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ES 2 357 609 T3

DESCRIPCION

Anticuerpos ligantes al Magic Roundabout (MR) humano, polipéptidos y su uso para la inhibicién de angiogénesis.

La presente invencidn se refiere a anticuerpos y polipéptidos, y en particular a los anticuerpos y polipéptidos
ECSM4 que inhiben los angiogénesis y su uso para ello.

Las células endoteliales forman una tinica capa celular que reviste todos los vasos sanguineos y regula los intercam-
bios entre la corriente sanguinea y los tejidos circundantes. Nuevos vasos sanguineos se desarrollan desde las paredes
de pequefios vasos ya existentes por la protuberancia de estas células endoteliales que tienen la capacidad de formar
tubos capilares huecos incluso cuando aisladas en cultivo. In vivo, los tejidos deteriorados y algunos tumores atraen un
abastecimiento de sangre segregando factores que estimulan las células endoteliales cercanas a que construyan nuevos
brotes capilares. Los tumores que no logran atraer un abastecimiento de sangre estdn severamente limitados en su
crecimiento.

El proceso por el cual se originan nuevos vasos como capilares, creciendo desde pequefios vasos ya existentes,
se llama angiogénesis. Por consiguiente, se puede notar que la angiogénesis desempefia un papel importante en el
crecimiento y la reparacién normal del tejido y en la evolucién de varias condiciones patolégicas.

Una vez que el sistema vascular estd totalmente desarrollado, las células endoteliales de los vasos sanguineos se
suelen mantener inactivas, con ninguna nueva formacién de vasos, con la excepcidn de la formacién de nuevos vasos
sanguineos en caso de la curacién normal de heridas. Sin embargo, una desregulacién en el crecimiento de un vaso
sanguineo y un incremento anormal de la densidad del vaso pude suceder en enfermedades o condiciones tales como
tumorigénesis, retinopatia diabética, psoriasis e inflamacién. Por consiguiente, la aptitud para inhibir angiogénesis
inapropiada o indeseable puede ser itil en el tratamiento de estas enfermedades o condiciones.

El anticuerpo Magic Roundabout humano (MR también conocido como molécula especifica 4 de célula endotelial,
ECSM4) demostré anteriormente que tiene un perfil de expresién selectiva alta de célula endotelial (Huminiecki y
Bicknell 2000), Genome research, 10, 1796-1808; y WO 02/36771). Se demostr6 que la expresiéon MR in vivo estd
restringida a lugares de angiogénesis activa, en particular en los vasos con tumor.(Humimiecki ef al. (2002) Genomics,
79(4), 547-552).

Basado en esta informacidn, se sugirié en WO 02/36711 que los compuestos incluyendo una fraccion que liga el
MR, tal como un anticuerpo, y una fraccién funcional mds, pueden ser ttiles para una variedad de objetivos médicos
incluyendo representar mediante imagen el epitelio vascular, diagnosticar o pronosticar una condicién involucrando el
epitelio vascular; evaluar la eficacia de terapias anti-angiogénicas; detectar dafio endotelial; detectar un tumor o neo-
vasculatura tumoral o enfermedad cardiaca o endometriosis o ateroesclerosis; tratar una enfermedad proliferativa que
afecta al endotelio vascular tal como cédncer, psoriasis, retinopatia diabética, arterosclerosis o menorragia; introducir
material genético en las células endoteliales vasculares; y modular la angiogénesis.

Por ejemplo, WO 02/36771 ensefia un compuesto que comprende una fraccién que liga al MR, tal como un an-
ticuerpo, y una fraccién mds tal como un inhibidor de angiogénesis (pdgina 27). WO 02/36771 ensefia también un
compuesto incluyendo una fraccién que liga a MR, tal como un anticuerpo, y una fracciéon mas tal como una fraccién
citotoxica que destruye o retrasa o da marcha atrds al crecimiento de la neovasculatura. (pdgina 35).

Sin embargo, en cada caso, la fraccién que liga a MR conduce sencillamente la fraccién funcional a una localiza-
cién endotelial deseada para su uso. WO 02/36771 no propone que la fracciéon que liga a MR sea ella misma funcional,
ni menos que inhiba el MR o pueda ser utilizada para inhibir la angiogénesis.

Ahora, hemos demostrado que un anticuerpo que se liga selectivamente a la region extracelular de MR resulta en
una inhibicién de angiogénesis.

En el parrafo que comprende las paginas 71-72, WO 02/36771 expone que ambos anticuerpos que estimulan o
activan MR y anticuerpos que evitan estimulacién y activaciéon de MR podrian ser utilizados para modular la angiogé-
nesis. Sin embargo, esto no propone que un anticuerpo que selectivamente liga a la regién extracelular de MR pueda
ser utilizado para inhibir angiogénesis. Ademas, en el mejor conocimiento de la invencién, ni WO 02/36771, ni otro
documento prueban que un anticuerpo que liga selectivamente a la region extracelular de MR, de hecho inhibe la
angiogénesis.

De este modo se ha facilitado conforme a un primer aspecto de la invencién el uso de un anticuerpo que liga
selectivamente a residuos 46-209 de un Magic Roundabout (MR) humano en la preparacién de un medicamento para
inhibir angiogénesis.

Con “Inhibir angiogénesis” entendemos la reduccion de la tasa o nivel de angiogénesis. La reduccién puede ser
de un bajo nivel alrededor de 10%, o alrededor de 20%, o de 30%, o de 40% de la tasa o nivel de angiogénesis. De
manera preferible, la reduccion es de nivel medio de un 50%, o de 60%, o de 70%, o de 80% de la tasa o del nivel de
la angiogénesis. De manera mds preferible, la reduccion es de un alto nivel de un 90%, o de un 95%, o de un 99%,
o de un 99,9%, o de un 99,99% de la tasa o del nivel de la angiogénesis. De la manera mas preferible, la inhibicién
también puede incluir la eliminacién de angiogénesis o su reduccion a un nivel indetectable.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 357 609 T3

Los métodos y pruebas para determinar la tasa o el nivel de angiogénesis, y por lo tanto para determinar si y en
qué alcance un anticuerpo inhibe la angiogénesis, son conocidos en la técnica.

Por ejemplo la patente estadounidense No. 6, 225,118 B1 a Grant et al describe una prueba multicelular in vitro
para modelar las etapas combinadas de la angiogénesis, en concreto las etapas de proliferacion, migracién, y diferen-
ciacion del desarrollo de una célula.

El angioKit, catdlogo No. ZHA-1000, de TCS Cell Works Ltd, Buckingham, MK 18 2LR, UK, es un modelo de
angiogénesis humana adecuado para analizar las propiedades angiogénicas o anti-angiogénicas de los compuestos de
ensayo.

La tasa o el nivel de angiogénesis también puede ser determinado usando la prueba del anillo adrtico descrita en el
ejemplo 2.

De manera preferible, el anticuerpo inhibe también el angiogénesis in vivo, especialmente en los mamiferos, y mas
preferible en los humanos.

Con MR, incluimos el producto genético del gen Magico Roundabout Humano (también conocido como ECSM4)
y las variantes que ocurren naturalmente. EI cDNA y la secuencia aminoicida del MR se encuentran en Genbank
Accession Nos. AF361473 y AAL31867 y se pueden ver en la figura 1 (SEQ ID Nos: 1 y 2, respectivamente).

MR es una proteina transmembrana y ha sido pronosticado que tiene una region extracelular en residuos 1-467
(SEQ ID NO: 3), una regién transmembrana en residuos 468-490 y una regién intracelular en residuos 491-1007
(Huminiecki et al. 2002). La regién extracelular de MR tiene una region inmunoglobulina(lg) en residuos 46-209
(SEQ ID NO: 4), que puede subdefinirse mas en un dominio IgA en residuos 46-116 (SEQ ID NO: 5), y un dominio
igB en residuos 151-209 (SEQ ID NO: 6), y dos dominios de fibronectina tipo III en residuos 252-335 (SEQ ID NO:
7), y 347-432 (SEQ ID NO: 8). La numeracién de los residuos aminodcidos de MR son los dados en AF 361473,
AAL31867 y en la figura 1B.

Por un anticuerpo que “liga selectivamente” a un dominio o regién especifico de MR, tal un dominio lg, incluimos
el sentido que el anticuerpo liga al dominio especifico con una mayor afinidad que para cualquier otra regiéon de MR.
De manera preferible, el anticuerpo liga al dominio especifico de MR con al menos 2, 5, 10, o 50 veces mds afinidad
que con otra regiéon de MR. De manera mds preferible, el anticuerpo liga al dominio especifico de MR con al menos
100, 1000, 10000 veces mejor afinidad que con cualquier otra regién de MR. Tal vinculo puede ser determinado por
métodos muy conocidos en la técnica. De manera preferible, el anticuerpo liga selectivamente a un epitopo dentro de
MR y no liga con otros epitopos.

De manera preferible, cuando el medicamento es administrado a una persona, el anticuerpo liga con MR en el
dominio especifico con al menos 2, 5, 10, 50, veces mejor afinidad que con cualquier otra molécula en el individuo.

La inhibicién de la angiogénesis puede ser titil en combatir cualquier enfermedad o condicién implicando angio-
génesis no querido, no deseable o inapropiada. Tales condiciones incluyen tumores/cancer, psoriasis, aterosclerosis,
menorragia, endometriosis, artritis (ambas inflamatoria y reumatoide), degeneraciéon macular, enfermedad de Paget,
retinopatia y su complicaciones vasculares (incluido proliferativa y prematura, y retinopatia diabética), proliferaciones
benignas vasculares, fibrosis, obesidad e inflamacion.

Con cancer se incluye el sarcoma de Kaposi, leucemia, linfoma, mieloma, carcinomas (ambos primarios y secun-
darios (metdstasis), tumores vasculares incluyendo hemangioma (ambos capilar y juvenil (infantil)), hemangiomatosis
y hemagioblastoma.

Los tumores que pueden ser tratados por los medicamentos de la invencién incluyen cualquier tumor que puede
ser asociados a la produccién de nuevos vasos sanguineos.

La palabra “tumor” tiene que ser comprendida como referente a todo tipo de crecimiento celular neoplastico,
incluyendo tumores del pulmén, higado, células sanguineas, piel, pancreas, estomago, colon, préstata, ttero, seno,
ganglios linféticos y vesicula. Los tumores macizos son especialmente adecuados. Sin embargo, cdnceres de la sangre,
incluyendo leucemias y linfomas también se cree que implican nueva formacién de vasos sanguineos y pueden ser
tratados por los medicamentos de la invencion.

Por consiguiente, la invencién incluye el uso de un anticuerpo que liga selectivamente a los residuos 46-209 del
MR en la preparacién de un medicamento para combatir una enfermedad o condicidn seleccionada de tumores/cancer,
psoriasis, aterosclerosis, menorragia, endometriosis, artritis, (ambas inflamatoria y reumatoide) degeneracién macular,
enfermedad de Paget, retinopatia, y sus complicaciones vasculares (incluyendo proliferativa y prematura, y retinopatia
diabética), proliferaciones vasculares benignas, fibrosis, obesidad e inflamacién.

Con la palabra “combatir”, incluimos el sentido de que el medicamento puede ser utilizado para aliviar sintomas
del trastorno (i.e el método es utilizado de manera paliativa), o para tratar el trastorno, o para impedir el trastorno (i.e
el método es utilizado de manera profilactica).
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Por consiguiente, la invencién incluye el uso de un anticuerpo que liga de manera selectiva a los residuos 46-209 de
MR en la preparaciéon de un medicamento para tratar un paciente que tiene una enfermedad en la cual la angiogénesis
contribuye a la patologia.

Tipicamente, la enfermedad es asociada a una indeseable formacién de neovasculatura y el tratamiento reduce eso
a un alcance util.

Los medicamentos pueden convenir a humanos o animales. De manera preferible, los medicamentos de la inven-
cioén son usados para tratar humanos.

Con “anticuerpo” se incluye no s6lo moléculas enteras de inmunoglobulina sino también fragmentos de ellas tales
como Fab, F(ab’)2, Fv y otros fragmentos de ellas que mantienen el lugar de vinculacién del antigeno. De manera simi-
lar, la palabra “anticuerpo” se entiende como derivados de anticuerpos por ingenieria genética tal como moléculas Fv
de cadena simple (scFv) y anticuerpos de dominio (dAbs). La palabra también incluye moléculas similares a anticuer-
pos que pueden ser producidas utilizando técnicas de exposicion de fagos u otras técnicas de seleccion aleatoria para
moléculas que ligan a MR o a regiones especificas de MR. Por consiguiente, la palabra anticuerpo incluye todas las mo-
Iéculas que contengan una estructura, de manera preferible una estructura péptida, la cual forma parte del lugar de reco-
nocimiento (i.e la parte del anticuerpo que liga o se combina con el epitopo o antigeno) de un anticuerpo natural.

Los dominios variables pesado (VH) y ligero (VL) del anticuerpo estan implicados en el reconocimiento de an-
tigeno, un hecho reconocido por primera vez por tempranas experimentaciones de digestién de proteasa. Una confir-
macién mds tarde fue descubierta con la “humanizacién” de anticuerpos de roedores. Dominios variables de origen
roedor pueden ser fusionados a los dominios constantes de origen humano tal como el anticuerpo resultante mantiene
la especificidad antigénica del anticuerpo de origen del roedor (Morrison et al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
6851-6855).

El que la especificidad antigénica es conferida por dominios variables y es independiente de los dominios constan-
tes se sabe de experimentaciones que implican la expresion bacterial de fragmentos de anticuerpo, todos conteniendo
uno o mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas Fab-like (Better et al (1988) Science 240, 1041);
moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas FV de cadena tnica (ScFv) donde el VH y su asocia-
do de dominio VL estan ligados via un oligopéptido flexible (Bird er al (1988) Science 242, 423; Huston et al (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de dominio tnico (dAbs) incluyendo dominios V aislados (Ward et
al (1989) Nature 341, 544). Un informe general de técnicas implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que
mantienen sus lugares especificos de vinculo se puede encontrar en Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

Con el termino “moléculas ScFv” se quiere decir moléculas en donde los dominios asociados VH y VL estin
ligados via un oligopéptido flexible. Los anticuerpos manipulados tecnolégicamente, tal como los anticuerpos ScFv,
pueden ser hechos utilizando las técnicas y enfoques descritas en J. Huston et al., (1988) “Protein engineering of
antibody binding sites: recovery of specific activity in an anti-digoxin single Cain Fv analogue produced in E. coli”,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, pp. 5879-5883, and in A. Pluckthun, (June 1991) “Antibody engineering; Advances
from use of E. coli”” Bio/technology vol 9.

Las ventajas del uso de fragmentos de anticuerpos, en vez de anticuerpos enteros, son multiples. El tamafio mas
pequeiio de los fragmentos puede conducir a la mejora de las propiedades farmacoldgicas, como mejor penetracién
al lugar objetivo. Las funciones efectivas de los anticuerpos enteros, tal un enlace complementario, estdn eliminadas.
Los fragmentos de anticuerpos Fab, Fv, ScFv y dAb pueden todos ser expresados en y secretados de E. coli, por
consiguiente permitiendo una produccion fécil de una gran cantidad de los fragmentos.

Los anticuerpos enteros, y los fragmentos F(ab’), son “bivalentes”. Con “bivalente” nos referimos a que los anti-
cuerpos y fragmentos F(ab’), tienen dos lugares de combinacién de antigenos. En contraste, los fragmentos Fab, Fv,
ScFv y dAb son monovalentes, teniendo sélo un lugar de combinacién de antigeno.

Aunque el anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, es preferible si es un anticuerpo monoclonal. En algunas
circunstancias, especialmente si el anticuerpo va a ser administrado de manera repetida a un paciente humano, es pre-
ferible que el anticuerpo monoclonal sea un anticuerpo monoclonal humano o un anticuerpo monoclonal humanizado.

Anticuerpos monoclonales que convienen y que son reactivos como aqui se ha descrito pueden ser preparados
por técnicas conocidas, por ejemplo los que estdn revelados en “Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”.,
H. Zola (CRC Press, 1988) y en “Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Application”, SGR Hurell
(CRC Press, 1982). Pueden producirse anticuerpos policlonales los cuales son poli especificos 0 mono especificos. Se
prefiere cuando son mono especificos.

Anticuerpos quiméricos estan discutidos por Neuberger et al (1998, International Biotechnology Symposium Part
2,792-799).

Es preferible cuando el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. Anticuerpos no humanos preparados adecuada-
mente pueden ser “humanizados” como se sabe, por ejemplo insertando las regiones CDR de anticuerpos de ratén
dentro de la estructura de anticuerpos de humanos. Anticuerpos humanizados, pueden ser fabricados mediante las
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técnicas y enfoques descritos en M. Verhoeyen, C. Milstein and G. Winter (1988) “Reshaping human antibodies:
Grafting an antilysozyme activity”, Science, 239, 1534-1536, and in C. Kettleborough et al., (1991) “Humanisation
of a mouse monoclonal antibody by CDR grafting; The importance of framework residues in loop conformation”,
Protein Engineering, 14(7), 773-78.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos en el sentido que tienen la secuencia de aminoécidos de an-
ticuerpos humanos anti-MR pero pueden ser preparados utilizando métodos muy bien conocidos que no necesitan
inmunizacién de humanos. Por ejemplo, estan disponibles ratones transgénicos que contienen, en lo esencial, genes
de inmunoglobulina humanos (ver Vaughan y al (1998) Nature Biotschnol. 16, 535-539.

Un segundo aspecto de la invencidn facilita un método in vitro de inhibicién de angiogénesis que consiste en
administrar un anticuerpo que liga selectivamente a los residuos 46-209 de MR humano o tejido o células in vitro. Las
células pueden ser lineas de células establecidas, o células que han sido extraidas de un individuo. Los tejidos o células
son de manera preferible tejido o células de mamiferos, y de manera mas preferible son células o tejidos humanos.

En los dos primeros aspectos de la invencidn, el anticuerpo liga selectivamente a la regién lg de MR Ia cual es
ubicada en los residuos 46-209 de MR (Figura 3, SEQ ID NO: 4).

En una realizacion preferida, el anticuerpo liga selectivamente al dominio 1gA de MR, que estd situado en los
residuos 46-116 de MR (Figura 4A, SEA ID NO: 5).

En otra realizacién alternativa, el anticuerpo liga selectivamente al dominio IgB de MR, que estd situado en los
residuos 151-209 de MR (Figura 4B, SEQ ID NO: 6).

En una realizacién de cada uno de los primeros dos aspectos de la invencidn, el anticuerpo tiene al menos una
region con cadena ligera variable incorporando los siguientes CDRs

CDR1: SASSSVSYMY (SEQID NO: 9),
CDR2:LTSNLAS(SEQIDNO: 10); y
CDR3: QQWSSNPLT(SEQID NO: 11).

En una realizacién mas especifica, el anticuerpo puede tener al menos una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia aminodcida:

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYW
YQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTS
YSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLE
L K (SEQ ID NO: 12).

De manera preferible, la cadena ligera es una cadena ligera kappa.

En una realizacién de cada uno de los dos primeros aspectos de la invencién, el anticuerpo tiene al menos una
region variable de cadena pesada incorporando los CDRs siguientes:

CDR1: DY NLN (SEQ ID NO: 13);
CDR2:VINPNYGTTSYNQKFKG(SEQ ID NO: 14); and
CDR3:GRDYFGY (SEQID NO: 15).

En una realizacién mds especifica, el anticuerpo puede tener al menos una region variable de cadena pesada inclu-
yendo la secuencia de aminodcido siguiente:

QVKIQLQESGPELVKPGASVKISCKASGYSLTDYNL
NWVKQNKGKSLEWIGVINPNYGTTSYNQKFKGKA
TLTVDQSSSTTYMQLNSLTSEDSAVYYCARGRDY
FGYWGQGTTVTVSS(SEQIDNOs: 16 and 17),
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Donde K/Q significa que cualquiera de los dos K o Q estd presente en esta posicion (K estd presente en SEQ ID
NO: 16, mientras Q estd presente en SEQ ID NO: 17).

En una realizacién ain més especifica, el anticuerpo tiene al menos una regién de cadena ligera variable como
antes descrita y al menos una region con una cadena pesada variable como antes descrita.

Un tercer aspecto de la invencion facilita el uso de un polinucleétido codificando un anticuerpo como antes descrito
en la preparacién de un medicamento para inhibir la angiogénesis.

Un cuarto aspecto de la invencién facilita un método in vitro para inhibir angiogénesis incluyendo la administracién
de un polinucleétido codificando un anticuerpo como antes descrito para tejido o células in vitro.

Un quinto aspecto de la invencién facilita un anticuerpo que liga a los residuos 40-209 de un MR humano y
que contiene las secuencias aminodcidas i) a iii), las secuencias de aminoécido Iv9 a vi9, o de manera preferible las
secuencias de aminoacido i) a vi):

H)SASSSVSYMY (SEQ ID NO: 9)

i) LTSN LA S*(SEQ ID NO: 10)

i) QQWSSNPLT(SEQID NO: 11)

iv) DY N L N (SEQ ID NO: 13)
VWVINPNYGTTSYNQKFKG (SEQID NO: 14)
vi) GR D YF G Y (SEQ ID NO: 15).

Mientras, los CDRs que determinan la especificidad de ligar al antigeno pueden ser determinados de manera
empirica, ha sido demostrado que en un nimero significativo de casos ellgHCDR3 es la regién mas importante de
CDR. Por consiguiente, la invencién incluye un anticuerpo con una regién CDR3 de Ig de cadena pesada teniendo la
secuencia aminoacida GRDYFGY (SEQ ID NO: 15).

De manera preferible, el anticuerpo inhibe un funcién de MR. Tales funciones incluyen a inhibicién de uni6n de
ligandos, la interaccién con otras moléculas de superficie celular y la inhibicién de la activacién del receptor.

De manera preferible, el anticuerpo tiene al menos una region variable de cadena ligera incorporando los CDRs
siguientes:

CDR1: SASSSVSYMY (SEQID NO: 9)
CDR2: LTSNLA S (SEQID NO: 10)
CDR3: QQWSSNPLT(SEQID NO: 11)

De manera més preferible, el anticuerpo tiene al menos una region variable de cadena ligera incluyendo la secuen-
cia aminodcida siguiente:

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYW
YQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTS
YSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLE
L K {SEQ ID NO: 12).

De manera preferible, la cadena ligera es una cadena ligera kappa.

De manera preferible, el anticuerpo tiene al menos una region variable de cadena pesada incluyendo los siguientes
CDRs:

CDR1: DY N L N (SEQ ID NO: 13)
CDR2:VINPNYGTTSYNQKFKG (SEQ ID NO: 14)
CDR3: GRDY F G Y (SEQ ID NO: 15)
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De manera mads preferible, el anticuerpo tiene al menos una regién variable de cadena pesada incluyendo la se-

cuencia de aminoacido:

OVEKQLQESGPELVKPGASVKISCRKASGYSLTDYNL
NWVKONKGKSLEWIGVYINPNYGTTSYNQXFEKGK A
TLTVDOSSSTTYMQOQLNSLTSEDSAVYYCARGRDY
FGYWOQGTTVYVTVAESREQIDNOs: 16and 17).

De manera atin mas preferible, el anticuerpo tiene al menos una regién variable de cadena ligera como antes

definida en el quinto aspecto de la invencidn y al menos una regién de cadena pesada como definida antes en el quinto
aspecto de la invencion.

De manera mas preferible, el anticuerpo tiene al menos una region variable de cadena ligera incluyendo la secuen-

cia aminodcida:

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYW
YQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTS
YSLTISSMBEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLE
LK (SEQ ID NO: 12)

Y al menos una region variable de cadena pesada que incluye la secuencia de aminoacido:

QVKQLQESGPELVKPGASVKISCKASGYSLTDYNL
NWVKQNEKGKSLEWIGVINPNYGTTSYNQKFKGKA
TLTVDQSSSTTYMQLNSLTSEDSAVYYCARGRDY
FGYWGQGTTVTVSS(SEQID NOs: 16 and 17),

Es preferible si el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.

Es adicionalmente preferible si el anticuerpo es un anticuerpo humanizado teniendo los CDRs siguientes:

CDR1 cadena ligera: SASSSVSYMY (SEQ ID NO: 9);

CDR2 cadenaligera: LTS NLA S (SEQ ID NO: 10);

CDR3 cadena ligera: QQWSSNPLT (SEQ ID NO: 11);

CDR1 cadena pesada: DY NL N (SEQ ID NO: 13);

CDR2 cadenapesada: VINPNYGTTSYNQKFKG (SEQ ID NO: 14); and
CDR3 cadena pesada: GRDY F G Y (SEQ ID NO: 15).

Un sexto aspecto de la invencidn facilita un anticuerpo que selectivamente liga al epitopo MR ligante ligado

selectivamente por un anticuerpo teniendo al menos una regién variable de cadena ligera incluyendo la secuencia de
aminodcido siguiente:

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYW
YQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGYVPARFSGSGSGTS
YSETISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTXLE
L K {(SEQ D NO: 12)
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Y al menos una regién variable de cadena pesada incluyendo la secuencia de aminodcido:

QVKQLQESGPELVKPGASVKISCKASGYSLTDYNL
NWVKQNKEGKSLEWIGVINPNYGTTSYNQKFKGK A
TLTVDQSSSTTYMQLNSLTSEDSAVYYCARGRDY
FGYWGQGTTVTV S8 (SEQ IDNOs: 16 and 17).

Por un anticuerpo que liga selectivamente al epitopo de MR por otro anticuerpo definido, incluimos un anticuerpo
que compite con al anticuerpo definido. Tales anticuerpos pueden ser determinados, por ejemplo, utilizando ensayos
ligantes competitivos, de manera preferible pruebas ligantes con alto rendimiento, como son conocidos por una per-
sona experta en la técnica. Ensayos adecuados incluyen una competicién cruzada ELISA en la cual un fragmento
extracelular de MR es incubado con el anticuerpo definido y un anticuerpo test, para determinar si el anticuerpo test
compite no con el anticuerpo definido para ligarse con el epitopo MR.

Un séptimo aspecto de la invencién facilita un polinucleétido que codifica un anticuerpo como se ha definido en el
quinto o sexto aspecto de la invencion.

En una realizacion, el polinucleétido incluye al menos una de las secuencias de nucleétidos.

i) AGT GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATG TAC (SEQ ID NO: 18);
ii) TCT CAC ATC CAA CCT GGC TTC T (SEQ ID NO: 19); and
iii) CAG CAG TGG AGT AGT AAC CCA CTC ACG (SEQ ID NO: 20).

De manera preferible, el polinucleétido incluye dos o todas las tres de las secuencias de nucledtidos 1) ii) y iii).

De manera, el polinucleétido incluye la secuencia de nucleétidos:

CAA ATT GTT CTC ACC CAG TCT CCA GCA CTC ATG TCT GCA TCT
CCA GGG GAG AAG GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA
AGT GTA AGT TAC ATG TAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA AGA
TCC TCC CCC AAA COC TGG ATT TAT CTC ACA TCC AAC CTG GCT
TCT GGA GTC CCT GCT CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG
ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC AGC ATG GAG GCT GAA
GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC
CCA CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC AAG CTG GAG CTG AAA
(SEQ ID NO: 21).

En una realizacidn alternativa o adicional, el polinucleétido incluye al menos una de las secuencias de nucleétidos:

iv) GAC TAC AAC CTG AAC (SEQ ID NO: 22)

v) GTA ATT AAT CCA AAC TAT GGT ACT AGT TAC AAT CAG AAG TTC AAG GGC (SEQ ID NO:
23), and

vi) GGG AGG GAT TAC TTC GGC TAC (SEQ ID NO: 24)

De manera preferible, el polinucleétido incluye dos o todas las tres de las secuencias iv), v) y vi).
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De manera preferible, el polinucleétido incluye la secuencia nucleétida:

CAG GTC AAG(or A/ICAA) CTG CAG GAG TCA GGA CCT GAG CTG
GTG AAG CCT GGC GCT TCA GTG AAG ATA TCC TGC AAG GCT
TCT GGT TAC TCA CTC ACT GAC TAC AAC CTG AAC TGG GTG
AAG CAG AAC AAA GGA AAG AGC CTT GAG TGS ATT GGA GTA
ATT AAT CCA AAC TAT GGT ACT AGT TAC AAT CAG AAG TTC
AAG GGC AAG GCC ACA TTG ACT GTA GAC CAA TCT TCC AGC
ACA ACC TAC ATG CAG CTC AAC AGC CTG ACA TCT GAG GAC

TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA GGG AGG GAT TAC TTC
GGC TAC TGG GGC €AA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA.

(EI polinucledtido teniendo AAA en el tercer codén es SEQ ID NO: 26; y el polinucleétido teniendo CAA en el
tercer codon es SEQ ID NO: 27).

De manera mas preferible, el polinucledtido incluye al menos una secuencia nucleétida:

CAA ATT GTT CTC ACC CAG TCT CCA GCA CTC ATG TCT GCA TCT
CCA GGG GAG AAG GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA
AGT GTA AGT TAC ATG TAC TGG TAC CAG CAG AAG CCA AGA
TCCTCC CCC AAA CCC TGG ATT TAT CTC ACA TCC AAC CTG GCT
TCT GGA GTC CCT GCT CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG
ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC AGC ATG GAG GCT GAA
GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC
CCA CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC AAG CTG GAG CTG AAA
(SEQ 1D NO: 21),

Y al menos una secuencia nucleétida:

CAG GTC AAG(or A/CAA) CTG CAG GAG TCA GGA CCT GAG CTG
GTG AAG CCT GGC GCT TCA GTG AAG ATA TCC TGC AAG GCT
TCT GGT TAC TCA CTC ACT GAC TAC AAC CTG AAC TGG GTG
AAG CAG AAC AAA GGA AAG AGC CTT GAG TGG ATT GGA GTA
ATT AAT CCA AAC TAT GGT ACT AGT TAC AAT CAG AAG TTC
AAG GGC AAG GCC ACA TTG ACT GTA GAC CAA TCT TCC AGC
ACA ACC TAC ATG CAG CTC AAC AGC CTG ACA TCT GAG GAC
TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA GGG AGG GAT TAC TTC
GGC TAC TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA
(SEQ ID NOs; 25-27).
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En una realizacion las dos regiones codificantes pueden estar en el mismo polinucleétido, por ejemplo en un
polinucledtido de expresion para un anticuerpo ScFv.

Un octavo aspecto de la invencién facilita a un anticuerpo que liga selectivamente ligante a la regién 1g de MR (re-
siduos 46-209, SEQ ID NO: 4) pero que no liga selectivamente al péptido LLQPPARGHAHDGQALSTDL (residuos
91-109, de MR, SEQ ID NO: 28) o al péptido LSQSPGAVPQALVAWRA (residuos 165-181 de MR, SEQ ID NO:
29).

En una realizacion, la invencién incluye un anticuerpo que liga selectivamente a la region 1gA de MR (residuos
46-116, SEQ ID NO: 5) pero no se liga selectivamente al péptido LLQPPARGHAHDGQALSTDL (residuos 91-109
de MR, SEQ ID NO: 28).

En una realizacién alternativa, la invencién incluye un anticuerpo que se liga selectivamente a la region IgB de
MR (residuos 165-181 de MR, SEQ ID NO: 29) pero no se liga selectivamente al péptido LSQSPGAVPQALVAWRA
(residuos 165-181 de MR, SEQ ID NO. 29).

Un noveno aspecto de la invencién facilita a un polinucleétido que codifica un anticuerpo como definido en el
octavo aspecto de la invencion.

Un décimo aspecto de la invencidn facilita un componente incluyendo un anticuerpo como definido encima en el
quinto, sexto, y octavo aspecto de la invencion, y una fraccién citotdxica.

La fraccion citotéxica es de manera preferible directamente o indirectamente téxica para las células en neovascul-
tivo o para las células muy cercanas a y asociadas a la neovascultivo.

Con “directamente citotdxico” se incluye el sentido que la fraccién es en si misma citotéxica. Con “indirecta-
mente citotéxica” se incluye el sentido que la fraccion es una que, aunque no sea ella misma téxica, puede provocar
citotoxicidad, por ejemplo, por su accién sobre una molécula adicional o una accién adicional sobre ella.

En una realizacidn, la fraccién de citotdxica es un agente citotéxicos quimioterapéutico. Agentes citotdxicos qui-
mioterapéuticos son muy conocidos en la técnica.

Agentes citotoxicos quimioterapéuticos, como agentes anti-cancer, incluye, agentes alquilantes agentes incluyendo
mostaza de nitrégeno como mecloretamine (HN2), ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan (L-sarcolisina) y clorambu-
cil; etileniminas y metilmelaminas como hexametilmelamina, tiotepa; alquil sulfonatos como busulfano; nitrosoureas
como carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), semustina (metil-CCNU) y estreptozocina (estreptozotocina); y triaze-
nos como decarbazina (DTIC; dimetiltriazenoimidazol-carboxamida); Antimetabolitos incluyendo andlogos de dcido
félico como metotrexato (ametopterin); andlogos de pirimidine como fluorouracil (5-fluorouracil; 5-FU), floxuridine
(fluorodeoxiuridine; FUdR) y citarabine (citosina arabinosida); y andlogos de purina e inhibidores relacionados co-
mo mercaptopurina (6-mercaptopurina; 6-MP), tioguanina (6-thioguanina; TG) y pentostatina (2’-deoxicoformycina).
Productos naturales que concluyen alcaloides de vinca como vinblastina (VLB) y vincristina; epipodopillotoxinas
como etoposida y teniposida; antibi6ticos como dactinomicina (actinomicina D), daunorubicina (daunomicina; ru-
bidomicina), doxorubicina, bleomicina, plicamicina (mitramicina) y mitomicina (mitomicina C); enzimas como L-
asparaginasa; y modificadores de respuesta bioldgica como interferon alpfenomas. Agentes Misceldneos que incluyen
complejos de coordinacién de platino como cisplatino (cis-DDP) y carboplatino; antracenediona como mitoxantrona
y antraciclina; urea sustituida como hidroxiurea; derivado de metil hidracine como procarbazina (N-metilhidracine,
MIH); y supresor adrenocortical como mitotan (o, p’-DDD) y aminoglutetimida; taxol y andlogos/derivados; y ago-
nistas/antagonistas de hormona como flutamida y tamoxifen.

Numerosos de estos agentes han sido previamente unidos a anticuerpos y otros agentes de suministro en lugares
objetivo, y asi componentes de la invencién incluyendo estos agentes puede facilmente ser hechos por una persone
experta en la técnica. Por ejemplo, puede usarse conjugacion de carbodiimida (Bauminger & Wilchek (1980) Methods
Enzimol. 70, 151-159; incorporado aqui por referencia.)para conjugar una variedad de agentes, incluyendo doxorubi-
cina, a anticuerpos.

Carbodiimides incluye un grupo de componentes que tienen una formula general R-N=C=N-R’, donde R y R’
pueden ser alifatico o aromatico, y estan utilizados para sintesis de lazos péptidos. La preparacién preliminar es simple,
relativamente rdpida y es llevada bajo condiciones moderadas. Componentes carbodiimide ataca grupos carboxilica
para cambiarlos en reactivos lugares para grupos de aminos libres.

El agua soluble carbodiimide, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) es particularmente muy
util para conjugar una fraccion funcional a un anticuerpo y puede ser utilizado para conjugar doxorubicin a una tumor
alojando péptidos. La conjugacién del doxorubicin y de un anticuerpo necesita la presencia de un grupo amino, lo cual
es facilitado por doxorucubin, y un grupo carboxyl, lo cual es facilitado por el anticuerpo tal como un anticuerpo o
péptido.

Ademds de utilizar carbodiimides para la formacién directa de lazos de péptidos, EDC también puede ser utilizado
para preparar ésteres activos tal como N-hydroxysuccinimide (NHS) éster. El ester NHS, que liga solo a grupos de
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aminos, luego puede ser utilizado para producir la formacién de un lazo de un amido con el tnico grupo de amino del
doxorubicin. El uso de EDC y NHS combinados se suele usar para conjugar con el objetivo de incrementar rendimiento
de formacién conjugado (Bauminger y Wilchek, supra, 1980).

Otros métodos para conjugar una fraccion de citot6xica a un anticuerpo también puede ser utilizado. Por ejemplo,
la oxidacion periddica del sodium, seguida por la reduccidn de alkytion de reactivos apropiados pueden ser utilizados,
tal como lo puede el glutaraldehyde reticulacién. Sin embargo, es reconocido que, sin mirar cual tipo de produccion de
un componente de la invencion es elegido, se debe hacer una determinacién de que el anticuerpo mantiene su habilidad
de objetivo y que la fraccion apegada mantiene su funcién relevante.

En una realizacién mds de la invencidn, la fraccion de citotdxica es un péptido citotdxica o una fraccién polipéptida
por la cual incluimos cualquier fraccién que conduce a la muerte de la célula.

El péptido citotdxica o las fracciones de polipéptidos son muy conocidos en el dominio, e incluye, por ejemplo,
ricin, abrin, Pseudomanas exotoxin, factor de tejido o igual. Métodos para ligarlos para alcanzar fracciones tal como
anticuerpos son muy conocidos en el dominio también. El uso de ricin como un agente citotéxico se describe en
Burrows y Thorpe (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 8996-9000, y el uso de un factor de tejido, lo cual conduce
a localizar coagulacién de sangre e infarto de una tumor, ha sido descrito por Ran e al. (1998) Cancer Res. 58.
4646-4653 y Huang et al. (1997) Science 275, 547-550. Tsal et al (1995) Dis Colon Rectum 38. 1067-1074 describe
la cadena abrin A conjugado a un anticuerpo monoclonal. Otra ribosoma inactivando proteinas se describen como
agentes citotoxicos en WO 96/06641. Los pseudomonas exotoxin pueden también ser utilizados como la fraccién de
polipepto citotdxica (ver, por ejemplo, Aiello et al (1995) Proc. Natl. Acad, Sci. USA 92. 10457-10461.

Ciertas cito fines, tal como TNF « y IL-2, también pueden ser ttiles como agentes citotdxicos.

Ciertos dtomos radioactivos también pueden ser citotdxicos si estdn entregados en dosis suficientes. Por consi-
guiente, la fraccién citotoxica puede incluir un dtomo radioactivo lo cual, en el uso, entrega una cantidad suficiente
de radioactividad al lugar de objetivo, en el propdsito de ser citotoxico. Atomos radioactivos que convienen incluyen
fosforus-32, iodine-125, iodine-131, indium-111, rhenium-186, rhenium-188 o yttrium-90, o cualquier otro isotopo
que emita bastante energia para destruir las células alrededores, 6rganos o dcido nucleico. De manera preferible, los
isotopos y la densidad de dtomos radioactivos en la composicién de la invencién son tales como una dosis de mds de
4000 cGy (de manera preferible al menos 6000, 8000 o 10000 cGy) es entregado al sitio del objetivo y, de manera
preferible, a las células en este lugar de objetivo y sus érganos, particularmente los nicleos.

El 4tomo radioactivo puede ser apegado al anticuerpo de las formas conocidas. Por ejemplo EDTA o otro agente
quelante puede ser apegado al anticuerpo y utilizado para sujetar 111 In 0 90 Y. Los residuos de tirosina pueden ser
eticados con 125 o 131.

La fracciéon de citotéxica puede ser un polipéptido citotdxico que conviene indirectamente. En una particular
realizacion preferida, el polipéptido citotdxico indirecto es un polipéptido que tiene una actividad enzimética y que
puede convertir un pro farmaco relativamente no téxico en una droga citotéxico. Cuando la fraccién de seleccion del
objetivo es un anticuerpo este tipo de sistema se refiere a menudo como ADEPT (Antibody-Directed Enzyme Prodrug
Therapy).

El sistema requiere que la fraccion del objetivo ubique la porcién al lugar deseado en el cuerpo del paciente
(ejemplo: el lugar de expresién es MR, tal y como nuevos tejidos vasculares asociados a un tumor) y después de
haber dejando tiempo a la enzima para que ubique en el sitio, administrando un pro farmaco que es una base para el
enzima, el producto final del catélisis volviéndose un componente citotéxico. El objetivo del estudio es de maximizar
la concentracion de droga en el sitio deseado y de mermar la concentracién de droga en los tejidos normales (ver
Senter. P.D et al (1988) “Efectos antihumores de fosfatase dealkalina anticuerpo conjuga con una combinacién con
fosfotaso de etoposido” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4842-4846; Bagshawe (1987) Br. J. Cancer 56, 531-2; and
Bagshawe, K.D. et al (1988) “Un agente citotdxica puede ser selectivamente generado a sitios de cdncer” por Br. J.
Cancer. 58, 700-703.)

La substancia citotoxica puede ser cualquier anti -cancer droga existente tal como un agente alkylat; un agente que
intercala en DNA; un agente que inhibe cualquier enzima llave tal cono reducto dihydrofolatereductasa, timidilatosin-
tetasa, ribonucleotidoreductasa, nucleosido kinasos o topoisemerase; o un agente cuyo efecto es la muerte de la célula
por actuar reciprocamente. Etoposide es un ejemplo de un inhibidor topoisomerase.

El sistema pro farmaco relatado incluye: un pro fdrmaco mostaza de fenol activado por un E. coli b-glucuronidasa
(Wang et Al-, 1992 y Roffler et Al-, 1991); un pro-fairmaco doxorubicin activado por un b-glucuronidasa humano
(Bosslet et Al-, 1994); mds pro farmaco doxorubicin activado por grano de café a-galactosidasa (Azoulay et Al-,
1995); pro farmaco daunorubicin, activado por grano de café a- D-galactosidasa (Gesson et Al-, 1994); un 5-pro
farmaco fluorouridina activado por un E. coli b- D-galactosidasa (Abraham et Al-, 1994); y pro farmaco metotrexato
(ej metotrexato-alanine) activado por carboxypeptidase A (Kuefner et Al-, 1990, Vitols et Al-, 1992 y Vitols et Al-,
1995). Estos y otros son incluidos en el cuadro 1.
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TABLA 1
Enzima Promedicamento
Carboxipeptidasa G2 Derivados de acido L-glutamico y mostazas de acido benzoico,

mostazas de anilina, mostazas de fenol y mostazas de
feilenediamina, derivados fluorinados de estos.

Alcalina fosfatasa Etoposido fosfato
Mitomicina fosfato
Beta-glucoronidasa p-mostaza hidroxianilina-glucoronida
Epirubicin-glucoronida
Penicilina V- amidasa Adriamicina-N fenolxiacetil
Penicilina G- amidasa N-(4"-hidroxifenil acetil) palitoxin
Doxorubicin y melfalan
Beta- lactamasa Mostaza nitrégeno- cefalosporin p-fenilenediamina; derivados

de doxorubicina, derivado vinblastina-cefalosporin, mostaza
cefalosporin; un derivado de taxol

Beta-glucosidasa Cianofenilmetil-beta-D-gluco-acido piranosidurénico
Nitroreductasa 5-(azarin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamida

Citosina deaminasa 5-Fluorocitosina

Carboxipeptidasa Metotretaxato-alanina

(Esta tabla es adaptada de Bagshawe (1995) la Medicina (Droga) Dev. R. 34, 220-230, de lo cual referencias
llenas de estos varios sistemas pueden ser obtenidos; el derivado taxol es descrito en Rodrigues, M.L. er Al- (1995) la
Quimica y la Biologia 2, 223).

Enzimas Convenientes para formar parte de la parte enzimatica de la invencién incluyen: exopeptidasas, como
carboxypeptidasas G, G1 y G2 (para pro fairmaco mostaza glutamilatado), carboxypeptidasas A y B (para pro-firmaco
MTX-basado) y aminopeptidasas (para pro-farmaco 2- a-aminocyl MTC); endopeptidasas, como eg trombolysin (para
pro farmaco trombin); hydrolasas, como fosfatasas (ej fosfatasa alcalino) o sulfatasas (ej aryl sulfatasas) (para fosfi-
lato O pro-farmaco sulfato); amidasas, como penicilina amidasas y arylacyl amidasa; lactamasas, como b-lactamasas;
glycosidasas, como b-glucuronidasa (para b-glucuronomide antracyclines), a-galactosidasa (para amygdalin)” Y y b-
galactosidasa (para y b-galactosa antracyclino); deaminasas, como cytosina deaminasa (para SFC); quinasas, como
uroquinase y timidina quinasa (para gancyclovir); reductasas, como nitroreductasa (para CB1954 y analogos), azore-
ductasa (para mostazas azobenzeno) y DT-diaforasa (para CB1954); oxidases, como glucosa oxidasa (para glucosa),
xantina oxidase (para xantina) y lactoperoxidasa; DL-racemases, anticuerpos cataliticos y cyclodextrinos.

Este pro farmaco es relativamente no - téxico comparado a la medicina (droga) citotoxica. Tipicamente esto tiene
menos del 10% de la toxicidad, preferentemente menos del 1% de la toxicidad como mesurado en una prueba de
cytotoxicity in vitro conveniente.

Es probable que la fraccién que es capaz de convertir un pro firmaco en una medicina (droga) citotdxica serd
activa en el aislamiento del resto del componente pero es necesario sélo para ello ser activo cuando (a) ello estd en la
combinacidén con el resto del componente y (b) el compuesto es conectado a, adyacente a o interiorizado en células
objetivas.

Cuando cada fraccién del compuesto es un polipéptido, las dos partes pueden ser unidas juntos por cualquier
camino convencionales de cruz de unién de polipéptidos, como aquellos generalmente descritos en O’Sullivan et Al-
(1979) Anal. Biochem. 100, 100-108. Por ejemplo, el anticuerpo anti-MR de puede ser enriquecido por grupos de tiol y
la remota mitad reaccionado con un agente bifuncional capaz de reaccionar con aquellos grupos de tiol, por ejemplo la
N-hydroxysuccinimida éster de 4cido iodoacetico (NHIA) o N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionato (SPDP).
Amida y capa de adhesivo de tioeter, por ejemplo alcanzado con m-maleimidobenzoyl-N-ester hydroxysuccinimide,
son generalmente mds estables in vivo que lo son capas de adhesivos disulfida.

De manera alternativa, el componente puede ser producido como un componente de fusién por técnicas de ADN
recombinantes por el cual una longitud de ADN comprende regiones respectivas que codifican las dos mitades del
componente de la invencién o adyacente el uno al otro o separado por una regién que codifica un péptido de enlazador
que no destruye las propiedades deseadas de el componente. Evidentemente, las dos partes del componente pueden
superponerse totalmente o en parte.

El ADN es entonces expresado en un anfitrién conveniente para producir un polipéptido que comprende el com-
ponente de la invencion.
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La fraccién citotéxica puede ser un radiosensitizador. Radiosensitizadores incluyen fluoropyrimidines, timidine
andlogos, hydroxyurea, gemcitabina, fludarabina, nicotinamida, pyrimidinas halogenadas, 3-aminobenzamida, 3-ami-
nobenzodiamida, etanixadola, pimonidazola y misonidazola (ver, por ejemplo, McGinn et Al (1996) la J. Natl. Cancer
Inst. 88, 1193-11203; Shewach y Lorenzo (1996) Invest. Nw drugs 14, 257-263; Horsman (1995) Acta Oncol. 34,
571-587; Shenoy y Singh (1992) Clin. Clin invest. 10, 533-551; Mitchell et Al-(1989) Int. J. Radiat. Biol. 56, 827-836;
lliakis y Kurtzman (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Fys. 16, 1235-1241; Brown (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol.
Fys. 16, 987-993; Brown (1985) Cancer 55, 2222-2228).

También, la entrega de genes en células puede radiosensitizar éstas, por ejemplo la entrega del gen p53 o la D
cyclin (Lang ef Al- (1998) J. Neurosurg. 89, 125-132; Coco Martin et Al- (1999) R de Cancer. 59, 1134-1140).

La remota mitad puede ser una que se hace citotéxico, o libera una mitad citotdxica, sobre la irradiacién. Por
ejemplo, el boro-10 isétopo, cuando es de manera apropiada irradiado, libera las particulas que son citotdxicas (ver
por ejemplo, EE.UU 4,348,376 a Goldenberg; Primus et Al- (1996) Bioconjug. Chem. 7, 532-535). Asimismo, la mitad
citotoxica puede ser la que que es (til en la terapia fotodindmica como fotofrin (ver, por ejemplo, Dougherty er Al-
(1998) J. Natl. Cancer Inst. 90, 889-905).

La mitad citotéxica puede ser una molécula dcida nucleica que es directamente o indirectamente citotéxica. Por
ejemplo, la molécula dcida nucleica puede ser un antisentido oligonucledtido que, sobre la localizacién en el sitio
objetivo es capaz de de que entre en células y plomo (ventaja) a su muerte. El oligonucleétido, por lo tanto, puede
ser el que previene la expresion de un gen esencial, o uno que conduce a un cambio de la expresion génica que causa
apoptosis.

Los Ejemplos de oligonucledtidos conveniente incluyen aquellos dirigidos en bcl-2 (Ziegler et Al- (1997) la J.
Natl. Cancer Inst. 89, 1027-1036), y polimerasis de ADN un y topoisomerase II a (Lee et al (1996) Anticancer Res.
16, 1805-1811.

Los 4cidos pépticos nucleidos pueden ser itil en el lugar de 4cidos convencionales nucleidos (see a Knudsen y
Nielsen (1997) El Anticancer Droga 8, 113-118).

Un undécimo aspecto de la invencién proporciona un polinucledtido que codifica un componente como definido
encima en el décimo aspecto de la invencion, en el que el anticuerpo y la mitad citot6xica son los polipéptidos que son
fundidos.

Un duodécimo aspecto de la invencién proporciona un componente que comprende un anticuerpo como definido
encima en el quinto, los sextos y octavos aspectos de la invencion, y una mitad facilmente perceptible.

Un compuesto que comprende un anticuerpo anti-MR como se define arriba y una mitad facilmente perceptible
puede ser usado, en combinacién de un método de deteccién aproplado para descubrir la ubicacién del componente
en el individuo, y de ahi identificar los sitios y extension de angiogénesis en el individuo, asi como inhibicién del
angiogénesis en el individuo.

Con “una mitad facilmente perceptible” nos referimos a que la mitad es la que, cuando localizado en el sitio obje-
tivo después de la administracién del componente de la invencién en un paciente, puede ser descubierta, tipicamente
no invasivamente de afuera del cuerpo y el sitio del objetivo localizado. Asi, los componentes de esta realizacién de la
invencidn son ttiles en representar y en los diagnosis.

Tipicamente la mitad facilmente perceptible es o comprende un dtomo radiactivo que es titil en la imagimatica.

Atomos radiactivos convenientes incluyen el tecnecio-99m o el yodo-123 para estudios de scintigrafic. Otras mitades
facilmente perceptibles incluyen, por ejemplo, etiquetas de espin para la imagimética de resonancia magnética (MRI)
como el yodo-123 otra vez, el yodo-131, el indio-111, fldor-19, carbén-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio,
manganeso o hierro. Claramente, el componente de la invencién debe tener suficiente de los isétopos apropiados
atémicos para que la molécula sea facilmente perceptible.

El radio - u otras clasificaciones pueden ser incorporadas al compuesto de la invencién de modos Por ejemplo,
si el anticuerpo es un polipéptido esto puede ser biosintetizado o puede ser sintetizado la sintesis de aminoacido
quimica, utilizando precursores de aminodcido convenientes, implicando, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidré-
geno. Clasificaciones tal como 99mTc, 1231, 186Rh, 188Rh y 111In, por ejemplo, pueden ser conectadas via re-
siduos de cisteina en el anticuerpo. Ytrio-90 puede ser conectado via un residuo de lisina. El método IODOGEN
(Fraker et Al- (1978) Biochem. Biofys. R. Comm. 80, 49-57) puede ser usado para incorporar el yodo-123. Refe-
rencia (“Monoclonal Anticuerpos en Immunoscintigrafy”, J-F Chatal, CRC Press, 1989) describe otros métodos con
detalles.

Un decimotercer aspecto de la invencién proporciona un vector incluyendo un polinucleétido como definido enci-
ma en los aspectos séptimos, noveno y undécimo de la invencién.
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Los vectores pldsmidos procarioticos tipicos son: PUC18, pUC19, pBR322 y pBR329 disponible de los Labo-
ratorios Biorad (Richmond, CA, EE.UU.); pTrc99A, pKK?223-3, pKK233-3, pDR540 y pRITS5 disponible de Far-
macia (Piscataway, NJ, EE.UU.); pBS vectores, Fagescript vector, Bluescript vectores, pPNH8A, pNH16A, pNHI18A,
pNH46A disponible de Stratagen Cloning systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.).

Un vector plasmido de célula mamiferita tipica es pSVL, disponible de Farmacia (Piscataway, NJ, EEUU). Este
vector utiliza el ultimo promotor SV40 para conducir expresiéon de genes clonados, el nivel mds alto de expresion
descubierto en T antigeno produciendo células, tal como células COS-1.Un ejemplo de un inducible vector de expre-
sién mamiferita es pMSG, también disponible de Farmacia (Piscataway, BJ, EEUU).Este vector utiliza el promotor
inducible glucocoricoido del ratén virus de tumor mamario repeticion larga terminal para conducir expresion del gen
reproducido.

Vectores pldsmidos de levadura dtiles son Prs403-406 y pRS413-416 y suelen ser disponibles de sistemas de
clonaje stratagen (La Jolla, CA, 92037, USA). Los vectores plasmidos son prS403-406 y estan disponibles de Stratagen
pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 que son levaduras plasmidas integrantes (Ylps) e incluye marcadores de levadura
selectiva HIS3, TRP1, LEU2, y URA3. Plasmidos Prs413-416 son plasmidos de centromeros de levadura (YCps).
Plasmidos pRS413-416.

Métodos muy conocidos de los calificados pueden ser utilizados para construir vectores de expresion que contienen
la secuencia codeada y, por ejemplo controles apropiados transcriptionalizados o translationalizados. Un método de
tal incluye ligitation via colas de homopolimero. Se afiade a Colas de PolidA homopolimero (o polydC) grupos de 3’-
OH del fragmento del DNA para clonarlo por tranferasas terminal deoxynucleotidil. El fragmento es, luego, capaz de
recogerse a las colas polydT (o polydG) afiadidos al fin de un fin vector de plasmado linearizado. Ausencias, dejados
luego al recocido pueden ser rellenadas por polimerase DNA vy los fines libres.

Otro método incluye ligadura extremos cohesivos. Extremos romos cohesivos pueden ser regenerados en el frag-
mento y vector de DNA por el accién de reduccién de enzimas que convienen. Estos romos flamearan rapidamente a
través de muellas de apareamientos de base et restantes complementarios y pueden ser cerrados por la accién de de
ligase de DNA.

Otro método utiliza moléculas sintéticas llamadas lazos y adaptores. Los fragmentos de DNA con extremos romos
son generados por bacteriéfago T4 DNA polimerasa o E. coli DNA polimerasa el cual quita 3’ terminal protuberante
y rellena los 3 romos acoplados. Lazos sintéticos, partes de romos-extremos dobles-DNA trenzado que contiene
secuencias de reconocimiento para enzimas rectricionadas definidas, que pueden ser ligados al romo-fragmentos de
extremos de DNA por ligase T4 DNA 1. Son digeridas posteriormente con una restricciéon de enzimas para crear
extremos cohesivos y ligados a un vector de expresién compatible con un terminal. Adaptores son también fragmentos
quimicamente de DNA sintetizados que contienen un ramo extremo utilizado para ligacién pero que tiene también un
extremo cohesivo preformado.

Ligantes sintéticos que contienen una variedad de lugar de restriccién de endonucleasa estan disponibles comer-
cialmente desde numerosos fuentes incluyendo International Biotechnologies Inc., New Haven, CN, USA.

Una manera deseable de modificar el ADN codificando el polipéptido de la invencién es de utilizar la reaccion de
cadena de polimerasa como revelado por Saiki et al (1988) Science 239, 487-491. En este método el ADN por ser
ampliado de enzimas es sacado con dos primeros oligonucledtidos especificos que se vuelven incorporados al ADN
amplificado por si mismo. Los primeros especificos pueden contener lugares de reconocimiento de endonucleasa
restringidos lo cual puede ser utilizado para clonar en vectores utilizando métodos ya bien conocidos.

Un decimocuarto aspecto de la invencién facilita una célula portadora que comprende un polinucleétido como se
defini6 en el séptimo, noveno, y undécimo aspecto de la invencién, o un vector como definido en el decimotercero
aspecto de la invencion.

Muchos sistemas de expresiones son conocidos, incluyendo sistemas empleando: bacteria (eg. E. coli y Bacillus
subtilis) transformados con, por ejemplo, bacteriofagos recombinantes, vectores de expresion de ADN plasmido o
cosmido; Levaduras (eg. Saccharomyces serevisiae) transformado con, por ejemplo, vectores de expresion de levadura;
sistemas de células de insectos transformados con, por ejemplo, vectores de expresion viral (eg. baculovirus); sistemas
de células de plantas trasladados con, por ejemplo viral, o vectores de expresién bacterial; sistemas celulares de
animales trasladado con, por ejemplo, vectores de expresion de adenovirus.

Los vectores pueden incluir un procariota replicada, tal como el Col E1 ori, para la propagacién en un procariota,
aun si el vector se suele utilizar para expresion en otro, célula de tipo no-procariotica. El vector también puede incluir
un promotor apropiado tal como el promotor procariotico capaz de dirigir la expresion (transcripcién y traduccion) de
los genes en una célula portadora bacterial, tal como E. coli, transformado con eso.

Un promotor es un elemento de control de expresiéon formado por una secuencia de ADN que permite ligar la
polimerasa RNA que ocurre en la transcripcioén. Secuencias de promotores compatibles con bacterias portadoras ejem-
pladas son tipicamente facilitadas en vectores de pldsmido que contienen lugares de restriccion convenientes para la
insercion de un segmento de ADN de la presente invencion.
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El polinucleétido en una célula portadora que conveniente puede ser extraido para producir el anticuerpo o com-
ponente de la invencién. Por consiguiente, el polinucleétido puede ser utilizado conforme a las técnicas conocidas,
modificada de manera apropiada en visto de la ensefianza contenida en este, para construir un vector de expresion,
lo cual es luego utilizado para transformar una célula portadora apropiada para la expresion y la produccién de un
anticuerpo o componente de la invencién. Tales técnicas incluyen las reveladas en US Patent Nos. 4,440,859 sacado
el 3 de abril de 1984 a Rutter et al, 4,530,901 sacado el 23 de julio de 1985 a Weissman, 4,582,800 sacado el 15 de
abril de 1986 a Crowl, 4,677,063 sacado el 30 de junio de 1987 a Mark et al, 4,678,751 sacado el 7 de julio de 1987 a
Goeddel, 4,704,362 sacado el 3 de noviembre de 1987 a Itakura et al, 4,710,463 sacado el lero de diciembre de 1987 a
Murray, 4,757,006 sacado el 12 de julio de 1988 a Toole, Jr. et al, 4,766,075 sacado el 23 de agosto de 1988 a Goeddel
et al 'y 4,810,648 sacado el 7 de marzo de 1989 a stalker.

El polinucleétido puede ser afiadido a una gran variedad de otras secuencias de ADN para la introduccién en un
portador apropiado. El ADN acompafiante dependera de la naturaleza del portador, de la manera de la introduccién
del ADN en el portador, y si el mantenimiento episomal o de la integracién es deseado.

De manera general, el polinucleido es insertado en un vector de expresion, tal como el plasma, en orientacién y la
estructura de lectura correcta para la expresion.

Si es necesario, el ADN puede ser ligado a un promotor apropiado. Promotores bacteriales incluyen promotores E.
coli lacl y lacZ, promotores T3 y T7, el promotor gpt, promotores page PR y PL, el promotor foA y el promotor trp.
Promotores Eucarioticos incluyen el promotor inmediato inicial CMV, el promotor quinasa timidina HSV, los promo-
tores inicial y terminal SV40 y los promotores de LTRs retroviral. Otros promotores que convienen serdn conocidos
al especialista cualificado.

La expresion contenida construye también de manera deseable lugares para la iniciacién de transcripcién y termi-
nacion, y en la region transcrita, un lugar de ribosoma ligante para traduccién. (Hastings et al, International Patent No.
WO 98/16643).

El vector es luego introducido en el portador a través técnicas estandardas. Generalmente, no todos los portadores
serdn transformados por el vector y por consiguiente va a ser necesario seleccionar para células portadoras transfor-
madas.

Una técnica seleccionada incluye incorporar en el vector de expresion el marcador de la secuencia ADN, con
cualquier elemento de control necesario, se codifica para un rasgo seleccionable en la célula transformada. Estos
marcadores incluyen reductasa dihydrofate, G418 o resistencia neomicyna para la cultivo de una célula eucariotica, y
tatracyclin, kanamycin o genes resistentes para cultivo en E. coli y otra bacteria.

De manera alternativa, el gen para tal rasgo seleccionado puede ser u otro vector, lo cual es utilizado para co-
transformar la célula portadora deseada.

Células portadoras que han sido transformadas por el ADN recombinante de la invencién son después cultivadas
durante un tiempo suficiente y bajo condiciones apropiadas conocidas a los especialistas de las técnicas reveladas en
eso para permitir la expresion de un polipéptido, que puede ser luego recuperado.

El anticuerpo o componente puede ser recuperado y purificado de cultivos de células recombinadoras con métodos
bien conocidos incluyendo sulfato de amonio o precipitacién etanol, extraccién 4cida, cromatografia de cambio de
anién y catién, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccidon hidrofébico, cromatografia de afinidad,
cromatografia hidroxilapatita, y cromatografia lectina.

De manera preferible, el liquido de cromatografia de alta eficacia (“HPLC”) es empleada para la purificacion.

Un decimoquinto aspecto de la invencion facilita una linea de célula portadora estable produciendo un anticuerpo
como se describi6 en el quinto, sexto u octavo aspectos de la invencién, o un componente como definido en el décimo
aspecto de la invencion en el que el anticuerpo y la fraccidn citotéxico son polipéptidos que son fusionables, resultante
de la incorporacién en la linea de célula un polinucledtido como se definié en el séptimo, noveno, y decimoprimer
aspectos de la invencidn, o un vector como se defini6 en el decimotercero aspecto de la invencion.

Un decimosexto aspecto de la invencion facilita un componente farmacéutico de formulacién que comprende un
anticuerpo como se define en los quinto, sexto, octavo aspectos de la invencién, o un polinucleétido como se define
en los séptimo, noveno y undécimo aspectos de la invencién, o un componente como se define en los décimo o
decimosegundo o decimotercero aspectos de la invencién, y un portador farmacéutico aceptable.

Por “farmacéuticamente aceptable” se refiere a una formulacién estéril y libre de pirogeno. Portadores que convie-
nen farmaceuticalmente son muy bien conocidos en el dominio de la farmacia.

Los portadores tienen que ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con el componente de la invencién y
no nocivos a los recipientes de aquellos. Tipicamente, los portadores serdn agua o salina que serdn estériles y sin
pirogeno, sin embargo, otros portadores aceptables pueden ser utilizados.
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En una fabricacién, los componentes farmacéuticos o formulaciones de la invencién son para administraciones
similares, mas preferiblemente para administracién intravenosa.

En una fabricacion preferida, la composicién farmacéutica conviene para administracién intravenosa a un paciente,
por ejemplo por inyeccion.

Formulaciones para una administracién similar incluye inyeccién estéril acuosa y no acuosa que pueden contener
anti-oxidan, buffers, solutos bacteriostaticos que da la formulacién isotonica con la sangre de un recipiente deseado; y
suspensiones estériles aqueas y no-aqueas que puede incluir agentes de suspension y agentes densificantes.

En una fabricacién alternativa preferida, la composicion farmacéutica es adecuada para una administracién tépica
a un paciente.

De manera preferible, la formulacion es una dosificacién conteniendo una dosificacién diaria o Unica, una subdo-
sificacion diaria o una fraccién apropiada en su salida, del ingrediente activo.

El anticuerpo, polinucleétido o componente de la invencién serd administrado normalmente de manera oral o por
otra forma similar, en la forma de una formulacién farmacéutica que comprende un ingrediente activo, de manera
optativa en la forma de un dosificacién aceptable farmacéuticamente orgdnica no-tdxica, o inorgdnica, acido, o ba-
sico, de sal afiadida. Dependiendo de la dificultad para curar al paciente, tanto como las vias de administracién, las
composiciones pueden ser administradas con varias dosificaciones.

En una terapia humana, el anticuerpo, polinucleétido o componente de la invencidn puede ser administrado solo
pero serd generalmente administrado en como mezcla con un excipiente farmacéutico que contiene, diluyente o un
portador selecto respecto a la ruta seguida de administracién y de practica normalizada farmacéutica.

Por ejemplo, el anticuerpo, polinucleétido o componente de la invencién puede ser administrado de manera oral,
bucal, o sublengual en forma de pastillas, capsulas, dvalos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden conte-
ner agentes sabores o colorantes, para aplicaciones inmediatas, atrasadas, o de emisiones controladas. El anticuerpo,
polinucleétido o componente de la invencién también puede ser administrado por inyeccion intracavernosal.

Tales pastillas pueden contener excipientes tal y como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, carbonata
de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina, desintegrantes como almidén (de manera preferible maiz, patata o
almidoén de tapioca), glicolato de almidén de sodio, sodio de croscarmellosa y ciertos silicatos complejos, y ligantes
granulationes tal y cono polivinilpyrrolidona, olyvinylpyrrolidona, hydroxypropylmethylcelulosa (HPMC), hydroxy-
propylcellulosa (HPC), sacrosa, gelatina y acacia.

Afadimos, agentes lubrificantes tal y como estearato de magnesio, acido estearato, glicerol behenato y talco puede
ser incluido.

Composiciones solidas de un tipo similar pueden también ser empleados tal y como llenado en capsulas de gelatina.
Los excipientes preferidos segtin esto incluye lactosa, almidén, celulosa, leche con aziicar o peso molecular grande de
polietileno glicol. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los componentes de la invencién puede ser combinados con
varios agentes dulces saboreadores, agentes colorantes o pigmentados, con agentes suspensivos emulsificante y con
diluyentes tal y como agua, etanol, glicol propileno y glicerina, y combinaciones de esos.

El anticuerpo, polinucleétido o componente de la invencidn puede también ser administrado por técnicas de infu-
sién. Son mejor utilizados en forma de una solucidn acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo,
bastantes sal o glucosa para hacer la solucién isoténica con sangre. La solucién acuosa tendria que convenir a un
buffer dcido base (de manera preferible de un pH de 3 a 9), si es necesario. La preparacién de formulaciones simi-
lares se cumple segtn las condiciones establecidas por técnicas normalizadas farmacéuticas bien conocidas por los
especialistas en el campo.

Las formulaciones que contienen administraciones similares incluyen inyecciones de soluciones estéril acuosas
y no-acuosas que pueden contener anti-oxidantes, buffer, bacteriostatos y soluciones que fomentan la formulacién
isoténico con la sangre del recipiente destinado; suspensiones acuosas y no acuosas estériles que pueden incluir agentes
floculantes y agentes espesantes. Las formulaciones pueden ser presentadas en dosificacién por unidad o por envases
multi-dosificacién, por ejemplo ampollas cerradas, y ser mantenido bajo condiciones congeladas y secas (liofilizado)
que requieren solamente en afiadido del liquido portador estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente
utilizada previamente. Soluciones de inyeccién improvisada y suspensiones pueden ser preparados de polvos estériles,
granulas y pastillas como descrito anteriormente.

Para una administracion oral y parental a pacientes humanos, el nivel de dosificacién diaria del anticuerpo, poli-
nucledtido o componente de la invencién serdn utilizados normalmente de 1 a 1000 mg por cada adulto (i.e de mas o
menos 0,015 a 15/Kg), administrado en tnica o dividida dosificaciones.

Por consiguiente, por ejemplo, las pastillas o capsulas del anticuerpo, polinucleétido o componente de la invencién
puede contener de 1 mg a 1000 mg de un agente activo para una administracién sola o de dos o mas veces en el mismo
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tiempo, como apropiado. El doctor, en cualquier evento determinara la dosificacién actual que serd mas conveniente
para cualquier paciente individual y variara con el afio, peso y reaccién de un paciente particular. Las dosificaciones
de arriba son ejemplos para el caso medio. Se puede, claro, ser ejemplos individuales donde variedad de dosificacién
mads alta o baja lo merecen y tales son dentro de la esfera.

El anticuerpo polinucleétido o componente de la invencién puede también ser administrado intrasanal o por in-
halacién y son entregados convenientes en la forma de un polvo seco de inhalacién o un spray aerosol que es un
contenedor presurizado, bomba, spray o nebulizador con el uso de un propulsor que conviene, e.g. diclorodifluorome-
tano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoro-etano, a hydrofluoroalcano como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134A),
134A, o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EAc), di6xido de carbono u otro gas que conviene. En el caso de
un aerosol presurizado, la dosificacion por unidad puede ser determinada facilitando una vdlvula para entregar una can-
tidad medida. El contenedor presurizado, bomba, espray o nebulizador puede contener una solucién o suspensién del
componente activo e.g. utilizando una mezcla de etanol y el propulsor como solvente, que puede tener adicionalmente
un lubricante, e.g. trioleato sorbitano. Capsulas y cartucho (hechos por ejemplos, a partir de gelatina) para utilizar en
un inhalador o insuflador puede ser formulados para contener un polvo mixto de un componente de la invencién y una
base de polvo que conviene como lactosa o almidén.

Formulaciones de aerosol y de polvo seco son preferiblemente arreglados de tal manera que cada dosificacién o
“soplo” contiene al menos 1 mg de un anticuerpo, polinucleétido o componente de la invencion para la entrega al
paciente. Serd apreciado que en conjunto una dosificacion a diario con un aerosol variard de una sola dosificacién o,
mas a menudo, en dosificaciones divididas a lo largo del dia.

De manera alternativa, el anticuerpo, polinucle6tido o componente de la invencién puede ser administrado en la
forma de un supositorio o pesario, o pueden ser aplicados actualmente en forma de una locidn, la solucidn, la nata, el
ungiiento o el quita polvo.

Los compuestos de la invencién también pueden ser transdérmicamente administrados, por ejemplo, por el em-
pleo de un pedazo de piel. Ellos también pueden ser administrados por la via ocular, en particular para tratar las
enfermedades del ojo.

Para el empleo oftdlmico, el anticuerpo, el polinucledtido o el compuesto de la invencién pueden ser formulados
como suspensiones micromisadas en isotonico, pH se ajustd, la salina estéril, o, preferentemente, como soluciones en
isoténica, pH la salina ajustada, estéril, opcionalmente en combinacién con un preservativo (conservante) como un
cloruro benzylalconio. O bien, ellos pueden ser formulados en un ungiiento como petrolatum.

Para el uso actualmente a la piel, el anticuerpo, el polinucleétido o el compuesto de la invencién pueden ser for-
mulados como un ungiiento conveniente que contiene el compuesto activo suspendido o disuelto en, por ejemplo,
una mezcla con mas de lo siguiente: aceite mineral, liquido petrolatum, petrolatum blanco, glicol de propileno, pol-
yoxyethylene polyoxypropyleno compuesto, emulsionando cera y agua. O bien, ellos pueden ser formulados como
una locién conveniente o la nata, suspendidos o disueltos en m por ejemplo una mezcla con mas de lo siguiente: lo
siguiente: aceite mineral, sorbitan monoestearato, un polietileno glicol, parafina liquida, polysorbato 60, cetil cera de
esteres, cetearil alcohol, 2-octyldodecanol, benzyl alcohol y agua.

Las formulaciones convenientes para la administracién tépica en la boca incluyen pastillas que comprenden el
ingrediente activo en una base condimentada, por lo general sacarosa y acacia o tragacanth; pastillas que comprenden
el ingrediente activo en una base inerte como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia; y la boca lava a la comprensién
del ingrediente activo en un conveniente portador liquido.

Un decimoséptimo aspecto de la invencidn facilita el uso de un anticuerpo como definido en el quinto, sexto,
octavo aspectos de la invencidn, o un polinucleido como definido en el séptimo, noveno, y decimouno aspectos de la
invencién, o un compuesto como definido en el décimo o decimodos aspectos de la invencion, en la preparacién de un
medicamento para inhibir el angiogénesis.

Las condiciones que implican angiogénesis no esperados o no-deseable son descritos arriba.

En una fabricacién, polipéptidos, como anticuerpos, pueden ser entregados utilizando un sistema de suministro de
liberacién sostenida de medicina inyectable. Son designadas especificamente para reducir la frecuencia de inyecciones.
Un ejemplo de tal sistema es Nutropin Depot que encapsula hormonas de crecimiento humanas recombinantes. (thGH)
en microsferas biodegradables que, una vez rechazados, libera rhGH despacio durante un periodo sostenido.

El polipéptido puede ser administrado por un dispositivo implantado que libera la medicina directamente al lugar
requerido. Por ejemplo Vitrasert libera ganciclovir directamente en el ojo para curara la retinis CMV. La aplica-
cion directa de este agente toxico a lugar de enfermedad para alcanzar una terapia eficaz sin los efectos sistémicos
importantes de la medicina. Un dispositivo que libera una corriente eléctrica a las células aumenta la permeabili-
dad de las membranas celulares al medicamento, resultando en una estimulacién de le entrega de medicina intra-
celular.
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Polipéptidos también pueden ser entregados por electroincorporacion (EI). EI actda cuando pequefias partes de
hasta 30 microness de didmetro en la superficie de la piel experimenta pulsos eléctricos idénticos o similares a los
utilizados en electrocoporacién. En EI, estas particulas son dirigidas a través de un corneum stratum y dentro de capas
profundas sillerias de la piel. Las particulas pueden ser recargadas o recubiertas con medicina o genes o pueden actuar
simplemente como “bullets” que genera poros en la piel a través de donde la medicina puede entrar.

Un método alternativo de entrega de polipéptido es el sistema inyectable ReGel que es termo-sensible. Por debajo
de la temperatura del cuerpo, ReGel es un liquido inyectable mientras que a la temperatura del cuerpo se forma
inmediatamente un envase de gel que se eroda despacio y se disuelve en polymers conocidos, seguros, y biodegradable.
El medicamento activo es entregado en cuanto se disuelvan los biopolimeros.

Polipéptidos farmacéuticos también pueden ser entregados de manera oral. El proceso emplea un sistema oral para
absorcion de vitaminas B12 en el cuerpo para co-entrar proteinas y péptidas. Por conducir el sistema de absorcion, la
proteina o péptida puede moverse a través de una pared intestinal. Los complejos son sintetizados entre los andlogos
de B12 y el medicamento que conserva ambas afinidades significantes para el factor intrinseca (IF) en la porcién de
vitamina B12 del complejo y bioactividad de una porcién de droga en el complejo.

Polinucleétidos pueden ser administrados por cualquier método eficaz, por ejemplo, de manera parental (ej: de
manera intravenal, subcataneal, intramuscular) o por via oral, nasal o otros métodos que permiten los oligonucleétidos
de acceder y circular en el flujo sanguineo del paciente. Se dan Polinucledtidos administrados sistemdticamente y de
manera preferible afiadidos a los polinucleétidos administrados localmente, pero también tienen utilidad en la ausencia
de una administracién local. Una dosis desde 0,1 a cerca de 10 gramos por cada administracién a un adulto humano
seran eficaces para este proposito de manera general.

El polinucleétido puede ser administrado como una construccién genética conveniente como descrita encima y
entregada al paciente donde se necesita. Tipicamente, el polinucleétido en la construccién genética es ligado a un
portador que puede exprimir el anticuerpo o compuesto en la célula.

Aunque las construcciones genéticas para la entrega de polinucleétidos puede ser ADN o ARN, es preferible si es
ADN.

De manera preferible, la construccion genética es adoptada para el suministro de célula humana.

Medios y métodos para introducir una construccién genética en una célula en un cuerpo de un animal son bien
conocidos. Por ejemplo, las construcciones de la invencion pueden ser introducidas dentro de células por cualquier
método conveniente, por ejemplo métodos implicando retrovirus, asi que la construccién es insertada en el genoma
de la célula. Por ejemplo, en Kuriyama et al (1991) Cell Struc. And Func. 16, 503-510 retrovirus purificados son
administrados El ADN retroviral construye un polinucleétido como descrito arriba puede ser hecho utilizando métodos
bien conocidos en dominio. Para producir activos retrovirus desde tal construccién es usual utilizar un ecotropic
psi2 que contiene células crecidas a Dulbecco, modificadas en Eagle médium (DMEM) conteniendo 10% de serum
de fetal de becerro (FCS). Traslado de una linea celular es conveniente por fosfato de coprecipitaciéon de calcio, y
transformantes estables son elegidos por adicién de G418 a una concentracién final de 1 mg/ml (suponiendo que
la construccién retroviral contiene un gen neoR). Colonias independientes son aisladas y expendidas y el cultivo
eliminado, filtraba con un filtrador de 0,45 ym de tamafio de poros y mantenia a -70 grados. Para la introduccién de
un retrovirus en las células tumores, es conveniente inyectar directamente un sobrenante retroviral al cual 10 ug/ml
de polibrene ha sido afiadido. Para tumores excedentes 10 mm de didmetro es apropiado inyectar entre 0,1 y 1 ml de
sobrenadante; de manera preferible 0,5 ml.

De manera alternativa, como se describe en Culver et al. (1992) Science 256, 1550-1552, las células que pro-
ducen retrovirus son inyectados. El retrovirus creando células introducidas son fabricadas para producir activamente
particulas retroviral de manera que esta produccién continuada del vector ocurrié dentro de la masa in sifu de tumor.
Por consiguiente, células proliferantes epidemiales pueden ser exitosamente transmutada in vivo si son mezcladas con
células de vector produciendo retro viral.

Retrovirus en el objetivo también estdn disponible para el uso en la invencidn; por ejemplo, secuencias conferando
afinidades de ligantes especificos puede ser creado en un viral pre-existiendo env genes (see Miller y Vile (1995) Faseb
J.9, 190-199 para una revision de esto y otro vectores en el objetivo para la terapia de gne).

Otros métodos incluyen una entregada simple en la construccién en la célula para expresion con limite de tiempo
0, siguiendo la integracién en el genoma, para un tiempo mas largo. Un ejemplo de la préxima presentacion incluye
liposomas (Nassander et al (1992) Cancer Rs. 52, 646-653).

Para la preparacion de inmuno-liposomas MPB-PE (N-(4-(p-maleimidofenil)butiril)-fosfatidiletanolamina) es sin-
tetizado segtin el método de Martin y Papadjopoulos (1982) J. Biol. Chem. 257, 286-288. MPB-PE es incorporado al
bicapa liposomal para permitir una unién covalente con el ADN o otra construccion genérica de la invencién para la
entregada a las células del objetivo, por ejemplo, formandose dicho liposoma en una solucién del DNA o otra cons-
truccién genérica, seguida por exclusion secuencial a través de membrana de filtro de policarbonata con 0,6 um y 0,2
um de tamafio de poros bajo la presion de nitrégeno hasta 0,8 MPa. Después de la extrusion, la construccién de ADN
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inmovilizado es separado de la construccién de ADN libre por ultra centrifugacion a 80000x g para 45 min. Fresca-
mente preparado, MPB-PE-liposomas en un amortiguador deoxigenado son mezclados con anticuerpos preparados (o
fragmento por consiguiente) y las reacciones de la unién son llevados en un atmdsfera de nitrégeno a 4 grados bajo
rotacién constante toda la noche. Los inmunoliposomas son separados de anticuerpos no-conjugados por ultracentrifu-
gacion a 80000 xg durante 45 minutos. Inmunoliposomas pueden ser inyectados intraperitonealmente o directamente
€n una tumor.

Otros métodos de entrega incluyen adenovirus trayendo ADN externo via un puente anticuerpo-polilisina (ver
Curiel Prog. Med. Virol. 40, 1-18) y polication conjugado como portadores (Wagner ET AL (1990) pROC. nATL.
acad. Sci. USA 87, 3410-3414). En primero de esos métodos, un anticuerpo-polication complejo es formado con
la construccion AND o otra construccién genética de la invencidn, en el cual el anticuerpo es especifico para el
adenovirus de tipo salvaje o un adenovirus cambiante en el cual un nuevo epitopo ha sido introducido lo cual liga el
anticuerpo. La fraccién de amplificacion se liga al ADN via interaciones electrostiticas con la estructura de fosfato.
El adenovirus, porque contiene fibra no- alterada y proteinas de penton, es internalizado en la célula y trae en la célula
con la construccién ADN de la invencién. Es preferido si el polication es polilisina.

El polinucleétido puede también ser entregado por adenovirus en el cual estd presente dentro de la particula de
adenovirus, por ejemplo, como se describe arriba.

En un método alternativo, una gran eficacidad del sistema de entrega del dcido nucleico que usa endocitosis medida
receptor para traer macromoléculas de ADN en células es empleado. Se cumple que por conjugado de la proteina de
transporte de hierro en la célula. Las construcciones transferina-polication y el ADN o otras construcciones genéticas
de la invencidn son facilitadas a las células tumores, y se espera un gran nivel de expresion de la construccién en las
células.

La entrega de gran eficacidad del receptor medido de las construcciones del ADN o otras construcciones genéti-
cas de la invencidn utilizando la actividad de rotura de endosoma de particulas de adenovirus defectivas o inactivas
quimicamente producidas por los métodos de Cotten et al (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6094-6098 también
pueden ser utilizados. Este estudio parece confiar en el hecho de que adenovirus son adaptados para permitir liberar
de su ADN de un endosoma sin pasar a través de lisosoma, y en presencia de, por ejemplo, transferina ligada a la
construccién de la DNA otra construccién genérica de la invencion, la construccion es seguida por las células por el
mismo rutas que la particula de adenovirus.

Este estudio tiene la ventaja que no se necesita utilizar construcciones retrovirales complejas; no hay modificacién
permanente del genoma como ocurrido con la infeccién retroviral; y el sistema de la expresion del objetivo es unido
con un sistema de entrega.

Sistemas de entrega alternativas también son conocidos tal y como el sistema de adenovirus modificado descri-
to en WO 94/10323 donde, tipicamente, el ADN es traido dentro del adenovirus, o adenovirus-parecido, particula.
Michael et al (1995) Gene therapy 2, 660-668 describe la modificacién del adenovirus para afiadir una fraccion de
célula selectiva dentro de una fibra de proteina. Los adenovirus mutantes que replican a selectivamente en ip53-cé-
lulas humanas tumorosa deficiente, tal y como los que estdn descritos en Blschoff et al (1996), Science 274, 373-
376 también son ttiles para la entrega de la construccién genética de la invencion a un célula. Por consiguiente, serd
apreciado que un aspecto adicional de la invencién facilita un virus o algo parecido a un virus incluyendo una cons-
truccioén genético de la invencidn. Otros virus que convienen, vectores virales o algo parecido a particulas de virus
incluye vectores lentivirus y lentivirales, HSV, virus de adeno asistado (AAV) y vectores basado en AAV, vaccinea y
parvovirus.

La construccién genética de la invencion puede ser preparada utilizando métodos muy bien conocidos en el domi-
nio.

Un decimonoveno aspecto de la invencién facilita un método in vitro de inhibe el angiogénesis incluyendo la
administracién de un anticuerpo como descrito en el quinto, sexto u octavo aspecto de la invencién, o un polinucleétido
como definido en el séptimo noveno, y décimo uno aspectos de la invenciéon o un compuesto como definido en el
décimo o decimosegundo aspectos de la invencidn, a tejido o células in vitro.

Un vigésimo aspecto de la invencién facilita un método de produccién de un anticuerpo como definido en el
quinto, sexto u octavo aspecto de la invencién, o un compuesto como definido en el décimo aspecto de la invencién
donde el anticuerpo y la fraccion de citotéxico son polipéptidos que son usados, el método incluyendo expresién de un
polinucleétido como definido en el séptimo aspecto de la invencidn, o cultivando una linea de célula anfitrién estable
como definido en el decimoséptimo aspecto de la invencién.

También hemos demostrado que el fragmento extracelular de MR (residuos 1-467, figura 2B, SEQ ID NO: 3,
también conocidos como ectodominio MR) inhibe la migracién de células endoteliales, incluyendo bFGF, y VEGF
migracién inducida.

De manera interesante, el MR ectodominio no aparece afectar el apego de la célula endotelial (datos no mostrados).
Ectodominio MR, y los fragmentos de esto muestra la actividad inhibitoria en el HUVEC anélisis de migracién, serian
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predichos de ser titil terapéuticamente en condiciones en las que no deseables, no queridos o migracién de célula
endotelial inapropiada contribuye a la patologia.

También hemos demostrado que el ectodominio de MR inhibe la proliferacion de células endoteliales. El ectodo-
minio MR, y fragmentos de esto muestran una actividad anti-prolifera en un ensayo como descrito en el ejemplo 5,
seria predicho para ser ttil terapéuticamente en condiciones en las cuales, no queridos, no deseables o inapropiados
proliferaciones de células endoteliales contribuye a la patologia.

Un vigesimoprimero aspecto de la invencion facilita el uso de un ectodominio MR, o un fragmento que por supues-
to que inhibe la célula endotelial en migracion y/o proliferacion, en la preparacién de un medicamento para combatir
cualquier enfermedad o condicién implicando no querido o no-deseable o inapropiado proliferacién y/o migracién
endotelial.

Es deseable cuando, en una fabricacién, “un fragmento del ectodominio del MR que inhibe la migracién y/o la
proliferacién de la célula endotelial” puede inhibir la migracién de la célula endotelial y no la proliferacién de célula
endotelial, o puede inhibir la proliferacion de la célula endotelial y no la migracién de la célula endotelial.

En una fabricacién alternativa “un fragmento del ectodomino del MR que inhibe la migracién y/o la proliferacién
de la célula endotelial” puede inhibir ambos migracion y proliferacion de célula endotelial. En esta fabricacion, el
fragmento del ectodominio del MR no inhibe necesariamente ambos proliferacién y/o migracion de la célula endotelial
a la misma altura.

Por “inhibicion endotelial de la migracion y/o proliferacion de la célula endotelial” se incluye el sentido de redu-
cimiento la tasa o el nivel de la migracién y/o proliferacion de la célula endotelial. La reduccién puede ser de un nivel
bajo de cerca de 10%, o cerca de 20% o, 30% o 40% de la tasa o del nivel de la migracién y/o proliferacion de la
célula endotelial. De manera preferible, la reduccién es media de cerca de 50% o 60% o 70% 80% de reduccién de la
tasa o del nivel de la proliferacion y o la migracion de la célula endotelial. De manera mas preferible, la reduccién es
grande de cerca de 90% o0 95% 0 99% o0 99.99% de la tasa o del nivel de la migracién y o proliferacién de la célula
endotelial. Mas preferiblemente la inhibicién puede también incluir la eliminacién de la migracién y/o la proliferacién
de la célula endotelial, o reduciendo hasta un nivel no detectable.

Meétodos y ensayos para determinar la tasa o el nivel de la migracion de la célula endotelial, y por lo tanto para
determinar si y hasta que punto cualquier fragmento particular del ectodominio MR inhibe la migracién de la célula
endotelial, son conocidos en el dominio y incluyen el ensayo HUVEC descrito en el ejemplo 4. Similarmente, métodos
y ensayos para determinar la tasa o el nivel de la proliferacién de célula endotelial y por lo tanto, para determinar si y
hasta que punto cualquier fragmento particular del MR inhibe la proliferacion de la célula endotelial, so muy conocidos
en el dominio incluye el ensay HHUVEC descrito en el ejemplo 5.

Por “un fragmento del ectodominio de MR que inhibe la migracion y/o la proliferacion de la célula endotelial” se
incluye el ectodominio de MR que ha sido truncado o suprimido, o un polipéptido incluyendo al menos 450 residuos de
dcidos amino contiguos del ectodominio de MR, lo cual es suficiente para inhibir la migracién y/o la proliferacién de
la célula endotelial. De manera preferible, un fragmento del ectodominio lo que es suficiente para inhibir la migracién
y/o la proliferacion de la célula endotelial incluye al menos 400, o al menos 350 o 300, o 250 o 200 o 150 o 100 o
90, o 80, o 70, 0 60, o 50, o 40, 0 30, 0 20, o 15 o 10 residuos dcidos aminos contiguos del ectodominio del MR.
Es mas preferible, particularmente si el fragmento del ectodominio que es suficiente para inhibir la migracién y/o
la proliferacién de la célula endotelial incluye al menos 60 residuos de 4cidas aminos contiguos del ectodominio de
MR. La inhibicién de la migracién y/o de la proliferacion de la célula endotelial puede ser examinada, por ejemplo,
utilizando el ensay HUVEC como descrito en los ejemplos 4 y 5.

En una fabricacion, el fragmento del ectodominio lo cual es suficiente para inhibir la migracién y/o la proliferacion
de la célula endotelial consiste o incluye la regin Ig de MR (residuos 46-209, SEQ ID NO: 4).

En otra fabricacion, el fragmento del ectodominio, lo cual es suficiente para inhibir la migracién y/o la proliferacién
de la célula endotelial consiste o incluye el dominio IgA de MR (residuos 46-116, SEQ ID NO: 5) el dominio 1gB de
MR (residuos 15-209, SQ ID NO: 6).

Hemos demostrado que el ectodominio MR no parece inhibir el pegado endotelial de la célula (datos no mostrados)
y, preferiblemente, el fragmento del ectodominio lo cual es suficiente para inhibir la migracion y/o la proliferacién de
la célula endotelial no inhibe el conjunto de la célula endetolial.

Por consiguiente el ectodominio MR, o fragmento que inhibe la migracién de la célula endotelial, puede ser utili-
zada para inhibir la migracion y/o la proliferacion de la célula endotelial sin inhibir el conjunto de la célula endotelial.

Un vigesimoquinto aspecto de la invencién facilita un ectodominio MR o un fragmento que inhibe la migracién
y/o la proliferacion de la célula endotelial, para uso medicinal.

Ha sido demostrado que la masa de tejido de adiposo puede ser regulado por su vasculatura (Rupnick, M.A. et
al (2002) PNAS USA 99 (16): 10730-10735). Ademas, leptina, un regulador conocido de apetencia y de metabo-
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lismo, es también conocido para modular ambos migracién de células endoteliales (Goetze, S. et al (2002) Hyper-
tension 40 (5): 748-754) y angiogénesis (Sierra Honigmann, M.R et al (1998) Science 281: 1683). De alli que la
inhibicién de la migracién de las células endoteliales puede reducir la masa de tejido adiposo y ser util para curar la
obesidad.

Enfermedades o condiciones implicando no-queridas, no deseables e inapropiadas migracién y/o la proliferacion
de la célula endotelial, incluyen tumores/canceres, psoriasis, aterosclerosis, menorragia, endometriosis, artritis (ambos
inflamatorio y reumatoide), degeneracién maculara, enfermedad de Paget, retinopatia y sus complicaciones vasculares
(incluyendo proliferia, prematurada, y retinopatia diabética), proliferaciones vasculares begninas, fibrosas, obesidad e
inflamacién.

La invencién también incluye el uso del ectodominio MR, o un fragmento que inhibe la migracién y/o la prolife-
racion de la célula endotelial, en la preparaciéon de un medicamento para combatir una enfermedad o una condicién
selecta de tumores/cancer, psoriasis, aterosclerosis, menorragia, endometriosis, artritis (ambos inflamatorio y reuma-
toide), degeneracién macular, la enfermedad de Paget, complicaciones de retinopatia y sus vasculares (incluyendo
prolifetaria y prematurada, y retinopatia diabética), proliferaciones vasculares begninas, fibroses, obesidad, e inflama-
cién en un individuo.

Un aspecto posterior de la invencion facilita un método in vitro de inhibir la migracién y/o la proliferacién de la
célula endotelial incluyendo la administracién del ectodominio MR, o un fragmento de eso que inhibe la migracién
y/o la proliferacion de la célula endotelial, de los tejidos o células in vitro. Las células pueden estar establecidas en
lineas de células, o células que han sido sacadas de un individuo. Los tejidos o células son de manera preferible tejidos
o células, y de manera preferible son tejidos humanos o células.

Ademads, es apreciado que la administracién de un 4cido nucleido codificando el fragmento extracelular de MR o
de los fragmentos activos de eso, podrian también ser til terapéuticamente.

Un aspecto posterior de la invencidn facilita el uso de un polinucleétido codificando el ectodominio MR o un frag-
mento de eso que inhibe la migracién y/o la proliferacién de la célula endotelial, en la preparacién de un medicamento
para combatir cualquier enfermedad o condicién implicando no queridas, no-deseables o inapropiadas migracién y/o
la proliferacién de la célula endotelial.

Un aspecto posterior de la invencion facilita un método in vitro de inhibicién de la migracién y/o la proliferacién de
la célula endotelial incluyendo la administracién de un polinucleétido codificando el ectodomino MR, o un fragmento
de eso que inhibe la migracion y/o la proliferacion de la célula endotelial, al tejido o a las células in vitro. Las células
pueden estar establecidas en lineas de células, o células que ha sida sacadas de un individuo. El tejido o células son de
manera preferible tejido o células mamiferita, y mas preferiblemente son tejido o células humanas.

Las preferencias para formulaciones farmacéuticas, y a continuacion, son las mismas en el aspecto de la invencién
dirigida a inhibir la migracién y/o la proliferacion de la célula endotelial utilizando el ectodominio MR o un fragmento
de es como las preferencias descritas encima para los aspectos de la invencién dirigidas a los anticuerpos anti-MR.

También hemos demostrado que el ectodominio MR es suficiente para inhibir la formacion de trdquea de brote
in vitro en el ensayo de anillo adrtico, y en vivo el ensayo de compresa de angiogénesis. Ademads, fragmentos (por
ejemplo los que son hechos de manera recombinante o por la sintesis de péptido de novo) de la regién extracelular
de MR que muestra la actividad inhibitoria en el ensayo del anillo aértico del rata o del ensayo de compresa de
angiogénesis también proveera ser util en la inhibicion del angiogénesis.

Un aspecto posterior de la invencién facilita un método in vitro de la inhibicién del angiogénesis incluyendo
la administracién del ectodominio MR, o un fragmento de eso que inhibe el angiogénesis, en 1 preparacién de un
medicamento para inhibir el angiogénesis.

Un aspecto posterior de la invencién facilita un método in vitro de la inhibicién del angiogénesis incluyendo la
administracién del ectodominio MR, o un fragmento de eso que inhibe el angiogénesis, a tejido o células in vitro.

Por “fragmento del ectodominio MR que inhibe el angiogénesis” se incluye el ectodominio MR que ha sido tron-
cado o borrado, o un polipéptido incluyendo al menos 450 residuos de dcidos aminos contiguos del ectodominio MR,
lo cual es suficiente para inhibir el angiogénesis. Mas preferiblemente, un fragmento del ectodominio lo cual es sufi-
ciente para inhibir el angiogénesis incluye al menos 400, o 350, 300, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30,
20, 15, 10 residuos de dcidos aminos contiguos del ectodominio MR. Es particularmente mas preferible, si el frag-
mento del ectodominio lo cual es suficiente para inhibir el angiogénesis puede ser examinado, por ejemplo, utilizando
el ensayo del anillo adrtico como descrito en el ejemplo 2 o el ensayo de la compresa como descrito en el ejemplo
3.

En una fabricacion, el fragmento del ectodominio lo cual es suficiente para inhibir el angiogénesis consiste en o
incluye el dominio 1gA o MR (residuos 46-116, SEQ ID NO: 5) o el dominio 1gB de MR (residuos 151-209, SEQ ID
NO: 6).
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Ademds, es apreciado que la administracién de un 4cido nucleico codificando el fragmento extracelular de MR o
el fragmento activo de eso, también serfa un método ttil de terapia anti-angiogénesis.

Otro aspecto posterior facilita el uso de un polipéptido codificando el ectodominio MR, o un fragmento de eso que
inhibe el angiogénesis, en la preparacién de un medicamento para inhibir el angiogénesis.

Un otro aspecto posterior de la invencidn facilita un método in vitro de inhibir el angiogénesis incluyendo la admi-
nistracion de un polipéptido codificando el MR ectodominio MR, o un fragmento de eso que inhibe el angiogénesis, a
tejido o células in vitro.

Las preferencias para enfermedades o condiciones a ser combatidas, son las mismas en los aspectos dirigidos al
ectodominio MR, o un fragmento de eso que inhibe el angiogénesis, como las preferencias descritas encima para los
aspectos de la invencion dirigidas al los anticuerpos anti-MR.

La lista o la discusién de un documento previamente publicado en esta especificaciéon no seria necesariamente
tomado como un conocimiento que el documento es parte de la técnica o es conocimiento generalmente conocido.

La invencién ahora serd descrita con mas detalles por referencias con el siguiente ejemplo y figuras.

Figura 1A muestra la secuencia de ADN del anexo utilizado para generar plasmido 1 (SEQ ID NO: 1). Figura 1B
muestra la secuencia de 4cido amino por el anexo (SEQ ID NO: 2). Esta secuencia es el tamafio total de la secuencia
de 4cido amino.

Figura 2A muestra la secuencia ADN del anexo utilizado para generar el plasmido NH10 (SEQ ID NO: 30). La
figura 2B muestra la secuencia de dcido amino codificada por el anexo utilizado para generar plasmido NH10. Esta
secuencia es designada como el ectodominio y es la secuencia de 4dcido amino del fragmento extracelular entero de
MR (residuos 1-467, SEQ ID NO: 3).

La figura 3 muestra la secuencia de dcido amino de la regién Ig de MR (residuos 46-209, SEQ ID NO: 4).

La figura 4A muestra la secuencia de dcida amina del dominio IgA de MR (residuos 46-116, SEQ ID NO: 5). La
figura 4B muestra la secuencia de dcido amino del dominio 1gB de MR (residuos 151-209, SEQ ID NO: 5).

La figura 5 muestra una representacion de la estructura de MR.

La figura 6A es un grafico y una tabla mostrando el efecto del anticuerpo (MR-7) y el dominio extracelular soluble)
de MR (MR Ecto) en formacién de nuevos vasos en el ensayo del anillo aértico.

La figura 6B es un grifico y una tabla mostrando el efecto del dominio extracelular soluble de MR (el ectodominio
MR, el ecto MR) en formacién de nuevos vasos en el ensayo del anillo adrtico con un control 1gG humano.

La figura 7 muestra la formacién de brote desde una aorta de rata en la presencia de un anticuerpo soluble del
dominio extracelular MR. Las secciones de aorta de la rata han sido cultivadas durante 5 dias en la presencia de un
media sola (A), o de mitad de cantidad de 100 ug/ml MR-7 de anticuerpo (B), o 15 ug/ml del dominio extracelular
de MR (residuos 1-467) (C). Cuatro dibujos son mostrados para cada grupo de tratamiento y son representadas con
niveles de brotes de aortas duplicadas.

La figura 8 es un grafico y una tabla mostrando el efecto del dominio extracelular soluble de MR (ectodominio de
MR) en formacién de nuevos vasos de sangre en el ensayo de la compresa de angiogénesis.

La figura 9A es un grifico y una tabla mostrando que el factor de crecimiento del vascular endotelial (VEGF)
produce la migracion de células endoteliales humanas primeras y es inhibitasa por el dominio extracelular MR.

La figura 9B es un grafico y una tabla mostrando que el factor de crecimiento del fibroblasto basico (Bfgf) produce
la migracién de células endoteliales humanas primarias es inhabitada por el dominio extracelular MR.

La figura 10 es un grafico y una tabla mostrando que el ectodominio MR (Robo4-Fc) inhibe la proliferacién de
células endotelianes humanas primarias.
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Ejemplo 1
Preparacion de anticuerpos

EL ¢ ADN construye cono ha sido utilizado como descrito en tabla 2:

TABLA 2
Longitud total MR cADN Figura 1
MR ectodominio-FC Figura 2
MR IgA + B-Fc Figura 3
MR IgA-Fc¢ Figura 4

“Fc” se refiere a la region Fc del vector plG. Es el bisagra de los dominios constantes del 1gG humano, CHI1,
CH2, dentro de los extremos vectores (sitio de clonaje multiplo y junta de acceptor de regién incluida). La secuencia
nucleétida del vector es:

AAGCTTGATATCGAATTCTGCAGUCCCGGGGGATCCGOAGGGAGGG
TGTCTGUTOGAAGCAGGUTCAGCGCTCCTGLCCTGOACGCATCLCGG
CTATGCAGLCCCAGTCCAGGOCAGCAAGGCAGGLCCCGTCTGCCTC
TTCACCCGGAGGCCTCTGCCCGUCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGG
TCTTCTGGCTITTITCCUCAGGCTCTGOOCAGGUACAGGCTAGGTGC
COCTAACCCAGGUCCTGCACACAAAGGGGCAGGTGCTGGGETCAG
ACCTGCCAAGAGCCATATCCGUGGAGGACCCTGUCCCTGACCTAAGC
CCACCCCAAAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTTC
TCTCCTCCCAGATTCCAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCCC
AAATCTTOTCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGC
CAGCCCAGGCCTCGUCCTCCAGCTCAAGGCGGUGACAGOTGCCITA
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GAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCGGGTGCTGACACG
TCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTCAACTCCTGGGGGGACCGTC
AGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACG
TACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTCCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCGTG
GGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCT
GCCCTGAGAGTGACCGCTIGTACCAACCTCTGTCCTACAGGGCAGCT
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGCCATGACCTG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA
ACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCA
GGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC
CACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGTGC
GACGGCCGGCAAGUCCCGCTCCCCGGGCTCTCGCGGTCGCACGACT
ATGCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCAT
GGAAATAAAGCACCCAGCGCTGCCCIGGGCCCCTGCGAGACTGTG
ATGGTTCTTTCCACGGGTCACCCCGAGTCTGAGGCCTGAGTGGCAT
GAGGGAGGCAGCGGCCGCGACTCTAG (SEQ ID NO: 31).

Generacion de vectores de plasmidos N1 y NH10 para generacidn de anticuerpos anti-MR utilizando inmunizacién
eran llevados como siguientes. Los vectores pldsmidos N1 y NHI10, codificando N1 (lazo de membrana) y NH10
(soluble), eran generados como siguientes:

N1 era generado para sacar del tamafio entero de MR pBluescript KS + por un digesto notl. El producto era
limpiado con el gel y ligado al pcDNA3 (lo cual habia sido gigestado con NotI).

NHI10 era generado para ampliar el dominio extracelular de MR utilizando primeros que incorporaban un sitio 5’
HinDIII y un SITIO 3’ Ntl. Eso era ligado en un vector pcDNA3 que habia sido digerido con las mismas enzimas.

La inmunizacién genética de los ratones para generar anticuerpos anti-MR eran llevados como sigue:

La construcciéon N1 y NH10 eran utilizados para inmunizar ratones desde tres estructuras genéticas diferentes segin
el método descrito en (Boyles, J.S, A. Silva ef al (1997) “La inmunizacién del ADN: la induccién de un anticuerpo
avido y el efecto en la ruta de la célula T de citotoxicity”. Proc Natl Acad Sci USA 94 (26): 14626-31). Los ratones
eran inmunizados con una inyeccién intramuscular de 100 ug de pldsmido libre de endotoxina. Una vez cada dos
semanas. Siguiendo la inmunizacion con las construcciones de ADN, se las inyectaba a cada uno de los ratones 200 ul
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de ectodominio MR purificado de manera intravenal, como un ultimo estimulante antes del calmo de la cosecha para
generar los hibridomas. Tres diferentes tensiones de ratones eran testados por su habilidades a generar una respuesta
inmunitaria conveniente a la inmunizacién genética, como mostrado en Tabla 3.

TABLA 3
Grupo Inmunizaciéon con N1 Inmunizaciéon con NH10
Grupo B-Balb/c ratones B1-B5 B6-B10
Grupo C- C57B1 ratones C1-C5 C6-C10
Grupo M-MFI ratones no | M1-M5 M6-M10
sanguineos
El anexo para inmunizacién es mostrado en Tabla 4.

TABLA 4

Dia

Pre sangrado -2
12 Inmunizacién I/M 0
22 Inmunizacién I/M 14
3?2 Inmunizacién I/'M 28
Test sanguineo 35
I/V propulsor con células o proteina ul de 129 ug/ml purificada proteina ECSM4 I/V en PBSa | 59
Sacrificio de ratones y retirada del bazo por fusién 63

Durante la inmunizacién, la sangre testimonio era ensayado para un anticuerpo anti-MR utilizando la captura
ELISA siguiente. Esta ELISA es un ensayo robusto y flexible que puede ser utilizado para mesurar el nivel de la
fusién de la proteina en sobrenadante o presencia/nivel de un anticuerpo a la proteina de fusién en sobrenadante
hibridoma. Es muy sensible, detectando un 1gG humano en una escala de 0.001 a 0.5 ug/ml. Tiene poco heritancia,
tipicamente en la regién de OD405 = 0.07. En comparacién, sobrenadantes hibridoma netos en este sistema (MR-plG)
da resultados positivos de OD405 > 1.0 (y en algunos casos >2.0).

Resumen del método ELISA

La capa de la placa con 5 ug/ml cabra anti-humano 1gG Fc-especifica; bloca con 1% BSA en PBS; afiadir so-
brenadante fusién proteina o control humano de 1gG: afiadir deteccién de anticuerpo o cabra anti-humana alcalina
fosfatasa conjugue; afiadir segunda conjugacién si una deteccién de anticuerpo no conjugada no es Utilizada; afiadir
pNPP substrato; dejar con 3M NaOH después de 20-30 minutos.

Protocolo detallado para capturar ELISA pasa proteinas fusionas plG

(1) La capa de placa con 2 a 5 ug/ml cabra-anti-humana 1gG (Fc-especifica) anticuerpo purificado no conjugado
diluido en PBS, e.g. Sigma I-2136. 50 ul/pocillo, una tapa para asegurar aun cobertura de base de pocillo.

(2) Incubar toda la noche a 4 grados C. Los platos pueden ser mantenidos asi para al menos una semana, mientras
que son guardados en un contenedor con aire humidificado para impedir el secado.

(3) Lavar 3 veces con PBS-Tween 20 (0.04 Tween 20) por inundacidn del plato y secarlo con un pafiuelo de tejido
cada vez.

(4) Bloquear con 1% BSA in PBS, 200 ul/pocillo. Incubar en una temperatura de cdmara durante 1-2 horas, o toda
la noche a +4 grados C. Los platos pueden ser almacenados blocados a +4 grados C, para el punto (2) encima.

(5) Repetir la etapa de limpieza (etapa 3).
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(6) Tapa de plato con la fusién de proteina sobrenadante e.g. MR-ecto-plG. El sobrenadante contiene 0.5 a 1.0
ug/ml fusién proteina da un resultado muy fuerte, entonces no es necesario purificar o concentrar. Incubar 1 hora en la
temperatura de una cdmara. El 1gG humano puede ser utilizado en vez de un sobrenadante como control positivo para
detectar el dominio Fc y tirado para cuantificar la suma de NABA-plG proteina fusion presenta en el sobrenadante.

(7) Repetir la etapa de limpieza (etapa 3).

(8) Detectar el dominio plG utilizando cabra anti-humana IgG -alcalina fosfatasa conyugacién, 175000 dilucién en
PBS (control positivo), o suero de ratén desde un test de sangre, varios diluciones en PBS (1/10 a 1/1000). Incubar
1 hora a temperatura de la cdmara. Esto es seguido por una etapa adicional de un conjugado secundario (anti-rat6n-
alcalina fosfatasa). Incubar durante 1 hora mds en la temperatura de una cdmara.

(9) Repetir la etapa de limpieza (etapa 3). (También entre el uso de la deteccidn de anticuerpo y de la conyugacioén
secundaria, si un método alternativo es usado).

(10) Medida d el cambio de color utilizando Sigma pNPP substrato hecho de tabletas, 50 ul/pocillo. Incubar durante
20-30 minutos. En la oscura y después dejar la reaccion por el afiado de 50 ul/pocillo 3M NaOH. Leer el cambio de
color a 405 nm.

Los anticuerpos anti-MR eran generados como siguientes: los bazos cultivados de los ratones inmunizados eran
fusionados a las células NSO. El hibridomas resultante eran testados para su habilidad a generar anticuerpos que
reconoce MR utilizando ELISA. De los anticuerpos identificados, uno era elegido para demads estudios. -MR7.

El anticuerpo MR7 era caracterizado como siguiente: MR7 era testado para su habilitad a reconocer varios do-
minios de MR utilizando ELISA. Se descubrié que el MR7 reconoce el dominio MR 1gA. La secuencia de ADN
codificando las regiones complementarias determinantes (CDRs) de MR7 era determinado por amplificacién del PCR
y técnicas de secuencias estandartes utilizando los primeros mostrados abajo.

Primeros

Una mezcla de once 5’ primeros (listados en tabla 5) era utilizado para amplificar la cadena kappa CDRs.

TABLA 5

Ilnicimlﬂlr Secuencia

(D1 Ahy | ACTAGTCGACATGAASTTGCCTETTAGGETETTGETSECTS {SEQ |0 Ma: 32)
MEL2 ACTAGTCGACATGGASWCAGACACACTCCTSY TATGSGT (SEQ D MOk 33)

(M Ahe! ACTAGTCGACATGAGTGTGECTCACTCASETCCTEGSGT T {SEQ (O MA: 34)
[N ARE ACTAGTCGACATSASGRCCCCTECTCASWTTYTTGSMWTCT TG (SEQ 1D MO: 35)
MFEAS ACTAGTCGACATGGATTTWEAGGTGCAGATTWTCASCTTE (SEC 1D ND: 36)
MENE ACTAGTCGACATGAGGTRCEY TSY TCAGY TYCTGRGG (SEQ IO WO A7)

MENT ACTAGTCGACATSGGOWTCAAGATSGEASTCACARKWY YOWS 3 (SEQ 1D NG: 38)
[N A=) ACTAGTCGACATGSTGEGGAYCTTRTTYAMMTTTTTCAATTG (SEQ ID NG 39)
MFAS ACTAGTCGACATGETRTCCOWCASCTCAGTTOITTG (SEQ 1D No: 40)

MEMVAAD | ACTAGTCGACATGTATATATGTTITGTTGTCTATITET (SEQ 1D NOD: 41)

MEMVTT | ACTAGTCGACATGGAAGCCCCATGCTCAGETTUTCTTCE (SEQ IE MG: 42)

La primera secuencia que amplificaba el fin de la cadena MR7 kappa 5’ era MKS.

La secuencia de los 3 ’primeros era GTTTGATCTAGAGCTTGGTCCC (SEQ ID NO: 43) que amplifica de des-
pués CDR3 y aflade un sitio de restriccion al fin del producto se necesitan clonar el producto. EI mismo producto
era también producido cuando la mezcla 5’ era utilizada con el 3’ primer region constante TTGGAGGGCGTTATC
CACCT (SEQ ID NO: 44).
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Cadena pesada primers
El 5° primer era:
ATCGGATCCAGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG (SEQ ID NO: 45),
y el 3’ primer era:
CTCGAATTCTGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC (SEQ ID NO: 46).

El cédigo redundante para estos primeros es mostrado en tabla 6.

TABLA 6

1IUB codigo ambiguo
Mucleotides | Code
A+ hA ahdino
A+G R jurma
AT W déhil
C+5 3 Fuerza
C+T Y p Aimiding
G+T [ Keto
A+G+T W T
A+C+T H no G
A+G+T C no
C+G+T B no A
A+E+HCHT M cualiuiera

Secuencia MR7

La secuencia de dcido amina de la luz y regiones pesada del anticuerpo MR7 es dado abajo. Los CDRs son
subrayados.

MR7 kappa V region:
QIVLTOQSPALMSBSASPGEEVYTMTCSASSSE
VS YMYWYQOQKPRSSPEPWIYLTSNLAS
CVYVPARFSGSOSGOGTEYSLTISSEMEAEDAA
TYYCQQWSSENPLTFGAGTEKLELK(SEQID
NO: 12).

MR?7 pesada regién V:

QVEQLQESGPELVKPGASVEKISCKASG
YSLTDYNLNWVKQNKGKSLEWIGVINEP
NYGTTSYNOKFKGKATLTYDQSSSTTY
MQLNSLTSEDSAVYYCARGRDYFGYW
GQGTTYV TV S S(SEQIDNOs: 16-17),
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La secuencia de nucleétida codificando la luz y las regiones pasadas V del anticuerpo MR7. Los CDRs son subra-
yados.

MR7 kappa V region:

CAAATT,GTT,CTC,ACC,CAG,TCT,CCA,GCA, CTC,ATG,TCT,GCA, TCT,
CCA,GGG,GAG,AAG,GTC,ACC,ATG,ACC TGC,AGT.GCCAGC.TCAA
GT.GTAAGT.TACATG.TAC, TGG,TAC,CAG,CAG,AAG,CCAAGA,TCC
TCC,CCC,AAA,CCC,TGG,ATT, TATCTC.ACA TCC AAC.CTG.GCT, TCT
GGA,GTC,CCT,GCT,CGC, TTC,AGT,GGC,AGT,GGG, TCT,GGG,ACC,TC
T,TAC,TCT,CTC,ACA.ATC,AGC,AGC,ATG,GAG,GCT.GAA GAT,GCT,G
CC,ACT.TAT TAC TGC.CAG.CAGTGG.AGT. AGT.AAC.CCA CTC.ACG,
TTC,GGT,GCT,GGG,ACC.AAG,CTG,GAG,CTG,AAA (SEQ ID NO: 21).

MR?7 regién pesada V:

CAG,GTC,AAG(orA/CAA),CTG,CAG,GAG,TCA,GGA,CCT,GAG,CTG,GT
G.AAG,CCT,GGC,GCT, TCA, GTG,AAG,ATA, TCC, TGC,AAG,GCT, TCT,G
GT,TAC,TCA,CTC,ACT,GAC TACAACCTGAAC, TGG,GTG,AAG,CAG,
AAC,AAAGGA,AAG AGC,CTT,GAGTGG ATT.GGA,GTAATT, AAT.C
C TATGGTACT AGT,TAC AAT.CAGAAGTTCAAG.GGC AAG
GCC,ACA,TTG,ACT.GTA,GAC,CAA, TCT, TCC,AGC,ACA,ACC,TAC,AT
G,CAG,CTC,AAC AGC,CTG,ACA TCT, GAG,GAC, TCT,GCA,GTC. TAT.T
AC,TGT,GCAAGA,GGG.AGG.GAT.TAC, TTC.GGC.TAC,TGG,GGC,CAA
,GGG,ACC,ACG,GTC,ACC,GTC,TCC,TC A (SEQ ID NOs: 25-27).

Ejemplo 2

El anticuerpo MR7 y el ectodominio MR (fragmento extracelular de los residuos MR 1-467) inhiben la formacion de
brotes de vasos en el ensayo del anillo aortico

Resumen

El papel del MR en el angiogénesis fue investigado utilizando el ensayo del anillo adrtico de la rata. Segmentos
de la aorta de la rata eran insertados en Matrigel y tratado con el anticuerpo MR7 o con la proteina ectodominio MR.
Los vasos brotes eran autorizados desarrollar en los cinco dias antes de rayado por tres observadores independientes.
Le media de los resultados de cerca de 20-25 experiencias separadas son demostradas en figura 6A y 6B. Los inter-
resultados de fiabilidad era estimada utilizando el método de Landis y Koch. Los valores de peso de kappa calculados
eran 0.96 para MR7 y 0.93 para el ectodominio MR. Estos valores de kappa muestran que hubo un gran grado de
consistencia entre los resultadores independientes.

Métodos

Las aortas eran cosechadas con ratas de 200 g-300 g (viejo de 6-8 semanas). E inmediatamente colocado en MCDB
131 media.
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El tejido de conexién se quito y las aortas cortadas en anillo de 1 mm-1,5 mm. 48 platos eran recubiertos con 110
ul de Matrigel (BD Biosciences) diluido 1:1 con PBS y permitido de gel a 37 grado C para 30 minuto. Los anillos
eran colocados en los pozos y encerrado con una superposicién de 40 ul de Matrigel. Los anticuerpos (100 ug/ml) o
ectodominio MR (dominio extracelular robo 4 soluble) (15 ug/ml) era afiadidas a los pozos en un volumen final de 250
ul de MCDB 131 media conteniendo 20% de suero bovino fetal y 50 ug/ml de suplemento de crecimiento de célula
endotelial. Media fue cambiado después de dos dias y las aortas analizadas y fotograbadas después de cinco dfas.

Resultados

Fotomicrografias Reprensorias de segmentos de los anillos adrticos son mostrados en Figura 7 A-C. Como lo
muestra la figura, la cura de los anillos adrtico con MR7 o electrodominio MR resultaron en decrecimiento importante
en el brote de vasos desde el segmento adrtico.
Andlisis estadisticas del ensayo del anillo adrtico

Los anillos adrticos eran grabados segtin el crecimiento del vaso en la escala de 0 (bajo) a 4 (alto) como lo siguiente:
0 =no crecimiento, 1 = pocos vasos, 2 = vasos intermediarios, 3 = numerosos vasos pero centros de brotes esporadicos
alrededor del anillo y 4 = numerosos vasos de brotes de todas las regiones del anillo.

Todos los experimentos eran probados de manera secreta y por 3 investigadores independientes. La fiabilidad ante-

pruebas era estimada utilizando el método de Landis y Kosch 8 Bimetrics, 1977, 33 (1), 159-174). El peso de la kappa
era calculado con el objetivo de establecer la fiabilidad del inter-tasa del examinador. Kappa pesado es dado por:

.kw - pn{w} - P:[w}
1- Peay

Donde po (w) y pe (w) son los pesos observados y acuerdos esperados calculados con las formulas:

1 I E
Po(w) = 7 ZZ w1

=1 J=l

Pe(w) = '5‘:" iiwﬁ’i"f

im} f=)

El i representa la categoria para el examinador y j represente la categoria del segundo examinador. El ri represente
el gran total de casos en a categoria i para un examinador, y cj representa el gran total de casos en categoria j para el
otro examinador.

La diferencia entre las categorias consideradas de ser 1. Por consiguiente con la introduccién de nuevas categorias
para la descripcidn de la transicién adicional la diferencia de una categoria a otra se consideré como siendo 0.5 puntos.
El nombre total de categorias por consiguiente es g = 9. El nombre de casos es n = 80.

El peso w ij para la secuencia observada f ij de los casos que fueron en categoria i por un examinador y en categoria
j para su segundo examinador es calculado como:

wir=1 - ——!__‘;

La fuerza del acuerdo era visto como pobre mientras que los pobres de la estadistica. Era < 0.00, ligera para valores
0.00-0.20, justo para 0.21-0.40, moderado para 0.41-0.60, substancial para 0.61-0.80 y gran para 0.81-1.00.

Los datos eran después calatos juntos analizados por ANOVA y el método Kruskall Wallis. Los valores p resultantes
muestran una diferencia de alta importancia entre el grupo control y los tratados con MR7 o electrodominio.
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Ejemplo 3
El ectodominio MR (fragmento extracelular de los residuos MR 1-467) inhibe la formacion de brotes de vasos in vivo

La habilidad del ectodominio MR a inhibir el angiogénesis in vivo fue probado utilizando un ensayo de compresa
de angiogénesis (Hori Y. et al (1996) “Efectos diferentes de los esteroides y dexametasona en los angiogénesis y los
niveles de citoquina en los implantes de compres de rata” Br. J Farmacol. 118 (7): 1584-1591) preformado en un ratén
hembra negra C57. Todos los ratones recibieron una compresa subcutaneos estéril de polieter (tip 611-9) disco (15x5x5
mm) bajo de la piel dorsal en el dia 0. Reactivos probados fueron inyectados a través de la piel directamente en las
compresas cada dos dias durante 21 dias. (100 ul volumen de inyeccién). Grupos de dos ratones recibieron control
PBS; 10 ng/ml de factor de crecimiento bdsico fibroplasta (bFGF); o 10 ng/ml bFGF + 100 UG/MR ectodominio
MR. Los animales eran sacarificados en el dia 21 y las compresas fueron quitadas, fijadas en 3.7% paraformaldeyde
e insertado de parafina. Secciones de micrén eran manchados con haematoxylin y esosin y fotos digitales sacadas
utilizando un microscopio Zeis Axioskop 2 plus con una cdmara digital Axiocam con magnificacién 20x. El niimero
de vasos invadiendo las compresas fueron contadas como media de angiogenosis.

Eran claras las diferencias entre las compresas de los ratones que recibieron inyeccién con Bfgf solo (controles) y
los que recibieron inyeccién con ambos bFGF y ectodominio MR. Las diferencias fueron:

a) Los nimeros de vasos eran de manera importante pocos en las compresas tratados de ectodominio MR
comparando al control (Figura 8; p = 0,0014 utilizando el t-test de estudio;

b) Una ausencia de muy largos vasos de las compresas tratadas de ectodominio MR; y
c) La densidad de célula fibroplastia era mucho menos en las compresas tratadas de ectodominio MR.
Ejemplo 4

El ectodominio MR (fragmento extracelular de residuos MR 1-467) inhibe la migracion de células endoteliales vas-
culares humanas primarias

Una prueba de migracién de célula endotelial vascular humana primaria (HUVEC) fue realizada utilizando el méto-
do BD Bio Coat TM El sistema de angiogénesis para una migracion de célula endotelial lo cual es disponible como Ca-
talog No. 354143 de BD Bioscinces, Bedford, MA, USA. Las instrucciones para utilizar este kit se pueden encontrar en
http:_//www.bdbiosciences.com/_discovery labware/Products/_drugdiscovery/insert_systems/_angiogenesis_system/
pdf/_Endothelial_Cell_Migration_Instruct.pdf. Este sistema utiliza un multi-pozo de 24 inserte sistema y consiste en
un BD Falcon FluoroBlok PET membrana con tres tamafios de poros de micrones cubiertos uniformemente en el lado
encima con fibronectina. La cuantificacién de la migracién de la célula es acabada por post-etiqueta de células con
los colorantes fluorescentes Calcein AM y medida de la migracién de las células fluorescentes en un plato de lectura
fluorescente. La membrana de fluoroBlok bloca los pasajes de luz de manera efectiva desde 490-700 nm a > 99% de
eficacia significando que las cellas etiquetadas que no han migrada son bloqueadas de la deteccién.

La camara superior fue sembrado con 50,000 HUVEC/pozos en MCDB 131 suplementado de médium con 1% de
suero de feto de ternero inactivado de calor (FCS). El fondo de la cdmara fue recargada con o sin bFGF (5 ng/ml),
VEGF (10 ng/ml) y MR ectodomonio (100 ug/ml) en 750 ul de MCDB 131 + 1% FCS. Después de 22 horas de
incubacién a 37 grados C, las membranas insertas fueron manchadas con 4 ug/ml Calcein AM (Pruebas moleculares)
en una solucién sal balanceada madeja (HBSS) para 90 minutos. Fluorescente en el lado del fondo de la membrana
fue mesurada a la excitacién/emision del tamaiio de las olas de 485/530 nm. Imagenes fueron sacadas utilizando un
microscopio Zeiss Axiovert 145 con una cdmara digital Axiocam de magnificacién de x10.

Ambos nFGF y VEGF son conocidos para estimular la migracion de células endoteliales (Cross y Claesson-Welsh,
2001 Trends Fannacl Sci. 22(4): 201-207). Como mostrado en figuras 9 A y 9 B, el ectodominio MR fue mostrado de
inhibir de manera importante la migracién de células HUVEC inducida por ambos bFGF o VEGF.

Ejemplo 5
El ectodominio MR (fragmento extracelular de residuos de MR 1-467) inhibe la proliferacion de la célula endotelial

5x 10 4 células endoteliales vasculares humanas primarias (HUVEC) eran sombrados con pozo de un plato de pozo
6- en 1.5 ml tratamiento de crecimiento entero media (6.25, 12.5, 25, 50 o 100 ug/ml del ectodominio MR (Robot 4
-Fc) 0 100 ug/ml 1gG humano), o no tratamiento como control. Después de cuatro dias de incubacién a 37 C grados,
las células fueron limpiadas en PBS y destacadas de los pozos por afiadido de 1 ml de solucién trypsin. Después de que
todas las células se separaron, 400 ul de la suspension de célula fue transferido a 19.6 ml de buffer Isoton (Beckman
Coulter), y el numero d células en cada mostrador fue determinado en una cuente de Particle Coulter y analiser de
tamafio (Beckman Coulter). La experiencia fue llevada entriplicada, y replicadas tres veces.
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Como mostrado en la figura 10, la incubacién en la presencia de 12.5 ug/ml MR ectodominio bajo la proliferaciéon
de células HUVEC en un mas o menos 75% d niveles de control, y de grande concentraciones de ectodominio MR
tuvo un fuerte efecto anti-prolifératelo muy importante.

Ejemplo 6

Tratamiento de un paciente exhibiendo un angiogenesis no deseable por administrar un anticuerpo que se liga espe-
cificamente a la region extracelular de MR

Un paciente exhibiendo no deseables angiogenesis es curado con infusiones intravenosas de soluciones salinas de
una composicién farmacéutica incluyendo un anticuerpo que especificamente se liga a la regién extracelular de MR.
Las infusiones son administradas cada semana durante un periodo de 3 a 6 meses.

Ejemplo 7
Tratamiento de un paciente exhibiendo no deseables angiogenesis por administrar la region extracelular de MR
Un paciente exhibiendo no deseable angiogenesis es curado con infusiones intravenosas de soluciones salinas

de una composicién farmacéutica incluyendo el ectodominio MR. Las infusiones son administradas cada semana,
tipicamente para 3 o 6 meses.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo que se liga selectivamente a residuos de aminodcidos 46 a 209 del magic roundabout (MR)
humano (SEQ ID NO: 2) en la preparacién de una medicina para inhibir angiogénesis.

2. Método in vitro de inhibicién de angiogénesis que comprende la administracién de un anticuerpo que se liga
selectivamente a residuos aminodcidos 46 a 209 del MR humano (SEQ ID NO: 2) a un tejido o células in vitro.

3. Método o uso segtn la reivindicacién 1 o 2, en donde el anticuerpo se liga selectivamente a los residuos 46 a
116 del MR humano, o a los residuos 151 a 209 del MR humano.

4. Método o uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo tiene al menos una regién
variable de cadena ligera incorporando los CDR siguientes:

COR1:  BASSSVSYRMY{SEDIDMO: G),
CORZ: LTSHLAS(SEQID NG 10), et
COR2: QOWSERNFPLTISEQIDMNT (11}

5. Método o uso segtn la reivindicacién 4, en el que el anticuerpo tiene al menos una region variable de cadena
ligera incluyendo la secuencia de dcidos aminados.

QIvYLTQSPALMSBSASPGEEVTMTCE ARSESS
VEYMYWYQQRQEPRESSPEPWIYLTSISHNLASEAG
YPARFSGSEESGTSYSLTISEMEAREDARAT
¥YYCQOWSSNPFPLTFGAGTHRELETLE (SEQ ID NO:
12} .

6. Método o uso segun cualquier de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo tiene al menos una regién
variable de cadena pesada incluyendo los CDR siguientes:

CCR1: DY MWL (SEZID N 13);
CCRZ: WINPHYGTTIYHNLOKFKGEEQIDRNO: 14); 8t
CCRY: GROYFGY{SEQIC NG 13)

7. Método o uso segtin la reivindicacién 6, en el que el anticuerpo tiene al menos una region variable de cadena
pesada conteniendo la secuencia de 4cidos aminados

QVEMQLQOQES SFELVEKPGCGASVETISCKASGY
SLTDPYHNLNWVEQNHRKGKEKESLEWIGVYINEPNY
GTTSYNQRFEGEKATLTVDQSESESETTTYHQL
NSLTSEDSAVYYCARGRDYFGYWGQGTT
VT VS E [SEQ ID NO: 16-17).

8. Método o uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el anticuerpo tiene al menos una regién
variable de cadena ligera como definida en la reivindicacién 4 o 5 y al menos una regién variable de cadena pesada

como definida en la reivindicacién 6 o 7.

9. Uso de un polinucleétido codificando un anticuerpo como definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en la preparacion de un medicamento para inhibir la angiogénesis.

10. Método in vitro de inhibicién de la angiogénesis, que comprende la administracion de un polinucleétido codi-
ficando un anticuerpo como definido en cualquier de las reivindicaciones 1 a 8 a un tejido o a células in vitro.
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11. Un anticuerpo que se liga selectivamente a los residuos de aminodcidos 46 a 209 del MR humano (SEQ ID
NO: 2) y que contiene las secuencias de 4cidos aminados 1) a iii), las secuencias de 4dcidos aminados iv) a vi) o las
secuencias de acidos aminados i) vi):

NSASSSYSYMY(SEQID NG §);
ijLTSHLAS (SEQID NO: 10):
iDQWSSHNFELT(SEQ IDNO: 1) ;

i) DY M LH{SEQ ID NO: 13,
WMYINPNYGSTTSYHQKF KG(SEQIDNO: 14);
Wil GRDYFGY{SEQ IC NG 15).

en donde las secuencias de dcidos aminados 1) a iii) corresponden a CDR1, CDR2, CDR3, respectivamente, de una
region variable de cadena ligera y las secuencias de dcidos aminados iv) a vi) corresponden a CDR1, CDR2, CDR3,
respectivamente, de una region variable de cadena pesada.

12. Un anticuerpo segtn la reivindicacion 11 teniendo al menos una region variable de cadena ligera incorporando
los CDR siguientes:

COR1: SASSSYEYMY(SEQIDNOH),
COR2: LTSHMLAS{SEQIDHNO: 10; et
CORF: DOWSSHNPELTISEQIDNG 11).

13. Un anticuerpo segun la reivindicacién 12 teniendo al menos una regién variable de cadena ligera conteniendo
la secuencia de 4dcidos aminados

DIVLTQSPALMEBASPGEEVITHMTOCSARZSSES
VISYMYWYQOQKPRESPEPWIYLTSESENLASDG
VPARFSQGQEOSOEGSGTSEY SLTISSEHMEAEDAAT
¥ YO OQOQDWSSNPEPLTFGAGTI RKLELEK (SEQ LD NO:
12}

14. Un anticuerpo segtn la reivindicacién 11 teniendo al menos una regién variable de cadena pesada incorporando
los CDR siguientes:

CCR1: DY MWL (SESZID NG 13);
CCARZ: WINPHYGTTSYHNOKFKGEEQIDRD: 14); et
CCR3: GRDOYFGY{SEDIC NI 15)

15. Un anticuerpo segiin la reivindicacién 14, teniendo al menos una region variable de cadena pesada conteniendo
la secuencia de 4dcidos aminados.

OVHE/QLQESGPELVEPGASVEIEBECKDRSSGY

SELTDYNLNWVEQNEKGKSLEWIGVIMNEPENY

CTTSYNORFEGEATLTVDQSESZSESETTYMQL
S
s

wsLT EDSEAVYYCARGRDYFGYWGQGTT

Vv TV 5 (EEQ ID MO 16-17).

16. Un anticuerpo segun la reivindicacién 11 teniendo al menos una regién variable de cadena ligera segin la
reivindicacion 12 o 13 y al menos una regién variable de cadena pesada segun la reivindicacién 14 o 15.
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17. Un anticuerpo que se liga selectivamente al epitopo de MR ligado por un anticuerpo teniendo al menos una
region variable de cadena ligera kappa segtn la reivindicacién 13 y al menos una regién variable de cadena pesada
segun la reivindicacién 15.

18. Un polinucleétido codificando un anticuerpo segtin cualquier de las reivindicaciones 11 a 17.

19. Un polinucledtido segtin la reivindicacién 18, conteniendo una o varias de las secuencias nucledtidas:

PAGT GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATG TAZ (SEQIC N 15)

i) TST Cal ATC SAA SCT GG TTS T {SEQ ID NG 19);

iy CAaG AL TEGE AGT AGT 242 CCA CTC ACG {SEQ T MO 20) ;

iv] GAC TAC AAC CTG AAC (SEQ ID NG: 22)

WVYSTA ATT BAT CCA AAT TAT GGT ACT AGT TAC AAT CAG AAG TTC ARG GGEC (SEQ 1D MO 23); et

i) GG AGG GAT TAC TTC GGC TAC (SEQ 1D MO 24).

20. Un polinucleétido segun la reivindicacion 18 o 19 que contiene la secuencia nucleétida

CAd ATT OTT CTC ASC CAG TCT CCA GCA CTC ATG TCT GCA TCT
OO, 3G GAG RAGC OTC RCC ATG ACTC TGC AGT GUOC AGC TCA AGT
GTA AGT TAC ATG TAC TGG TAC CAG CAG ARAG CCA AGA TCC TCC
200 AaAA CCC TGG ATT TAT CTC ACA TCC AAC CTG GOUT TCT GGA
GTC CCT GOT 0G0 TTC AGT GGC AGT GGG TUT GGG ACC TOT TAC
TCT CTC ACA ATO aAlC AGC ATG GAS GOT GRA GAT GCT GCC ACT
TAT TAC TGO CAC CAG TGG AGT AGQT AAC CCA CTC ACG TTC GGT
GCT GGG ACC ARG CTG CGAG OTG AMA (SEQ ID NC: Z1),

y/o

comprendiendo la secuencia nucleétida

a3 GTC AAG{cu A/CAA} CTC CAG GRG TCA GGA CCT GAG CTG
GTG RaG COT GGC GCT TCA GTC ARG ATA TCC TGC AARG GCOT TCT
GOT TAC TCA CTC ACT GAC TAC AAC CTG AAD ToG GTE 22405 CAG
AAC ARA GGA ARG AGCT CTT GAS TGG ATT GGA GTA ATT AAT CCa
AARC TAT GGT ACT AGT TAC ART CAG AAG TTC AAG GGC AAG GCU
ACEK TTG ACT GTa GAC CAR TOT TOC AGC ACA ACC TAC ATG CAG
CTC BAC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TOT GCA GTC TAT TAC TGT
Goa RGA GGG AGG GAT TAC TTC GGC TAC TG GGC CAa GGG ACC
ACG GTC ACC GT TCC TCA (SEQ ID MO: 253-27}.

21. Un anticuerpo que se liga selectivamente a los residuos 46 a 209 del MR humano (SEQ ID NO: 2) pero que no
se liga selectivamente a los péptidos LLQPPARGHAHDGQALSTDL (SEQ ID NO: 2) o LSQSPGAVPQALVAWRA
(SEQ ID NO: 29).

22. Un anticuerpo segun la reivindicacién 21, que se liga selectivamente a los residuos 46 a 116 del MR humano
(SEQ ID NO: 2) pero que no se liga selectivamente al péptido LLQPPARGHAHDGQALSTDL (SEQ ID NO: 28), o
que se liga selectivamente a los residuos 151 a 209 del MR humano (SEQ ID NO: 2) pero que no se liga selectivamente
al péptido LSQSPGAVPQALVAWRA (SEQ ID NO 29).
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23. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo segtin la reivindicacién 21 o 22.

24. Un compuesto que comprende un anticuerpo segtn cualquier de las reivindicaciones 11 a 17 0 21 a 22 y una
fraccién directamente o indirectamente citotdxica.

25. Compuesto segtn la reivindicacién 24, en donde el grupo citotdxico es seleccionado entre un agente quimico-
terapéutico directamente citotoéxico, un polipéptido directamente citotdxico, una fraccion que es capaz de convertir
un profarmaco relativamente no-téxico en un farmaco citotéxico, un radiosensor, un dcido nucleico directamente
citotoxico, una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido directamente o indirectamente citotéxico, una
molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico, o un dtomo radioactivo.

26. Un compuesto segtin la reivindicacién 25 en donde el dtomo radioactivo es cualquiera entre el fésforo 32, el
iodo 125, el iodo 131, el indio 111, el renio 186, el renio 188 o el ytrio 90.

27. Un compuesto segun la reivindicacion 24 o 25, en el cual el anticuerpo y la fraccion citotdxica son polipéptidos
que estan fusionados.

28. Un polinucleétido codificando un compuesto segtn la reivindicacién 27.

29. Un compuesto que comprende un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17 0 21 a 22 y una
fraccion facilmente detectable.

30. Un compuesto segun la reivindicacién 29 en el cual la fraccién facilmente detectable contiene una cantidad
apropiada de cualquiera entre el yodo 123, el yodo 131, el indio 111, el fldor 19, el carbono 13, el nitrégeno 15, el
oxigeno 17, el tecnecio 99m, el gadolinio, el manganeso o el hierro.

31. Vector que comprende el polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 18, 20, 23, o 28.

32. Una célula huésped que contiene el polinucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, 23 0 28, o el
vector segun la reivindicacién 31.

33. Una linea de células huéspedes estables produciendo un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones
11 a 17 0 21 a 22 o un compuesto segun la reivindicacién 27 resultando de la incorporacién en la linea celular de un
polinucledtido exdgeno segiin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, 23 o 28, o un vector segtn la reivindicacién
31.

34. Composicidon farmacéutica que comprende un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17 o0 21
a 22, o un polinucleétido segiin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, 23 o 28, o un compuesto segtin cualquiera
de las reivindicaciones 24 a 27 o0 29 a 30, y un soporte farmacéutico aceptable.

35. Una composicidn farmacéutica segtin la reivindicacion 34 adecuada para la administracién a un paciente por
inyeccidn.

36. Un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17 0 21 a 22, o un polinucleétido segtin cualquiera
de las reivindicaciones 18 a 20, 23 o 28, o un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27 o 29 a 30,
para un uso médico.

37. Uso de un anticuerpo segtn cualquier de las reivindicaciones 11 a 17 o0 21 a 22, o de un polinucleétido segtin
cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, 23 o0 28, o de un compuesto segun cualquier de las reivindicaciones 24 a 27
029 a 30, en la preparacién de un medicamento para inhibir la angiogénesis.

38. Un método in vitro de inhibicién de la angiogénesis, que comprende la administracién de un anticuerpo segtin
cualquier de las reivindicaciones 11 a 17 0 21 a 22, o de un polinucleétido segtin cualquiera de las reivindicaciones 18
a 20, 23 0 28, o de un compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27 0 29 a 30, a un tejido o células in
vitro.

39. Método de produccién de un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17 0 21 a 22, o de un
compuesto segtin la reivindicacion 27, el método comprendiendo la expresidon de un polinucledtido segtin cualquiera
de las reivindicaciones 18 a 20, 23 o 28, o cultivo de una linea de células huéspedes estables segun la reivindicacién
33.

40. Uso de un anticuerpo que se liga selectivamente a los residuos a 46 a 209 del MR humano (SEQ ID NO: 2)
en la preparacién de un medicamento para combatir una enfermedad o una afeccién elegida entre tumores/cancer,
psiorasis, aterosclerosis, menorragia, endometriosis, artritis (tanto inflamatoria como reumatoide), degeneracién ma-
cular, enfermedad de Paget, retinopatia y sus complicaciones vasculares (incluyendo proliferativas y de prematuridad,
y retinopatia diabética), proliferaciones vasculares benignas, fibrosis, obesidad e inflamacion.
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41. Uso del ectodominio de MR (SQ ID NO: 3) o un fragmento de éste que inhibe la migracién y/o la prolifera-
cién de células endoteliales, o de un polinucleétido codificando el ectodominio de MR o de fragmento de éste que
inhibe la migracién y/o la proliferacién de células endoteliales, en la preparaciéon de un medicamento para combatir
una enfermedad o afeccién que implica migracion y/o proliferacién involuntaria, indeseable o inapropiada de células
endoteliales.

42. Uso segun la reivindicacién 41 en donde la enfermedad o la afeccién que implica una migracién y/o una
proliferacién involuntaria, indeseable o inapropiada de células endoteliales elegida entre tumores/cancer, psiorasis,
aterosclosis, menorragia, endometriosis, artritis (tanto inflamatoria como reumatoide), degeneracion macular, enfer-
medad de Page, retinopatia y sus complicaciones vasculares benignas, fibrosis, obesidad e inflamacién.

43. Método in vitro de inhibicién de migracién y/o de proliferacién de células endoteliales, que comprende la
administracién de la ectodominio de MR o de un fragmento de éste que inhibe la migracién y/o la proliferacién de
células endoteliales, de un polinucleétido codificando el ectodominio de MR o de un fragmento del mismo que inhibe
la migracién y/o la proliferacion de células endoteliales, a un tejido o células in vitro.

44. Uso del ectodominio de MR, o de un fragmento de éste que inhibe la angiogénesis, en la preparacién de un
medicamento para inhibir la angiogénesis.

45. Un uso del ectodominio de MR, o de un fragmento de éste que inhibe la angiogénesis, en la preparacién de un
medicamento para combatir una enfermedad o una afeccién elegida entre tumores/cancer, psoriasis, un aterosclerosis,
menorragia, endometriosis, artritis (tanto inflamatoria como reumatoide), degeneracién macular, enfermedad de Paget,
retinopatia y sus complicaciones vasculares (incluyendo proliferativas y de prematuridad, y retinopatia diabética),
proliferaciones vasculares benignas, fibrosis, obesidad e inflamacion.

46. Método in vitro de inhibicidn de la angiogenesis, que comprende la administracién del ectodominio de MR, o
de un fragmento de éste que inhibe la angiogénesis, a un tejido o células in vitro.

47. El uso de un polinucleétido que codifica el ectodominio de MR, o de un fragmento que inhibe la angiogénesis,
en la preparacién de un medicamento para inhibir la angiogénesis.

48. Método in vitro de inhibicién de la angiogénesis, que comprende la administracién de un polinucleétido codi-
ficando el ectodominio de MR, o de un fragmento de éste que inhibe la angiogenesis, a tejido o células in vitro.
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Figura 1A

NotI site

GUGECCGCGAATTCEGCACGAGCAGCAGCGACAAAGTGUTCGGGACAAGGACATAG
GOCTGACGAGTAGCCATEGECTCTGEAGCGAGACAGCCTCCTGGGEGGTAGGGGETTC
COTGCCTCTECTECTCCTGCTCATCATEGEAGECATGCOTCAGGACTCCCOGTCC
CAGATCCTAGTCCACCCCCAGCGACCAGCTGTTCCABRGGCCCTGECCCTGCCAGGA
TGAGCTGCCAAGCCTCAGGCCAGCCACCTCUCACCATCCECTEGCTTGCTGAATGG
GCAGCCCCTGAGCATGGTGCCCCCAGACCCACACCACCTCCTGCCTGATGGGACC
CTTCTGCTGCTACAGCCCCCTGCCCGGGGACATGCCCACGATGECCAGGCCCTGT
CCACAGACCTGGEGTGTCTACACATGTGAGGCCAGCAACCGGCTTGGCACGGCAGT
CAGCAGAGGCGCTCAGCTETCTETGECTGTCCTCCEGRAGEATTTCCAGATCCAG
CCTCGGEACATGETGECTETCETGGETGAGCAGTITTACTCTGGAATGTGGGCCGC
CCTGGEGECCACCCAGAGCCCACAGTUTCATGETGGAAAGATEGEARACCCOTGGC
CCTCCAGCCCGGARGGCACACAGTGETCCGGGGEGETCCCTEUTEATGGCANGAGCA
GAGAAGAGTGACGALGGCGACCTACATGTGTETGCCCACCARCAGUGCAGGACATA
GEGAGAGCCGCGCAGCCCEEETTTCCATCCACGGAGUCCCAGGACTACACGGAGCC
TGTGEGACGCTTCTEGUTETEGCEGAATTCAGUTGCGAARATETCGACACTECTEAACCCG
GATCCTCGCAGAGGGUCCCAAGCCTAGACCGECGETETGECTCAGCTGEARAGETCA
GTGGCCCTGOTGCGCCTGCCCAATCTTACACGELCTTGTTCAGEACCCAGACTGC
CCCGEGAGGCCAGGEASCTCCETGEECAGAGGAGCTECTCECLGECTEGCAGAGC
GCAGAGCTTGGAGGUCTCCACTGEGEGCCAAGACTACGAGTTCARAGTCGAGACCAT
CCTCTGGCCAEGCTCGAGGUCCTEACAGCAACGTGCTGUTCCTEAGGCTGCCGGEA
ARRARAGTGUCCAGTGCCCCACCTCAGGAAGTGACTCTAAAGCCTGGCAATCEGCACT
GITCTTTGTGAGCTGGGTCCCACCACCTGCTGAARACCACAATGCCATCATCCGTG
GCTACUCAGGETCTGGAGCCTGOGCAACACATCACTGCCACCAGCCAACTGGACTGT
AGTTECETEAGCAGACCCAGUTGCARATCECCACCCATATCCCAGGCTCCTACTGL
GTGCAAGTGGCTEGCASTCACTGGTGCTECGAGCTGGEEAGCCCAGTAGACCTGTCT
GCCTCCTTTTAGAGCAGGUCATGGAGCGAGUCCACCCARAGAACCCAGTGAGCATGG
TCCCTGGACCCTEGAGCCAGCTGAGEGCTACCTTGAAGCGGCCTGAGGTCATTGCC
ACCTGCGETEGTTECACTCTGGCTGCTGUCTTCTGUGCACCGCCATGTGTATCCACC
GUCGGECECCEAGCTAGGGTGCACCTGGECCCAGGTCTGTACAGATATACCAGTGA
GGATGCCATCCTAAARACACAGGATGCATCACAGTGACTCCCAGTGGTTAGGCAGAC
ACTTEGCEGTTCCACCTCTGECTCTCGEEACCTRAGCAGCAGCAGCAGUCTCAGCA
GCTCEECTEEECGCGEATECCCEEEACCCACTRGACTETCCTCGCTCCTTGCTCTL
CTGGCACTCCCGAAGCCCCGEUGTECCCCTECTTCCAGACACCAGCACTTTTTAT
GGCTCCCTCATCGCTGAGCTGCCCTCCAGTACCCCAGCCAGGCCAAGTCCCCAGG
TCCCAGCTGETCAGGCGCCTCCCACCCCAGCTGGCCCAGCTCTCCAGCCCCTETTC
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CAGCTCAGACAGCCTCTGCAGCCGCAGGGGACTCTCTTCTCCCCGCTTGTCTCTG
GCCCCTGCAGAGGCTTGGAMGGCCAAAAAGAAGCAGCGAGCTGCAGCATGCCAACA
GTTCCCCACTSCTCCGGEGGCAGCCACTCCTTGRAGCTCCGGGCCTGTGAGTTAGG
AALTAGAGGTTCCAACAACCTTTCCCAARAGCCCAGGAGCTGYGCCCCAAGCTCTG
CTTCCCTCGCGEGBCICTGBGACCGAAACTCCTCAGCTCCTCAMATGAGCTGGTTA
CTCGTCATCTCCCTCCAGCACCCCTCTTTCCTCATGRAACTCCCCCAACTCAGAG
TCAACAGACCCAGCCTCCGGTGGCACCACAGGCTCCCTCCTCCATCCTGLTGCCA
GCAGCCCCCATCCCCATCCTTAGCCCC TGCAGTCCCCCTAGCCCCCAGGCCTCTT
CCCTCTCTGGCCCCAGCCCAGCTTCCAGTCGCCTGTCCAGCTCUTCACTGTCATC
CCTEGGGEGRAGGATCAAGACAGCEGTCCTGRACCCCTCGAGGAGGTAGCCCTGTGCTTG
GAACTCAGTGAGGGTGAGGAGACTCCCAGGAACAGCGTCTCTCCCATGCCAAGGGE
CTCCTTCACCCCCCACCACCTATGGETACATCAGCGTCCCAACAGCCTCAGAGTT
CACGGACATGGGCAGGACTGGAGCCAGGGGTGGGGCCCAAGCGGEGAGTCTTGCTG
TGCCCACCTCGGCCCTGCCTCACCCCCACCCCCAGCGAGGGCTCCTTAGCCAATG
STTGEGGCTCAGCCTCTGAGGACAATGCCGCCAGCECCAGAGCCAGCCTTGTCAG
CTCCTCCGATGGCTCCTTCCTCGCTGATGCTCACTTTGCCCEEGCCLTGGCACTG
GCTGTGGATAGCTTTGGTTTCEGTCTAGAGCCCAGCEAGGCAGACTGCGTCTTCA
TACGATGCCTCATCACCTCCCTCCCCACGGEGATGAGATCTTCCTGACCCCCAACCT
CTCCCTGCCCCTGTCGGAGTGEGAGGCCAGACTGGTTGGAAGACATGGAGGTCAGC
CACACCCRAGCGGCTGGGARGSEGEGEATGCCTCCCTGGCCCCCTCACTCTCAGATCT
CTTCCCAGAGAACTCAGCTCCACTCTCCTATGCCCARGGCTGGTGCTTCTCCTGT
AGATTACTCCTGAACCGTGTCCCTGAGACTTCCCAGRACGGGAATCAGAACCACTT
CTCCTGTCCRACCCACARAGACCTECECTETCGTGTCTGGGTCTTGGCCTGTGTTTC
TCTGCAGCTGGGETCCACCTTCCCAMGCCTCCAGAGAGTTCTCCCTCCACGATTG
TGARAACAAATGABRAACARRATTAGAGCAARGCTCGACCTGCAGCCCTCAGGTCAGC
ARRACATCATCTCCACCTGACTCCTAGCCACTGCTTTCTCCTCTGTGCCATCCAC
TCCCACCACCAGGTTGTTTTGECCTGAGGAGCAGCCCTCCCTGCTGCTCTTLCCC
CACCATTTGGATCACAGGAAGTGGAGGAGCCAGAGGTGCCTTTGTGGAGGACAGC
AGTGGCTGCTGEGAGAGGGCTGTGGACGAAGGAGCTTCTCGGAGCCCCCTCTCALG
CCTTACCTGGECCCCTCCTCTAGAGARGAGCTCAACTCTCTCCCAACCTCACCAT
GGAAAGAAAATAATTATGAATCGCCACTGAGGCACTGAGGCCCTACCTCATGCCAR
ACARAGGGTTCAAGGCTGGGTCTAGCGAGGATGCTGAAGGAAGGGAGGTATGAGA
CCGTAGGTCAAMNGCACCATCCTCGTACTGTTGTCACTATGAGCTTAAGARATTT
GATACCATARRATGGTAAAGACTTGAAARAAARAARNAAANMANADARADDARAAAA

AADRMARNAZZBAALARARARN ANARADNAAARRNA ANAARAADRMAARAAADNAMANDANBARALALDDALRAAN

NotI site downstream of polya tail
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Figura 1B
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Figura 2A

HinDIII site

ALGCTTAAAGTGCTCEGEACAAGGACATACGGECTGAGAGTAGCCATGEEGCTOTGSE
AGCAGACAGCCTCCTEEEAGECAGEELTTCCOTECCTCTGCTGCTCOTGOTCATC
ATEGEGCAGECATEGCTCAGGACTCCCCEUCCCCAGATCCTAGTCCACCCCCAGGACC
AGUTGTTCCAGGGCCCTGECCCTEGCCAGCGATGAGCTGCCAAGCCOTCAGGTCCAGCC
ACCTCCCACCATCCGLTGETTGCTGAATGGEECAGCLCCTGAGCATGGTGLCCCCA
GACCCACACCACCTCCTGCCTGATGGGACCCTTCTGCTGOTRCAGCCCCCTGECCS
GEEGACATGCCCACGATGGECCAGGCCCTETCCACAGACCTEGEETGTCTACACATS
TCAGGCCAGCAACCGGCTTGECACGGCAGTCAGCAGACGCGCTCGGCTGTCTETG
GUTGTCCTCCGGRAGGATTTCCAGATCCAGLCTCGGGACATGGTGECTETGETEG
GTGAGCAGTTTACTCTGGAATGTGEGCOGCLCTGEGEECCACCCAGAGCCCACAGT
CTCATGETGGAARGATGGGAARACCOCTGGCCCTCCAGCCCGGALGGCACACAGTG
TCCGEGGECETCCCTGCTCATGGUAAGAGCAGAGAAGAGTCACGARCGGRACCTACA
TETGETETEGECCACCAACAGCGUAGEACATAGGGAGAGCCGCGIAGCCCEGEETT'IC
CATCCAGGAGUCCCAGGACTACACEHGAGCOTGTGGACCTTCTGGCTGTGCGAATT
CAGCTGGAARATGTGACﬁCTGCTGAACCCGGATCCTGCAGAGGGCCCCAAGCCTA
GACCGGECGETETGGCTCAGCTGRAAGETCAGTGECCUTEOTECGCUCTGCCCAATC
TTACACGGCCTTGT TCAGGACCCAGACTGCCCCGGGAGECCAGAEAGCTOCATGGE
GCAGAGRAGUTGCTGGCCGGCTGECAGAGCGCAGAGCTTGGAGGCCTCCACTEEG
GCCAAGACTACCGAGTTCAAAGCTGAGACCATCCTCTGGCCEEECTCGAGGECCCTGA
CAGCAACGTGUTGCTCCTGAGGCTGUCEGARMAAMAGTGUCCAGTGCCCCACCTCAG
GAAGTGACTCTARAGCCTGECAATEGCACTATCTTTETGAGCTGGGTCCCADCAC
CTGCTGAAALCCACAATGECATCATCCETEGLTACCAGGTCTGGAGCCTREGECAL
CACATCACTGCCACCAGCCAACTGGACTGTAGTTGETGAGCAGACCCAGCOTGGAR
ATCGCCACCCATATGCCAGGCTCCTACTGCETCCAAGTGGCTGCAGTCACTEGETGE
CTGGAGCTGGGEGAGCCCAGTAGACCTGTCTGCCTCOTTTTAGAGCAGGCCATGGA
GCOAGCCACCCAAGAACCCAGTGAGCATGGTCCCTGGACCCTGGAGCAGCTGEAGG
GCTACCTTGAAGCGGTAGTAAGOGGEOCEC

(STOP, STOP Notl Site)
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Figura 2B

MGSGGDSLLGGRGS LPLLLLLIMGGMAQDSPPOTLVHPOQDOLFOGPGPARMSCOA
SGQPPPTIRWLLNGQPLEMVEPPDPHHLLPDGTLLLLOPPARGHAHDGOALSTDLG
VYTCEASNRLGTAVSRGARLSVAVLREDFQIQPRDMVAVVGEQFTLECGPPWGHP
EPTVSWWKDGKPLALOPGRETVSCGGSLLMARAEKSDEGTYMCVATNSAGHRESRA
ARVSTIQEPODYTEPVELLAVRIQLENVI LLNPDPAEGPKPRPAVWLSWKVSGPAA
PAQSYTALFRTOTAPGGOGCAPHAEELLAGWOSAELGGLHWGODYEFKVRPSSGRA
RGPDSNVLLLRLPEKVPSAPPOQEVILKPGNGTVFVSWVPPPAENHNGI TRGYQVW
SLGNTSLPPANWTVVGEQTQLEIATHMPGSYCVOVAAVTGAGAGEPSRPVCLLLE
QAMERATQEPSEHGPWTLEOLRATLER
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Figura 3

PGPARMSCQASGQPPPTIRWLLNGOPLSMVPPDPHHLLPDGTLLLLOPPARGHAH
DGOALSTDLGVYTCEASNRLGTAVSRGARLSVAVLREDFQIQPRDMVAVVGEQFT
LECGPPWGHPEPTVSWWKDGKPLALOPGRHTVSGGSLLMARAEKSDEGTYMCV A

Figura 4A

PGPARMSCQASGOPPPTIRWLLNGQPLSMVPPDPHELLPDGTLLLLOPPARGHAH
DGOALSTDLGVYTCEA

Figura 4B

GEQFTLECGPPWGHPEPTVSWWKDGKPLALQPGRHTVSGGSLLMARAEKSDEGTY
MCVA
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Figura 5
A

> Dominio extracelular
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FIGURA 8A
Tratamiento Media Varianza
Control 277 0.18
100 ug/ml MR-7 1.04 0.43
100 ug/ml MR-Ecto 0.74 0.34

-

NN\

;
7

Control 100 ug/ml 100 ug/ml
MR-7 MR-Ecto

Resultado Formacion Vasos
I

44




ES 2 357 609 T3

FIGURA 6B
Tratamiento Media Desviaciéon Estandar
Control 2.91489 $.1579
Human IgG 3.42857 0.409303
MR ectodomain 0.632258 0.194497

BROTACION ANILLO AORTICO
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Controf Human MR Ecto
IgG
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Figura 7

A No tratada

i -

B 100 pg/mi MR-7 Ab
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Figura 8
Media Desviacion Estandar
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Figura 9A
Tratamiento Media Desviacion Estandar
Control 60.5 10.41
VEGF 131.33 29.70
VEGF + MR ectodominio  21.67 4.04
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BFGF
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Figura 9B
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Figura 10
Tratamiento Te?)c;iﬁc?:nes Desviacion Estandar
fgg t;::lml Robod-Fc 169:; Z
50 pg/ml Robo4-Fc 1122 02
25 pg/ml Robo4-Fe 1401 134
12.5 pg/ml Robo4-F¢ 1483 54
6.25 pg/ml Robod-Fc 1991 596
100 pg/ml Humano IgG 2015 93
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