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DESCRIPCION
Procedimientos Utiles para la modulacion de la angiogénesis que utilizan la tirosina cinasa Src.
Campo técnico

La presente invenciéon se refiere generalmente al campo de la medicina, y se refiere especificamente a
procedimientos y composiciones para modular la angiogénesis de tejidos que utilizan la proteina tirosina cinasa Src,
variantes de Src y a los &cidos nucleicos que las codifican.

Antecedentes

La angiogénesis es un proceso de vascularizacion tisular que implica el desarrollo de nuevos vasos sanguineos en
un tejido, y se hace asimismo referencia al mismo como neovascularizacion. El procedimiento estd mediado por la
infiltracién de células endoteliales y células de musculo liso. El procedimiento se cree que procede en alguna de las
tres formas: los vasos pueden brotar de vasos preexistentes, el desarrollo de nuevos vasos puede surgir de células
madre (vasculogénesis) o pequefios vasos existentes pueden aumentar de diametro. Blood et al., Bioch. Biophys.
Acta, 1032:89-118 (1990).

La angiogénesis es un proceso importante en el desarrollo de los recién nacidos, pero es también importante en la
cicatrizacion de heridas y en la patogenia de una gran variedad de enfermedades clinicas incluyendo la inflamacion
de tejidos, artritis, crecimiento tumoral, retinopatia diabética, degeneracién macular por neovascularizaciéon de la
retina y enfermedades similares. Estas manifestaciones clinicas asociadas a la angiogénesis se denominan
enfermedades angiogénicas. Folkman et al., Science, 235:442-447 (1987). La angiogénesis esta generalmente
ausente en tejidos de adultos o maduros, aunque se produce en la cicatrizacion de heridas y en el ciclo del
crecimiento del cuerpo luteo. Véase, por ejemplo, Moses et al., Science, 248:1408-1410 (1990).

Se ha propuesto que la inhibiciéon de la angiogénesis seria una terapia Util para restringir el crecimiento tumoral. La
inhibicion de la angiogénesis ha sido propuesta por (1) inhibicién de la liberaciéon de “moléculas angiogénicas” tales
como FGFb (factor de crecimiento de fibroblastos basico), (2) neutralizacion de moléculas angiogénicas, tales como
mediante la utilizacién de anticuerpos anti-BbFGF, (3) utilizacion de inhibidores de receptor de vitronectina a,Bs y (4)
inhibicion de la respuesta de células endoteliales a estimulos angiogénicos. Esta Ultima estrategia ha recibido
atencién, y Folkman et al., Cancer Biology, 3:89-96 (1992), han descrito varios inhibidores de la respuesta a las
células endoteliales, incluyendo el inhibidor de colagenasa, los inhibidores de recambio de la membrana basal,
esteroides angioestaticos, inhibidores de la angiogénesis procedente de hongos, factor 4 de plaquetas,
trombospondina, farmacos para la artritis tales como D-penicilamina y tiomalato de oro, analogos de la vitamina Ds,
interferon alfa y similares que pueden utilizarse para inhibir la angiogénesis. Para inhibidores adicionales propuestos
de angiogénesis, véase Blood et al., Bioch. Biophys. Acta, 1032:89-118 (1990), Moses et al., Science, 248:1408-
1410 (1990), Ingber et al., Lab. Invest., 59:44-51 (1988) y patentes US n?® 5.092.885, n® 5.112.946, n® 5.192.744,
n?® 5.202.352, n? 5.753.230 y n® 5.766.591. Ninguno de los inhibidores de la angiogénesis descritos en las referencias
anteriores implica las proteinas Src.

Para que se produzca angiogénesis, las células endoteliales deben degradarse en primer lugar y atravesar la
membrana basal del vaso sanguineo de manera similar a la utilizada por las células tumorales durante la invasién y
la formacion de la metastasis.

Se ha publicado anteriormente que la angiogénesis depende de la interaccion entre las integrinas vasculares y las
proteinas de la matriz extracelular. Brooks et al., Science, 264:569-571 (1994). Ademas, se public6 que la muerte
celular programada (apoptosis) de las células vasculares angiégenas se inicia por la interaccion, que estaria inhibida
por determinados antagonistas de la integrina vascular a,83. Brooks et al., Cell, 79:1157-1164 (1994). Mas
recientemente, se ha publicado que la unién de la metaloproteinasa-2 de la matriz (MMP-2) al receptor de
vitronectina (a,Bs) puede inhibirse utilizando antagonistas de a,Bs., y de este modo inhibir la funcién enzimatica de la
proteinasa. Brooks et al., Cell, 85:683-693 (1996).

El documento WO 98/16638 se refiere a ligandos que incluyen secuencias de aminoacidos que se unen a por lo
menos dos dominios de una proteina diana, en la que ligandos particularmente preferidos incluyen los que se dirigen
a los dominios 2 y 3 de la homologia Src de las proteinas eucaritticas tirosina cinasas.

Marx, M. y Dorsch, O. (Kidney Int., 1997, Vol. 51(1):110-8) dan a conocer que c-src ejerce efectos reguladores sobre
la proliferacion de células del mesangio, la organizacion citoesquelética, proteasas de la matriz y diferenciacion.

Russel R. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci., USA.,1991, Vol. 88:10696-10700) publican que la fosforilacion del terminal
carboxilo de pp-60“°°, producto del protooncogen c-src, en Tyr-527 suprime la actividad de tirosina cinasa y la
transformacion potencial.
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Irby R. et al. (Surgical Forum,1998, Vol. 49:395-396) dan a conocer una implicacion de Src en la iniciacion y
evolucion del cancer de colon.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a la modulacién de la angiogénesis en tejidos por la tirosina cinasa Src, ademas en
la presente memoria se denomina genéricamente Src, como se define en las reivindicaciones.

Se contemplan las composiciones y utilizaciones para modular la angiogénesis en un tejido asociada a una
enfermedad. Una composicion que comprende una cantidad moduladora de angiogénesis de una proteina Src debe
administrarse al tejido para ser considerada una enfermedad que responde a la modulacién de la angiogénesis. La
composicién que proporciona la proteina Src puede contener proteina purificada, fragmentos de proteina
biol6gicamente activa, proteina Src, fragmentos de proteina o proteinas de fusion de los mismos producidos por
recombinacion o vectores de expresion de gen/acido nucleico para expresar una proteina Src.

Cuando la proteina Src se inactiva o inhibe, la modulacién es una inhibicion de la angiogénesis. Cuando la proteina
Src esta activa o activada, la modulacién es una potenciacion de la angiogénesis.

El tejido que va a tratarse puede ser cualquier tejido en el que se desee la modulacion de la angiogénesis. Para la
inhibicion de la angiogénesis, es Util tratar el tejido enfermo en el que se produce la neovascularizacién perjudicial.
Los tejidos ejemplificativos incluyen tejido inflamado, tumores sélidos, metastasis, tejidos que experimentan
restenosis y tejidos similares.

Para la potenciacion, es Util tratar a los pacientes con extremidades isquémicas en las que existe una escasa
circulacion en las extremidades de diabéticos u con otras enfermedades. Pueden tratarse también los pacientes con
heridas crénicas que no cicatrizan y por lo tanto podrian beneficiarse del aumento en la proliferacion de células
vasculares y neovascularizacién.

Resulta particularmente preferida la utilizacion de la proteina Src que contiene una secuencia de aminodcidos
modificada como se describe en la presente memoria. Varias proteinas Src modificadas particularmente Utiles y la
expresién de las mismas se describen en la presente memoria.

La presente invencion comprende ademas una composicion farmacéutica para estimular la angiogénesis en un
tejido diana de mamifero que comprende un vector de transferencia génica virico o0 no virico que contiene un acido
nucleico y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable; teniendo dicho &cido nucleico un segmento de
acido nucleico que codifica una proteina Src, teniendo dicha proteina Src algun resto de aminoacido en el codén 527
excepto tirosina, serina o treonina.

Esta asimismo prevista una composicién farmacéutica para inhibir la angiogénesis en un tejido diana de mamifero
que comprende un vector de transferencia génica virico o no virico que contiene un acido nucleico y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; presentando dicho acido nucleico un segmento de acido nucleico que
codifica una proteina Src que no presenta actividad de cinasa.

Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos que forman parte de la presente exposicion:

La figura 1 es una secuencia de ADNc de c-Src de pollo que es la secuencia de codificacion completa con los
intrones eliminados como fue descrita en primer lugar por Takeya et al., Cell, 32:881-890 (1983). La secuencia es
accesible con el numero de registro en GenBank J00844. La secuencia contiene 1759 nucleétidos con el fragmento
que codifica la proteina que pertenece y finaliza en las posiciones de los nucleétidos 112 y 1713 respectivas.

La figura 2 es la secuencia de restos de aminoédcidos codificada de c-Src de pollo de la secuencia de codificacion
mostrada en la figura 1.

La figura 3 es una secuencia de ADNc de c-Src humana que fue descrita en primer lugar por Braeuninger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 88:10411-10415 (1991). La secuencia es accesible con el nimero de registro X59932
X71157 del GenBank. La secuencia contiene 2187 nucleétidos comenzando y acabando la parte que codifica la
proteina en las posiciones 134 y 1486 de nucleotidos respectivas.

La figura 4 es la secuencia del resto de aminogcidos codificada de la c-Src humana de la secuencia de codificacion
representada en la figura 3.

La figura 5 ilustra la activacion de la Src endégena por FGFb o VEGF como se describe en el Ejemplo 4. La parte
superior de la figura indica los resultados de un ensayo in vitro con cinasa con la activacién doblada de c-Src
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enddgena por FGFb y VEGF. La parte inferior de la figura es el ensayo de transferencia de la cinasa sondado con un
anticuerpo anti-Src como control de carga para el contenido equivalente de Src e IgG.

La figura 6 ilustra el efecto de la expresién génica mediada por retrovirus de c-Src A en la angiogénesis en la
membrana corioalantoica de pollo (CAM) tal como se describe en el Ejemplo 4. Las CAM de pollo de nueve dias de
vida se expusieron a RCAS-Src A (c-Src mutada activa) o RCAS-GFP de referencia (proteina verde fluorescente;
proteina fluorescente indicadora) retrovirus o tampén durante 72 h. Se cuantificé el nivel de angiogénesis como se
muestra en la figura 6A con fotomicrografias (4x) representativas en la figura 6B correspondientes a cada
tratamiento tomadas con un estereomicroscopio.

La figura 7 ilustra la expresion retrovirica de c-Src A en la activacion de la fosforilacion de MAP cinasa vascular. La
figura 7A muestra extractos de tejido de CAM de pollo de 10 dias de vida que se habian expuesto a VEGF o PMA
durante 30 minutos o se habian infectado con retrovirus de c-Src A durante 48 horas. NT no respalda ningin
tratamiento. Se inmunoprecipitdé Src en cantidades equivalentes de extracto total de proteina y se sometié a un
ensayo con inmunocomplejo de cinasa in vitro utilizando proteina de fusion FAK-GST como sustrato, se realizé la
electroforesis y se transfirié a nitrocelulosa. Se determinaron también alicuotas del tejido completo anterior para
fosforilacion de ERK endodgena realizando la inmunotransferencia con un anticuerpo anti-fosfo-ERK. La figura 7B
muestra las CAM de 10 dias de vida que fueron infectadas con RCAS simulado o RCAS que contiene SRC A.
Después de dos dias, se disecaron las CAM, se crioconservaron en OCT y se seccionaron en 4 ym. Se
inmunotifieron las secciones con un anticuerpo ERK antifosforilado (New England Biolabs), se lavaron y se
detectaron con un anticuerpo secundario conjugado con anti-FITC de conejo en cabra. Se capturaron imagenes
fluorescentes en una camara con CCD enfriado (Princeton Inst.).

La figura 8 ilustra el requisito selectivo para la actividad de Src durante VEGF, pero no la angiogénesis inducida por
FGFb. Las CAM de pollito de nueve dias de vida se expusieron a RCAS-Src 251 o a retrovirus RCAS-GFP de
referencia o a tampon durante 20 horas y a continuacién se incubaron durante 72 horas mas en presencia o
ausencia de FGFb o de VEGF. El nivel de angiogénesis se cuantifico6 como se describié anteriormente en la figura
8A, y se tomaron fotomicrografias representativas (6x) con un estereomicroscopio como se muestra en la figura 8B.
La figura 8C muestra una transferencia sondada con un anticuerpo anti-Src para confirmar la expresién de Src 251
en células transfectadas en comparacién con tratamientos simulados.

La figura 9 ilustra los resultados de la administracion retrovirica de RCAS-Src 251 a tumores humanos. La figura 9A
es una micrografia que muestra un fragmento de tumor meduloblastoma humano infectado con RCAS-GFP (RCAS-
proteina verde fluorescente) que expresa GFP exclusivamente en los vasos sanguineos del tumor (cabeza de
flecha) tal como se detecta por seccionamiento éptico con un microscopio de barrido con focal de BioRad (barra =
500 pum). La figura 9B representa los datos de tumores tratados con la aplicacién tépica de retrovirus, que se dejaron
crecer durante 3 6 6 dias después de los cuales se extirparon y se determinaron los pesos en himedo. Se expresan
datos como el cambio medio en el peso del tumor (desde los 50 mg de peso de partida del tumor) £ SEM de 2
réplicas. La figura 9C representa micrografias representativas, tumores de meduloblastoma extirpados
quirtrgicamente del embrién (barra = 350 um). Los paneles inferiores son vistas en gran ampliacion de cada tumor
que muestran los vasos sanguineos de cada tumor con detalle (barra = 350 um). La cabeza de flecha indica la
destruccion de vasos sanguineos en tumores tratados con RCAS-Src 251.

La figura 10 es un diagrama que ilustra una cartografia de restriccion del montaje del vector RCASPB (RCAS).
Descripcion detallada de la invencion
A. Definiciones

Resto de aminoacido: Aminoacido formado en la digestién quimica (hidrélisis) de un polipéptido en sus enlaces
peptidicos. Los restos de aminoacido descritos en la presente memoria se encuentran preferentemente en la forma
isomérica “L”. Sin embargo, los restos en la forma isomérica “D” pueden sustituirse por cualquier resto de L-
aminoacido, siempre que el polipéptido conserve la propiedad funcional deseada. NHz se refiere al grupo amino
presente en el terminal amino de un polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxilo libre presente en el terminal
carboxilo de un polipéptido de acuerdo con la nomenclatura de polipéptido convencional (descrita en J. Biol. Chem.,
243:3552-59 (1969) y adoptada en 37 CFR §1.822(b) (2)).

Debe apreciarse que todas las secuencias de restos de aminoacidos estan representadas en la presente memoria
por las férmulas cuya orientacién izquierda y derecha esta en la direccién convencional del terminal amino al
terminal carboxilo. Ademas, un guién al comienzo o final de una secuencia de restos de aminoacidos indica un
enlace peptidico a una secuencia adicional de uno o mas restos de aminoacidos.

Polipéptido: se refiere a una matriz lineal de restos de aminodcidos conectada a otra por enlaces peptidicos entre el
grupo amino en alfa y el grupo carboxilo de los restos de aminoacidos contiguos.
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Péptido: tal como se usa en la presente memoria se refiere a una matriz lineal de no mas de aproximadamente 50
restos de amino&cidos conectados uno a otro como en un polipéptido.

Péptido ciclico: se refiere a un compuesto que tiene una estructura en anillo que incluye varios enlaces amida como
en un péptido tipico. El péptido ciclico puede ser un péptido ciclico homodético “cabeza con cola”, o puede contener
una estructura en anillo heterodética en la que el anillo estd cerrado por puentes disulfuro, puentes lactama,
tioésteres, tioamidas, guanidino y enlaces similares.

Proteina: se refiere a una matriz lineal de mas de 50 restos de aminoacidos conectados uno a otro como en un
polipéptido.

Proteina de fusion: se refiere a un polipéptido que contiene por lo menos dos dominios de polipéptido diferentes
unidos funcionalmente mediante un enlace peptidico tipico (“fusionado”), en el que los dos dominios corresponden a
péptidos no unidos de naturaleza fusionada.

Péptido sintético: se refiere a una cadena producida quimicamente de restos de aminodcidos unidos por enlaces
peptidicos que esta exenta de proteinas naturales y fragmentos de las mismas.

B. Consideraciones generales

La presente invencién se refiere generalmente al descubrimiento de que la angiogénesis esta mediada por la
proteina tirosina cinasa Src, y que la angiogénesis puede modularse proporcionando proteinas Src activas o
inactivas para potenciar o inhibir la angiogénesis, respectivamente.

Este descubrimiento es importante debido a la funcién que la angiogénesis, formacion de nuevos vasos sanguineos,
desempefa en una variedad de procesos patolégicos. Cuando los tejidos asociados a una enfermedad requieren
angiogénesis para el desarrollo del tejido, es deseable inhibir la angiogénesis y de este modo inhibir el crecimiento
del tejido enfermo. Cuando el tejido lesionado requiere angiogénesis para el crecimiento del tejido y la cicatrizacién,
es deseable potenciar o activar la angiogénesis y de este modo favorecer la cicatrizacién y crecimiento del tejido.

Cuando el crecimiento de nuevos vasos sanguineos es la causa de la patologia asociada a un tejido enfermo, o
contribuye a la misma, la inhibicion de la angiogénesis reduce los efectos nocivos de la enfermedad. Al inhibir la
angiogénesis, se puede intervenir en la enfermedad, mejorar los sintomas, y en algunos casos curar la enfermedad.

Los ejemplos de tejido asociado a la enfermedad y a la neovascularizacién que se beneficiaran de la modulacion
inhibidora de la angiogénesis incluyen la artritis reumatoidea, la retinopatia diabética, las enfermedades
inflamatorias, la restenosis y similares. Cuando se necesita el crecimiento de nuevos vasos sanguineos para
soportar el crecimiento de un tejido nocivo, la inhibicién de la angiogénesis reducira el suministro de sangre al tejido
y contribuye asi a la reduccion en la masa del tejido basandose en requisitos de suministro de sangre.

Los ejemplos incluyen el crecimiento de los tumores cuando la neovascularizacién es un requisito continuo para que
el tumor crezca mas allda de unos pocos milimetros de espesor, y para el establecimiento de metastasis del tumor
sélido.

Cuando el crecimiento de nuevos vasos sanguineos contribuye a la cicatrizacién del tejido, la potenciaciéon de la
angiogénesis ayuda a la cicatrizacién. Los ejemplos incluyen el tratamiento de pacientes con extremidades
isquémicas en las que existe poca circulacion en las extremidades en los limbos de enfermos de diabetes o de otras
enfermedades. Se contemplan también para el tratamiento, los pacientes con heridas crénicas que no cicatrizan y
por consiguiente podrian beneficiarse de un aumento en la proliferacién y la neovascularizacion de células
vasculares.

Las utilizaciones de la presente invencion son eficaces en parte porque la terapia es muy selectiva para la
angiogénesis y no para otros procesos bioldgicos.

Como se describi6 anteriormente, la angiogénesis incluye una variedad de procesos que implican
neovascularizacion de un tejido incluyendo el “brote”, la vasculogenia, o alargamiento de vasos, procesos de
angiogénesis son efectuados en su totalidad por la proteina Src. Con excepcién de la cicatrizacion de heridas
traumaticas, la formacién del cuerpo liteo y la embriogenia, se cree que la mayoria de los procesos de angiogénesis
estan asociados a procesos patolégicos. Por lo tanto, las presentes terapias son selectivas para la enfermedad y no
tienen efectos secundarios nocivos.

C. Proteinas Src
Una proteina tirosina cinasa Src para su utilizacién en la presente invencién puede variar dependiendo de la

utilizacién deseada. Los términos “proteina Src” o “Src” se utilizan para referirse a las varias formas de proteinas
tirosina cinasa Src descritas en la presente memoria, en formas activa o inactiva.
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Una “proteina Src activa” se refiere a alguna de entre una variedad de formas de proteina Src que potencian la
angiogénesis. Los ensayos para medir la potenciacion de la angiogénesis se describen en la presente memoria, y no
deben considerarse limitativos. Una proteina se considera activa si el nivel de angiogénesis es por lo menos 10%
superior, preferentemente 25% superior, y mas preferentemente 50% superior a un nivel de referencia en el que no
se aflade Src al sistema analitico. El ensayo preferido para medir la potenciaciéon en el ensayo de CAM utilizando el
vector virico RCAS tal como se describe en los ejemplos en los que el indice angiogénico se calcula contando los
puntos de ramificacién. Una proteina Src activa preferida presenta también actividad de tirosina cinasa. Las
proteinas Src activas ejemplificativas se describen en los ejemplos e incluyen Src-A.

Una “proteina Src inactiva” hace referencia a cualquiera de entre una variedad de formas de la proteina Src que
inhiben la angiogénesis. En la presente memoria se describen los ensayos para medir la inhibicién de la
angiogénesis, y se proporcionan de manera no limitativa. Una proteina es considerada inactiva si el nivel de la
angiogénesis es por lo menos 10% inferior, preferentemente 25% inferior, y mas preferentemente 50% inferior a un
nivel de control en el que no se afade al sistema de ensayo ninguna Src exégena. El ensayo preferido para medir la
inhibicion es el ensayo CAM que utiliza el vector viral RCAS como se describe en los ejemplos en el que el indice
angiogénico es calculado mediante el contaje de los puntos de ramificacion. Una proteina Src inactiva preferida
presenta ademas una actividad de tirosina cinasa reducida. Las proteinas Src inactivas ejemplificativas se describen
en los ejemplos, y comprenden la Src-251.

Una proteina Src Gtil en la presente invencién puede producirse en alguno de una variedad de procedimientos
incluyendo el aislamiento de fuentes naturales que incluyen tejido, produccién por expresién y purificacién del ADN
recombinante, y similares. La proteina Src puede también suministrarse “in situ” por introduccion de un sistema de
terapia génica al tejido de interés que a continuacion expresa la proteina en el tejido.

Un gen segun una proteina Src puede prepararse por varios procedimientos conocidos en la técnica, y la invencién
no se considera limitativa a este respecto. Por ejemplo, los antecedentes naturales de Src son bien conocidos por
incluir una variedad de homélogos procedentes de especies de mamifero, aves, virus y similares, y el gen puede
clonarse facilmente utilizando métodos de clonacién de ADNc de cualquier tejido que exprese la proteina. Una Src
preferida para su utilizacién en la invencién es una proteina celular, tal como los homélogos de mamifero o ave
denominados c-Src. Se prefiere particularmente una c-Src humana.

D. Moléculas de ADN recombinante y sistemas de expresion para la expresion de una proteina Src

La invencién describe varias secuencias nucleotidicas de utilizacién especifica en la presente invencion. Estas
secuencias incluyen secuencias que codifican una proteina Src (til en la invencién, y varios segmentos de ADN,
moléculas de ADN recombinante (ADNr) y vectores construidos para la expresién de la proteina Src.

Las moléculas (segmentos) de ADN de la presente invencién por consiguiente pueden por lo tanto comprender
secuencias que codifican genes estructurales completos, fragmentos de genes estructurales y unidades de
transcripcion descritas con mayor detalle en la presente memoria.

Un segmento de ADN preferido es una secuencia nucleotidica que codifica una proteina Src como la definida en la
presente memoria, o fragmentos biolégicamente activos de la misma.

La secuencia de restos de aminoacidos y la secuencia nucleotidica de una c-Src preferida se describen en los
ejemplos.

Un segmento de ADN preferido codifica una secuencia de restos de aminoacidos sustancialmente la misma que, y
preferentemente constituida esencialmente por, una secuencia de restos de aminoacidos o porciones de la misma
correspondiente a la proteina Src descrita en la presente memoria. Segmentos de ADN representativos y preferidos
se describen con mayor detalle en los ejemplos.

La secuencia de restos de aminoacidos de una proteina o polipéptido esta directamente relacionada por el cédigo
genético con la secuencia de acido desoxirribonucleico (ADN) del gen estructural que codifica la proteina. De este
modo, un gen estructural o segmento de ADN, puede definirse por lo que respecta a la secuencia de restos de
aminoacidos, es decir, proteina o polipéptido, que codifica.

Una propiedad importante y bien conocida del codigo genético es su redundancia. Es decir, para la mayoria de los
aminoacidos utilizados para construir proteinas, mas de un triplete (codén) de nucleétidos de codificacion pueden
codificar o designar un resto de aminoacido especifico. Por consiguiente, un nimero de diferentes secuencias
nucleotidicas puede codificar una secuencia de restos de aminoacidos especificos. Dichas secuencias nucleotidicas
se consideran funcionalmente equivalentes ya que pueden dar como resultado la produccion de la misma secuencia
de restos de aminoédcidos en todos los organismos. Ocasionalmente, una variante metilada de una purina o
pirimidina puede incorporarse en una secuencia nucleotidica dada. Sin embargo, dichas metilaciones no afectan a la
relacion de codificacion en modo alguno.
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Un acido nucleico es cualquier fragmento de polinucleétido o de &cido nucleico, si es un polirribonucleétido o
polidesoxirribonucleétido, es decir ARN o ADN o analogo del mismo. En las formas de realizacion preferidas, una
molécula de acido nucleico esta en forma de un segmento de ADN doble, es decir, un segmento de ADN, aunque
para determinadas metodologias de la biologia molecular, resulta preferido el ADN o ARN monocatenario.

Los segmentos de ADN son producidos por numerosos medios incluyendo procedimientos de sintesis quimica y
métodos recombinantes, preferentemente por clonaciéon o por reaccion en cadena de la polimerasa (RCP). Los
segmentos de ADN que codifican fragmentos de una proteina Src pueden sintetizarse facilmente por técnicas
quimicas, por ejemplo, el procedimiento del fosfotriéster de Mateucci et al.,, J. Am. Chem. Soc., 103:3185-3191,
1981, o utilizando procedimientos de sintesis automatizados. Ademas, pueden prepararse facilmente segmentos de
ADN mas largos por procedimientos bien conocidos, tales como sintesis de un grupo de oligonucleétidos que
definen el segmento de ADN, seguidos de hibridacién y ligadura de oligonucleétidos para construir el segmento
completo. Los métodos alternativos incluyen el aislamiento de un segmento de ADN preferido por RCP con un par
de cebadores de oligonucleoétidos utilizados en un banco de ADNc que se cree que contiene miembros que codifican
una proteina Src.

Desde luego, mediante sintesis quimica, pueden introducirse algunas modificaciones deseadas simplemente
sustituyendo las bases apropiadas por las que codifican la secuencia de restos de aminodacidos naturales. Este
procedimiento es bien conocido, y puede aplicarse facilmente a la producciéon de varias proteinas Src diferentes
“modificadas” descritas en la presente memoria.

Ademas, los segmentos de ADN consistentes esencialmente en genes estructurales que codifican una proteina Src
pueden modificarse posteriormente, como por mutagenia dirigida o aleatoria, para introducir algunas sustituciones
deseadas.

1. Clonacién de un gen Src

Un gen Src puede clonarse a partir de una fuente adecuada de ADN gendémico o de ARN mensajero (ARNm) por
varios procedimientos bioquimicos. La clonacion de estos genes puede realizarse segun los procedimientos
generales descritos en los ejemplos y como se conoce en la técnica.

Las fuentes de acidos nucleicos para la clonacién de un gen Src adecuado para su utilizacion en los procedimientos
de la presente invencién pueden incluir ADN genémico o ARN mensajero (ARNm) en forma de un banco de ADNc,
procedente de un tejido que se cree que expresa estas proteinas. Un tejido preferido es el tejido pulmonar humano,
aunque puede utilizarse cualquier otro tejido adecuado.

Un procedimiento de clonacion preferido implica la preparacién de un banco de ADNc que utiliza procedimientos
habituales, y el aislamiento de la secuencia nucleotidica que codifica a Src por ampliacion por RCP utilizando
cebadores oligonucletdtidos emparejados basandose en las secuencias nucleotidicas descritas en la presente
memoria. Alternativamente, los clones deseados de ADNc pueden identificarse y aislarse en un ADNc o un banco
gendmico por procedimientos convencionales de hibridacién de &cido nucleico utilizando una sonda de hibridacion
basada en las secuencias de acido nucleico descritas en la presente memoria. Otros procedimientos de aislamiento
y clonacion adecuados de &cidos nucleicos que codifican a Src son facilmente evidentes para un experto en la
materia.

2. Vectores de expresion

Una molécula de ADN recombinante (ADNr) que contiene un segmento de ADN que codifica una proteina Src puede
producirse como se describe en la presente memoria. En particular, un ADNr expresable puede producirse
enlazando operativamente (en el marco, expresamente), un vector a un segmento de ADN que codifica Src. Por lo
tanto, una molécula de ADN recombinante es una molécula de ADN hibrido que comprende por lo menos dos acidos
nucleicos de una secuencia nucleotidica que no se encuentran normalmente juntas en la naturaleza.

La eleccion del vector al que esta operativamente unido el segmento de ADN, depende directamente, como es
conocido en la técnica, de las propiedades funcionales deseadas, por ejemplo, de la expresion de la proteina y de la
célula hospedadora que va a transformarse. Un vector adecuado para utilizacion en la puesta en practica de la
presente invencién es por lo menos capaz de dirigir la replicacién, y preferentemente también la expresién, de un
gen estructural incluido en los segmentos del ADN vector al que esta operativamente unido.

Los vectores de expresion tanto procariéticos como eucarioticos son conocidos por cualquier experto en materia de
construccion de vectores, y estan descritos por Ausubel et al., in Current Protocols in Molecular Biology; Willey y
Sons, Nueva York (1993) y por Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, (1989). Estas referencias describen también muchos de los procedimientos generales del ADN
recombinante referidos en la presente memoria.
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En una forma de realizacion, un vector adecuado incluye un replicdn procarittico, es decir, una secuencia de ADN
con capacidad de dirigir la replicacion autonoma y el mantenimiento de la molécula de ADN recombinante fuera del
cromosoma en una célula hospedadora procariética, tal como una célula hospedadora bacteriana, transformada con
la misma. Dichos replicones son bien conocidos en la técnica. Ademas, las formas de realizacién que incluyen un
replicén procariético incluyen ademas un gen cuya expresion proporciona resistencia farmacéutica a un hospedador
bacteriano transformado con el mismo. Los genes con resistencia farmacéutica bacteriana tipica son los que
proporcionan resistencia a la ampicilina o a la tetraciclina.

Los vectores que incluyen un replicon procariético pueden incluir ademds un activador procariético que puede dirigir
la expresion (transcripcion y traduccién) de un gen estructural en una célula hospedadora bacteriana, tal como E.
coli, transformada con el mismo. Un activador es un elemento de control de expresion formado por una secuencia de
ADN que permite la unién de una ARN polimerasa y que se produzca la transcripcion. Las secuencias activadoras
compatibles con hospedadores bacterianos son por lo general proporcionadas en vectores de plasmido que
contienen zonas de restriccion convenientes para la insercion de un segmento de ADN para la presente invencion.
Tipico de dichos vectores plasmidos son pUC8, pUC9, pBR322 y pBR329 comercializados por Biorad Laboratories
(Richmond, CA), pRSET comercializado por Invitrogen (San Diego, CA) y pPL y pKK223 comercializado por
Pharmacia, Piscataway, N.J.

Los vectores de expresion compatibles con células eucaribticas, preferentemente los compatibles con células de
vertebrado, pueden utilizarse también para formar las moléculas de ADN recombinante de la presente invencién. Los
vectores de expresion de células eucariéticas son bien conocidos en la técnica y son comercializados por varios
proveedores comerciales. Por lo general, dichos vectores se proporcionan conteniendo zonas de restriccion
convenientes para la insercion del segmento de ADN deseado. Son tipicos de dichos vectores, pSVL y pKSV-10
(Pharmacia, pBPV-1/pML2d (International Biotechnologies, Inc.), pTDT1 (ATCC, n® 31255), pRc/CMV (Invitrogen,
Inc.) el vector preferido descrito en los ejemplos y los vectores de expresion eucariéticos similares.

Un sistema particularmente preferido para la expresion génica en el contexto de la presente invencion incluye un
componente de suministro génico, es decir, la capacidad para suministrar el gen al tejido de interés. Los vectores
adecuados son vectores “infecciosos” tales como los virus de ADN recombinante, vectores de adenovirus o
retrovirus que estan modificados genéticamente para expresar la proteina deseada y tienen propiedades que
permiten la infeccién de tejidos diana preseleccionados. Particularmente preferido es el virus del sarcoma aviar
competente para la replicacion (RCAS) descrito en la presente memoria.

Los sistemas de células de mamifero que utilizan virus recombinantes o elementos viricos para dirigir la expresién
pueden modificarse genéticamente. Por ejemplo, cuando se utilizan vectores de expresion de adenovirus, la
secuencia de codificacion de un polipéptido puede estar ligada a un complejo de control de la
transcripcion/traduccion del adenovirus, por ejemplo, el activador tardio y la secuencia principal tripartita. Este gen
hibrido puede insertarse a continuacion en el genoma del adenovirus por recombinacion in vitro o in vivo. La
insercién en una zona esencial del genoma virico (por ejemplo, zona E1 o E3) producira un virus recombinante que
es viable y puede expresar el polipéptido en hospedadores infectados (por ejemplo, véase Logan et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., USA., 81:3655-3659 (1984)). Alternativamente, puede utilizarse activador 7,5 K del virus de la vacuna
(por ejemplo, Mackett et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 79:7415-7419 (1982); Mackett et al., J. Virol., 49:857-864
(1984); Panicali et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 79:4927-4931 (1982)). Son de particular interés los vectores a
base del virus de papiloma bovino que tienen capacidad para replicarse como elementos extracromosoémicos (Sarver
et al., Mol. Cell. Biol., 1:486 (1981)). En resumen, después de la introduccion de este ADN en las células diana, el
plasmido se replica hasta aproximadamente 100 a 200 copias por célula. La transcripcion del ADNc insertado no
requiere integracion del plasmido en el cromosoma del hospedador, proporcionando asi un alto nivel de expresion.
Estos vectores pueden utilizarse para la expresion estable incluyendo un marcador seleccionable en el plasmido, tal
como el gen neo. Alternativamente, el genoma retrovirico puede modificarse para su utilizacién como vector que
puede introducir y dirigir la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica polipéptidos en células
hospedadoras (Cone et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 81:6349-6353 (1984)). Puede también conseguirse un nivel
de expresién elevado utilizando activadores inducibles, que comprenden de manera no limitativa al activador de
metaltionina IIA y a los activadores del choque térmico.

Recientemente, se ha estudiado la supervivencia a largo plazo del activador del citomegalovirus (CMV) frente a la
terapia génica con timidina cinasa (TK) dirigida por el activador del virus del sarcoma de Rous (VSR) en ratones
lampifios con cancer de ovario humano. La eficacia de destruccion de células de la terapia del gen TK del virus del
herpes simple dirigida por el activador del CMV mediada por adenovirus se observo que es de 2 a 10 veces mas
eficaz que la terapia conducida por VSR. (Tong et al., 1999, Hibrydoma, 18(1):93-97). Se ha descrito también el
disefo de activadores hibridos para aplicaciones en terapia génica, que exige bajo nivel de expresién seguido de la
expresion inducible de alto nivel (Suzuki et al., 1996, Human Gene Therapy, 7:1883-1893).

Para la produccion con alto rendimiento, a largo plazo, de proteinas recombinantes, resulta preferida la expresion
estable. En lugar de utilizar vectores de expresion que contienen origenes de replicacion viricos, las células
hospedadoras pueden transformarse con un ADNc controlado por elementos de control de expresion apropiados
(por ejemplo, secuencias activadora y potenciadora, terminadores de transcripcion, zonas de poliadenilacion, etc.) y
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un marcador seleccionable. Como se menciond anteriormente, el marcador seleccionable en el plasmido
recombinante proporciona resistencia a la seleccion y permite a las células integrar establemente el plasmido en sus
cromosomas y crecer para formar focos que a su vez pueden clonarse y expandirse en las estirpes celulares.

Por ejemplo, después de la introduccion del ADN extrafio, las células modificadas genéticamente pueden dejarse
crecer durante 1 a 2 dias en un medio enriquecido, y a continuacién se cambian a un medio selectivo. Pueden
utilizarse numerosos sistemas de seleccion, que comprenden de manera no limitativa los genes de la timidina
cinasas del virus del herpes simple (Wigler et al., Cell, 11:223 (1977)), fosforribosiltransferasa de hipoxantina-
guanina (Szybalska et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 48:2026 (1962)), y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et
al., Cell, 22:817 (1980)), que pueden utilizarse en células tk’, hgprt' o aprt, respectivamente. Ademas, pueden
utilizarse genes que proporcionan resistencia a antimetabolitos como base de seleccién; por ejemplo, los genes para
dhfr, que proporcionan resistencia al metotrexato (Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 77:3567 (1980); O’Hare
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 78:1527 (1981); gpt, que proporciona resistencia al acido micofendlico (Mulligan
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 78:2072 (1981); neo, que proporciona resistencia al aminoglucésido G-418
(Colberre- Garapin et al., J. Mol. Biol., 150:1 (1981)); e hygro, que proporciona resistencia a la higromicina (Santerre
et al., Gene, 30:147 (1984)). Recientemente, se han descrito genes seleccionables adicionables, a saber, trpB, que
permite a las células utilizar indol en lugar de tript6fano; hisD, que permite a las células utilizar histinol en lugar de
histidina (Hartman et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 85:804 (1988)); y ODC (ornitina descarboxilasa) que
proporciona resistencia al inhibidor de ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (Mc Conlogue, L.,
en: Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, ed., (1987)).

Los principales vectores contemplados para la terapia génica humana proceden de origen retrovirico. (Wilson, 1997,
Clin. Exp. Immunol., 107 (Sup.1):31-31; Bank et al., 1996, Bioessays 18(12):999-1007; Robbins et al., 1998,
Pharmacol. Ther. 80(1):35-47). El potencial terapéutico de la transferencia génica y de la terapia antisentido ha
estimulado el desarrollo de muchos sistemas vectoriales para tratar una variedad de tejidos. (Sistema vascular,
Stephan et al., 1997, Fundam. Clin. Pharmacol. 11(2):97-110; Feldman et al., 1997, Cardiovasc. Res., 35(3):391-
404; Vassalli et al., 1997, Cardiovasc. Res., 35(3):459-69; Baek et al., 1988, Circ. Res., 82(3):295-305; rifién, Lien et
al., 1997, Kidney Int. Suppl. 61:585-8;higado , Ferry et al., 1998, Hum. Gene Ther., 9(14):1975-81; musculo,
Marshall et al., 1998, Curr. Opn. Genet. Dev., 8(3):360-5). Ademas de estos tejidos, una diana critica para la terapia
génica humana es el cancer, ya sea el propio tumor o los tejidos asociados (Runnebaum, 1997, Anticancer Res.,
17(4B):2887-90; Spear et al., 1998, J. Neurovirol., 4(2):133-47).

Los ejemplos especificos de sistemas vectoriales de terapia génica virica facilmente adaptables para su utilizacion
en los procedimientos de la presente invencion se describen brevemente a continuacion. El suministro génico
retrovirico ha sido revisado recientemente por Federspiel y Hughes (1998, Methods in Cell Biol., 52:179-214) que
describe en particular, la familia de retrovirus del virus de la leucosis aviar (VLA) (Federspiel et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 93:4931 (1996); Federspiel et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA., 91:11241(1994)). Los vectores retroviricos,
incluyendo el VLA y el virus de la leucemia murina (VLM) son descritos con MAYOR detalle por Svoboda (1998,
Gene, 206:153-163).

Los sistemas de expresion retrovirica/adenovirica modificados pueden adaptarse facilmente para la puesta en
practica de los procedimientos de la presente invencion. Por ejemplo, los sistemas del virus de la leucemia murina
(VLM) estan revisados por Karavanas et al., 1998, Crit. Rev. en Oncology/Hematology, 28:7-30. Los sistemas de
expresion de adenovirus estan revisados por Von Seggern y Nemerow en Gene Expression Systems (ed. Fernandez
& Hoeffler, Academic Press, San Diego, CA, 1999, capitulo 5, paginas 112-117).

Se ha demostrado que los sistemas de expresion de proteinas presentan una utilizacién eficaz tanto in vivo como in
vitro. Por ejemplo, se ha descrito la transferencia génica eficaz a carcinomas epidermoides humanos por un vector
amplicon tipo 1 del virus del herpes simple (VHS) (Carew et al., 1998, Am. J. Surg., 176:404-408). El virus del herpes
simple se ha utilizado para la transferencia génica al sistema nervioso (Goins et al., 1997, J. Neurovirol., 3
(Sup.1):S80-8). Los vectores suicidas dirigidos que utilizan VSH-TK se han probado en tumores sélidos (Smiley et
al., 1997, Hum. Gene Ther., 8(8):965-77). El virus del herpes simple vector de tipo 1 se ha utilizado para la terapia
génica del cancer en células de carcinoma de colon (Yoon et al., 1998, Ann. Surg., 228(3):366-74). Se han
desarrollado vectores hibridos para ampliar la duracion de la transfeccién, incluyendo VSH/VAA (virus
adenoasociado) hibridos para tratar hepatocitos (Fraefel et al., 1997, Mol. Med., 3(12):813-825).

Se ha desarrollado virus de vacuna para terapia génica humana debido a su largo genoma (Peplinski et al., 1998,
Surg. Oncol. Clin. N. Am., 7(3):575-88). Se ha descrito el virus de la vacuna con timidina cinasa eliminada que
expresan purina nucleésido pirofosforilasa para su utilizacion como vector de terapia génica dirigida al tumor
(Puhlman et al., 1999, Human Gene Therapy, 10:649-657).

Se ha descrito el virus 2 adenoasociado (VAA) para su utilizaciéon en terapia génica humana, sin embargo VAA
requiere un virus cooperador (tal como adenovirus o virus herpético) para la replicacion éptima y el encapsulado en
células de mamifero (Snoeck et al., 1997, Exp. Nephrol., 5(6):514-20; Rabinowitz et al., 1998, Curr. Opn. Biotechnol.,
9(5):470-5). Sin embargo, se ha descrito el encapsulado in vitro de un VAA recombinante infeccioso, haciendo
mucho mas prometedor este sistema (Ding et al., 1997, Gene Theraphy, 4:1167-1172). Se ha demostrado que la
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transferencia mediada por VAA de ADNc receptor ecotropico de retrovirus permite la transduccién retrovirica
ecotropica de células humanas probadas y primarias (Qing et al., 1997, J. Virology, 71(7):5663-5667). Se ha
demostrado la terapia génica del cancer que utiliza un vector VAA que expresa p53 natural humano (Qazilbash et
al., 1997, Gene Theraphy, 4:675-682). Se ha demostrado también la transferencia génica en células vasculares que
utiliza vectores VAA (Maeda et al., 1997, Cardiovascular Res., 35:514-521). Se ha demostrado VAA como vector
apropiado para la terapia génica dirigida al higado (Xiao et al., 1998, J. Virol., 72(12):10222-6). Se han demostrado
los vectores VAA para su utilizacién en la terapia génica de tejidos cerebrales y del sistema nervioso central
(Chamberlin et al., 1998, Brain Res., 793(1-2):169-75; During et al., 1998, Gene Theraphy, 5(6):820-7). Se han
comparado también los vectores VAA con los vectores de adenovirus (VAd) para la terapia génica del pulmén y la
transferencia a células epiteliales de la fibrosis quistica humana (Teramoto et al., 1998, J. Virol., 72(11):8904-12).

Los sistemas vectoriales de la terapia génica VAd hibridos/retroviricos que incorporan las cualidades Utiles de cada
virus para crear VAd no integrador que resulta funcionalmente integrador mediante la generacién intermedia de una
célula productora retrovirica (Feng et al., 1997, Nat. Biotechnology, 15(9):866-70; Bilbao et al., 1997, FASEB J 11,
8:624-34). Esta nueva generacién potente de vector de la terapia génica se ha adaptado a la terapia génica del
cancer dirigida (Bilbao et al., 1998, Adv. Exp. Med. Biol., 451:365-74). Una sola inyeccién de VAd que expresa p53
inhibio el crecimiento de los nédulos subcutaneos del tumor de las células del cancer de préstata (Asgari et al., 1997,
Int. J. Cancer, 71(3):377-82). Se ha descrito la transferencia génica de p53 natural mediada por VAd en pacientes
con cancer de pulmén microcitico avanzado de células no microciticas. (Schuler et al., 1998, Human Gene Therapy,
9:2075-2082). Este mismo cancer ha sido el tema de la terapia de sustitucién del gen p53 por los vectores VAd
(Roth et al., 1998, Semin. Oncol., 25(3 Supl. 8):33-7). La transferencia génica mediada por VAd de p53 inhibe una
diferenciacion de células endoteliales y la angiogénesis in vivo (Riccioni et al., 1998, Gene Ther., 5(6):747-54).
También se ha descrito la expresion mediada por adenovirus del antigeno gp75 del melanoma como inmunoterapia
para el melanoma metastasico (Hirschowitz et al., 1998, Gene Therapy, 5:975-983). VAd facilita la infeccion de
células humanas con retrovirus ecotropico y aumenta la eficacia de la infeccion retrovirica (Scott-Taylor et al., 1998,
Gene Ther., 5(5):621-9). Se han utilizado vectores de VAd para la transferencia génica a las células vasculares del
musculo liso (Li et al., 1997, Chin. Med. J.(Engl).,110(12):950-4), células de carcinoma epidermoide (Goebel et al.,
1998, Otolarynol Head Neck Surg., 119(4):331-6), células de céancer de eséfago (Senmaru et al., 1998, Int. J.
Cancer, 78(3):366-71), células de mesangio (Nahman et al., 1998, J. Invest. Med., 46(5):204-9), células gliales
(Chen et al, 1998, Cancer Res., 58(16):3504-7), y en las articulaciones de animales (lkeda et al., 1998, J.
Rheumatol., 25(9):1666-73). Mas recientemente, se ha demostradola transferencia génica pericardica a base de
catéter mediada por vectores de VAc (March et al., 1999, Clin. Cardiol., 22 (1 Supl.1):123-9). La manipulacién del
sistema VAd con los elementos genéticos de control apropiados permite la expresién génica in vivo de la diana
regulable mediada por VAd (Burcin et al., 1999, PNAS (USA), 96(2):356-60).

Se han desarrollado vectores de alfa virus para aplicaciones de la terapia génica humana, con estirpes celulares de
encapsulaciéon adecuadas para la transformacion con casetes de expresion adecuadas para su utilizaciéon con virus
de Sindbis y vectores derivados del virus de Semliki Forest (Polo et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 96:4598-
4603). Se han desarrollado también sistemas a base de ARN replicdn de flavivirus no citopaticos (Varnavski et al.,
1999, Virology, 255(2):366-75). El gen VSH-TK suicida que contiene vectores viricos de Sindbis se han utilizado
para el direccionamiento especifico en las células tumorales (lijima et al., 1998, Int. J. Cancer, 80(1):110-8).

Los vectores retroviricos a base de virus espumoso humano (HFV) también son prometedores como vectores de la
terapia génica (Trobridge et. al., 1998, Human Gene Therapy, 9:2517-2525). Los vectores de virus espumoso han
sido disefiados para la terapia génica suicida (Nestler et. al., 1997, Gene Ther., 4(11):1270-7). Los citomegalovirus
murinos recombinantes y los sistemas activadores se han utilizado como vectores para la expresion de alto nivel
(Manning et al., 1998, J. Virol. Meth., 73(1):31-9; Tong et al., 1998, Hybridoma,18(1):93-7).

El suministro génico en las células que no se dividen se ha hecho posible por la generacion de vectores a base de
virus de Sendai (Nakanishi et al., 1998, J. Controlled Release, 54(1):61-8).

En otros esfuerzos para permitir la trasformacion de células somaticas que no se dividen, se han explorado vectores
lentiviricos. Se ha descrito la terapia génica de la fibrosis quistica que utiliza un vector a base de virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) con insuficiencia de replicacion (Goldman et al., 1997, Human Gene Therapy,
8:2261-2268). Se ha demostrado también la expresién mantenida de genes suministrados al higado y musculo por
vectores lentiviricos (Kafri et al.,, 1997, Nat. Genet.,17(3) 314-7). Sin embargo, la preocupacién por la seguridad es
predominante, y el desarrollo del vector mejorado estd procediendo rapidamente (Kim et al., 1998, J. Virol,
72(2):994-1004). El examen del VIH LTR y Tat proporciona importantes informacién sobre la organizacion del
genoma para vectores en desarrollo (Sadaie et al., 1998, J. Med. Virol., 54(2):118-28). De este modo los requisitos
genéticos para un vector a base de VIH eficaz se comprenden mejor actualmente (Gasmi et al., 1999, J. Virol.,
73(3):1828-34). Se han descrito vectores autoinactivantes o estirpes celulares de encapsulacion condicional (por
ejemplo Zuffery et al., 1998, J. Virol., 72(12):9873-80; Miyoshi et al., 1998, J. Virol., 72(10):8150-7; Dull et al., 1998,
J. Virol., 72(11)8463-71; y Kaul et al., 1998, Virology, 249(1):167-74). se ha demostrado La transduccién eficaz de
linfocitos humanos y de células CD34+ por los vectores VIH (Douglas et. al., 1999, Hum. Gene Ther.,10(6):935-45;
Miyoshi et al., 1999, Science ,283(5402):682-6). Se ha descrito la transduccién eficaz de células humanas que no se
dividen por los vectores lentiviricos del virus de la inmunodeficiencia felino (VIF), que minimiza las inquietudes en
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seguridad utilizando vectores a base de VIH (Poeschla et al, 1998, Nature Medicine, 4(3):354-357). Se ha
demostrado la infeccion productiva de células mononucleares de la sangre humana por los vectores VIF (Johnston
et al., 1999, J. Virol., 73(3):2491-8).

Aunque la manipulacién de muchos vectores viricos resulta dificil, y la capacidad es limitada para insertar el ADN, se
han estudiado estas limitaciones e inconvenientes. Por ejemplo, ademds de las estirpes celulares de encapsulacién
virica simplificadas, los vectores miniviricos, procedentes del virus del herpes humano, virus del herpes simple tipo 1
(VHS-1) y del virus de Epstein-Barr (VEB) se han desarrollado para simplificar la manipulacién del material genético
y la generacion de vectores viricos (Wang et al, 1996, J. Virology, 70(12):8422-8430). Se han mostrado
anteriormente plasmidos adaptadores para simplificar la insercion de un ADN extrafio en los vectores retroviricos
independientes del cooperador (1987, J. Virology, 61(10):3004-3012).

Los vectores viricos no son los Unicos medios para efectuar la terapia génica, ya que se han descrito varios vectores
no viricos. Un vector de suministro génico no virico dirigido basado en la utilizacion del factor de crecimiento
epidérmico/ADN polyplex (EGF/ADN) se ha demostrado que da como resultado un suministro génico eficaz y
especifico (Cristiano, 1998, Anticancer Res., 18:3241-3246). Se ha demostrado la terapia génica del sistema
vascular y del SNC utilizando liposomas catiénicos (Yang et al., 1997, J. Neurotrauma,14(5):281-97). La terapia
génica temporal de la pancreatitis se ha realizado utilizando liposomas catiénicos (Denham et al., 1998, Ann. Surg.,
227(6):812-20). Los complejos de vector/ADN a base de quitosan para suministro génico se ha demostrado que son
eficaces (Erbacher et al., 1998, Pharm. Res.,15(9):1332-9). Un vector de suministro de ADN no virico basado en un
sistema terplex se ha descrito (Kim et al.,1998, 53(1-3):175-82). Los complejos de liposoma recubierto de particulas
de virus se han utilizado también para efectuar la transferencia génica (Hirai et al., 1997, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 241(1):112-8).

Se ha demostrado la terapia génica del cancer mediante inyecciones directas en el tumor del vector T7 no virico que
codifica un gen de timidina cinasa (Chen et al., 1998, Human Gene Therapy, 9:729-736). La preparacién del ADN
plasmido es importante para la transferencia génica por inyeccion directa (Horn et al., 1995, Hum. Gene Ther.,
6(5):656-73). Los vectores plasmidos modificados se han adaptado especificamente por inyeccién directa (Hartikka
et al,, 1996, Hum. Gene Ther., 7(10):1205-17).

De este modo, se conoce en la técnica una amplia variedad de vectores y montajes para transferencia
génica/terapia génica. Estos vectores se adaptan facilmente para su utilizacién en los procedimientos de la presente
invencion. Mediante la manipulacion apropiada utilizando técnicas de ADN recombinante/biologia molecular para
insertar una src unida funcionalmente (activa o inactiva) en el vector de expresion/suministro seleccionado, pueden
generarse muchos vectores equivalentes para la puesta en préactica de la presente invencion.

E. Procedimientos para la modulacién de la angiogénesis

La invencién proporciona composiciones para su utilizacion en un procedimiento para la modulacién de la
angiogénesis en un tejido asociado a un proceso o enfermedad, y de este modo efectuar episodios en el tejido que
dependen de la angiogénesis. Generalmente, el procedimiento comprende la administracién al tejido asociado a un
proceso o enfermedad, de una composicién que comprende una cantidad que modula la angiogénesis de una
proteina Src o vector de acido nucleico que expresa Src activa o inactiva.

Como se describe en la presente memoria, alguno de una variedad de tejidos, u 6rganos compuesto por tejidos
organizados, puede soportar angiogénesis en enfermedades incluyendo la piel, musculo, intestino, tejido conectivo,
articulaciones, huesos y tejidos similares en los que los vasos sanguineos pueden invadir en estimulos
angiogénicos.

El paciente tratado segun la presente invencién en sus muchas formas de realizacion es deseable que sea un
paciente humano, aunque debe apreciarse que los principios de la invencién indican que la invencion es eficaz con
respecto a todos los mamiferos, que se pretende estén incluidos en el término “paciente”. En este contexto, debe
apreciarse que un mamifero incluye cualquier especie de mamifero en la que el tratamiento del tejido asociado a
enfermedades que implican angiogénesis es deseable, particularmente especies de mamiferos agricolas y
domésticos.

De este modo la utilizacion comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién fisioldgicamente tolerable que contiene una proteina Src o vector de ADN para expresar una proteina
Src en la puesta en practica de la utilizacion de la invencién.

Los intervalos de la dosis para la administracion de una proteina Src dependen de la forma de la proteina, y de su
potencia, tal como se describe con mayor detalle en la presente memoria. Las cantidades de dosis son lo
suficientemente grandes para que produzcan el efecto deseado en el que la angiogénesis y los sintomas de la
enfermedad mediados por angiogénesis mejoran. La dosis no deberia ser tan grande, sin embargo, como para
producir efectos secundarios adversos tal como los sindromes de hiperviscosidad, edema pulmonar, insuficiencia
cardiaca congestiva, y similares. Generalmente, la dosis variara con la edad, enfermedad, sexo del paciente, y el
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alcance de la enfermedad en el paciente, y puede ser determinada facilmente por un experto en la materia. La dosis
puede ser ajustada también por cada médico en caso de cualquier complicacion.

Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad de proteina Src, o de acido nucleico que codifica la proteina
Src (activa o inactiva), suficiente para producir una modulacion detectable de angiogénesis en el tejido que se esta
tratando, es decir, una cantidad moduladora de la angiogénesis. La modulacién de la angiogénesis puede medirse
por el ensayo CAM descrito en la presente memoria, o por otros procedimientos conocidos por un experto en la
materia.

La proteina Src o el vector de &cido nucleico que expresa la proteina Src puede administrarse por via parenteral
mediante inyeccidon o mediante infusion gradual a lo largo del tiempo. Aunque puede accederse al tejido que va a ser
tratado puede por lo general en el cuerpo por administracion generalizada, y por consiguiente se trata mas
frecuentemente por administracién intravenosa de composiciones terapéuticas, se contemplan también otros tejidos
y medios de administracién. De este modo, las composiciones de la invencion pueden administrarse por via
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, dentro de la cavidad, por via transdérmica, y pueden
administrarse por medios peristélticos.

Las composiciones terapéuticas que contienen una proteina Src o vector de acido nucleico que expresa la proteina
Src pueden administrarse convencionalmente por via intravenosa, como, por ejemplo, mediante inyeccién de una
dosis unitaria. La expresion “dosis unitaria” cuando se utiliza con relacién a una composicion terapéutica de la
presente invencién se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitaria para el paciente,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculado para producir el efecto
terapéutico deseado junto con el diluyente requerido; es decir, excipiente o vehiculo.

En una forma de realizacion preferida el reactivo se administra en una dosis unitaria por via intravenosa. La
administracion localizada puede realizarse por inyeccion directa o aprovechando la ventaja de los compartimentos
anatémicamente aislados, aislando la microcirculacion de los sistemas del 6rgano diana, la reperfusién en un
sistema de circulacién, u oclusién temporal a base de catéter de las regiones diana del sistema vascular asociadas a
los tejidos enfermos.

Las composiciones se administran de manera compatible con la formulacién de la dosis y en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La cantidad que debe administrarse y el programa depende del paciente que se esta
tratando, de la capacidad del sistema del paciente para utilizar el principio activo, y del grado del efecto terapéutico
deseado. Las cantidades exactas de principio activo requeridas que deben administrarse dependen del criterio del
meédico y son peculiares para cada individuo. Sin embargo, los intervalos de dosis adecuados para la aplicaciéon
general se dan a conocer en la presente memoria y dependen de la via de administracién. Los regimenes
adecuados para la administracion son también variables, pero estan tipificados por una administracion inicial seguida
de dosis repetidas a uno o mas intervalos de hora mediante una inyecciéon posterior u otra administracion.
Alternativamente, se contempla la inyeccion intravenosa continua suficiente para mantener concentraciones en la
sangre en los intervalos especificados para las terapias in vivo.

1. Inhibicién de la angiogénesis

La inhibicién de la angiogénesis es importante en una variedad de enfermedades, denominadas enfermedades
angiogénicas. Dichas enfermedades comprenden de manera no limitativa trastornos inflamatorios tales como la
inflamacién inmunitaria y no inmunitaria, el reumatismo articular crénico y la psoriasis, los trastornos asociados a la
invasion inapropiada o inoportuna de vasos tales como la retinopatia diabética, el glaucoma neovascular, la
restenosis, la proliferacion capilar en placas ateroescleréticas y la osteoporosis, y los trastornos asociados al cancer,
tales como los tumores solidos, la metastasis del tumor solido, los angiofibromas, la fibroplasia retrolenticular, los
hemangiomas, el sarcoma de Kaposi y canceres similares que requieren neovascularizacion para soportar el
crecimiento del tumor.

Por lo tanto, los procedimientos que inhiben la angiogénesis en un tejido asociado a un estado patolégico mejoran
los sintomas de la enfermedad y dependiendo de la enfermedad, pueden contribuir a curar la enfermedad. En una
forma de realizacion, la invencion contempla la inhibicion de la angiogénesis, por si misma, en un tejido asociado a
un estado patoldgico. El alcance de la angiogénesis en un tejido, y por lo tanto el alcance de la inhibicion conseguida
por los presentes procedimientos, puede evaluarse por una variedad de procedimientos.

De este modo, en una forma de realizacion relacionada, un tejido que debe tratarse es un tejido inflamado y la
angiogénesis que debe ser inhibida es la angiogénesis del tejido inflamado cuando existe neovascularizacién del
tejido inflamado. En esta clase el procedimiento contempla la inhibicién de la angiogénesis en tejidos artriticos, tal
como en paciente con reumatismo articular crénico, en tejidos inflamados inmunes o no inmunes, en tejido
psoriasico y similares.

En otra forma de realizacién relacionada, un tejido que debe tratarse es un tejido de la retina de un paciente con una
enfermedad retiniana, tal como la retinopatia diabética, la degeneracion macular o el glaucoma neovascular y la
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angiogénesis que debe inhibirse es la angiogénesis del tejido retiniano en la que existe neovascularizacion del tejido
retiniano.

En una forma de realizacion relacionada adicional, un tejido que debe tratarse es un tejido tumoral de un paciente
con un tumor sélido, una metastasis, un cancer de piel, un cancer de mama, un hemangioma o angiofibroma y el
cancer similar, y la angiogénesis que debe inhibirse es la angiogénesis del tejido tumoral donde existe
neovascularizacién de un tejido tumoral. Los tejidos de tumor sélido tipicos tratables por los presentes
procedimientos incluyen los tejidos de pulmén, pancreas, mama, colon, laringe, ovario y similares. La inhibicion de la
angiogénesis del tejido tumoral es una forma de realizacion particularmente preferida debido a la importante funcion
que la neovascularizacion desempena en el crecimiento del tumor. En ausencia de neovascularizacion del tejido
tumoral, el tejido tumoral no obtiene los nutrientes requeridos, disminuye el crecimiento, cesa el crecimiento
adicional, empeora y por Ultimo se vuelve necrosa dando como resultado la destruccion del tumor.

Dicho en otras palabras, la presente invencion proporciona composiciones para su utilizaciéon en un procedimiento
de inhibicién de la neovascularizacién del tumor inhibiendo la angiogénesis del tumor seglin los presentes
procedimientos. Asimismo, la invencién proporciona composiciones para su utilizacion en un procedimiento de
inhibicién de crecimiento del tumor poniendo en practica los procedimientos de inhibicion de angiogénesis.

Los procedimientos son también particularmente eficaces contra la formacién de metéstasis porque (1) su formacion
requiere la vascularizacion de un tumor primario de modo que las células de cancer metastasico pueden salir del
tumor primario y (2) su establecimiento en una zona secundaria requiere la neovascularizacién para soportar el
crecimiento de la metéstasis.

En una forma de realizacion relacionada, la invencion contempla la puesta en practica de la utilizacién junto con
otras terapias tales como la quimioterapia convencional dirigida contra tumores sélidos y para el control del
establecimiento de la metastasis. La administracion de inhibidor de angiogénesis se realiza por lo general durante o
después de la quimioterapia, resulta preferido inhibir la angiogénesis después de un régimen de quimioterapia a
veces donde el tejido tumoral sera el que responde al asalto toxico induciendo angiogénesis para recuperar la
provisiéon de un suministro de sangre y nutrientes al tejido tumoral. Ademas, resulta preferido administrar las
utilizaciones de inhibicién de la angiogénesis después de la intervencion quirtrgica donde los tumores sélidos han
sido extirpados como profilaxis contra la metastasis.

Siempre que las presentes utilizaciones se aplican a la inhibicion de la neovascularizacién del tumor, pueden
aplicarse también los procedimientos a la inhibicion del crecimiento del tejido tumoral, a la inhibicién de la formacion
de metastasis del tumor y al empeoramiento de los tumores arraigados.

La restenosis es un proceso de migracién de células del musculo liso (SMC) y proliferacion en el tejido en la zona de
la angioplastia coronaria transluminal percutdnea que obstaculiza el éxito de la angioplastia. La migracién y la
proliferacién de las SMC durante la restenosis puede considerarse un proceso de la angiogénesis que esta inhibido
por los presentes procedimientos. Por consiguiente, la invencion contempla ademas la inhibicién de la restenosis
inhibiendo la angiogénesis segun los presentes procedimientos en un paciente después de los procedimientos de
angioplastia. Para la inhibiciéon de la restenosis, se administra tirosina cinasa inactivada por lo general después del
procedimiento de angioplastia porque la pared del vaso coronario esta en situacion de riesgo de restenosis, por lo
general desde aproximadamente 2 a aproximadamente 28 dias, y mas por lo general durante aproximadamente los
primeros 14 dias después del procedimiento.

La presente utilizacion para inhibir la angiogénesis en un tejido asociado a una enfermedad y por consiguiente para
poner en practica ademas los procedimientos para el tratamiento de las enfermedades relacionadas con la
angiogénesis, comprende poner en contacto un tejido en el que la angiogénesis se produce, o esta en situacion de
riesgo de producirse, con una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina
Src inactivada o un vector que expresa la proteina.

La inhibicion de la angiogénesis y del empeoramiento del tumor ocurre desde 7 dias después de la puesta en
contacto inicial con la composicion terapéutica. La exposicion adicional o prolongada a la proteina Src inactiva
resulta preferida durante 7 dias a 6 semanas, preferentemente aproximadamente 14 a 28 dias.

2. Potenciacion de la angiogénesis

En los casos en los que se desea estimular o potenciar la angiogénesis, es Util la administracién de una proteina Src
activa al tejido. Las vias y el programa de administracién son comparables a las utilizaciones descritas anteriormente
en la presente memoria para la inhibicion.

F. Composiciones terapéuticas

La presente invencion contempla composiciones terapéuticas Utiles para poner en practica las utilizaciones
terapéuticas descritas en la presente memoria. Las composiciones terapéuticas de la presente invencién contienen
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un vehiculo fisiologicamente tolerable junto con una proteina Src o vector que puede expresar una proteina Src
descrita en la presente memoria, disuelta o dispersada en la misma como principio activo. En una forma de
realizacién preferida, la composicién terapéutica no es inmunédgena cuando se administra a un mamifero o paciente
humano con fines terapéuticos.

Tal como se utilizan en la presente memoria, las expresiones “farmacéuticamente aceptable”, “fisiol6gicamente
tolerable” y las variaciones gramaticales de la mismas, en la medida en que se refieren a composiciones, vehiculos,
diluyentes y reactivos, se utilizan indistintamente y representan que los materiales son capaces de la administracién
a o en un mamifero sin la produccion de efectos fisiolégicos indeseables tales como nduseas, mareos,
indisposiciones gastricas y similares.

La preparaciéon de una composicién farmacolégica que contiene principios activos disueltos o dispersos en la misma
esta bien comprendida en la técnica y no necesita limitarse a la formulacién. Por lo general dichas composiciones se
preparan en forma de soluciones o suspensiones inyectables, sin embargo, pueden prepararse también formas
sélidas adecuadas para solucion, o suspensiones, en forma liquida antes de su utilizacién. La preparacién puede
también emulsionarse o presentarse en forma de una composicion de liposomas.

El principio activo puede mezclarse con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el
principio activo y en cantidades adecuadas para su utilizacion en los procedimientos terapéuticos descritos en la
presente invencién. Los excipientes adecuados, son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, etanol o
similares y combinaciones de las mismas. Ademas, si se desea, la composiciéon puede contener cantidades menores
de sustancias auxiliares tal como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes de pH y similares
que aumentan la eficacia del principio activo.

La composicion terapéutica de la presente invencién puede incluir sales farmacéuticamente aceptables de
cualesquiera componentes formadores de sales en la misma. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres del polipéptido) que se forman con acidos
inorganicos tales como, por ejemplo, cidos clorhidrico o fosforico, o acidos organicos tales como acético, tartarico,
mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres pueden proceder también de bases
inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales
como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina y similares.

Los vehiculos fisiolégicamente tolerables para los principios activos son bien conocidos en la técnica. A titulo de
ejemplo de vehiculos liquidos son soluciones acuosas estériles que no contienen materiales ademdas de los
principios activos y el agua, o contienen un tampén tal como fosfato de sodio a valor de pH fisiolégico, solucion
salina fisiolégica o ambas, tal como la solucién salina tamponada con fosfato. Alin mas, los vehiculos acuosos
pueden contener mas de una sal tampdén, asi como sales tales como cloruros de sodio y potasio, dextrosa,
polietilenglicol y otros solutos.

Las composiciones liquidas pueden contener también fases liquidas ademas de y con la exclusion de agua. A titulo
de ejemplo de dichas fases liquidas adicionales son la glicerina, aceites vegetales tales como el aceite de semillas
de algoddn y las emulsiones de agua-aceite.

Una composicion terapéutica contiene una cantidad moduladora de angiogénesis de una proteina Src de la presente
invencion, o vector de expresion de ADN recombinante suficiente para expresar una cantidad eficaz de proteina Src,
por lo general formulada para que contenga una cantidad de por lo menos 0,1 por ciento en peso de proteina Src por
peso de composicién terapéutica total. Un porcentaje en peso es una relacién en peso de proteina de Src a la
composiciodn total. Por lo tanto, por ejemplo, 0,1% por ciento en peso es 0,1 gramos de proteina Src por 100 gramos
de composicién total. Para los vectores de expresion del ADN, la cantidad administrada depende de las propiedades
del vector de expresion, del tejido que debe tratarse y de consideraciones similares.

G. Articulo de preparacién

Un articulo de preparacion que es un recipiente etiquetado puede utilizarse para suministrar una proteina Src. Un
articulo de preparacion comprende material encapsulado suministrado con etiquetado apropiado para la enfermedad
que va a ser tratada y un agente farmacéutico contenido en el material encapsulado.

El agente farmacéutico en un articulo de preparacion es cualquiera de las composiciones de la presente invencién
adecuada para suministrar una proteina Src y formulado en una forma farmacéuticamente aceptable como se
describe en la presente memoria segun las indicaciones descritas. Por lo tanto, la composiciéon puede comprender
una proteina Src o una molécula de ADN que es capaz de expresar una proteina Src. El articulo de preparacion
contiene una cantidad de agente farmacéutico suficiente para su utilizacién en el tratamiento de una enfermedad
indicada en la presente memoria, ya sea en dosis unitarias o multiples.

El material encapsulado comprende una etiqueta que indica la utilizacién del agente farmacéutico contenido en el
mismo, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades asistido por la inhibicion o potenciacién de angiogénesis, y
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enfermedades similares descritas en la presente memoria. La etiqueta puede incluir ademas instrucciones para su
utilizacién e informacién relacionada en la medida que pueda ser necesaria para su comercializacion. El material
encapsulado puede incluir recipiente(s) para el almacenamiento del agente farmacéutico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién material de envase se refiere a un material tal como vidrio,
plastico, papel, hoja de aluminio y similares que pueden mantener dentro de medios fijos un agente farmacéutico.
Por lo tanto, por ejemplo, el material de envase pueden ser viales de plastico o vidrio, envolturas laminadas y
recipientes similares utilizados para contener una composicion farmacéutica que incluye el agente farmacéutico.

En las formas de realizacion preferidas, el material de envase incluye una etiqueta que es una expresion tangible
que describe el contenido del articulo de preparacién y la utilizaciéon del agente farmacéutico contenido en el mismo.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes que se refieren a la presente invencion se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitativo de
la invencién.

1. Preparacién de montajes de expresion de c-Src

Para preparar los montajes de expresion Utiles en la modulacion de la angiogénesis por los procedimientos de la
presente invencién, se manipula y se inserta ADNc con c-Src en un montaje/vector de expresion.

La secuencia de ADNc que codifica la c-Src de pollo natural (es decir, endégena) se representa en la figura 1 (SEC.
ID. n? 2) con la secuencia del resto de aminoacido codificada representada en la figura 2 (SEC. ID. n® 3). La
secuencia de proteinas codificada se traduce en las posiciones de los nucleétidos 112 a 1713 del ADNc. La
secuencia de &cidos nucleicos correspondiente a la secuencia de acidos nucleicos del ADNc con c¢c-Src humano
(SEC. ID. n? 4) y las secuencias de restos de aminoacidos codificadas (SEC. ID. n® 5) se representan
respectivamente en las figuras 3 y 4. Para la secuencia de proteinas humana, la secuencia de codificacion comienza
en las posiciones 134 a 1486 de nucle6tidos del ADNc.

Se prepararon los ADNc con c¢-Src naturales asi como numerosos mutados. Se prepararon montajes de c-Src
mutados por mutagenia dirigida como describe Kaplan et al., EMBO J., 13:4745-4756, (1994). Los montajes de c-Src
mutados para codificar proteinas c-Src mutadas para su utilizacion en los procedimientos de la presente invencion
estan descritas en Kaplan et al., id. Kaplan et al. describen varios montajes de ¢c-Src mutados y proteinas codificadas
de utilidad para la puesta en la puesta en practica de la presente invencién. Por ejemplo, Kaplan et al. representa
varios productos de alelos de c-Src de pollo en su figura 1, incluyendo SrcA y Src251.

Se describen dos categorias de funcién de c-Src para modular la angiogénesis. Como se expuso anteriormente, una
categoria contiene moléculas Src que aumentan la angiogénesis y se considera asi que son proteinas activas. La
Src natural junto con varias mutaciones se presenta en la presente invencion para provocar angiogénesis. Una
mutacion de c-Src natural que funciona en este contexto con respecto a su capacidad para provocar crecimiento de
vasos sanguineos y por consiguiente aumentar el peso del tumor in vivo es el mutante A de Src que presenta una
mutacién puntual en la posicion 527 del resto de aminoacidos (aa) que cambia la tirosina 527 por fenilalanina. Este
punto es normalmente un punto para la regulaciéon negativa por la c-Src cinasa, denominado cinasa CSK. Cuando
CSK fosforila aa527 en la src natural, la proteina se inactiva. Sin embargo, en Src A mutada la tirosina reguladora
convertida en fenilalanina proporcionando asi una proteina constitutivamente (es decir, permanentemente) activa no
sometida a inactivacion por fosforilacion.

Se ha demostrado también que las mutaciones en src tienen el efecto modulador opuesto en la angiogénesis,
inhibiendo la angiogénesis en lugar de estimularla. Dichas mutaciones se denominan mutaciones de src inactivas.
Las proteinas con mutacion que proporcionan esta actividad inhibidora se denominan también proteinas Src
dominantes negativas porque inhiben la neovascularizacion, incluyendo las que proceden de la actividad endégena
de Src asi como de la actividad Src aumentada resultante de la estimulacién del factor de crecimiento. Por lo tanto
determinadas mutaciones de c-Src natural de la presente invencién pueden funcionar también como una dominante
negativa con respecto a su capacidad para bloquear el crecimiento de vasos sanguineos, y por ejemplo, por lo tanto
disminuir el peso del tumor in vivo.

Dicha proteina c-Src inhibidora preferida incluye la Src 251 en la que solamente se expresan los primeros 251
aminoacidos de Src. Este montaje carece del dominio cinasa completo y por consiguiente se denomina proteina src
“cinasa muerta”. Un segundo montaje es la mutacion de Src (K295M) en la que el resto 295 el aminodcido lisina se
muta en una metionina. Esta mutacién puntual en el dominio de cinasa impide que el ATP se una y también bloquea
las funciones Src dependientes de cinasa relacionadas con la sefializacion y proliferacién de células vasculares y
células tumorales.
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Por ejemplo, para la mutacién en el resto 527, con tal que el resto de aminoacido mutado resultante no sea tirosina,
serina o treonina, la presente invencidén contempla la presencia de un amino&cido alternativo en la posicion deseada
dara como resultado una proteina Src con actividad moduladora estimulante de angiogénesis, activa deseada.

Con respecto a las mutaciones puntuales, cualquier mutaciéon que produzca actividad inhibidora o estimulante
deseada se contempla para su utilizacion en la presente invencién. Los montajes de proteina de fusion que
combinan la proteina src deseada (mutacién o fragmento de la misma) con etiquetas de aminoacido, epitopos
antigénicos, proteina fluorescente u otra de dichas proteinas o péptidos expresados se contemplan también, siempre
que el efecto modulador deseado de la proteina Src esté intacto.

TABLA |
Src/Mutacion Funcién de Src Efectos de angiogénesis
c-Src + activa estimula
SrcA (T527F) + activa estimula
Src527(puntual) + activa estimula
Src251 - inactiva inhibe
Src (truncada) - inactiva inhibe
Src (K295M) - inactiva inhibe
Src295 (puntual) - inactiva inhibe

Un montaje de expresion preferido para su utilizacion en la presente invencién es el montaje RCASBP(A) (SEC. ID.
n® 1). Este vector de expresion se basa en una serie de virus de sarcoma aviar competente con replicaciéon con
aumento de una polimerasa de Bryan (PB) para valor mejorado, y es especifico para la glucoproteina tipo A de la
envoltura expresada en células aviares normales (examinado en Methods in Cell Biology, 52:179-214, (1997);
véanse también, Hughes et al.,1987, J. Virol., 61:3004-3012; Fekete & Cepko, 1993, Moll. Cellular Biol.,13(4):2604-
2613; ltoh et al.,1996, Development, 122:291-300; y Sttot et al.,1998, BioTechniques, 24:660-666). La secuencia
completa de RCASBP(A) (SEC. ID. n® 1) se proporciona en el listado de secuencias adjunto, y una cartografia de
restriccion del montaje se representa como figura 10, a la que se hace referencia en la presente memoria como
RCAS.

El montaje Src 251 original fue subclonado por el Dr. Pam Schwartzberg, en NIH en el laboratorio del Dr. Harold
Varmus. En resumen, la clonacién de una secuencia de ADNc con src para la expresion del mismo se realizd
insertando un enlazador que contenia las secuencias de restriccién Not |-BstB1-Not | en una Unica secuencia Not |
en el extremo 5’ de Src 251. Src tiene una Unica secuencia Cla | en el extremo 3'. La digestion de Src 251 con Bst
B1y Cla | gener6 un fragmento de BstB1-Cla | que se ligbé a continuacién en la secuencia Cla | en RCASBP(A). Una
prominencia de BstB1 permite que la ligadura con una prominencia de Cla | no se recorte con Cla I. Los montajes de
Src adecuados para su utilizacion en la puesta en practica de la presente invencién se obtienen facilmente en el
vector anterior digiriendo en primer lugar el vector RCAS que contiene Src 251 con Not |y Cla | (en un DAM + fondo)
para permitir que la insercion de un ADNc con Src se digiera igualmente. Por consiguiente este montaje RCASPB(A)
inicial que contenia Src 251 se utilizd6 mas para subclonar todos los demas montajes de Src descritos anteriormente
y en Kaplan et al. (1994, The EMBO J., 13(20):4745-4756), en RCASBP(A) mediante un fragmento Not I-Cla |
generado mediante la construccion Src 251. Para producir las mutaciones de c-Src deseadas en el ADNc, se
utilizaron procedimientos de mutagenia dirigidos conocidos por cualquier experto en la materia. Los cebadores de
RCP disefados para incorporar las mutaciones deseadas se disefiaron también con secuencias de restriccion para
facilitar las etapas de clonacion posteriores. Los segmentos completos de secuencias de &cido nucleico que
codifican a Src se eliminan de los montajes de acido nucleico por técnicas de ampliaciéon de RCP basadas en las
secuencias conocidas de ADNc de pollo, humanas y homélogos similares de Src y la formacién posterior de nuevos
montajes.

En una forma de realizacion de la invencién, el cebador de RCP 3’ utilizado para ampliar acidos nucleicos con src
codifica también una secuencia en el marco. La utilizaciéon de este cebador afiade una etiqueta de epitopo 9E10-myc
al terminal carboxilo del montaje Src posterior.

Se afadieron los aminoacidos siguientes después del aminoacido 251 de Src para generar montajes vectoriales que
contenian la etiqueta de epitopo 9E10-myc: VDMEQKLIAEEDLN (SEC. ID. n® 6). Se llevaron a cabo dos RCP por
separado para cada montaje y se obtuvieron resultados similares. Todos los montajes mutantes construidos por
RCP se secuenciaron también por RCP para confirmar la secuencia de ADN prevista de clones. Los ADNc con Src
natural y mutado para su utilizacion en los sistemas de expresion de la presente invencién estan también disponibles
en Upstate Biotech Laboratories, Lake Placid, NY. que comercializa src aviar asi como humano, y varias formas
mutadas de cinasa muerta y activada.

Los vectores de expresion alternativos para su utilizacion en la expresién de las proteinas Src de la presente
invencion incluyen ademas vectores adenoviricos como se describe en las patentes US n? 4.797.368, n® 5.173.414,
n® 5.436.146, n® 5.589.377 y n? 5.670.488. Los procedimientos alternativos para la administracién de las proteinas
moduladoras de Src incluyen la administracion del ADNc de Src con un sistema de vector no virico tal como se
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describe en la patente US n® 5.675.954 y la administracion del propio ADNc en forma de ADN desnudo tal como se
describe en la patente US n® 5.589.466. La administracion de montajes de la presente invencién no se limita
tampoco a la aplicacién toépica de un vector virico tal como se describe en el sistema analitico CAM a continuacién.
Por ejemplo, las preparaciones de vector virico se inyectan también por via intravenosa para la administracion
generalizada en el lecho vascular. Estos vectores son también dirigibles a secuencias de neovascularizacion
aumentada por inyeccién localizada de un tumor, como ejemplo.

Las proteinas expresadas in vitro se contemplan también para la administracion de las mismas después de la
expresion y purificacion de la proteina Src seleccionada por procedimientos uUtiles para la administracion de
proteinas o polipéptidos. Dicho procedimiento incluye sistemas de administracién de liposomas, tal como se describe
en las patentes US n? 4.356.167, n® 5.580.575, n® 5.542.935 y n? 5.643.599. Otros sistemas de administracion de
vector y proteina son bien conocidos por cualquier experto en la materia para su utilizaciéon en la expresién y/o
administracién de las proteinas Src de la presente invencién.

2. Caracterizacion de la membrana corioalantoica (CAM) de pollito no tratada

A. Preparacién de la CAM

La angiogénesis puede producirse en la membrana corioalantoica de pollito (CAM) una vez que la angiogénesis
embrionaria normal ha producido la formacién de vasos sanguineos maduros. Se ha demostrado que la
angiogénesis se produce en respuesta a citocinas especificas o fragmentos de tumor como describe Leibovich et al.,
Nature, 329:630 (1987) y Ausprunk et al., Am. J. Phatol., 79:597 (1975). Se prepararon CAM a partir de embriones
de pollito por induccién posterior de angiogénesis e inhibicion de la misma. Se extirparon embriones de pollito de
diez dias de vida de Mcintyre Poultry (Lakeside, CA) y se incubaron a 37°C con 60% de humedad. Se hizo un
pequerio orificio a través de la cascara en el extremo del huevo directamente sobre el saco de aire utilizando un
pequeno taladro manual (Dremel, Division of Emerson Electric Co. Racine WI). Se perfor6 un segundo orificio en el
lado ancho del huevo en una zona desprovista de vasos sanguineos embrionarios determinada anteriormente
mirando el huevo a través. Se aplicd presidén negativa al orificio original, lo que se produjo en la CAM (membrana
corioalantoica) empujando hacia fuera la membrana de la cascara y creando un falso saco aéreo sobre la CAM. Se
corté una ventana cuadrada de 1,0 centimetro (cm) x 1,0 cm a través de la cascara sobre la CAM bajada mediante
la utilizacién de un pequefio modelo de perforador de rotativo (Dremel). La pequefia ventana dejé acceso directo a la
CAM subyacente.

La preparacién de CAM resultante se utilizé a continuacién a los 6 dias de embriogenia, una etapa marcada por la
neovascularizacién activa, sin tratamiento adicional al CAM reflejando el modelo utilizado para evaluar los efectos
sobre la neovascularizacion o utilizada a los 10 dias de la embriogenia donde ha subsistido la angiogénesis. Esta
ultima preparacion se utilizé por lo tanto en la presente invencién para provocar angiogénesis renovada en respuesta
al tratamiento con citocina o al contacto del tumor como se describe a continuacion.

3. Ensayo de angiogénesis en CAM

A. Angiogénesis provocada por factores de crecimiento

Se ha demostrado que la angiogénesis es provocada por citocinas o factores de crecimiento.

Se provocd angiogénesis colocando un disco filtrante de 5 milimetros (mm) x 5 mm de Whatman (papel de filtro
Whatman n? 1) saturado con solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS, GIBCO, Grand Island, NY) o HBSS que
contenia 2 microgramos/mililitro (ug/ml) de factor de crecimiento de fibroblastos basico recombinante (FGFb) o factor
de crecimiento de células endoteliales vasculares (VEGF) (Genzyme, Cambridge, MA) en la CAM de un embrién de
pollito de 9 6 10 dias en una zona desprovista de vasos sanguineos y las ventanas se sellaron después con cinta.
Otras concentraciones de factores de crecimiento son también eficaces para provocar el desarrollo de vasos
sanguineos. Para los ensayos en los que se evalla la inhibicion de angiogénesis con inyecciones intravenosas de
antagonistas, se provoca en primer lugar la angiogénesis con 1 a 2 ug/ml de FGFb o VEGF en un medio de
crecimiento de fibroblastos. Se realizé el seguimiento de la angiogénesis por fotomicroscopia después de 72 horas.

B. Angiogénesis embrionaria

La preparacion de la CAM para evaluar el efecto de los inhibidores de angiogénesis en la formacion natural de
nuevos vasos sanguineos embrionarios es el embrion de pollito embrionario de 6 dias como se describi6
anteriormente. En esta etapa en desarrollo, los vasos sanguineos estan experimentando crecimiento nuevo y se
proporciona asi un sistema util para evaluar la modulaciéon de la angiogénesis por las proteinas Src de la presente
invencion. El sistema de CAM se prepara tal como se describié anteriormente con la excepcion de que el ensayo se
realiza en el 62 dia embrionario en lugar de en el 92 6 10° dia.

4. Modulacién de la angiogénesis medida en el ensayo de la CAM

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2361 659 T3

Para evaluar el efecto de las proteinas Src en la angiogénesis, se llevaron a cabo los siguientes ensayos en
preparaciones de CAM de pollito de 10 dias de vida. Cinco pg de montajes RCAS preparados como se describe en
el Ejemplo 1 se transfectaron en la estirpe de fibroblastos inmortalizada de pollo, DF-1 (donacién de Doug Foster, U.
de Minn.). Esta estirpe celular asi como los fibroblastos embrionarios de pollito primarios fueron capaces de producir
virus, sin embargo, la estirpe celular de DF-1 produjo valores mayores. Se recogieron sobrenadantes viricos de las
estirpes celulares productoras de DF-1 subconfluente en un medio CLM exento de suero [composicién: base del
medio F-10 enriquecida con DMSO, &cido félico, acido glutdmico y solucién de vitaminas MEM]. Treinta y cinco ml
de sobrenadante virico se concentraron por ultracentrifugaciéon a 4°C durante 2 horas a 22.000 rpm. Estos
sedimentos viricos concentrados se volvieron a poner en suspension en 1/100 del volumen original en medio CLM
exento de suero, se tomaron alicuotas y se almacenaron a -80°C. El valor se evalu6 por dilucion en serie de un
vector virico de referencia con una secuencia nucleotidica que codifica la proteina verde fluorescente (GPF),
denominada RCAS-GFP, la infeccién en fibroblastos del embrién de pollito primarios que se incubaron durante 48 a
72 horas. Los valores de la solucién madre virica que se obtuvieron después de la concentracion excedieron
rutinariamente los 108 L.u./ml. Para el ensayo de CAM utilizando soluciones madre viricas, se prepararon discos
filtrantes Whatman empapados en acetato de cortisona de 6 mm de didametro en 3 mg/ml de acetato de cortisona
durante 30 min. en etanol al 95%. Se secaron los discos en una campana en flujo laminar y a continuaciéon se
empaparon en 20 pl de solucion madre virica por disco durante 10 min. Estos discos se aplicaron a la CAM de
embriones de pollito de 9 6 10 dias y se sellaron con cinta de celofan y se incubaron a 37°C durante a 18 a 24 h. Se
anadieron a continuacion PBS simulada o factores de crecimiento a una concentracién de 5 yg/ml a la CAM en un
volumen de 20 pl de la solucién madre de virus apropiado como refuerzo adicional de virus al tejido de la CAM.
Después de 72 horas, se recogieron las CAM y se examinaron los cambios del indice angiogénico determinados por
el recuento doble a ciegas del nimero de puntos de ramificacién en la CAM subyacente al disco. Para los ensayos
con cinasa, el tejido subyacente al disco se recogié en RIPA, se homogeneizd con un molino de bolas motorizado y
se inmunoprecipité con Src en cantidades equivalentes de proteina total y se sometié a un ensayo in vitro con cinasa
utilizando una proteina de fusion FAK-GST como sustrato. Para los estudios de inmunofluorescencia el tejido CAM
subyacente a los discos se congel6 en OCT, crioconservador, se seccioné en 4 ym, se fij6 en acetona durante 1
minuto, se incubd en suero de cabra normal al 3% durante 1 hora seguido de incubacion en anticuerpo anti-ERK
fosforilado de conejo primario como se describié anteriormente (Eliceiri et al., J. Cell Biol., 140:1255-1263 (1998)), se
lavé en PBS y se detect6 con un anticuerpo fluorescente secundario.

A. Activacién de Src endégena por FGFb o VEGF

Para evaluar los efectos de los factores de crecimiento sobre la actividad de Src en angiogénesis moduladora, se
realizaron los ensayos siguientes. Se lisaron los extractos tisulares de las CAM de pollitos de 10 dias de vida que
habian sido expuestas a FGFb o VEGF (2 pug/ml) durante 2 horas. Se inmunoprecipité Src enddgena en cantidades
equivalentes de proteina total y se sometié a un ensayo in vitro del complejo inmunitario con cinasa utilizando una
proteina de fusiéon FAK-GST como sustrato, se realiz6 la electroforesis y se transfirié a nitrocelulosa.

Los resultados de este ensayo se representan en la figura 5 en la que el aumento en la actividad de Src es evidente
en el aumento de densidad del gel con tratamiento con FGFb o VEGF en comparacion con las muestras (simuladas)
sin tratar que son indicativas de la actividad de Src de referencia en el ensayo de CAM. Tanto FGFb como VEGF
dieron como resultado aproximadamente un aumento al doble de la actividad de Src endégena presente en la CAM.
El ensayo de transferencia de cinasa anterior se probé también con un anticuerpo anti-Src como control de carga
para el contenido equivalente de Src e IgG.

B. Efecto de la expresién génica mediada por retrovirus de Src A sobre la angiogénesis en la CAM de pollito

Se llevo a cabo el ensayo siguiente para evaluar el efecto de las proteinas Src mutadas sobre la angiogénesis en la
preparacion de CAM. Para este ensayo, las CAM de pollito de 9 dias de vida se expusieron a retrovirus que
expresan RCAS-Src A o RCAS-GFP o tamp6n durante 72 horas siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

Los resultados de este ensayo se representan en la figura 6A en la que el nivel de angiogénesis se cuantificd6 como
se describié anteriormente. Se tomaron fotomicrografias (4x) representativas con un estereomicroscopio como se
representa en la figura 6B. La actividad de Src enddgena de referencia tiene un indice angiogénico de
aproximadamente 50. Por el contrario, las CAM tratadas con RCAS-Src A expresadas en el vector retrovirico que
tiene una mutacién puntual en la posicién 527 del resto de aminoacidos desde una tirosina a una fenilalanina produjo
un aumento (induccion) de angiogénesis de un indice angiogénico de aproximadamente 90. El aumento de la
angiogénesis mediado por Src-A es también evidente en las fotografias representadas en la figura 6B.

C. Expresién retrovirica de Src A activa la fosforilacién de MAP cinasa vascular

El efecto de Src A comparado con VEGF y PMA de los factores de crecimiento sobre la fosforilaciéon de cinasa de la
MAP vascular se evalué también siguiendo los procedimientos de ensayo descritos anteriormente y en la presente
memoria. Los extractos tisulares de las CAM de pollito de 10 dias de vida expuestos a VEGF o PAM (otro mitégeno
a una concentracién comparable) durante 30 minutos se compararon a los infectados con retrovirus que expresa a
Src A durante 48 horas. A continuacion se inmunoprecipité Src en cantidades equivalentes de extracto de proteina
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total y se sometié a un ensayo de inmunocomplejo cinasa in vitro utilizando una proteina de fusién FAK-GST como
sustrato, se realizo la electroforesis y se transfirié a nitrocelulosa.

Los resultados de este ensayo se presentan en la figura 7A donde las CAM (NT) sin tratar presentan fosforilacion de
cinasa de MAP vascular mediada por Src endégena de referencia. Tanto VEGF como PAM produjeron un aumento
al doble aproximado sobre la referencia. En cambio, Src A aument6 la actividad aproximadamente 5 a 10 veces
sobre la observada con las muestras sin tratar.

Se midieron también las alicuotas de los lisados de tejido completo anteriores para la fosforilacion de ERK endégena
por inmunotransferencia con un anticuerpo anti-fosfo-ERK como se muestra en la figura 7B. Para esta evaluacion,
se infectaron las CAM de pollitos de 10 dias de vida con RCAS simulada o RCAS que expresa a Src A. Después de
dos dias, se disecaron las CAM, se crioconservaron en OCT y se seccionaron a 4 uym. Las secciones se
inmunotifieron con un anticuerpo anti-ERK fosforilado (New England Biolabs), se lavaron y se detectaron con un
anticuerpo secundario conjugado con anti-FITC de conejo en cabra. Se capturaron imagenes fluorescentes en una
camara CCD enfriada (Princeton Inst.). Las fotomicrografias indican aumento de inmunofluorescencia en las
preparaciones tratadas con Src A en comparacion con las referencias simuladas.

D. Requisito selectivo para la activaciéon de Src durante la angiogénesis provocada por VEGF, pero no por FGFb

Para evaluar el efecto de la actividad moduladora de Src sobre la angiogénesis provocada por el factor de
crecimiento, se llevaron a cabo los siguientes ensayos. Se expusieron las CAM de pollito de nueve dias de vida a la
preparacién de vector retrovirico que expresaba la mutacion de Src negativa dominante denominada Src 251 o Src
K295M como se describié anteriormente. Los retrovirus de RCAS-Src 251 o RCAS-GFP de referencia o el tampén
CAMS se trataron durante 20 horas y a continuacién se incubaron durante 72 horas méas en presencia o ausencia
FGFb o VEGF.

El nivel de angiogénesis, cuantificado como se describié anteriormente, se muestra en la figura 8A. Las
fotomicrografias representativas (6x), representadas en la figura 8B, se tomaron con un estereomicroscopio. La
figura 8C ilustra una transferencia sondada con un anticuerpo anti-Src para confirmar la expresion de Src 251 en
células transfectadas en comparacién con tratamientos simulados.

Los resultados de los ensayos descritos anteriormente indican que las CAM tratadas tanto con FGFb como con
VEGF en presencia de referencias de RCAS-GFP provocaban angiogénesis superior a la angiogénesis de referencia
mediada por Src observada con preparaciones de CAM simuladas o sin tratar. El mutante Src 251 negativo
dominante expresado fue eficaz inhibiendo la angiogénesis inducida por VEGF a niveles de referencia mientras que
no fue eficaz inhibiendo la angiogénesis mediada por FGFb. Las fotomicrografias representadas en la figura 8B
confirman graficamente los datos mostrados en la figura 8A. De este modo, Src 251 expresada en retrovirus es un
inhibidor eficaz de angiogénesis, cuando la angiogénesis es provocada con VEGF.

Las aplicaciones de las proteinas Src de la presente invencion con otros modelos de angiogénesis descritos en los
ejemplos a continuacién se contemplan en la presente invencién.

5. Regresién del crecimiento del tejido tumoral con moduladores de Src medida por el ensayo del modelo de ojo de
conejo in vivo

El efecto de los moduladores de Src sobre la angiogénesis provocada por el factor de crecimiento puede observarse
en estructuras naturales transparentes como se ilustra mediante la cérnea del ojo. Nuevos vasos sanguineos crecen
en el borde de la cornea, que tiene un aporte rico en sangre, hacia el centro de la cérnea, que normalmente no tiene
un aporte de sangre. Los estimuladores de angiogénesis, tal como FGFb, cuando se aplican a la cornea provocan el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos en el borde de la cérnea. Los antagonistas de angiogénesis, aplicados a la
cornea, inhiben el crecimiento de nuevos vasos sanguineos en el borde de la cornea. Por lo tanto, la cérnea
experimenta angiogénesis mediante una invasion de células endoteliales procedentes del borde de la cérnea en el
tejido de la cérnea relleno con coldgeno en bruto que es facilmente visible. El ensayo del modelo de ojo de conejo
proporciona por lo tanto un modelo in vivo para la observacion directa de la estimulacién e inhibicién de la
angiogénesis después de la implantacion de compuestos directamente en la cérnea del ojo.

A. Ensayo del modelo de ojo de conejo in vivo

1) Angiogénesis provocada por factores de crecimiento

La angiogénesis se provoca en el ensayo del modelo de ojo de conejo in vivo con factores de crecimiento FGFb o
VEGF y se describe en los apartados siguientes.

a. Preparacion de granulados Hydron que contienen factor de crecimiento y anticuerpos monoclonales
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Se preparan granulados de polimero Hydron que contienen factor de crecimiento tal como describen D’Amato et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91:4082-4085 (1994). Cada granulo contiene 650 ng de los factores de crecimiento por
separado unidos a sucralfato (Carafet, Marion Merrell Dow Corporation) para estabilizar el factor de crecimiento y
garantizar su lenta liberacién en el tejido circundante. Ademas, se preparan granulados Hydron que contienen un
retrovirus que expresa Src deseada como se describié anteriormente. Los granulos se funden en clavijas de Teflon
que tienen un ndcleo de 2,5 mm perforado en sus superficies. Se colocan aproximadamente 12 ul de material de
fundicién en cada clavija y se polimerizan durante la noche en una caperuza estéril. Los granulados se esterilizan a
continuacion por irradiacion ultravioleta. Los efectos de las proteinas Src se evallian a continuacién como se
describié anteriormente.

6. Regresién in vivo del crecimiento de tejido tumoral con moduladores de Src medida por el ensayo hibrido de
ratén:humano

Se genera un modelo hibrido raton:humano in vivo sustituyendo una parte de la piel de un ratén SCID con prepucio
de recién nacido humano. El modelo ratén:humano in vivo se prepara esencnalmente como se describe en Yan et al.,
J. Clin. Invest., 91:986-996 (1993). En resumen, un area de un cuadrado de 2 cm? de piel se extirpa quirdrgicamente
de un raton SCID (6 a 8 semanas de vida) y se reemplaza por prepucio humano. Se anestesia el ratén y se extrae
pelo de un area de 5 cm? en cada lado de la regién abdominal lateral por rasurado. Se preparan dos capas de injerto
circular de 2 cm? retirando todo el espesor de la piel bajo la fascia. Los injertos de todo el espesor de piel humana
del mismo tamafo procedentes de un prepucio de recién nacido humano se colocan en las capas de la herida y se
suturan in situ. El injerto se cubre con una tirita que se sutura a la piel. Se aplica también cinta de tela Micropore
para cubrir la herida.

La estirpe celular de melanoma humano M21-L o la estirpe celular de carcinoma de mama MDA 23.1 (ATCC HTB
26; avBs negativa por inmunorreactividad de las secciones de tejido con mAb LM609), se utilizan para formar los
tumores sélidos humanos sobre injertos de piel humana en ratones SCID. Una suspensién celular individual de 5 x
10°® células M21-L o MDA 23.1 se inyecta por via intradérmica en el injerto de piel humana. Se observan a
continuacion los ratones durante 2 a 4 semanas para permitir el crecimiento de tumores humanos mensurables.

Una vez se ha creado un tumor mensurable, las preparaciones de retrovirus de la presente invencién o PBS se
inyecta en la vena caudal del raton. Después de un periodo de 2 a 3 semanas, se escinde el tumor y se analiza por
peso e histologia. Se evalla a continuacion el efecto de las proteinas Src expresadas de la presente invencion en
los tumores.

7. Regresién in vitro del crecimiento del tejido tumoral humano con moduladores de Src medida por el ensayo de
CAM

El crecimiento del tumor depende de la angiogénesis (Folkman, 1992; Weidner et al., 1991; Brooks et al., 1994). De
hecho, recientes publicaciones sugieren que el crecimiento del tumor es sensible a los efectos antiangiogénicos de
los antagonistas del receptor de VEGF (Kim et al., 1993). Por lo tanto, se examiné si la supresion de la angiogénesis
por administracion de Src 251 sin cinasa influiria en el crecimiento de un meduloblastoma humano (DAQY), tumor
muy angiogénico conocido porque produce VEGF y muy poco FGFb (datos no representados).

Los dias 3 y 6 se realizaron ensayos de crecimiento del tumor DAQOY de meduloblastoma en CAM de pollito
esencialmente como se describié anteriormente (Brooks et al., 1994). Se lavaron 5 x 10° células DAOY cultivadas en
RPMI 1640 que contenian suero de ternero fetal al 10% y se sembraron en la CAM de un embrién de 10 dias para
producir fragmentos de tumor DAOY. Después de 7 dias, se disecaron fragmentos de tumor de 50 mg y se volvieron
a sembrar en otro embrién de 10 dias y se incubaron durante 3 6 6 dias con aplicacion tépica (25 pl) de retrovirus
RCAS-GFP de referencia, RCAS-Src 251 o tratamiento simulado. Utilizando la deteccién por imagen confocal del
tejido completo de tumores infectados como guia los autores pudo determinar que no habia expresion significativa
de los montajes de RCAS alrededor y en el interior del fragmento del tumor con este método tdpico. Las resecciones
del tumor y pesada se realizaron en un ensayo doble a ciegas extirpando solamente la masa de tumor sélido
facilmente definible (Brooks et al., 1994). Los pesos de tumor sélido después de 3 é 6 dias se compararon con el
peso inicial y el cambio por ciento del peso del tumor determinado para cada grupo.

Estos tumores se desarrollan facilmente en la CAM y producen angiogénesis activa (figura 9) que permite a los
autores dirigir selectivamente al sistema vascular del tumor aviar utilizando un retrovirus RCAS aviar especifico.

La figura 9 representa los resultados que demuestran que la administracion retrovirica de RCAS-Src 251 a tumores
humanos que crecen sobre la CAM del pollito invierte el crecimiento del tumor. La figura 9A presenta
meduloblastomas humanos que se desarrollaron sobre la CAM de embriones de pollito como se describio
anteriormente. El retrovirus que contiene RCAS-GFP o RCAS-Src 251 se aplicé por via tépica a tumores
prearraigados de mas de 50 mg. Una micrografia representativa de un fragmento de tumor de meduloblastoma
infectado con RCAS-GFP que expresa GFP pone de manifiesto la expresion exclusiva en los vasos sanguineos del
tumor (cabeza de flecha) como se detecta por el seccionamiento 6ptico con microscopio de barrido confocal de laser
Bio Rad (barra = 500 pm). La figura 9B presenta los resultados de tumores tratados como anteriormente que se
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dejaron crecer durante 3 6 6 dias después de los cuales se extirparon y se determinaron los pesos en humedo. Se
expresan datos como el cambio medio en el peso del tumor (desde los 50 mg de peso de partida del tumor) + SEM
de 2 réplicas. RCAS-Src 251 tuvo un impacto significativo en el crecimiento después de 3 dias (*, P < 0,002) y 6 dias
(**, P < 0,05). La figura 9C presenta estereomicrografias representativas de tumores de meduloblastoma extirpados
quirdrgicamente del embrién que se tomaron con un estereomicroscopio (barra = 350 uym). (Panel inferior) Una
micrografia en gran ampliacién de cada tumor que muestra los vasos sanguineos de cada tumor con detalle (barra =
350 um). La cabeza de flecha indica la destruccion de vasos sanguineos en tumores tratados con RCAS-Src 251.

Los resultados demuestran que la administracién de RCAS que contiene Src 251 a meduloblastomas prearraigados
produjo la expresion virica selectiva en vasos sanguineos asociados al tumor (figura 9A) y esto por Ultimo condujo a
la regresion de estos tumores en el lapso de seis dias (figura 9B). De manera significativa, los vasos sanguineos
asociados al tumor en animales tratados con virus que contienen Src 251 se destruyeron gravemente y eran pocos
en comparacion con los vasos del tumor en los animales de referencia (figura 9C). El hecho de que los tumores
infectados con RCAS-GFP presentaban una localizacion de GFP solamente en los vasos sanguineos del tumor
sugiere que los efectos antitumorales observados con Src 251 administrada retroviricamente eran debidos a sus
propiedades antiangiogénicas.
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ttacgcttga gcctagaatg gctcccegtt

3300

3360

3420

3480

3540
3600

3660

3720

3780

3840
3900

3960

4020

4080

4140
4200

4260

4320

4380

4440

catcagegat agtcgtaact cagcatggcc 4500

caacatcatt gggccacggc tatcgccgtt ttgggaagac 4560

aacgggtcct
cacaccaccg
ctcectgaaag
accagcaaac

ggtgaaaaca
cecceeggtta

tggggacgag
tcteggaaag
agccctcettt

caaggagaaa
gagagttaat

agctgatgte
aggccaaacg
gataggtatc

ttgcaccacc
caacagtacc

tatgtgggat
taatattgct
tccttggtat

tttctctaaa
ggggagtgag

ggtggggcgg
ccagtgtaca
gecgttcage

cggaaaagca

gcttcacgtc cagatccacg cgagagtggce
ggattccggg aaattcccag ggtcaagcta
ataagatccg tgtgctcgcg gagggggacg
agggggaact attagccaag gcaatgtatg

caaaaacacc gatacaaaaa cactggagac
aaatacgaat agagacaggg gagtgggaaa

gttatgccge tgtgaaaaac agggacactg
ttaaaccgga tgtcacccaa aaggatgagg
ttgcaggcat ttctgactgg ataccctggg

ccgctagcaa caagcaagaa agacccggag
tatattctca ttattggtgt cctggtcttg

cacttactcg agcagccagg gaacctttgg
gatttttgcc tctctacaca gtcagccacc
cegteeceta tttecgaggg tgattttaag

ttgggaactg atcggttagt ctcgtcagec
accctecactt atcggaaggt ctcatgcttg

gagccacctg aactacagct gttaggttcc
cagatttccg gtataaccgg gggatgcgta
ctaggttggt ctagacagga ggccacgcdg

tccacggaac cgtttacagt ggtgacagcg
tactgcggtg catatggcta cagattttgg

cagtaccgct gtggtaatgc gcgecacgccc
aggagaggag gcaaatgggt taatcaatca
tttacggtga actgtacagc tagtagtttg

ggcacgattc tcccgggaaa gtgggtegac

25

4620

4680

4740

4800

4860
4920

4980

5040

5100

5160
5220

5280
5340
5400

5460
5520

5580

5640

5700

5760
5820

5880

5540

6000

6060
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agcacacaag
ggggatcgeg
aagcttacca
cggacaggta

gtgcagcttt
gctgcgcaag

ttgacaacat
ctgcagaacc

gttgccggaa
cagctaatga
ctgcgaggac

ttggggecttg
tgcggtaata

ctgcaaaagg
gtatagcgcet
tacgcttttg

ctgtggcatc
tttaggcgaa

tttcgetttt
acatggtaac
gattggtgga

catggattgg
tcgatacaat

ggaccgttga
accccgacgt
cateccgtete

gggaggcaga
cgcgtagteg

gtcggacagt
cagcacgcca
cagtaccggce

gatgagcgca
taaactaccg

acaattccac
gtgagaattc
tgataataat

ctatttgttt
gataaatgct

ccecttattece
tgaaagtaaa

tcaacagcgg
cttttaaagt
teggtegecg

agcatcttac
ataacactgc

ttttgcacaa
aagccatacc

gcaaactatt

tggaggcgga

gtagtttcac
catggcaagg
tgttagcacc
taagacgtaa

ggggtcctac
ccttaagaga

cactcetegg
gagcggetat

tgtgetgttt
aggaacatgt

tattcggggy
tagttatttt
ggagaaagat
cctgtgggca
tgcgagtcca
tctgtgtgc:
gatgcgatgt
aagcggggct
gcatagggag
gatgagttag
agtaaggtgg

acgaaccact
aaacgccatt

ttcectgacg
gatagttagg
gtctatcggg

agctgagtac
atagtggctc

gctccgagaa
tagtgactgg
ataaccaagc

ttgttagatt
cattaaagct

acattatacg
ttgaagacga
ggtttcttag

atttttctaa
tcaataatat

cttttttgeg
agatgctgaa

taagatcctt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg
ggccaactta

catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa

taaagttgca

caaaccaaaa
aattcccagt
taagcataca
acgaagcacc

agcaagaatc
aattgagaga

ggacttattg
tgacttcttg

caatttgagt
caataagatc
aataggagaa

gttgctagta
gattaataac

gcctgaaagce
tcgagcaagg
gcaggagctg

acgggccaga
tecggttgtac

ggggaaatgt
caacatgcct
tacgatcgtg

gaattccgca
tgaccattca

actacgagca
gaatagtggt
aggcgacttc

cgtcggaggg
caagtagcga

cgggtgcgca
cgatgctgtc
ctatgcctac

tcatacacgg

ccaaacttgg
agccggaagc
aagggectcg
acgtcaggtg

atacattcaa
tgaaaaagga

gcattttgce
gatcagttgg

gagagttttce
ggcgeggtat
tctcagaatg

acagtaagag
cttctgacaa

catgtaactc
cgtgacacca
ctacttacte

ggaccactte
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gcgctaccac
cgteceggtag
gatattctca
tcacacctgg

tttgecatcta
ctagcctgtt

gatgatgtca
ctcctagete

gatcagagtg
ggcgtggata
tgggccgttce

gtgtgcctgce
tccatcagcet

agaatagtat
caggaaagac
agctgactct
tatacgcgta
gcggttagga
agtcttatgc
tacaaggaga
ccttattagg

ttgcagagat
ccacattggt

cctgcatgaa
cggccacaga
gatgaccctg

gatccacagg
agcgagcagg

tagaaattgc
ggaatggacg
agcatccagg

tgcctgactg
ctgtttcctg

ataaagtgta
tgatacgcct
gcactttteg

atatgtatcc
agagtatgag

ttcectgtttt
gtgcacgagt

gcecccgaaga
tatccegtgt
acttggttga

aattatgcag
cgatcggagg

gececttgateg
cgatgectge
tagcttecccg

tgecgectcegge

ccgcaatttt
ggggceccctg
aggtgcttgt
atgatacatg

tcectageccce
ggtcegttaa

cgagtattecg
acggccatgg

agtctataca
gcgacctaat
atttgctgaa

cttgcectttt
accacacgga

aaggcagtac
agctattggt
gctggtggec

tctgagggga
gtccecttag

aatactcttg
gaaaaagcac
aaggcaacag

attgtattta
gtgcacctgg

gcagaaggct
cggcgtggeg
gtggaggggg

acgggtgtgg
actgggegge

atcaacgcat
atatcccgca
gtgacggtgce
cgttagcaat
tgtgaaattg

aaacctgggg
atttttatag
gggaaatgtg

gctcatgaga
tattcaacat

tgctcaccca

gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca

tgectgecata
accgaaggag

ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta

ccttcecgget

26

cctcatttgt
ctatttaggc
caattcatcg
ctcagatgaa

gggggtagea
acaggctaac

acacgeggtce
ctgtgaggac
gaagaagttc
tggaagttgg
aggactgctt

gcaaatgtta
atataagaag

atgggtggtg
aattgtgaaa
tcgegtacca

ctagggtgtg
gatatagtag

tagtcttgca
cgtgcatgcec
acgggtctga

agtgcctagce
gttgatggcc

tcatttggtg
atcectgtcectce
ctgeggetta

tcgccatgat
ggccaaagcyg

atagcgctag
agaggcccgg
cgaggatgac

ttaactgtga
ttatcecgete

tgcctaatga
gttaatgtca
cgcggaaccc

caataaccct
ttcegtgteg

gaaacgctgg
gaactggatc

atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa

accatgagtg
ctaaccgcett

gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga

ggctggttta

6120
6180
6240
6300

6360
6420

6480
6540

6600
6660
6720

6780
6840

6900
6960
7020

7080
7140

7200
7260
7320

7380
7440

7500
7560
7620

7680
7740

7800
7860
7920

7980
8040

8100
8160
8220

8280
8340

8400
8460

8520
8580
8640

8700
8760

8820
8880
8940

9000
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ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt

ggatctaggt
cgttccactg

ttctgegegt
tgeccggatca
taccaaatac

caccgectac
agtcgtgtct

gctgaacggg
gatacctaca
ggtatcceggat

acgecctggta
tgtgatgctc

ggttcctggce
ctgtggataa
ccgagcgcag

ttacgcatct
atgccgcata

gccccgacac
cgcttacaga

atcaccgaaa
acagatgtct
ctggcttctg

cctcegtgta
atgctcacga

aaacaactgg
cgcttegtta
atccggaaca

aaaccgaaga
cacgttcget

agecegggtcee
cccgagatgce
gggttggttt

gtgaatcegt
caccgegacg

agatatacgc
tacgcggtta
tgtagtctta

ccttacaaaq
gtgccttatt

gcattgcaga

<210>2

<211> 1759
<212> ADN
<213> Pollo

<220>

atctggagcce ggtgagegtg
gccctecccgt atcgtagtta
tagacagatc gctgagatag
ttactcatat atactttaga

gaagatcctt tttgataatc
agcgtcagac cccgtagaaa

aatctgctgce ttgcaaacaa
agagctacca actctttttce
tgtccttcta gtgtagcegt

ataccteget ctgctaatce
taccgggttg gactcaagac

gggttcgtgce acacagccca
gcgtgagcta tgagaaagcg
aagcggcagg gtcggaacag

tctttatagt cctgtcgggt
gtcagggggg cggagcctat

cttttgetgg ccttttgcte
ccgtattacc gcctttgagt
cgagtcagtg agcgaggaag

gtgcggtatt tcacaccgca
gttaagccag tatacactcc

ccgccaacac ccgctgacge

caagctgtga ccgtctecgg
cgcgcgagge agctgeggta
gcctgttcat ccgcecgtcecag
ataaagcggg ccatgttaag

agggggaatt tctgttcatg
tacgggttac tgatgatgaa

cggtatggat gcggcgggac
atacagatgt aggtgttcca
taatggtgca gggcgctgac

ccattcatgt tgttgctcag
cgcgtategg tgattcattc

tcaacgacag gagcacgatc
gcegegtgeg getgetggag
gegcattcac agttctecge

tagcgaggtg ccgccggctt
caacgcgggg aggcagacaa

gtatctgagg ggactagggt
ggagtcccct taggatatag
tgcaatactc ttgtagtctt

agagaaaaag caccgtgcat
aggaaggcaa cagacgggtce

gatattgtat ttaagtgcct
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ggtctcgecgg tatcattgca

tctacacgac ggggagtcag
gtgcctcact gattaageat
ttgatttaaa acttcatttt

aatcccttaa
atcttcttga

tcatgaccaa

agatcaaagg
aaaaaccacc gctaccagcg
cgaaggtaac tggcttcagce
agttaggcca ccacttcaag

tgttaccagt
gatagttacc

ggctgctgee

gcttggageg
ccacgettcce
gagagcgecac

ttcgeccacct

ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt

ctgacttgag

gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa

cgtgagtttt
gatcettttt

gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag

agtggcgata
cagcggtcgg

accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa

cgtcgatttt

9060

9120

9180

9240

9300
9360

9420

9480

9540

9600
9660

9720

9780

9840

9900

ggaaaaacgc cagcaacgcg gcctttttac 9960

acatgttctt tcctgegtta tccecectgatt 10020

gagctgatac cgctcgccge
cggaagagcg cctgatgcgg
tatggtgcac tctcagtaca

gctatcgcta cgtgactggg

gccctgacgg gcttgtetge
gagctgcatg tgtcagaggt

aagctcatca gegtggtegt

ctcgttgagt ttcteocagaa
ggeggttttt tcctgtttgg

taccgatgaa
tactggaacg

ggggtaatga
catgcccggt
cagagaaaaa tcactcaggg
cagggtagcc agcagcatcc
ttcegegttt ccagacttta

gtcgcagacg
tgctaaccag

ttttgecagca

taaggcaacc
atgagcaccc gtggccagga
atggcggacg cgatggatat
aagaattgat tggctccaat

ccattcaggt
ggtatagggc

cgaggtggcc

ggcgatgcga
gtgtttaggc gaaaagcggg
tagtttecget tttgcatagg
gcaacatggt aacgatgagt

gcecgattggt
tgacatggat

ggaagtaagg
tggacgaacc

agctcgatac aataaac

27

agccgaacga
tattttectee

atctgctctg
tcatggctge

tcccggeatc

tttcaccgtce
gaagcgattc
gegttaatgt
tcacttgatg

acgagagagg
ttgtgagggt

tcaatgccag
tgcgatgcag
cgaaacacgg

gcagtegett
ccgccagect

cccaacgctg
gttctgccaa
tettggagtg

cggctccatg
tgtacgggcc

gcttcggttg
gagggggaaa
tagcaacatg

tggtacgatc
actgaattcc

10080

10140

10200

10260

10320
10380

10440
10500
10560

10620

10680
10740
10800
10860

10920
10980

11040
11100
11160

11220
11280

11340
11400
11460

11520
11580

11627
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<221>gen
<222> (1)..(1759)
<223> ADNCc con ¢-SRC de pollo

<220>
<221> CDS
<222> (112)..(1710)

<400> 2

tctgacaccce atctgtctgt ctgtctgtgt gctgcaggag ctgagctgac tctgctgtgg 60

cctcgegtac cactgtggec aggcggtage tgggacgtgce agcccaccac ¢ atg ggg 117
Met Gly
1

agc agc aag agc aag ccc aag gac ccc agc cag cgc cgg cgc age ctg 165
Ser Ser Lys Ser Lys Pro Lys Asp Pro Ser Gln Arg Arg Arg Ser Leu

gag cca ccc gac agc acc cac cac ggg gga ttc cca gec teg cag ace 213
Glu Pro Pro Asp Ser Thr His His Gly Gly Phe Pro Ala Ser Gln Thr
20 25 30
ccc aac aag aca gca gcc CCC gac acg cac €gec acc ccc agc cgc tcce 261
Pro Asn Lys Thr Ala Ala Pro Asp Thr His Arg Thr Pro Ser Arg Ser
35 40 45 S0

ttt ggg acc gtg gcc acc gag ccc aag ctc ttc ggg ggce ttc aac act 309
Phe Gly Thr Val Ala Thr Glu Pro Lys Leu Phe Gly Gly Phe Asn Thr
55 60 65

tct gac acc gtt acg tcg ccg cag cgt gecc ggg gea ctg get gge ggce 357
Ser Asp Thr Val Thr Ser Pro Gln Arg Ala Gly Ala Leu Ala Gly Gly
70 75 80
gtc acc act ttc gtg gect ctc tac gac tac gag tcc cgg act gaa acg 405
Val Thr Thr Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Ser Arg Thr Glu Thr
85 90 95

gac ttg tcc ttc aag aaa gga gaa cgc ctg cag att gtc aac aac acg 453
Asp Leu Ser Phe Lys Lys Gly Glu Arg Leu Gln Ile Val Asn Asn Thr
100 105 110

gaa ggt gac tgg tgg ctg gct cat tcc ctc act aca gga cag acg ggc 501
Glu Gly Asp Trp Trp Leu Ala His Ser Leu Thr Thr Gly Gln Thr Gly
115 120 125 130
tac atc ccc agt aac tat gtc gcg ccc tca gac tec atc cag get gaa 549
Tyr Ile Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Ser Asp Ser Ile Gln Ala Glu

135 140 145

gag tgg tac ttt ggg aag atc act cgt cgg gag tcc gag cgg ctg ctg 597
Glu Trp Tyr Phe Gly Lys Ile Thr Arg Arg Glu Ser Glu Arg Leu Leu
150 155 160

ctc aac ccc gaa aac ccc cgg gga acc ttc ttg gtc cgg gag agc gag 645
Leu Asn Pro Glu Asn Pro Arg Gly Thr Phe Leu Val Arg Glu Ser Glu
165 170 175
acg aca aaa ggt gcc tat tgc ctc tcc gtt tet gac ttt gac aac gcc 693
Thr Thr Lys Gly Ala Tyr Cys Leu Ser Val Ser Asp Phe Asp Asn Ala
180 185 190

aag ggg ctc aat gtg aag cac tac aag atc cgc aag ctg gac agc ggc 741
Lys Gly Leu Asn Val Lys His Tyr Lys Ile Arg Lys Leu Asp Ser Gly
195 200 205 210

ggc ttc tac atc acc tca cgc aca cag ttc age agc ctg cag cag ctg 789
Gly Phe Tyr Ile Thr Ser Arg Thr Gln Phe Ser Ser Leu Gln Gln Leu
215 220 225

gtg gcc tac tac tcc aaa cat gct gat ggc ttg tgc cac cgc ctg acce 837
val Ala Tyr Tyr Ser Lys His Ala Asp Gly Leu Cys His Arg Leu Thr
230 235 240

aac gtc tgc ccc acg tcc aag ccc cag acc cag gga ctc gcc aag gac 885
Asn Val Cys Pro Thr Ser Lys Pro Gln Thr Gln Gly Leu Ala Lys Asp
245 250 255

geg tgg gaa atc ccc cgg gag tcg ctg cgg ctg gag gtg aag ctg ggg 933
Ala Trp Glu Ile Pro Arg Glu Ser Leu Arg Leu Glu Val Lys Leu Gly
260 265 . 270

cag ggc tgc ttt gga gag gtc tgg atg ggg acc tgg aac ggc acc acc 981
Gln Gly Cys Phe Gly Glu Val Trp Met Gly Thr Trp Asn Gly Thr Thr
275 280 285 290

28
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aga

tte
Phe

gtt
val

gag
Glu

ggc
Gly
355

gca
Ala

ctg
Leu

gct
Ala

cgg
Arg

ctc
Leu
435

ctg
Leu

gtc
val

tge
Cys

taq
Trp

ttc
Phe
515

gag
Glu

gtg
val

ctg
Leu

cag
Gln

tac
Tyr
340

aag
Lys

tcc
Ser

cgg
Arg

gac

caa
Gln
420
tat

ctg
Leu

aac
Asn

ccg
Pro

caa
Arg
500

ctg

Leu

aac
Asn

<210> 3
<211> 533

<212> PRT
<213> Pollo

<400> 3

Met
1

Ser

Gln

Asn

65

Gly

Glu

Asn

Gly

Leu

Thr

Ser
50
Thr

Gly

Thr

Thr

gce
Ala

cag
Gln

ctg
Leu
325

atg
Met

tac

Tyr
ggc
Gly
gcg
Ala

ttt
Phe
405

ggt
Gly

ggc
Gly

act
Thr

agg
Arg
cce
Pro
485
agqq
Arg

gag
Glu

cta
Leu

Ser
Glu
Pro

35
Phe

Ser

val

Asp

Glu
115

ata
Ile

gaa
Glu
310

tac

Tyr

agc
Ser

ctg
Leu

atg
Met

gce
Ala
390

gg9
Gly

gce
Ala

cgg
Arg

gag
Glu

gag
Glu
470
gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

aag
Lys
295

gce
Ala

gca
Ala

aag
Lys

cgg
Arg

gcc
Ala
378
aac
Asn

ctg
Leu

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu
455

gtg
Val

tge
Cys

cct
Pro

tac
Tyr

act
Thr

caa
Gln

gtg
val

999
Gly

ctg
Leu
360

tat
Tyr

atc
Ile

gca
Ala

tte
Phe

acc
Thr
440

acc
Thr

ctg
Leu

cce
Pro

gag
Glu

tte
Phe
520

ctg
Leu

gtg
val

gtg
val

agc
Ser
345

cca
Pro

gtg
val

ctg
Leu

cgc
Arg

cce
Pro
425
atc
Ile

acc
Thr

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
505

acc
Thy

aag
Lys

atg
Met

teg
Ser
330
ctc
Leu

cag
Gln

gag
Glu

gtg
val

cte
Leu
410

ate
Ile

aag
Lys

aag
Lys

cag
Gln

tcg
Ser
490

cgg
Arg

tcg
Ser

cce
Pro

aag
Lys
315

gaa
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

agg
Arg

999
Gly
398

atc
Ile

aag
Lys

tcg
Ser

ggc
Gly

gtg
val
475
ctg
Leu

cce
Pro

aca
Thr

ggc
Gly
300

aag
Lys

gag
Glu

gat
Asp

gtc
val

atg
Met
380
gag
Glu

gag
Glu

tgg
Trp

gat
Asp

cgg
Arg
460

gag
Glu
cat
His

act
Thr

gag
Glu
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acc
Thr

cte
Leu

cce
Pro

tte
Phe

gat
Asp
365

aac
Asn

aac
Asn

gac
Asp

aca
Thr

gtc
val
445

gtg
val

agg
Arg

gac
Asp

ttt
Phe

cce
Pro
525

atg
Met

cgg
Arg

atc
Ile

ctg
Leu
350

atg
Met

tac

ctg
Leu

aac
Asn

gce
Ala
430
tgg
Trp

cca
Pro

gge
Gly

ctc
Leu

gag
Glu
510

cag
Gln

tce
Ser

cat
His

tac
Tyr
335
aag
Lys

gct
Ala

gtg
val

gtg
val

gag
Glu
415

cce
Pro

tcc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

atg
Met
495

tac

Tyr

tac
Tyr

ccg
Pro

gag
Glu
320

atc
Ile

gga
Gly

gct
Ala

cac
His
tgc
Cys
400

tac
Tyr
gag
Glu
ttc
Phe

cca
Pro

cgc
480

tgc
Cys

ctg
Leu

cag
Gln

taggcctgga gctccteocectg gaccagaggce ctcgetgtgg

Ser

Pro
20

Asn

Gly
Asp
Thr
Leu

100

Gly

Lys

Pro

Lys

Thr
Thr
Thr

85

Ser

Asp

Ser
Asp
Thr
Val
Val

70
Phe

Phe

Trp

Lys

Ser

Ala

Ala
55
Thr

Val

Lys

Trp

Pro Lys Asp Pro Ser

Thr
Ala

40
Thr

Ser

Ala

Lys

Leu
120

His His

10

25

Pro Asp

Glu Pro
Pro Gln
Leu Tyr
90

Gly Glu Arg
105

Ala His Ser

Thr

Lys

Arg

Gly Gly

His

Leu

Phe

Arg

gag gcc
Glu Ala
305

aag ctg
Lys Leu

gtc act
val Thr

gag atg
Glu Met

cag att
Gln Ile
370

cga gac
Arg Asp
385

aag gtg
Lys Val

aca gca
Thr Ala

gca gcc
Ala Ala

ggc atc
Gly Ile
450

ggg atg
Gly Met
465

atg ccc
Met Pro

cag tgc
Gln Cys

cag gcc
Gln Ala

cct gga
Pro Gly
530

1029

1077

1125

1173

1221

1269

1317

1365

1413

1461

1509

1557

1605

1653

1701

ggtacaggg 1759

Gln Arg Arg Arg
1s

Pro Ala Sex

30

45

60

75

Asp

Tyr

Leu

Leu

Ala

Phe

Gly

Glu

Gln

Thr

Thr Pro Ser

Gly Gly Phe

Ala Leu Ala

80

Ser Arg Thr

95

Ile Val Asn

110

125

29

Thr Gly Gln
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15

20

Thr Gly

130

Tyr Ile

Ala
145

Glu Glu Trp

Leu Leu Leu Asn

Thr Thr
180

Gly

Ser Glu

Asn Ala Lys

185
Phe

Ser Gly

210

Gly

Gln Ala

225

Leu Val

Leu Thr Asn Val

Lys Asp Ala Trp

260

Gln
275

Leu Gly Gly

Thr Thr

290

Arg Val

Glu
305
Lys

Ala Phe Leu

Leu Val Gln

Vval Thr Glu Tyr

340
Glu

Met Gly

355

Lys

Ile
370
Asp

Gln Ala Ser

Arg Leu

385

Arg

Lys Val Ala Asp

Ala Gln

420

Thr Arg

Ala Ala Leu
435

Leu

Tyr

Ile Leu

450

Gly

Gly Val Asn

465

Met

Met Pro Cys Pro

Gln Cys Arg
500

Leu

Trp

Phe
515

Gln Ala

Pro Gly Glu Asn

530

<210> 4
<211> 2187
<212> ADN

Pro
Tyr
Pro
165
Lys

Leu

Tyr

Tyr

Cys
245
Glu

Cys

Ala

Gln

Leu
325

Met

Tyr

Gly

Ala

Phe
405

Gly

Gly

Thr
Arg
Pro
485

Arg

Glu

Leu

<213> Homo sapiens

<220>
<221>gen
<222> (1)..(2187)

Ser
Phe
150

Glu

Gly

Asn
135
Gly

Asn

Ala

Asn Val

Ile

Tyr
230
Pro

Ile

Phe

Ile

Glu
310

Tyrxr
Ser
Leu
Met
Ala
390
Gly

Ala

Arg
Glu
Glu
470

Glu

Asp

Asp

Thr
215

Ser

Thr

Pro
Gly
Lys
295
Ala

Ala

Lys

Arg

Ala
375
Asn

Leu
Lys
Phe
Leu
455
val

Cys

Pro

Tyr

ES 2361 659 T3

Tyr Val Ala Pro
Lys Ile Thr Arg
155

Pro Arg Gly Thr
170

Tyr Cys Leu Ser
185

Lys His Tyr Lys Ile Arg Lys Leu

200

Ser Arg Thr Gln Phe Ser Ser Leu

Lys His Ala Asp Gly Leu Cys His

235

Ser Lys Pro Gln Thr Gln Gly Leu
255

250
Arg Glu Ser Leu
265

Glu Val Trp Met
280

Thr Leu Lys Pro

Gln Val Met Lys
315
val val Ser Glu

330
Gly Ser Leu Leu

345

Leu Pro Gln
360

Leu

Tyr Val Glu Arg

Ile Leu Val Gly
395
Ala Arg Leu Ile
410

Phe Pro Ile
425

Lys

Thr Ile Lys Ser
440

Thr Thr Lys Gly

val
475

Leu Asp Gln

Pro Glu Ser Leu

490
Glu Glu Arg Pro
505
Phe Thr Ser
520

Thr

<223> ADNc con ¢c-SRC humano

<220>
<221> CDS

<2225 (134)..(1483)

Ser Asp Ser Ile
140

Arg Glu Ser Glu
Phe Leu vVal Arg
175

Val Ser Asp Phe
190

205

220

Arg Leu Glu Val
270

Gly Thr Trp Asn
285

Gly Thr Met Ser
300

Lys Leu Arg His

Glu Pro Ile Tyr
335

Asp Phe Leu Lys
350

Val Asp Met Ala
365

Met Asn Tyr Val
380
Glu Asn Leu Val

Glu Asp Asn Glu
415

Trp Thr Ala Pro
430

Asp Val Trp Ser
445

Arg Val Pro Tyr

460

Glu Axrg Gly Tyr

His Asp Leu Met

495

Thr Phe Glu Tyr
510

Glu Pro Gln Tyr
525

30

Gln

Arg
160

Glu

Asp

Asp

Gln

Arg
240

Ala

Lys

Gly

Pro

Glu
320
Ile

Gly
Ala
His
Cys
400
Tyr

Glu

Phe

Pro

Arg
480

Cys

Leu

Gln
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<400> 4

gcgecgegtc ccgcaggecg tgatgccgec cgegeggagg tggcccggac

caagagagct ctaatggtac caagtgacag gttggcttta ctgtgactcg

ES 2361 659 T3

agctcctgag aag atg tca gca ata cag gcec goc tgg cca tce ggt aca
Met Ser Ala Ile Gln Ala Ala Trp Pro Ser Gly Thr

gaa
Glu

cce
Pro

cce
Pro
45

cca
Pro

cte
Leu

gag
Glu

agc
Ser

aag
Lys
125

gac
Asp

acce
Thr

atg
Met

gce
Ala

gag
Glu
205

gte
val

gce
Ala

gge
Gly

atg
Met

gtg
val
285
gecc
Ala

gce
Ala

ttet
Phe

tgt
Cys

tte
Phe
30

aac
Asn

gcc
Ala

agc
Ser

cgg
Arg

acc
Thr
110
gtg
Val

gag
Glu

tca
Ser

gag
Glu

ctg
Leu
190

tte
Phe

aag
Lys

tca
Ser

gtg
Val

gce
Ala
270

ctg
Leu

atg
Met

cgc
Arg

ggt
Gly

att
Ile

15
tge
Cys

tgg
Trp

aac
Asn

ctc
Leu

ctt
Leu
95

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

gge
Gly
175

aac
Asn

gga
Gly

tgce
Cys

gte
Val

atc
Ile
255

aag
Lys

ggc
Gly

gaa
Glu

aat
Asn

cte
Leu
335

gece
Ala

aaa
Lys

tac

Tyr

tac

atg
Met
80

ctg
Leu

tac
Tyr

cac
His

gtg
val

gca
Ala
160
aca
Thr

atg
Met

gac
Asp

att
Ile

atg
Met

240
gt
val

g99
Gly

gga
Gly

tac

Tyr

gtg
val
320

acc
Thr

1

aag
Lys

gga
Gly

aaa
Lys

gtc
Val

65
cct

Pro

tac
Tyr

ccec
Pro

tac

tac
Tyr
145

gat
Asp

gtg
val

aag
Lys

gtg
val

aag
Lys
225

acg
Thr

gag
Glu

agce
Ser

gac
Asp

ctg
Leu
305

ctg
Leu

aag
Lys

5

10

tac aac ttec cac ggc act gcc gag cag gac ctg

Tyr Asn Phe His Gly Thr Ala Glu
20

gac gtg ctc acc att gtg gcc
Asp Val Leu Thr Ile Val Ala

35

40

gcc aaa aac aag gtg ggc cgt
Ala Lys Asn Lys Val Gly Arg Glu Gly Ile Ile

50

55

25

Gln Asp Leu

gtc acc aag gac
Val Thr Lys Asp

gag ggc atc atc

60

cag aag cgg gag ggc gtg aag gcg ggt acc aaa
Gln Lys Arg Glu Gly Val Lys
70

Ala Gly Thr Lys

tgg ttc cac ggc aag atc aca cgg
Trp Phe His Gly Lys Ile Thr Arg
85

ccg ccg gag aca ggc ctg ttc ctg

Pro Pro Glu Thr Gly
100

gga gac tac acg ctg
Gly Asp Tyr Thr Leu
115

cgc atc atg tac
Arg Ile Met Tyr

130

ttt gag aac ctc
Phe Glu Asn Leu

gga ctc tgt acg
Gly Leu Cys Thr
165
gcg gcc cag gat
Ala Ala Gln Asp
180

gag ctg aag ctg
Glu Leu Lys Leu
195

atg ctg ggc gat
Met Leu Gly Asp

210

aac gac gcc act
Asn Asp Ala Thr

caa ctg cgg cat
Gln Leu Arg His
245

gag
Glu

ctt
Leu

tgt
cys
290
gag
Glu

gtg
Val

gag
Glu

aag
Lys

gtg
val
275

ctc
Leu

gge
Gly

tct
Ser

gcg
Ala

ggc
Gly
260

gac
Asp

ctc
Leu

aac
Asn

gag
Glu

tce
Ser
340

999

cat gcc
His Ala

135

atg cag
Met Gln
150

cgc cte
Arg Leu

gag ttc
Glu Phe

ctg cag
Leu Gln

tac cga

Tyr

gce
Ala

Arg

Leu Phe Leu

105

tgc gtg agc
Cys Val Ser

120

agce
Ser

ctg
Leu

att
Ile
tac

Tyr

acc
Thr
200

g99

aag
Lys

gtg
val

aaa
Lys
cgc
Arg
185
atc

Ile

aac

Gly Asn

215

230

agce

ctce

tac

Gly Leu Tyr

tac
Tyr

aag
Lys
aat
Asn
gac
325

agc
Ser

ctg
Leu

ttc
Phe

tte
Phe
310

aac
Asn

acce
Thr

cgg
Arg

tecg
Ser
295
gtg
val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

aac
Ser Asn

gece tte

Ala Phe

ctg gtg

atc
Ile

tct
Ser
280

cta
Leu

cat

His

gee
Ala

gac
Asp

Leu Vval

gtc
val
265

agg
Arg

gat

75
gag cag gct
Glu Gln Ala
90

gtg cgg gag
Val Arg Glu

tgc gac ggc
Cys Asp Gly

cte agc atc
Leu Ser Ile
140

gag cac tac
Glu His Tyr

cca aag gtc
Pro Lys Val
170

agc ggc tgg
Ser Gly Trp

gg9g9 aag ggg
Gly Lys Gly

aaa gtc gcc

Lys Val Ala
220

ctg get gaa
Leu Ala Glu
235

cag ctc ctg
Gln Leu Leu
250
act gag tac
Thr Glu Tyr

ggt cgg tca
Gly Arg Ser

gtc tgc gag

Asp Val Cys Glu

300

cga gac ctg gct
Arg Asp Leu Ala

315

aag gtc agc gac
Lys Val Ser Asp
330

acg ggc aag ctg
Thr Gly Lys Leu

345

31

cgcagtgcce 60

gggacgccag 120

169

217

265

313

361

409

457

50S

553

601

€49

697

745

793

841

889

937

985

1033

1081

1129

1177
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15

cca gtc aag
Pro Val Lys
350

act aag tct
Thr Lys Ser
365

tcec ttt ggg
Ser Phe Gly

cct cgg gtg
Pro Arg Val

ccc gca gtc
Pro Ala Val
415

atg cgg ccc

Met Arg Pro
430

acc cac gag

Thr His Glu

445

tgg
Trp

gac
Asp

cga
Arg

gag
Glu
400

tat
Tyr
tce

Ser

ctg
Leu

aca
Thr

gtg
val

gtg
val
385
aag
Lys

gaa
Glu

ttc
Phe

cac
His

ES 2361 659 T3

gce cct gag gcc ctg aga
Ala Pro Glu Ala Leu Arg

355

tgg agt ttc gga atc ctt
Trp Ser Phe Gly Ile Leu

370

375

cct tat cca aga att ccc
Pro Tyr Pro Arg Ile Pro

390

ggc tac aag atg gat gcc
Gly Tyr Lys Met Asp Ala
405

gtc atg aag aac tgc tgg
Val Met Lys Asn Cys Trp

420

cta cag ctc cga gag cag
Leu Gln Leu Arg Glu Gln

435

gag aag aaa

Glu
360

ctc
Leu

ctg
Leu

cce
Pro

cac
His

ctt
Leu
440

Lys

tgg
Trp

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu
425

gag
Glu

Lys

gaa
Glu

gac
Asp

ggc
Gly
410

gac
Asp

cac
His

ttc tcc
Phe Ser

atec tac
Ile Tyr
380

gte gtc
Val val
395

tgc cecg
Cys Pro

gcc gec
Ala Ala

atc aaa
Ile Lys

ctg tgacggctgg cctccgeetg ggtcatgggce

Leu
450

ctgtggggac tgaacctgga agatcatgga

tgaactgagc cccagcgggc tggegggcect

gcecegtcte tcettggacce acctgtgggg

aaggaggcca cggagcggga ggcagcgccce
actcgcctte ttagagtttt attcetttec

tttttattat ttttcaagat aaggagaaag

aagtacgaat cttatttttc ctgtecctgece

tagggaccce tcgcecccagce ctcattcccec
gtcgeeeccgt gtttgcgett gaccatgttg

tgtcaggggce ttggatttcg tgtgccgctg

ttgtaataaa ccacgccatg aggacaccgc

aaaaaaaaaa aaaa

<210>5
<211> 450
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met Ser Ala
1

Lys Tyr Asn
Gly Asp Val

35
Lys Ala Lys

50

Val Gln Lys
65

Pro Trp Phe

Tyr Pro Pro

Pro Gly Asp

115

Tyr Arg Ile
130

Tyr Phe Glu
145

Asp Gly Leu

Val aAla Ala

cctggtgcee
ttttectgeg

cctggggagce

caccacgtcg
ttttttgaga

aaagtaccca
cgtgagggtg

attctgtgte
cactgtttgc

ccaccecgecc

cgeccgecte

1225

1273

1321

1369

1417

1465

1513

ctgctcactg ggcccgagec 1573

tcccagectg caccectocg 1633

ccactgaggg

ggcttcectg
ttttttttee

gcaaatgggc

ggggggaccg

ccatgtceecg
atgcgcccga

accecgecttg

ggcgcttcect

gccagggagg

gccteecgece
gtgtgtttat

attttacaag
ggcecetete

tgtctecteg
ggcagacgtc

tgagatggaa

ccaccgaaaa

Ile Gln Ala Ala Trp Pro Ser Gly Thr Glu Cys Ile Ala
5 10

Phe His

20

Leu Thr Ile Val Ala Val Thr Lys Asp Pro

Asn Lys

Arg Glu Gly Val
70

Gly Thr Ala Glu Gln Asp Leu Pro
25

40

Val Gly Arg Glu Gly Ile Ile Pro
55 60

His Gly Lys Ile Thr
85

Glu Thr Gly Leu Phe

100

Tyr Thr Leu Cys Val

120

Met Tyr His Ala Ser

135

Asn Leu Met Gln Leu

150

Cys Thr Arg Leu Ile

165

Gln Asp Glu Phe Tyr

Lys Ala Gly

Thr

75

Arg Glu Gln

90

Leu Val Arg

105

Ser Cys Asp

Lys Leu Ser

val Glu His
155

Lys Pro Lys

170

Arg Ser Gly

3

45

1s

Phe Cys Lys
[¢]

Asn Trp Tyr

Ala Asn Tyr

Lys Leu Ser Leu Met

80

Ala Glu Arg Leu Leu

95

Glu Ser Thr Asn Tyr

110

125

140

32

Tyr Thr Ser Asp Ala

Gly Lys Val Glu His

Ile Asp Glu Glu Val

160

val Met Glu Gly Thr

175

Trp Ala Leu Asn Met

1693

1753
1813

1873
1933

1993
2053

2113
2173

2187
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180 185 190

Lys Glu Leu Lys Leu Leu Gln Thr Ile Gly Lys Gly Glu Phe Gly Asp
195 200 205

Val Met Leu Gly Asp Tyr Arg Gly Asn Lys Val Ala Val Lys Cys Ile
210 215 220

Lys Asn Asp Ala Thr Ala Gln Ala Phe Leu Ala Glu Ala Ser Val Met
225 230 235 240

Thr Gln Leu Arg His Ser Asn Leu Val Gln Leu Leu Gly Val Ile Val
245 250 255

Glu Glu Lys Gly Gly Leu Tyr Ile Val Thr Glu Tyr Met Ala Lys Gly
260 265 270

Ser Leu Val Asp Tyr Leu Arg Ser Arg Gly Arg Ser Val Leu Gly Gly
275 280 285

Asp Cys Leu Leu Lys Phe Ser Leu Asp Val Cys Glu Ala Met Glu Tyr
290 295 © 300

Leu Glu Gly Asn Asn Phe Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Val
308 310 315 320

Leu Val Ser Glu Asp Asn Val Ala Lys Val Ser Asp Phe Gly Leu Thr
325 330 335

Lys Glu Ala Ser Ser Thr Gln Asp Thr Gly Lys Leu Pro Val Lys Trp
340 345 350

Thr Ala Pro Glu Ala Leu Arg Glu Lys Lys Phe Ser Thr Lys Ser Asp
355 360 365
Val Trp Ser Phe Gly Ile Leu Leu Trp Glu Ile Tyr Ser Phe Gly Arg
370 375 380

Val Pro Tyr Pro Arg Ile Pro Leu Lys Asp Val Val Pro Arg Val Glu
385 390 395 400

Lys Gly Tyr Lys Met Asp Ala Pro Asp Gly Cys Pro Pro Ala Val Tyr
405 410 415

Glu Val Met Lys Asn Cys Trp His Leu Asp Ala Ala Met Arg Pro Ser
420 425 430
Phe Leu Gln Leu Arg Glu Gln Leu Glu His Ile Lys Thr His Glu Leu
435 440 445

His Leu
450

<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial:etiqueta de epitopo 9E10-myc

<400> 6

Val Asp Met Glu Gln Lys Leu Ile Ala Glu Glu Asp Leu Asn
1 5 10

33
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REIVINDICACIONES
1. Composicion farmacéutica para su utilizacion en un procedimiento destinado a potenciar la angiogénesis en un
tejido diana de mamifero asociado a una enfermedad seleccionada de entre el grupo constituido por mala
circulacion, extremidades isquémicas y heridas crénicas, comprendiendo dicha composicién farmacéutica un vector
de expresidn virico o no virico que codifica una secuencia nucleotidica que puede expresar una proteina Src, que
presenta cualquier resto de aminoacido en el codén 527 excepto tirosina, serina o treonina.

2. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que dicho vector es un vector virico de transferencia
génica y en la que dicha composicion contiene ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

3. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que dicha proteina Src es Src A.
4. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que dicho tejido presenta mala circulacién.

5. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que dicha composicion farmacéutica debe
administrarse mediante administracion intravenosa, transdérmica, intrasinovial, intramuscular u oral.

6. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que dicha composicion farmacéutica debe
administrarse como una sola dosis por via intravenosa.

7. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que dicha composicién farmacéutica comprende
ademas un liposoma.

8. Utilizacién de una proteina Src que presenta cualquier resto de aminoacido en el codén 527 excepto tirosina,
serina o treonina o una secuencia nucleotidica que puede expresar dicha proteina para la preparacion de una
composicion farmacéutica destinada a potenciar la angiogénesis en un tejido asociado a una enfermedad
seleccionada de entre el grupo constituido por mala circulacion, extremidades isquémicas y heridas crénicas.

9. Utilizacién segun la reivindicacion 8, en la que dicha proteina Src es Src A.

10. Utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que dicho tejido presenta una mala circulacion.

11. Utilizacion de una proteina Src inactiva o de una secuencia nucleotidica que puede expresar dicha proteina para
la preparacion de una composicién farmacéutica destinada a inhibir la angiogénesis en un tejido asociado a una
enfermedad seleccionada de entre el grupo constituido por artritis, artritis reumatoide, tumor sélido, metastasis del
tumor sélido, retinopatia, retinopatia diabética, degeneracion macular, restenosis y enfermedades inflamatorias.

12. Utilizacion segun la reivindicacion 11, en la que dicha proteina Src inactiva es Src 251 0 Src K295M.

13. Utilizacién segun la reivindicacion 11, en la que dicho tejido esta inflamado y dicha enfermedad es la artritis o la
artritis reumatoide.

14. Utilizacion segun la reivindicacion 11, en la que dicho tejido es un tumor sélido o una metastasis de tumor sélido.

15. Utilizacién segun la reivindicacion 14, en la que la administracién de dicha composicién farmacéutica se realiza
juntamente con la quimioterapia.

16. Utilizacién segun la reivindicacion 11, en la que dicho tejido es el tejido retiniano y dicha enfermedad es
retinopatia, retinopatia diabética o degeneracion macular.

17. Utilizacién segun la reivindicacion 11, en la que dicho tejido esta en la zona de la angioplastia coronaria y dicho
tejido presenta riesgo de restenosis.

18. Utilizacién segln la reivindicacién 8 u 11, en la que la administracion de dicha composicion farmacéutica
comprende la administracién intravenosa, transdérmica, intrasinovial, intramuscular u oral.

19. Utilizacién segun la reivindicacién 8 u 11, en la que la administracion de dicha composicion farmacéutica
comprende una sola dosis por via intravenosa.

20. Utilizacién segun la reivindicacién 8 u 11, en la que dicha composicién farmacéutica comprende ademas un
liposoma.

21. Utilizacién segun la reivindicacién 8 u 11, en la que dicha composicién farmacéutica comprende un vector de
expresion retrovirica que puede expresar dicha secuencia nucleotidica.

34
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22. Utilizacidn segun la reivindicacion 8 u 11, en la que dicha composicién farmacéutica comprende un vector de
expresion no virica que puede expresar dicha secuencia nucleotidica.
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ADNc-SRC DE POLLO

(SEC ID n° 2)

1 tctgacacce atctgtetgt ctgtetgtgt getgeaggag ctgagetgac tetgetgtgg

61 cctcgegtac cactgtggee aggeggtage tgggacgtge ageccaccac catggggage
121 agcaagagca agcccaagga cccecagecag cgeeggegea gectggagee acccgacage
181 acccaccacg ggggattcce agectcgeag acccecaaca agacageage ccecgacacg
241 caccgeacce ccageegcete ctttgggace gtggeeaceg ageccaaget cticggggge
301 ttcaacactt ctgacaccgt tacgtcgeeg cagegtgeeg gggcactgge tggeggegte
361 accactttcg tggctctcta cgactacgag tcceggactg aaacggactt gtccttcaag

421 aaaggagaac gcctgeagat tgtcaacaac acggaaggtg actggtggct ggetcatice
481 ctcactacag gacagacggg ctacatccce agtaactatg tcgegeectc agactceate
541 caggctgaag agtggtactt tgggaagatc actcgteggg agtccgageg getgetgete
601 aaccccgaaa accccegggg aaccttettg gtecgggaga gegagacgac aaaaggtgee
G661 tattgectct cegtttctga ctttgacaac gecaagggge tcaatgtgaa geactacaag

721 atccgeaage tggacagegg cggettctac atcacctecac geacacagtt cageagectg
781 cagcagctgg tggectacta ctccaaacat getgatgget tgtgecaceg cctgaccaac
841 gtctgeecca cgtecaagee ccagacccag ggactcgeca aggacgegtg ggaaatcece
901 cgggagtcge tgeggetgga ggtgaagetg gggeaggget getttggaga gatetggatg
961 gggacctgga acggcaccac cagagtggee ataaagactc tgaagecegg caccatgtcc
1021 ccggaggect tectgeagga agcecaagtg atgaagaage tccggeatga gaagcetggtt
1081 cagctgtacg cagtggtgtc ggaagagece atctacatcg tcactgagta catgagcaag
1141 gggagcetee tggatttcct gaagggagag atgggeaagt acctgegget gecacagete
1201 gtcgatatgg ctgctcagat tgcatcegge atggectatg tggagaggat gaactacgtg
1261 caccgagacc tgegggegge caacatcetg gtgggggaga acetggtgtg caaggtggcet
1321 gactttgggce tggeacgect catcgaggac aacgagtaca cagcacggea aggtgecaag
1381 ttccccatca agtggacage ceccgaggea geeetetatg geeggticac catcaagicg
1441 gatgtctggt ccttcggeat cctgetgact gagetgacca ccaagggeeg ggtgecatac
1501 ccagggatgg tcaacaggga ggtgetggac caggtggaga ggggetaceg catgecctge
1561 ccgecegagt geeccgagte getgeatgac cteatgtgee agtgetgseg gagggacect
1621 gaggagcggce ceacttttga gtacctgeag gecttectgg aggactactt cacctcgaca
1681 gagccccagt accageetgg agagaaccta taggectgga getectectg gaccagagge
1741 ctcgetgtgg ggtacaggg

FIG. 1
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PROTEINA CODIFICADA Src DE POLLO

(SEC ID n° 3)
MGSSKSKPKDPSQRRRSLEPPDSTHHGGFPASQTPNKTAA
PDTHRTPSRSFGTVATEPKLFGGFNTSDTVTSPQRAGALA
GGVTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWWL
AHSLTTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYFGKITRRESER
LLLNPENPRGTFLVRESETTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVK
HYKIRKLDSGGFYITSRTQFSSLQQLVAYYSKHADGLCHR
LTNVCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCFGE
VWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMSPEAFLQEAQVMKKLRHE
KLVQLYAVVSEEPIYIVTEYMSKGSLLDFLKGEMGKYLRL
PQLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANILVGENL
VCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGR
FTIKSDVWSFGILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERG
YRMPCPPECPESLHDLMCQCWRRDPEERPTFEYLQAFLE

DYFTSTEPQYQPGENL

FIG. 2
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ADN con ¢c-SRC HUMANO

(SEC ID n° 4)

1 gegeegegte cegeaggeeg tgatgecgee cgegeggagg tggeecggac cgeagtgece
61 caagagagct ctaatggtac caagtgacag gttggcttta ctgtgactcg gggacgecag
121 agctcctgag aagatgtcag caatacagge cgectggeea teeggtacag aatgtattge
181 caagtacaac ttccacggcea ctgccgagea ggacctgeee ttctgcaaag gagacgtget
241 caccattgtg gcegtecacca aggaccecaa ctggtacaaa gecaaaaaca aggtgggeeg
301 tgagggcatc atcccagecea actacgtcca gaagegggag ggcgtgaagg cgggtaccaa
361 actcagccte atgccttggt tccacggeaa gatcacacgg gagceaggcetg ageggcettet
421 gtacccgecg gagacaggee tgttectggt gegggagage accaactace ccggagacta
481 cacgetgtge gtgagetgeg acggeaaggt ggageactac cgeateatgt accatgecag
541 caagctcage atcgacgagg aggtgtactt tgagaacctc atgcagetgg tggageacta
601 cacctcagac gcagatggac tctgtacgeg cctcattaaa ccaaaggtca tggagggeac
661 agtggcggee caggatgagt tetaccgeag cggetgggece ctgaacatga aggagctgaa
721 getgetgeag accateggga agggggagtt cggagacgtg atgetgggeg attaccgagg
781 gaacaaagtc gccgtcaagt geattaagaa cgacgecact geccaggect tectggetga
841 agcctcagtc atgacgcaac tgeggeatag caacctggtg cagetectgg gegtgategt
901 ggaggagaag ggcgggetct acatcgteac tgagtacatg gecaagggga gectigtgga
961 ctacctgegg tctaggggte ggteagtget gggeggagac tgtetectea agttcteget

1021 agatgtctge gaggcecatgg aatacctgga gggceaacaat tiegtgeate gagacetgge
1081 tgcecgeaat gtgetggtgt ctgaggacaa cgtggecaag gteagegact ttggtetcac
1141 caaggaggeg tccageacce aggacacggg caagetgeca gicaagtgga cagecectga
1201 ggccctgaga gagaagaaat tctceactaa gtetgacgtg tggagtttcg gaatccttct
1261 ctgggaaatc tactcctitg ggegagtgee ttatccaaga attcccctga aggacgtegt
1321 ccctegggtg gagaaggget acaagatgga tgecccegac ggetgeeege cegeagteta
1381 tgaagtcatg aagaactgct ggeacctgga cgecgecatg cggeectect tectacaget
1441 ccgagagcag cttgagcaca tcaaaaccea cgagetgeac ctgtgacgge tggeeteege
1501 ctgggtcatg ggcctgtggg gactgaacct ggaagateat ggacetggtg ccectgetca
1561 ctgggeeega gectgaactg ageeccageg ggetggcggg cotttttect gegteccage
1621 ctgeacceet ceggeeccgt ctetettgga cecacetgtg gggeetgggg ageccactga
1681 ggggecaggg aggaaggagg ccacggageg ggaggeageg ceecaccacg tegggettee
1741 ctggectcee gecactegee ttcttagagt tttattectt tecttttttg agattttttt

1801 tccgtgtgtt tattttttat tatttttcaa gataaggaga aagaaagtac ccagcaaatg

1861 ggcattttac aagaagtacg aatcttattt ttcctgtect geeegtgagg gtggggegsa
1921 cegggeeect ctetagggac cectegeece ageetcatte cccattetgt gteccatgte
1981 ccgtgtetee teggtegeee cgtgtttgeg cttgaccatg ttgeactgtt tgeatgegee

2041 cgaggcagac gtctgtcagg ggettggatt tegtgtgeeg ctgecacceg cceaccegee
2101 tigtgagatg gaattgtaat aaaccacgce atgaggacac cgecgeecge cteggegett
2161 cctecaccga aaaaaaaaaa aaaaaaa

FIG. 3
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PROTEINA CODIFICADA Src HUMANA

(SEC ID n° 5)
MSAIQAAWPSGTECIAK YNFHGTAEQDLPFCKGDVLTIVAVTKD
PNWYKAKNKVGREGIIPANYVQKREGVKAGTKLSLMPWFHGKIT
REQAERLLYPPETGLFLVRESTNYPGDYTLCVSCDGKVEHYRIMY
HASKLSIDEEVYFENLMQLVEHYTSDADGLCTRLIKPKVMEGTVA
AQDEFYRSGWALNMKELKLLQTIGKGEFGDVMLGDYRGNKVAV
KCIKNDATAQAFLAEASVMTQLRHSNLVQLLGVIVEEKGGLYIVTE
YMAKGSLVDYLRSRGRSVLGGDCLLKFSLDVCEAMEYLEGNNFVH
RDLAARNVLVSEDNVAKVSDFGLTKEASSTQDTGKLPVKWTAPEAL
REKKFSTKSDVWSFGILLWEIYSFGRVPYPRIPLKDVVPRVEKGYKM

DAPDGCPPAVYEVMKNCWHLDAAMRPSFLQLREQLEHIKTHELHL

FIG. 4
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Activacion de la actividad de Src
endogena por FGFb y VEGF

simulada bFGF VEGF

ensayo in
vitro con
cinasa

FAK-GST

doble
activacion: 1,0 2.4 1,8

Endog. Src

Transferencia:

Anti-Src lgG

FIG. 5
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Efecto de la expresion mediada por RCAS de
Src A sobre la angiogenia en la CAM de pollito

FIG. 6A
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RCAS-GFP
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RCAS-Src A
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La expresion retrovirica de Src A
activa de la fosforilacion de MAP
cinasa vascular

NT VEGF PMA SrcA

-FAK-GST

1.P: ensayo con
anti-Src cinasa

Transferencia: anti-P-Erk -P-Erk

Simulada
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Requisito selectivo para la actividad
de Src durante VEGF, pero no la
angiogenia inducida por FGFb
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FIG. 8A

MOCK bFGF bFGF VEGF VEGF
GFP Src 251 Src 251 GFP

FIG. 8B

SIMULADA Src 251-myc
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- 8rc 251

FIG. 8C

43



ES 2361 659 T3

FIG. SA
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