencia de TRAIL se ha 
fijado en su extremo N-terminal el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Además, entre la se-
cuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos 
por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 173).20

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 108 y SEQ. No. 137.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 25
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 43. La proteína de fusión de SEQ. No. 109

La proteína de SEQ. No. 109 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 247 aminoácidos y una masa de30
28,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el dominio SAC de Par-4 (SEQ. No. 
158) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal, el domi-
nio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg, y en su extremo N-terminal la secuencia NLS 
(señal de localización nuclear) procedente del factor de transcripción Oct6 (SEQ. No. 168). En la secuencia de 
TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Además, 35
entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escisión 
reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 173).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 109 y SEQ. No. 138.40

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.45

Ejemplo 44. La proteína de fusión de SEQ. No. 110

La proteína de SEQ. No. 110 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 270 aminoácidos y una masa de
30,8 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, la proteína Noxa (SEQ. No. 159) se 
fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo N-terminal el dominio de 
transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Además, para estabilizar su estructura trimérica, en la 50
secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo C-terminal el enlazador de policisteína (SEQ. No. 177), separado de 
la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Además, entre la secuencia 
de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las
proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoácidos y 55
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la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 110 y SEQ. No. 139.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 5
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 45. La proteína de fusión de SEQ. No. 111

La proteína de SEQ. No. 111 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 207 aminoácidos y una masa de
23,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, el péptido MTD/CKP obtenido a 10
partir de la proteína Noxa (SEQ. No. 160) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fija-
do en su extremo N-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Para estabi-
lizar su estructura trimérica, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo C-terminal el enlazador de policis-
teína (SEQ. No. 177), en donde este enlazador se separa de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de gli-
cina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se en-15
cuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 
52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 111 y SEQ. No. 140.20

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.25

Ejemplo 46. La proteína de fusión de SEQ. No. 112

La proteína de SEQ. No. 112 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 311 aminoácidos y una masa de
35 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido onconasa (SEQ. No. 41) se 
fija como péptido efector. Además, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la 
secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51), separa-30
da adicionalmente de la secuencia de TRAIL por dos enlazadores flexibles de glicina-serina GGGGS (SEQ. No. 59).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoácidos y 
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 112 y SEQ. No. 141.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-35
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 47. La proteína de fusión de SEQ. No. 11340

La proteína de SEQ. No. 113 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 230 aminoácidos y una masa de
27 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el dominio BH3 de la proteína PUMA 
(SEQ. No. 37) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal
el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 9 residuos de Arg. Además, entre la secuencia de TRAIL y 
la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas 45
uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 113 y SEQ. No. 142.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-50
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

E11727457
24-02-2015ES 2 531 288 T3

 



54

Ejemplo 48. La proteína de fusión de SEQ. No. 114

La proteína de SEQ. No. 114 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 225 aminoácidos y una masa de
25,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido corto obtenido a partir de
la proteína Bid (SEQ. No. 31) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo C-terminal el dominio de transporte KPRRPY (SEQ. No. 167). Para estabilizar su estructura trimérica, en la 5
secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo C-terminal el enlazador de policisteína (SEQ. No. 177). Además, en-
tre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión re-
conocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-10
vamente, SEQ. No. 114 y SEQ. No. 143.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 15
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 49. La proteína de fusión de SEQ. No. 115

La proteína de SEQ. No. 115 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 234 aminoácidos y una masa de
26,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido híbrido corto Antp-TPR 
(SEQ. No. 161) se fija como un péptido efector. Además, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido 20
efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA
(SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por un enlazador de policisteína (SEQ. No. 177) 
para estabilizar su estructura trimérica, seguido por dos residuos de glicina.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-25
vamente, SEQ. No. 115 y SEQ. No. 144.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 30
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 50. La proteína de fusión de SEQ. No. 116

La proteína de SEQ. No. 116 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 216 aminoácidos y una masa de
24,3 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido inhibidor del dominio SH2 
de la proteína Stat3 (SEQ. No. 162) se fija como péptido efector. Además, para estabilizar su estructura trimérica, en 35
el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL se fija el enlazador de policisteína (SEQ. No. 179), estando flan-
queado el enlazador en sus extremos N y C-terminal, por tres residuos de glicina y un motivo GSG, respectivamente.
Además, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de 
escisión reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoácidos 40
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 116 y SEQ. No. 145.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 45
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 51. La proteína de fusión de SEQ. No. 117

La proteína de SEQ. No. 117 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 194 aminoácidos y una masa de
22,8 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido obtenido a partir del do-50
minio BH3 de la proteína Bak (SEQ. No. 163) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha 
fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Además, 
entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escisión 
reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).
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La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 117 y SEQ. No. 146.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 5
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 52. La proteína de fusión de SEQ. No. 118

La proteína de SEQ. No. 118 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 257 aminoácidos y una masa de10
30 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido obtenido a partir del domi-
nio BH3 de la proteína Bad (SEQ. No. 164) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fi-
jado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 8 residuos de Arg. Entre la 
secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconoci-
dos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51). En el extremo C-terminal de la secuencia de 15
TRAIL121-281 se encuentra el enlazador flexible GGSHG (SEQ. No. 182), seguido por la secuencia del sitio de es-
cisión reconocido por la proteasa trombina (SEQ. No. 174) y, como parte C-terminal de la estructura artificial comple-
ta, la secuencia de TRAIL95-121.

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-20
vamente, SEQ. No. 118 y SEQ. No. 147.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 25
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 53. La proteína de fusión de SEQ. No. 119

La proteína de SEQ. No. 119 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 236 aminoácidos y una masa de
27, 5 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido obtenido a partir del do-
minio BH3 de la proteína Bad (SEQ. No. 164) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha 30
fijado en su extremo N-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Además, 
entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión 
reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52), estando el extremo C-terminal de la se-
cuencia de TRAIL95-281 separado adicionalmente de la secuencia de los sitios de escisión por el enlazador que 
consiste en residuos GGS.35

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 119 y SEQ. No. 148.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 40
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 54. La proteína de fusión de SEQ. No. 120

La proteína de SEQ. No. 120 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 216 aminoácidos y una masa de45
24,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido ATAP procedente de la 
proteína Bfl1 (SEQ. No. 165) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo N-terminal el dominio de transporte membranal KPRRPYR (SEQ. No. 181). Además, entre la secuencia de 
TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las pro-
teasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlaza-50
dor flexible de glicina-serina GGGGSGGGG (SEQ. No. 180).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 120 y SEQ. No. 149.

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-55
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cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 55. La proteína de fusión de SEQ. No. 1215

La proteína de SEQ. No. 120 es una proteína de fusión que tiene una longitud de 237 aminoácidos y una masa de
27 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido ATAP procedente de la 
proteína Bfl1 (SEQ. No. 165) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo N-terminal la secuencia de direccionamiento mitocondrial (SEQ. No. 166). Además, entre la secuencia del 
péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escisión reconocidos por las pro-10
teasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlaza-
dor flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60).

La estructura de la proteína de fusión se muestra esquemáticamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoácidos 
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresión en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 121 y SEQ. No. 150.15

La secuencia de aminoácidos de la estructura descrita anteriormente se utilizó como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generó un plásmido que contenía la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresión de 
la proteína de fusión se llevó a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La 
hiperexpresión se realizó de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de 
Novagen. La proteína se separó por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.20

Examen de la actividad antitumoral de las proteínas de fusión

El examen de la actividad antitumoral de las proteínas de fusión se llevó a cabo in vitro en un ensayo de citotoxici-
dad sobre líneas de células tumorales e in vivo en ratones. Para fines de comparación, se utilizó la proteína 
hTRAIL114-281 (de aquí en adelante también se denomina simplemente TRAIL).

1. Pruebas en las líneas celulares in vitro25

Líneas celulares

Las células de cáncer colorrectal humano Colo205 (ATCC nº CCL-222), cáncer de pulmón de células pequeñas 
A549 (ATCC nº CCL-185), cáncer de páncreas BxPC3 (ATCC nº CRL-1687), cáncer de próstata DU145 (ATCC nº
HTB-81) y PC3 (ATCC nº CRL-1435) y cáncer de pulmón humano de células grandes NCI-H460-Luc2 (Caliper nº
124316) se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero de 30
ternera fetal. Las células de cáncer de ovario humano OVCAR-3 (ATCC nº HTB-161) se conservaron en medio 
RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 20% de suero de ternera fetal y 0,01 mg/ml de insuli-
na. Las células de cáncer de vejiga UM-UC-3 (ATCC nº CRL-1749), las células de cáncer de pulmón SK-MES-1 
(ATCC nº HTB-58), las células de cáncer de mama MCF-7 (ATCC nº HTB-22), las células de cáncer de tejido conec-
tivo HT1080 (ATCC nº CCL-121), las células de hepatoma HepG2 (ATCC nº HB-8065) se conservaron en medio de 35
cultivo MEM (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero de ternera fetal (Hyclone, Logan, UT, 
EE.UU.). Las células tumorales de tejido conectivo HT1080 se conservaron también durante el experimento en el 
medio condicionado, se recogieron a partir de 2 días de cultivo normal de estas células. Las células de cáncer colo-
rrectal humano HCT-116 (ATCC nº CCL-247) y HT-29 (HTB-38), cáncer de ovario SK-OV-3 (ATCC nº HTB-77), 
cáncer de útero MES-SA (ATCC nº CRL-1976) y su clon resistente a la doxorrubicina MES-SA/Dx5 (ATCC nº CRL-40
1977) se conservaron en medio de McCoy (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero de ter-
nera fetal. Las células de cáncer de vejiga SW780 (ATCC nº CRL-2169), las células de cáncer de mama MDA-MB-
231 (ATCC nº HTB-26) y la línea celular de carcinoma de páncreas humano de tipo epitelial PANC-1, CLS (Cell Li-
nes Service nº 300228) se conservaron en DMEM (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero 
de ternera fetal. Las células HUVEC procedentes de la vena umbilical (ATCC nº CRL-1730) se conservaron en me-45
dio M199 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 20% de suero de ternera fetal, factores de crecimiento, 
0,02 mg/ml de ECGS (Sigma), 0,1 mg/ml de heparina (Sigma), estas células se cultivaron en un medio recubierto 
con 0,1% de gelatina. Las células de mama MCF10A (ATCC nº CRL-10317) se conservaron en DMEM: F12 (1:1) 
(Sigma, EE.UU.) complementado con suero de caballo al 5%, 0,5 mg/ml de hidrocortisona, 10 µg/ml de insulina, 20 
ng/ml de factor de crecimiento EGF (todos de Sigma, EE.UU.). Todos los medios se complementaron adicionalmente 50
con L-glutamina 2 mM y antibióticos (100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (Hyclone, Logan, UT, 
EE.UU.)). Las células se conservaron a 37°C en 5% de CO2/aire en el caso de los medios de crecimiento RPMI, 
MEM, McCoy y DMEM: F12, y en 10% de CO2/aire en el caso de DMEM. Las células se controlaron de forma rutina-
ria para estudiar la presencia de Mycoplasma mediante la técnica de PCR, utilizando el kit de detección con PCR de 
Mycoplasma Venor®GeM (Minerva Biolabs, Berlín, Alemania).55

Ensayo de la citotoxicidad MTT

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico utilizado para medir la proliferación celular, la viabilidad y la citotoxici-

E11727457
24-02-2015ES 2 531 288 T3

 



57

dad. Consiste en la descomposición de una sal de tetrazolio amarilla MTT (bromuro de 4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio) en el colorante formazán de color púrpura insoluble en agua, mediante la enzima succinato-
tetrazolio reductasa presente en las mitocondrias. La reducción de MTT se produce solo en las células vivas. El aná-
lisis de los datos consiste en determinar la concentración CI50 de la proteína (en ng/ml), a la que se produce una re-
ducción del 50% del número de células en la población tratada, en comparación con las células de control. Los resul-5
tados se analizaron utilizando GraphPad Prism 5.0.

La prueba se realizó de acuerdo con las descripciones de la bibliografía (Celis, JE, (1998). Cell Biology, a Laboratory 
Handbook, segunda edición, Academic Press, San Diego; Yang, Y., Koh, LW, Tsai, JH., (2004); Involvement of viral 
and chemical factors with oral cancer in Taiwan, Jpn J Clin Oncol, 34 (4), 176-183).

El medio de cultivo celular se diluyó hasta una densidad definida (104 - 105 células por 100 μl). A continuación, 100 10
μl de suspensión celular diluida apropiadamente se aplicó a una placa de 96 pocillos por triplicado. Las células pre-
paradas de este modo se incubaron durante 24 h a 37°C en 5% o 10% de CO2, dependiendo del medio utilizado, a 
continuación, a las células (en 100 μl de medio) se añadieron adicionalmente 100 μl del medio que contenía diversas 
concentraciones de proteínas sometidas a ensayo. Las células se incubaron con las proteínas sometidas a ensayo 
durante las siguientes 72 horas, que es equivalente a 3-4 veces de una división celular, después de lo cual el medio 15
con la proteína del ensayo se añadió a 20 ml de solución de trabajo de MTT [5 mg/ml] y se incubó durante 3 horas a 
37°C en 5% de CO2. Después se retiró el medio con una solución de MTT, y los cristales de formazán se disolvieron 
añadiendo 100 μl de DMSO. Después de mezclar, se midió la absorbancia a 570 nm (filtro de referencia a 690 nm).

Los resultados de los ensayos de citotoxicidad in vitro se resumen en las Tablas 1, 1a, 1b y en la Tabla 2 como valo-
res de CI50 (ng/ml), que se corresponden a una concentración de proteína con la que se observa un efecto citotóxico 20
de las proteínas de fusión del 50%, con respecto a las células control incubadas solo con disolvente. Cada experi-
mento representa el valor promedio de al menos dos experimentos independientes realizados por triplicado. Como 
criterio de falta de actividad de las preparaciones de proteínas, se adoptó el límite de CI50 de 2000 ng/ml. Las proteí-
nas de fusión con un valor de CI50 superior a 2000 se consideraron inactivas.

Las células para este ensayo se seleccionaron de modo que incluyeran las líneas de células tumorales resistentes 25
de forma natural a la proteína TRAIL (el criterio de resistencia natural a TRAIL: CI50 para la proteína TRAIL> 2000),
líneas de células tumorales sensibles a la proteína TRAIL y la línea resistente a la doxorrubicina MES-SA/DX5 como 
una línea cancerígena resistente a medicamentos anticancerígenos convencionales.

La línea celular HUVEC indiferenciada se utilizó como línea celular sana de control para evaluar el impacto/toxicidad 
de las proteínas de fusión sobre células no cancerígenas.30

Los resultados obtenidos confirman la posibilidad de superar la resistencia de las líneas celulares a TRAIL mediante 
la administración de ciertas proteínas de fusión de la invención a las células resistentes de forma natural a TRAIL. 
Cuando se administraban proteínas de fusión de la invención en las células sensibles a TRAIL, en algunos casos se 
observó una potenciación clara y fuerte de la potencia de la acción de TRAIL, que se manifestaba en una reducción 
de los valores de CI50 de la proteína de fusión, en comparación con la CI50 para TRAIL sola. Además, se obtuvo la 35
actividad citotóxica de la proteína de fusión de la invención sobre células resistentes a un medicamento anticancerí-
geno clásico, doxorrubicina, siendo en algunos casos más fuerte que la actividad de TRAIL.

Los valores de CI50 superiores a 2000 obtenidos para las líneas celulares no cancerígenas, muestran la ausencia de 
efectos tóxicos asociados con el uso de proteínas de la invención en células sanas, lo que indica una toxicidad 
sistémica baja potencial de la proteína.40

Tabla 1. Actividad citotóxica de las proteínas de fusión de la invención y proteínas comparativas

Proteína

Incubación continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

MES-SA MES-SA/Dx5 HCT116 SK-MES-1 A549 MCF10A

CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE

TRAIL 114-281 >2000 32,2 2,40 173 31,3 12,2 2,33 >2000 >2000

    

Ej. 1 6,98 1,01 7,05 0,63 39,2 11,00 2,79 0,70 >2000 386 52,5

Ej. 2 3,19 0,41 2,62 1,61 35,1 23,70 6,43 1,22 >2000 >2000

Ej. 5 646 166,9 378 94,3 757 446,3 1114 108,2 719 91,7 912 2,4

Ej. 9 >2000 1720 312,7 >2000 791,9 95,8 >2000 >2000

Ej. 14 8,99 8,73 0,53 0,265 7,73 5,45 0,45 0,091 >2000 >2000

Ej. 18 312 110,6 326 56,1 937 144,6 184 30,5 >2000 >2000
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Proteína

Incubación continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

MES-SA MES-SA/Dx5 HCT116 SK-MES-1 A549 MCF10A

CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE

Ej. 19 24,9 21,2 19,9 1,98 23,9 2,31 87,6 32,4 87,2 45,8 83,1 19,33

Ej. 20 259 60,0 172 20,9 223 110,4 123 25,6 296 3,4 282 39,9

Ej. 24 (no de la invención) >2000 1760 367,7 85,6 19,96 36,8 7,44 >2000 >2000

Ej. 25 (no de la invención) >2000 157 40,0 991 119,0 117,4 4,24 >2000 >2000

Ej. 26 (no de la invención) >2000 >2000 1895 70,0 245 19,2 >2000 >2000

Tabla 1a. Actividad citotóxica de las proteínas de fusión de la invención

Proteína

Incubación continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

A549 HCT116 MCF10A MES-SA MES-SA/Dx5 SK-MES-1

CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE

TRAIL 95-281 10000 7558 10000 10000 29,15 12,66 33,60

    

Ej. 16 2632,50 219,91 132,65 37,69 1890,00 894,03 65,63 4,41 32,24 7,86 20,31 2632,50

Ej. 23 10000 223,55 105,29 10000 1280,00 304,06 292,50 86,97 82,46 1,48

Ej. 42 31,70 11,74 15,32 12,85 53,33 12,40 5,18 2,20 0,40 0,10 2,53 2,15

Ej. 36 142,05 32,46 5,66 2,26 79,16 3,33 2392,50 2,12 0,58 0,10 3,95

Ej.3 3,10 9,43 4573 57,14 10,67 6,83

Ej. 35 889,55 276,41 14,10 1273,50 57,14 1,18 0,82 3,93 0,32

Ej. 51 TRP15 307,95 72,05 1,29 1,41 4,97 1,50 0,64 0,34 0,08 0,11 0,62

Tabla 1b. Actividad citotóxica de las proteínas de fusión de la invención

Proteína

Incubación continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

HT29 H460 PLC/PRF/5 HepG2 PANC1

CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE

TRAIL 95-281 10000 9000 10000 10000 10000

    

Ej. 3 108 2,852 3,10

Ej. 35 3289,50 900,15

Ej. 51 9,66 10,49 22,91

5

2. Análisis de la actividad citotóxica de las preparaciones de proteínas seleccionadas frente a un grupo ampliado de 
líneas de células tumorales

La Tabla 2 presenta los resultados de la actividad citotóxica in vitro de proteínas de fusión seleccionadas de la in-
vención, frente a un grupo ampliado de células tumorales procedentes de diferentes órganos, que se corresponden a 
una amplia variedad de los cánceres más comunes. Los valores de CI50 obtenidos confirman una actividad citotóxica 10
elevada de las proteínas de fusión y por lo tanto su utilidad potencial en el tratamiento del cáncer.

Tabla 2. Análisis de la actividad citotóxica de preparaciones de proteínas seleccionadas frente a un amplio grupo de 
líneas celulares tumorales

Línea celular

Incubación continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

TRAIL 114-281 Ej. 1 Ej. 2 Ej. 14

CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE

UM-UC-3 39,05 5,70 0,44 0,44 0,55 0,21 1,72 0,97
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Línea celular

Incubación continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

TRAIL 114-281 Ej. 1 Ej. 2 Ej. 14

CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE CI50 ±DE

HCT116 109,1 24,45 39,20 11 11,13 0,69 3,03 0,42

Colo205 7,32 1,46 2,26 0,30 1,06 0,06 0,47 0,09

SW780 25,53 5,10 3,86 1,39 0,99 0,15 0,18 0,03

A549 >2000 >2000 >2000 485,3 55,51

MDA-MB-231 81,18 3,78 11,66 2,06 23,80 7,89 2,81

MES-SA/ Dx5 495,6 209,19 7,20 0,84 17,58 4,7 0,68 0,12

MES-SA >2000 6,99 1,01 3,40 1,80 0,49

OVCAR-3 447,9 4,60 1,72 0,84 1,25 0,48 1,61 0,42

SK-MES-1 10,52 5,49 3,29 0,70 5,44 0,36 0,44 0,13

BxPC-3 13,20 1,56 3,89 1,74 1,24 0,54 1,55 0,48

DU145 >2000 10,76 1,63 137,8 120,3 5,89 2,3

HUVEC >2000 >2000 >2000 >2000

3. La eficacia antitumoral de las proteínas de fusión in vivo en xenoinjertos

La actividad antitumoral de las preparaciones de proteínas se sometió a ensayo en un modelo en ratón de cáncer de 
colon humano Colo205, de cáncer de pulmón humano de células grandes NCI-H460-Luc2, de cáncer de pulmón 
humano A549 y de cáncer pancreático humano PANC-1.5

Células

Las células Colo205 (ATCC nº CCL-222) se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) mez-
cladas en una proporción de 1:1 con Opti-MEM ((Invitrogen, Cat. 22600-134) complementado con 10% de suero de 
ternera fetal y glutamina 2 mM. El día en el que se realizó el injerto en los ratones, las células se separaron del so-
porte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las células se centrifugaron a 1300 rpm, 4°C, 10
8 min, se suspendieron en tampón HBSS (medio de Hanks), se contaron y se diluyeron hasta tener una concentra-
ción de 28,57x106 células/ml. Después, se añadió a las células Matrigel (BD Biosciences, Cat. 354 248) hasta tener 
una concentración final de 25x106 células/ml.

Las células H460-Luc2 se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 
10% de suero de ternera fetal y glutamina 2 mM. El día en el que se realizó el injerto en los ratones, las células se15
separaron del soporte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las células se centrifugaron 
a 1300 rpm, 4°C, 8 min, se suspendieron en tampón HBSS (medio de Hanks), se contaron y se diluyeron hasta tener 
una concentración de 50x10

6
células/ml.

Las células A549 se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de 
suero de ternera fetal y glutamina 2 mM. El día en el que se realizó el injerto en los ratones, las células se separaron 20
del soporte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las células se centrifugaron a 1300 
rpm, 4°C, 8 min, se suspendieron en tampón HBSS (medio de Hanks).

Las células de cáncer de páncreas humano PANC-1 se conservaron en medio DMEM (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) 
complementado con 10% de suero de ternera fetal y glutamina 2 mM. El día en el que se realizó el injerto en los ra-
tones, las células se separaron del soporte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las 25
células se centrifugaron a 1300 rpm, 4°C, 8 min, se suspendieron en tampón HBSS (medio de Hanks).

Ratones

El examen de la actividad antitumoral de las proteínas de la invención se llevó a cabo en ratones NOD SCID de 7-9 
semanas de edad, obtenidos a partir de Harlan UK Ltd., Shaws Farm, Bicester, Reino Unido. En el caso de las célu-
las A549, NCI-H460-Luc2 y PANC-1, el examen de la actividad antitumoral de las proteínas de la invención se llevó 30
a cabo en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr de 4-5 semanas de edad, obtenidos a partir de Charles River Alemania. Los 
ratones se mantuvieron en condiciones específicas, exentas de agentes patógenos, con acceso libre a comida y 
agua desmineralizada (ad libitum). Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las directivas: 
"Interdisciplinary Principles and Guidelines for the Use of Animals in Research, Marketing and Education" publicadas
por la Academia de Ciencias de Nueva York, Comité Especial encargado de Investigación en Animales y fueron 35
aprobados por el Comité de Ética Local IV sobre Experimentación Animal en Varsovia (n° 71/2009).
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El curso y la evaluación del experimento

El día 0 se injertó en los ratones por ruta subcutánea (sc) en el lado derecho, 5x106 células Colo205 suspendidas en 
0,15 ml de tampón HBSS y 0,05 ml de Matrigel, por medio de una jeringa con una aguja de 0,5 x 25 mm (Bogmark).
Cuando los tumores alcanzaron el tamaño de ~ 90-140 mm3 (día 11), los ratones se distribuyeron al azar hasta ob-
tener el tamaño promedio de los tumores en el grupo de ~ 115 mm3 y fueron asignados a grupos de tratamiento. A 5
los grupos de tratamiento se administraron las preparaciones de proteínas de fusión de la invención y TRAIL114-281 
como comparación. Las preparaciones se administraron por ruta intraperitoneal (ip) diariamente durante diez días 
(qdx10), los días 11-20. Cuando un grupo terapéutico alcanzaba el tamaño promedio de tumor de ~ 2000 mm3, los 
ratones fueron sacrificados mediante lesión de la médula espinal. El grupo control recibió TRAIL114-281.

En el caso de H460, el día 0 se injertó a los ratones por ruta subcutánea (sc) en el lado derecho, 5x106 de células 10
NCI-H460-Luc2 suspendidas en 0,1 ml de tampón HBSS, por medio de una jeringa con una aguja de 0,5 x25 mm 
(Bogmark). Cuando los tumores alcanzaron el tamaño de ~ 100-120 mm3 (día 11), los ratones se distribuyeron al 
azar y se asignaron a grupos de tratamiento. A los grupos de tratamiento se administraron las preparaciones de pro-
teínas de fusión de la invención y TRAIL114-281 como comparación. Las preparaciones se administraron por ruta in-
travenosa (iv) 6 veces al día, cada dos días. El día 29 del experimento, los ratones fueron sacrificados mediante le-15
sión de la médula espinal. El grupo control recibió TRAIL114-281.

En el caso de A549, el día 0 se injertó a los ratones por ruta subcutánea (sc) en el lado derecho, 7x106 células A549,
suspendidas en 0,1 ml de la mezcla de tampón HBSS: Martigel en una relación de 3:1, por medio de una jeringa con 
una aguja de 0,5 x25 mm (Bogmark). Cuando los tumores alcanzaron el tamaño de ~ 100-120 mm

3
(día 17), los ra-

tones se distribuyeron al azar y se asignaron a grupos de tratamiento. A los grupos de tratamiento se administraron20
las preparaciones de proteínas de fusión de la invención y TRAIL114-281 como comparación. Las preparaciones se 
administraron por ruta intravenosa (iv) 6 veces una vez al día, cada dos días. El día 34 del experimento, los ratones 
fueron sacrificados mediante una lesión de la médula espinal. El grupo control recibió TRAIL114-281.

En el caso de PANC-1, el día 0 se injertó a los ratones por ruta subcutánea (sc) en el lado derecho, 7x106 células 
PANC-1 suspendidas en 0,1 ml de la mezcla de tampón HBSS: Martigel en una relación de 3:1, por medio de una je-25
ringa con una aguja de 0,5 x25 mm (Bogmark). Cuando los tumores alcanzaron el tamaño de ~ 95 mm3 (día 27), los 
ratones se distribuyeron al azar y se asignaron a grupos de tratamiento. A los grupos de tratamiento se administra-
ron las preparaciones de proteínas de fusión de la invención y TRAIL114-281 como comparación. Las preparaciones 
se administraron por ruta intravenosa (iv) 6 veces, una vez al día, cada dos días. El día 43 del experimento, los rato-
nes fueron sacrificados mediante una lesión de la médula espinal. El grupo control recibió TRAIL114-281.30

El tamaño del tumor se midió utilizando un calibrador electrónico, el volumen del tumor se calculó utilizando la fórmu-
la: (a2 x b)/2, en donde a = diagonal más corta del tumor (mm) y b = diagonal más larga del tumor (mm). La inhibición 
del crecimiento tumoral se calculó utilizando la fórmula:

TGI [%] (inhibición del crecimiento tumoral) = (WT/WC) x 100 - 100%

en donde WT se refiere al volumen tumoral promedio en el grupo de tratamiento, WC se refiere al volumen tumoral 35
promedio en el grupo de control.

Los resultados experimentales se presentan como un valor medio ± desviación estándar (DE). Todos los cálculos y 
las gráficas se prepararon utilizando el programa GraphPad Prism 5.0.

Los resultados experimentales se muestran en la Fig. 12 y 13 como un diagrama de los cambios de volumen del tu-
mor en ratones SCID/NOD con cáncer de colon Colo205, tratados con proteínas de fusión de la invención y compa-40
rativamente con TRAIL114-281. Los resultados de los experimentos presentados en las gráficas en las Figuras 12 y 
13 muestran que la administración de las proteínas de fusión de la invención del Ejemplo 1 y el Ejemplo 14, causó la 
inhibición del crecimiento del tumor Colo205, con una TGI respectivamente del 39% y 32% con respecto al control, el 
día 29 del experimento. Para TRAIL114-281 utilizada como preparación de referencia, se obtuvo un ligero efecto in-
hibidor sobre el crecimiento de las células tumorales, en relación con el control, con una TGI del 9%. Por tanto, las 45
proteínas de fusión de la invención ejercen un efecto mucho más fuerte que en comparación con TRAIL.

Las proteínas de fusión sometidas a ensayo no causaron efectos secundarios significativos, manifestados por una 
disminución del peso corporal de los ratones (es decir, menos del 10% del peso corporal inicial). Esto muestra una 
baja toxicidad sistémica de la proteína.

Los resultados experimentales presentados en las Fig. 14 y 15 muestran un diagrama de los cambios del volumen 50
del tumor en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con cáncer de pulmón humano de células grandes causado por NCI-
H460, tratado con proteínas de fusión de la invención y comparativamente con TRAIL114-281. Se puede observar 
que mediante la administración de las proteínas de fusión de la invención del Ejemplo 14 y el Ejemplo 2, se obtuvo 
una inhibición del crecimiento del tumor NCI-H460, con una TGI respectivamente del 82% y 81% con respecto al 
control el día 29 del experimento. Para TRAIL114-281 utilizada como preparación de referencia, se obtuvo un ligero 55
efecto inhibidor sobre el crecimiento de las células tumorales en relación con el control, con una TGI del 75%. Por lo 
tanto, las proteínas de fusión de la invención ejercen un efecto mucho más fuerte contra estas células cancerígenas
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que en comparación con TRAIL.

Las proteínas de fusión sometidas a ensayo no causaron efectos secundarios significativos, manifestados por una 
disminución en el peso corporal de los ratones (es decir, menos del 10% del peso corporal inicial). Esto muestra una 
baja toxicidad sistémica de la proteína.

Los resultados experimentales presentados en las Fig. 16 y 17 muestran un diagrama de los cambios del volumen 5
del tumor en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con cáncer de pulmón humano causado por A549, tratado con proteínas 
de fusión de la invención y comparativamente con TRAIL114-281. Se puede observar que mediante la administra-
ción de las proteínas de fusión de la invención del Ejemplo 14 y del Ejemplo 2, se obtuvo una inhibición del creci-
miento del tumor A549, con una TGI respectivamente del 48% y 45,5% con respecto al control, el día 29 del experi-
mento. Para TRAIL114-281, utilizada como preparación de referencia, se obtuvo un ligero efecto inhibidor sobre el 10
crecimiento de las células tumorales en relación con el control, con una TGI del 20,7%. Por lo tanto, las proteínas de 
fusión de la invención ejercen un efecto mucho más fuerte que en comparación con TRAIL.

Los resultados experimentales presentados en las Fig. 18 y 19 muestran un diagrama de los cambios del volumen 
tumoral en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con carcinoma pancreático humano causado por PANC-1, células de tipo
epitelial, tratado con proteínas de fusión de la invención y comparativamente con TRAIL114-281. Se puede observar 15
que mediante la administración de las proteínas de fusión de la invención del Ejemplo 14 y el Ejemplo 2, se obtuvo 
una inhibición del crecimiento del tumor PANC-1, con una TGI respectivamente del 41,5% y del 49,8%, con respecto 
al control el día 43 del experimento. Para TRAIL114-281 utilizada como preparación de referencia, se obtuvo un lige-
ro efecto inhibidor sobre el crecimiento de las células tumorales, en relación con el control, con una TGI del 32%. Por 
lo tanto, las proteínas de fusión de la invención ejercen un efecto mucho más fuerte que en comparación con TRAIL.20

Las proteínas de fusión sometidas a ensayo no causaron efectos secundarios significativos manifestados por una 
disminución del peso corporal de los ratones (es decir, menos del 10% del peso corporal inicial). Esto muestra una 
baja toxicidad sistémica de la proteína.

Dicroísmo circular - determinación de estructuras secundarias contenidas en las preparaciones de proteínas de fu-
sión de la invención25

La calidad de la estructura de las preparaciones de proteínas de fusión, en términos de su estructura, se determinó 
mediante análisis de las estructuras secundarias utilizando dicroísmo circular (DC). El método de DC utiliza la activi-
dad óptica de las estructuras de las proteínas, que se manifiesta en la rotación del plano de polarización de la luz y 
la aparición de polarización elíptica. El espectro DC de las proteínas en ultravioleta lejano (UV) proporciona datos 
precisos sobre la conformación de la cadena polipeptídica principal.30

Muestras de la proteína preparadas en los Ej. 1, Ej. 2, Ej. 14, Ej. 24, Ej. 51 y Ej. 42 después de que se formularan en 
un tampón que consistía en Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, 10% de glicerol, ZnCl2 0,1 mM, sacarosa 80 mM, 
DTT 5 mM, se dializaron en bolsas de diálisis (Sigma-Aldrich) con un valor de corte de 12 kDa. La diálisis se realizó
mientras que se agitaba, frente a un exceso de 100 veces (v/v) de tampón, en comparación con las preparaciones 
de proteína, durante varias horas a 4°C. Después de completar la diálisis, cada preparación se centrifugó (25.000 35
rpm, 10 min, 4°C) y se recogió el material sobrenadante adecuado. La concentración de proteína en las muestras 
obtenidas de este modo se determinó por el método de Bradford.

La medición del dicroísmo circular en proteínas en el intervalo de concentración de 0,1-2,7 mg/ml se realizó con un 
espectropolarímetro Jasco J-710, en una cubeta de cuarzo con una vía óptica de 0,2 mm o 1 mm. La medición se 
realizó bajo un flujo de nitrógeno de 7 l/min, lo que permitió realizar la medición en el intervalo de longitud de onda 40
de 195-250 nm.

Parámetros de la medición: resolución espectral de - 1 nm; media anchura del haz de luz 1 nm; sensibilidad 20 
mdeg, el tiempo promedio para una longitud de onda - 8 s, velocidad de exploración 10 nm/min.

Los resultados se presentaron como el promedio de tres mediciones. Los espectros de dicroísmo circular de proteí-
nas de acuerdo con los Ej. 1, Ej. 2, Ej. 14, Ej. 24, Ej. 51 y Ej. 42 se presentan en la Fig. 20.45

Los espectros obtenidos se analizaron numéricamente en el intervalo de 193-250 nm, utilizando un paquete CDPro.
Los puntos en los que la tensión en el fotomultiplicador superaba los 700 V, fueron omitidos, debido a la muy baja re-
lación entre señal y ruido en este intervalo de longitud de onda. Los datos obtenidos sirvieron para el cálculo de de-
terminadas estructuras secundarias contenidas en las proteínas analizadas con el uso del paquete de programas
CDPro (Tabla 4).50

Tabla 4. Contenido en estructuras secundarias en las proteínas analizadas

Proteína NRMDE (Exp-Cal) hélice α (%) lámina β (%) Desplazamiento (%) Trastorno (%)

Ej. 24 0,720 4,1% 46,7% 26,4% 22,8%

Ej. 42 0,100 18,4% 28,7% 22,0% 30,8%

E11727457
24-02-2015ES 2 531 288 T3

 



62

Proteína NRMDE (Exp-Cal) hélice α (%) lámina β (%) Desplazamiento (%) Trastorno (%)

Ej. 1 0,105 20,3% 27,4% 22,9% 29,3%

Ej. 2 0,035 14,8% 32,2% 21,3% 31,6%

Ej. 51 0,302 4,5% 38,6% 22,5% 34,4%

Ej. 14 0,220 3,5% 39,0% 21,1% 36,3%

hrTRAIL* 1,94% 50,97% 7,74% 39,35%

hrTRAIL114-281 0,389 4,9% 33,7% 23,1% 38,3%

* valor obtenido basándose en la estructura cristalina 1 D4V

Los controles (rhTRAIL114-281) muestran un espectro DC característico para las proteínas con estructuras predo-
minantemente de tipo lámina β (elipticidad mínima claramente delineada con una longitud de onda de 220 nm). Esto 
confirma el cálculo de los componentes de la estructura secundaria, lo que sugiere un número marginal de elemen-
tos de hélice α. El resultado obtenido es también coherente con los datos procedentes de la estructura cristalina de 5
la proteína TRAIL, en donde los elementos beta constituyen más de la mitad de su composición. En el caso de pro-
teínas híbridas del Ej. 1 y Ej. 42, los espectros de dicroísmo se caracterizan por dos mínimos en las longitudes de 
onda 208 y 220 nm, lo que es característico de proteínas con estructura secundaria mixta de tipo alfa/beta. Esto se 
debe probablemente a la fijación de un dominio (por ejemplo, BH3 de Bax) a TRAIL, que forma las estructuras alfa 
helicoidales, de modo que la naturaleza mixta de las estructuras secundarias en las proteínas quiméricas analizadas 10
puede confirmar su presencia (para el Ej. 42 es menos claro debido a la mala calidad del espectro).

Para las preparaciones del Ej. 2, Ej. 51, Ej. 14 y Ej. 24, así como para la proteína TRAIL, se encontró un contenido 
significativo en estructuras de tipo beta. Esto se debe probablemente al hecho de que los péptidos cortos fijados tie-
nen inicialmente la estructura beta o no están estructurados y, por lo tanto, no afectan significativamente a su com-
posición. En el caso de la proteína del Ej. 2, también se observó un ligero aumento en el contenido de estructuras al-15
fa. De manera similar a la proteína del Ej. 1, esto puede ser debido a la presencia de un dominio BH3, que crea for-
mas similares o debido al intervalo estrecho de longitudes de onda (una cantidad elevada de ruido en el UV lejano, 
excluye las lecturas). La falta de un intervalo claramente delineado de 180-200 nm en la región analizada del espec-
tro, puede causar un exceso de contenido en estructuras de α-hélice.
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<210> 89
<211> 867
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 89

10

<210> 90
<211> 549
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

ES 2 531 288 T3

 



121

<220>
<223> artificial

<400> 90

<210> 915
<211> 537
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial10

<400> 91

<210> 9215
<211> 540
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial20
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<400> 92

<210> 93
<211> 459
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 93

10
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<210> 94
<211> 213
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 94
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<210> 95
<211> 204
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 95

10
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126

<210> 96
<211> 205
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 96

10
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<210> 97
<211> 207
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 97

10
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<210> 98
<211> 327
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 98

10
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<210> 99
<211> 193
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 99

10
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<210> 100
<211> 221
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 100

10
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<210> 101
<211> 212
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 101

10
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<210> 102
<211> 212
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 102

10
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<210> 103
<211> 247
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 103

10
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<210> 104
<211> 212
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión
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<400> 104

<210> 105
<211> 221
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión
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<400> 105

<210> 106
<211> 435
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

ES 2 531 288 T3

 



137

<400> 106
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<210> 107
<211> 580
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 107

10
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<210> 108
<211> 247
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 108
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<210> 109
<211> 260
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 109

10
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<210> 110
<211> 270
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 110

10
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<210> 111
<211> 207
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 111

10
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<210> 112
<211> 311
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 112

10
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<210> 113
<211> 2305
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 1135

<210> 114
<211> 22510
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 114

5

<210> 115
<211> 234
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 115

5

<210> 116
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> proteína de fusión
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<400> 116

<210> 1175
<211> 194
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 117

<210> 1185
<211> 243
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 118

<210> 1195
<211> 236
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 119

5

<210> 120
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> proteína de fusión
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<400> 120

<210> 1215
<211> 237
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 121

<210> 1225
<211> 1377
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 122

<210> 1235
<211> 639
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 123

<210> 124
<211> 612
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 124

10

<210> 125
<211> 615
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> proteína de fusión
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<400> 125

<210> 126
<211> 621
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 126

10

<210> 127
<211> 981
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> proteína de fusión
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<400> 127

<210> 1285
<211> 579
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10

<400> 128

<210> 129
<211> 663
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 129

5

<210> 130
<211> 636
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 130

<210> 13115
<211> 636
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión20
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<400> 131

<210> 1325
<211> 741
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10

<400> 132

<210> 133
<211> 686
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión
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<400> 133

<210> 1345
<211> 663
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10

<400> 134

<210> 135
<211> 1305
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión
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<400> 135

<210> 1365
<211> 1740
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 136

<210> 1375
<211> 741
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10
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<400> 137

<210> 1385
<211> 780
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10

<400> 138

<210> 139
<211> 810
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 139

5

<210> 140
<211> 621
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 140

<210> 14115
<211> 933
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 141

5

<210> 142
<211> 690
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 142
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<210> 143
<211> 675
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> proteína de fusión

<400> 143

<210> 144
<211> 70210
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 14415
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<210> 145
<211> 648
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> proteína de fusión

<400> 145

<210> 146
<211> 58210
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión

<400> 14615

<210> 147
<211> 729
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 147

<210> 1485
<211> 708
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10

<400> 148

<210> 149
<211> 648
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> proteína de fusión

<400> 149

<210> 1505
<211> 711
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteína de fusión10

<400> 150

<210> 15115
<211> 28
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>
<308> GenBankAAA25730.120
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<309> 2000-03-19
<313> (70)..(97)

<400> 151

<210> 1525
<211> 148
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>
<308> GenBank/AAA25730.110
<309> 2000-03-29
<313> (1)..(148)

<400> 152

15

<210> 153
<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> proteína de fusión

ES 2 531 288 T3

 



173

<300>
<301> E. P. Holinger, T. Chittenden, R. J. Lutz, J. <302> Bak BH3 peptides antagonize Bcl-xL function and 
induce apoptosis through cytochrome c-independent activation of caspases.<303> Journal of Biological 
Chemistry<304> 7<305> 274(19):<306> 13298-304<307> 1999-05-07

<400> 1535

<210> 154
<211> 34
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> proteína de fusión

<300>
<301> E. P. Holinger, T. Chittenden, R. J. Lutz<302> Bak BH3 Peptides Antagonize Bcl-xL Function and In-
duce Apoptosis through Cytochrome c-independent Activation of Caspases<303> Journal of Biological 15
Chemistry<304> 7<305> 274(19)<306> 13298-304<307> 1999-05-07

<400> 154

20

<210> 155
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<300>25
<301> Nepravishta R, Bellomaria A, Polizio F, Paci M, Melino S.<302> Reticulon RTN1-C(CT)peptide: a po-
tential nuclease and inhibitor of histone deacetylase enzymes<303> Biochemistry<304> 19<305> 
49(2)<306> 252-8<307> 2010-01-19

<400> 155

30

<210> 156
<211> 235
<212> PRT
<213> Homo sapiens

ES 2 531 288 T3

 



174

<300>
<308> GenBank/NP_006045
<309> 2011-06-01
<313> (2)..(236)

<400> 1565

<210> 157
<211> 28210
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<300>
<301> Srinivasula SM, Ahmad M, MacFarlane M, Luo Z, Huang Z, Fernandes-Alnemri T, Alnemri ES<302> 
Generation of constitutively active recombinant caspases-3 and -6 by rearrangement of their subunits<303> 
Journal of Biological Chemistry<304> 273<305> 17<306> 10107-11<307> 1998-04-24

<400> 1575
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<210> 158
<211> 60
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/AAC24947.1
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<309> 1998-07-01
<313> (146)..(205)

<400> 158

<210> 1595
<211> 54
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/NP_06695010
<309> 2011-06-05
<313> (1)..(54)

<400> 159

<210> 16015
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<300>
<302> PÉPTIDO DESTRUCTOR DE CÉLULAS20

<310> WO2006001582
<311> 2005-03-22
<312> 2006-01-05

<400> 160

25

<210> 161
<211> 27
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<300>
<302> NUEVO PÉPTIDO QUIMÉRICO ANTICANCERÍGENO DIRIGIDO A  HSP90

<310> WO2010055929
<311> 2009-11-13
<312> 2010-05-205

<400> 161

<210> 162
<211> 29
<212> PRT10
<213> Homo sapiens

<300>
<301> Zhao W, Jaganathan S, Turkson<302> A cell-permeable Stat3 SH2 domain mimetic inhibits Stat3 ac-
tivation and induces antitumor cell effects in vitro<303> Journal of Biological Chemistry<304> 285<305> 
46<306> 35855-65.<307> 2010-11-1215
<308> genBank/NP_644805
<309> 2011-06-05
<313> (517)..(544)

<400> 162

20

<210> 163
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<300>25
<308> GenBank/AAA74466.1
<309> 1995-08-18
<313> (72)..(86)

<400> 163

30

<210> 164
<211> 27
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<300>35
<301> Wang JL, Zhang ZJ, Choksi S, Shan S, Lu Z, Croce CM, Alnemri ES, Korngold R, Huang Z.<302> 
Cell permeable Bcl-2 binding peptides: a chemical approach to apoptosis induction in tumor cells<303> 
Cancer Research<304> 60<305> 6<306> 1498-502<307> 2000-03-15
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<400> 164

<210> 165
<211> 29
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/CAG46760.1
<309> 2004-06-29
<313> (147)..(175)10

<400> 165

<210> 166
<211> 32
<212> PRT15
<213> Homo sapiens

<300>
<301> Ko JK, Choi KH, Pan Z, Lin P, Weisleder N, Kim CW, Ma J.
<302> The tail-anchoring domain of Bfll and HCCS1 targets mitochondrial membrane permeability to induce 
apoptosis20
<303> J Cell Sci.
<304> 120
<305> 16
<306> 2912-23.
<307> 2007-07-3125

<400> 166

<210> 167
<211> 6
<212> PRT30
<213> Homo sapiens

<400> 167

<210> 168
<211> 1335
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<300>
<308> Secuencia de referencia de NCBI/NP_002690.3
<309> 2011-04-19
<313> (334)..(344)

<400> 1685

<210> 169
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> enlazador flexible 

<400> 169

<210> 17015
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador de la pegilación20

<400> 170

<210> 171
<211> 7
<212> PRT25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escisión de la proteasa MMP 

<400> 171

30

<210> 172
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Sitio de escisión de furina

<300>
<301> Chards RM, Lowy DR, Schiller JT, Day PM<302> Cleavage of the papillomavirus minor capsid pro-
tein, L2, at a furin consensus site is necessary for infection.<303> Proc Natl Acad Sci USA<304> 103<305> 
5<306> 1522-7<307> 2006-01-3140

<400> 172
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<210> 173
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> sitio de escisión de MMP 

<400> 173

<210> 174
<211> 610
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escisión de trombina

<400> 17415

<210> 175
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> enlazador estérico flexible

<400> 175

<210> 17625
<211> 107
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>
<308> GenBank/1IKQ_A30
<309> 2008-08-24
<313> (251)..(357)
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<400> 176

<210> 177
<211> 8
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio de trimerización

<400> 177

10

<210> 178
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> dominio de trimerización

<400> 178

<210> 179
<211> 820
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio de trimerización

<400> 17925
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<210> 180
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> enlazador flexible 

<400> 180

<210> 181
<211> 710
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 181

<210> 18215
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible20

<400> 182

<210> 183
<211> 7
<212> PRT25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible

<400> 183

30

<210> 184
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> enlazador flexible

<400> 184

40
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REIVINDICACIONES

1. Una proteína de fusión que comprende:

un dominio (a) que es el fragmento funcional de la secuencia de la proteína hTRAIL soluble, en donde dicho
fragmento funcional es capaz de inducir una señal apoptótica y comienza con un aminoácido en una posición 
no inferior a hTRAIL95 o una secuencia que tiene al menos 70% de homología con la misma; y5

un dominio (b) que es la secuencia de un péptido efector proapoptótico, que efectúa su acción proapoptótica 
a través de la ruta intrínseca de la apoptosis, en donde la secuencia del dominio (b) se fija en el extremo C-
terminal y/o N-terminal del dominio (a).

2. La proteína de fusión según la reivindicación 1, en la que el dominio (a) es el fragmento de la secuencia de 
la proteína hTRAIL soluble, cuyo fragmento comienza con un aminoácido dentro del intervalo hTRAIL95 a10
hTRAIL121, inclusive, y termina con el aminoácido hTRAIL281.

3. La proteína de fusión según la reivindicación 1 o 2, en la que el dominio (a) se selecciona entre el grupo que 
consiste en hTRAIL114-281 (SEQ. No. 27), hTRAIL119-281 (SEQ. No. 28), hTRAIL121-281 (SEQ. No. 29), 
hTRAIL116-281 y hTRAIL120-281.

4. La proteína de fusión según la reivindicación 1, en la que el dominio (a) es la secuencia hTRAIL95-281.15

5. La proteína de fusión según las reivindicaciones 1 a 4, en la que el dominio (b) se selecciona entre el grupo 
constituido por:

- el fragmento del dominio BH3 de la proteína Bax de SEQ. No. 30;

- el fragmento de la proteína Bid de SEQ. No. 31;

- ribonucleasa A de SEQ. No. 32;20

- citocromo C de SEQ. No. 33;

- granzima B de SEQ. No. 34;

- el fragmento de la proteína Nur77 de SEQ. No. 35;

- dominio BH3 de la proteína Bak de SEQ. No. 36;

- dominio BH3 de la proteína PUMA/BBC3 de SEQ. No. 37;25

- proteína PUMA/BBC3 de SEQ. No.38; 

- el fragmento de la proteína SMAC/Diablo de SEQ. No. 39;

- buforina A de SEQ. No. 40;

- onconasa de SEQ. No. 41;

- el fragmento de la proteína Mdm2 de SEQ. No. 42;30

- la unión peptídica a Mdm2 de SEQ. No. 43;

- un fragmento de lunasina de SEQ. No. 44;

- dominio BH3 de la proteína Bik de SEQ. No. 45;

- el péptido inhibidor de proteasoma de SEQ. No. 46;

- el dominio que comprende los motivos UIM de unión a proteasoma de SEQ. No. 47; 35

- el péptido obtenido a partir de azurina de SEQ. No. 151;

- el péptido de azurina de longitud completa de SEQ. No. 152;

- el péptido diseñado a partir de la proteína aPP y el dominio BH3 de la proteína Bax de SEQ. No. 153;

- el péptido diseñado a partir de la proteína aPP y el dominio BH3 de la proteína Bax de SEQ. No.154;

- el péptido obtenido a partir de Reticulón RTN1-C de SEQ. No. 155;40

- el Reticulón 3 humano de longitud completa de SEQ. No. 156;
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- la caspasa-3 activa modificada constitutivamente de SEQ. No. 157;

- el dominio SAC procedente de la proteína Par-4 de SEQ. No. 158;

- proteína Noxa de SEQ. No.159;

- fragmento MTD/CKP de la proteína Noxa de SEQ. No. 160;

- el péptido híbrido corto Antp-TPR de SEQ. No. 161;5

- el inhibidor peptídico del dominio SH2 de la proteína Stat3 de SEQ. No. 162;

- el péptido obtenido a partir del dominio BH3 de la proteína Bak de SEQ. No. 163; 

- el péptido obtenido a partir del dominio BH3 de la proteína Bad de SEQ. No. 164; y

- el péptido ATAP de la proteína Bfl1 de SEQ. No. 165.

6. La proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que entre el dominio (a) y el dominio 10
(b) contiene un dominio (c) que comprende un sitio de escisión para proteasas reconocido por las proteasas presen-
tes en el entorno de las células tumorales, seleccionado a partir de una secuencia reconocida por la metaloproteasa 
MMP, una secuencia reconocida por la urocinasa uPA, una secuencia reconocida por la furina y combinaciones de 
las mismas.

7. La proteína de fusión según la reivindicación 6, en la que la secuencia reconocida por la metaloproteasa 15
MMP es SEQ. No. 51, SEQ. No. 171 o SEQ. No. 173, la secuencia reconocida por la urocinasa uPA es SEQ. No. 52, 
y la secuencia reconocida por la furina es SEQ. No. 53 o SEQ. No. 172.

8. La proteína de fusión según las reivindicaciones 6 o 7, en la que el dominio (c) es una combinación de se-
cuencias reconocidas por la metaloproteasa MMP y la urocinasa uPA situadas una al lado de la otra.

9. La proteína de fusión según las reivindicaciones 6 o 7, en la que el dominio (c) es una secuencia reconocida 20
por furina.

10. La proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el dominio (b) está 
enlazado adicionalmente con un dominio de transporte (d), seleccionado a partir del grupo que consiste en:

- (d1) secuencia que se dirige al retículo endoplásmico,

- (d2) secuencia de poliarginina que transporta a través de la membrana celular, que comprende 6, 7, 8 o 9 25
residuos de Arg,

- (d3) dominio de traslocación de Pseudomonas aeruginosa seleccionado a partir de SEQ. No. 54 o SEQ. No. 
176;

- (d4) dominio de transporte a través de la membrana,

- (d5) dominio de localización nuclear, y30

- (d6) dominio de direccionamiento mitocondrial,

y sus combinaciones.

11. La proteína de fusión según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicional-
mente un dominio (e) de un enlazador estérico flexible de glicina-serina entre los dominios (a), (b), (c) y/o (d).

12. La proteína de fusión según la reivindicación 1, que tiene la secuencia de aminoácidos seleccionada a partir 35
del grupo que consiste en SEQ. No. 1; SEQ. No. 2; SEQ. No. 3; SEQ. No. 4; SEQ. No. 5; SEQ. No. 6; SEQ. No. 7; 
SEQ. No. 8; SEQ. No. 9; SEQ. No. 10; SEQ. No. 11; SEQ. No. 12; SEQ. No. 13; SEQ. No. 14; SEQ. No. 15; SEQ. 
No. 16; SEQ. No. 17; SEQ. No. 18; SEQ. No. 19; SEQ. No. 20; SEQ. No. 21; SEQ. No. 22; SEQ. No. 23; SEQ. No. 
24; SEQ. No. 25, SEQ. No. 26, SEQ. No. 93, SEQ. No. 94, SEQ. No. 95, SEQ. No. 96, SEQ. No. 97, SEQ. No. 98, 
SEQ. No. 99, SEQ. No. 100, SEQ. No. 101, SEQ. No. 102, SEQ. No. 103, SEQ. No. 104, SEQ. No. 105, SEQ. No. 40
106, SEQ. No. 107, SEQ. No. 108, SEQ. No. 109, SEQ. No. 110, SEQ. No. 111, SEQ. No. 112, SEQ. No. 113, SEQ. 
No. 114, SEQ. No 115, SEQ. No. 116, SEQ. No. 117, SEQ. No. 118, SEQ. No. 119, SEQ. No. 120 y SEQ. No. 121.

13. La proteína de fusión según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que contiene adicional-
mente como su parte C-terminal la secuencia hTRAIL95-121, precedida por la secuencia del sitio de escisión de pro-
teasas que permite su escisión de la estructura artificial.45

14. Una composición farmacéutica, que comprende como ingrediente activo la proteína de fusión tal como se 
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ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en combinación con un vehículo farmacéuticamente 
aceptable.

15. Una proteína de fusión tal como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para uso 
en un método de tratamiento de enfermedades cancerígenas en mamíferos, incluyendo seres humanos.
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