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DESCRIPCION

Procedimientos de tratamiento de enfermedades inflamatorias usando agentes de union especificos de la
angiopoyetina-2 humana

Esta solicitud reivindica prioridad sobre la solicitud de EE.UU. con nimero de serie 10/269,695, presentada el 10 de
octubre de 2002, que a su vez reivindica prioridad sobre la solicitud provisional de EE.UU. con nimero de serie
60/414.155 presentada el 27 de septiembre de 2002 y la solicitud provisional de EE.UU. con numero de serie
60/328.624 presentada el 11 de octubre de 2001.

Campo de la invencidon

La presente invencion se refiere a agentes de unién especificos que reconocen y se unen a la angiopoyetina-2 (Ang-
2). Mas especificamente, la invencion se refiere a la produccién, uso diagnéstico, y uso terapéutico de los agentes
de unién especifica y fragmentos de los mismos, que se unen especificamente a Ang-2

Antecedentes de la invencion

La angiogénesis, la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes, es esencial para muchos
procesos fisioldgicos y patologicos. Normalmente, la angiogénesis esta estrechamente regulada por factores pro- y
anti-angiogénicos, pero en el caso de enfermedades tales como cancer, enfermedades neovasculares oculares,
artritis, y psoriasis, el proceso puede fracasar. Folkman, J., Nat. Med., 1:27-31 (1995).

Se cree que la angiogénesis desempefia un papel importante en el mantenimiento de la expansién del tejido
inflamatorio (pannus) en la artritis reumatoide (Walsh y col., Arthritis Res., 3:147-153 (2001). De hecho, existen
numerosas enfermedades que se sabe que estan asociadas con la alteracion de la regulacién de la angiogénesis o
la angiogénesis no deseada. Véase Carmeliet y col., Nature 407:249-257 (2000).

Tales enfermedades incluyen, entre otras, neovascularizacion ocular, tales como retinopatias (incluyendo retinopatia
diabética), degeneracion macular relacionada con la edad, psoriasis, hemangioblastoma, hemangioma,
arterioesclerosis, enfermedad inflamatoria, tal como enfermedad inflamatoria reumatoide o reumatica, especialmente
artritis (incluyendo artritis reumatoide), u otros trastornos inflamatorios crénicos, tales como asma crénica,
aterosclerosis arterial después de transplante, endometriosis y enfermedades neoplésicas, por ejemplo los
denominados tumores s6lidos y tumores liquidos (o hematopoyéticos) (tales como leucemias y linfomas). Otras
enfermedades asociadas con la angiogénesis no deseada seran evidentes para los expertos en la técnica.

Aunque han estado implicados muchos sistemas de transduccion de sefal en la regulacion de la angiogénesis, uno
de los sistemas mejor caracterizados y mas selectivos de las células endoteliales implica el receptor tirosina quinasa
Tie -2 (denominado "Tie-2" o0 "Tie-2R" (también denominado "ORK"); Tie-2 murino también denominado "tek") y sus
ligandos, las angiopoyetinas (Gale, N. W. y Yancopoulos, G. D., Genes Dev. 13:1055-1066 [1999]). Existen 4
angiopoyetinas conocidas; desde la angiopoyetina-1 ("Ang-1") a la angiopoyetina-4 ("Ang-4"). Estas angiopoyetinas
también se denominan "ligandos de Tie-2". (Davis, S., y col., Cell, 87:1161-1169 [1996]; Grosios, K., y col.,
Cytogenet Cell Genet, 84:118-120 [1999]; Holash, J., y col., Investigative Ophthalmology & Visual Science, 42:1617-
1625 [1999]; Koblizek, T. I., y col., Current Biology, 8:529-532 [1998]; Lin, P., y col., Proc Natl Acad Sci USA,
95:8829-8834 [1998]; Maisonpierre, P. C., y col., Science, 277:55-60 [1997]; Papa-petropoulos, A., y col., Lab Invest,
79:213-223 [1999]; Sato, T. N., y col., Nature, 375:70-74 [1998]; Shyu, K. G., y col., Circulation, 98:2081-2087 [1998];
Suri, C., y col., Cell, 87:1171-1180 [1996]; Suri, C., y col., Science, 282:468-471 [1998]; Valenzuela, D. M., y col.,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, 96:1904-1909 [1999]; Witzen-bichler, B., y col., J Biol
Chem, 273:18514-18521 [1998]). Mientras que la unién de Ang-1 a Tie-2 estimula laa fosforilacién del receptor en
células endoteliales cultivadas, se ha observado que la Ang-2 actia tanto como agonista como antagonista de la
fosforilacion dek receptor de Tie-2 (Davis, S., y col., [1996], supra; Maisonpierre, P.C., y cpn., [1997], supra; Kim, |.,
J.H. Kim, y coll., Oncogene 19 (39): 4549-4552 (2000); Teichert-Kuliszewska, K., P.C. Maisonpierre, y col.,
Cardiovascular Research 49(3): 659-70 (2001)).

Los fenotipos de ratones defectivos en Tie-2 y Ang-1 son similares y sugieren que la fosforilacion de Tie-2
estimulada por Ang-1 media la remodelacion y estabilizacion del desarrollo de de vasos en el Utero mediante el
mantenimiento de la adhesién entre las células soporte y las células endoteliales (Dumont, D. J., y col., Genes &
Development, 8: 1897 - 1909 [1994]; Sato, T. N., y col., Nature, 376: 70 - 74 [1995]; Suri, C., y col., ant.). El papel de
la Ang-1 en la estabilizacion de los vasos se cree que se conserva en el adulto, en el que se expresa amplia y
constitutivamente (Hanahan, D., Science, 277: 48 - 50 [1997]; Zagzag, D., y col., Experimental Neurology, 159: 391 -
400 [1999]). Por el contrario, la expresién de Ang-2 esta principalmente limitada a sitios de remodelacion vascular,
en los que se cree que bloquea la funcién de Ang-1, de modo que se induce un estado de plasticidad vascular que
conduce a la angiogénesis (Hanahan, D., [1997], ant; Holash, J., y col., Science, 284:1994-1998 [1999];
Maisonpierre, P. C., y col., [1997], supra).

Numerosos estudios publicados han demostrado supuestamente la expresion de Ang-2 selectiva de los vasos en

estados patologicos asociados con la angiogénesis. Estas afecciones patolégicas incluyen, por ejemplo, psoriasis,

degeneracion macular, y cancer (Bunone, G., et al., American Journal of Pathology, 155:1967-1976 [1999]; Etoh, T.,
2
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y col., Cancer Research, 61:2145-2153 [2001]; Hangai, M., y col., Investigative Ophthalmology & Visual Science,
42:1617-1625 [2001]; Holash, J., y col., ant.; Kuroda, K., y col., Journal of Investigative Dermatology, 116:713-720
[2001]; Otani, A., y col., Investigative Ophthalmology & Visual Science, 40:1912-1920 [1999]; Stratmann, A., y col.,
American Journal of Pathology,153:1459-1466 [1998]; Tanaka, S., y col., J Clin Invest, 103:34-345 [1999]; Yoshida,
Y., y col., International Journal of Oncology, 15:1221-1225 [1999]; Yuan, K., y col., Journal of Periodontal Research,
35:165-171 [2000]; Zagzag, D., y col., ant.). La mayoria de estos estudios se han centrado en el cancer, en el que
muchos tipos de tumores parecen mostrar la expresion de Ang-2 vascular. Al el contrario que su expresién en la
angiogénesis patologica, la expresién de Ang-2 en tejidos normales esta extremadamente limitada (Maisonpierre, P.
C., y col., [1997], ant.; Mezquita, J., y col., Biochemical and Biophysical Research Communications, 260:492-498
[1999]). En el adulto normal, los tres sitios principales de angiogénesis son el ovario, la placenta y el utero; éstos son
los tejidos primarios en los tejidos normales (es decir, no cancerosos) en los que se ha detectado ARNm de Ang-2.

Ciertos estudios funcionales sugieren que la Ang-2 puede estar implicada en la angiogénesis tumoral. Ahmad y col.
(Cancer Res., 61:1255-1259 [2001]) describen la sobreexpresion de Ang-2 y muestran su supuesta asociacion con
un incremento del desarrollo del tumor en un modelo de xenoinjerto de raton. Véase también Etoh y col., ant., y
Tanaka y col., ant., en el que los datos presentan una asociacién supuesta de la sobreexpresion de Ang-2 con la
hipervascularidad del tumor. No obstante, por el contrario, Yu y col. (Am. J. Path., 158:563-570 [2001]) dan a
conocer datos que muestran que la sobreexpresién de Ang-2 en las células de carcinoma de pulmén de Lewis y
células de carcinoma de mama TA3 supuestamente prolongan la supervivencia de los ratones a los que se ha
inyectado los transfectantes correspondientes.

En los ultimos aros, diversas publicaciones han sugerido Ang-1, Ang-2 y/o Tie-2 como posibles dianas para la
terapia anticancer. Por ejemplo, las patentes de EE.UU. numeros 6,166,185, 5,650,490, y 5,814,464 describen cada
una el concepto de anticuerpos de ligando anti-Tie-2 y los anticuerpos del receptor. Lin y col. (Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 95:8829-8834 [1998]) inyectaron un adenovirus que expresaba Tie-2 soluble en ratones; el Tie-2 soluble
supuestamente disminuyé el nimero y tamafno de los tumores desarrollados por los ratones. En un estudio
relacionado, Lin y col. (J. Clin. Invest., 100: 2072 - 2078 [1997]) inyectaron una forma soluble de Tie-2 en ratas; este
compuesto redujo supuestamente rel tamafo del tumor en las ratas. Siemeister y col. (Cancer Res., 59: 3185-3189
[1999]) generaron lineas celulares de melanoma humano que expresan el dominio extracelular de Tie-2, inyectaron
estas lineas celulares en ratones atimicos y concluyeron que el Tie-2 soluble supuestamente dio como resultado una
"inhibicion significativa” del crecimiento de tumor y de la angiogénesis tumoral. En vista de esta informacion, y dado
que tanto Ang-1 como Ang-2 se unen a Tie-2, no esta claro a partir de estos estudios si Ang-1, Ang-2, o Tie-2 serian
dianas atractivas para la terapia anti-cancer.

La fusién de ciertos péptidos a una proteina plasmatica estable, tal como una regién constante de Ig para mejorar la
semivida de estas moléculas se ha descrito en, por ejemplo, la publicacion PCT WO 00/24782, publicada el 4 de
mayo de 2000.

La fusion de una proteina o un fragmento de la misma a una proteina plasmatica estable tal como una region
constante de Ig para mejorar la semivida de estas moléculas se ha descrito de diversas maneras (véase, por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.480.981; Zheng y col., J. Immunol., 154:5590-5600, (1995); Fisher y col., N.
Engl. J. Med., 334:1697-1702, (1996); Van Zee, K. y col., J. Immunol., 156:2221-2230, (1996); Patente de Estados
Unidos 5.808.029, emitida el 15 de septiembre de 1998; Capon y col., Nature, 337:525-531, (1989); Harvill y col.,
Immunotech. 1:95-105, (1995); el documento WO 97/23614, publicado el 3 de Julio de 1997; el documento
W0O/9828427 publicado el 2 de julio de 1998 ; Linsley, J. Exp. Med., 174:561-569, (1991); publicado el WO
95/21258, publicado el 10 de agosto de 1995). El documento WO/57901 pubicado el 5 de octubre de 2000 divula el
uso de anticuerpos neutalizantes anti-ang-2 en la disminucién de la permeabilidad vacular y/o el control de la pérdida
de plasma.

Una terapia eficaz anti-Ang-2 podria beneficiar a una amplia poblaciéon de pacientes de cancer debido a que la
mayoria de los tumores sélidos requieren neovascularizacion para crecer mas alla de 1 - 2 milimetros de diametro.
Tal terapia puede tener mayor aplicacion en otras enfermedades asociadas con angiogénesis también, tales como
retinopatias, artritis, y psoriasis.

Existe una necesidad no desarrollada de dentificar nuevos agentes que reconozcan de manera especifica y se unan
a Ang-2. Tales agentes serian Utiles para la seleccion diagndstica e intervencion terapéutica en los estados
patolégicos que estan asociados con la actividad de la Ang-2.

De acuerdo con lo anterior, es un objeto de la presente invencion proporcionar agentes de union especificos de Ang-
2 que modulan la actividad de la Ang-2. Tales agentes de la presente invencion toman la forma de pepticuerpos, es
decir, péptidos condensados a otras moléculas, tales como un dominio Fc de un anticuerpo, en el que el resto
péptido se une especificamente a Ang-2

Sumario de la invencion

La presente invencion esta dirigida a una realizacion para péptidos (también denominados polipéptidos en el
presente documento) que se unen a la Ang-2, que comprende la secuencia como se indica en la SEC ID N? 25 en
combinacion con un agente antiinflamatorio para usar en un procedimiento de trata una enfermedad inflamatoria.
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Los péptidos de la presente invencién pueden estar unidos a vehiculos.
Los péptidos pueden estar condensados a dominios Fc, proporcionando de este modo pepticuerpos.

Se apreciara que la invencion pueda estar relacionada con un polipéptido de fusién que comprende al menos un
péptido como se ha descrito en el presente documento y un vehiculo, en el que el polipéptido de fusién es capaz de
unirse a a Ang-2, y sales fisiol6gicamente aceptables de los mismos. En el polipéptido de fusidn, el vehiculo es,
preferentemente, al menos uno de un dominio Fc, polietilenglicol, un lipido, un grupo de colesterol, un hidrato de
carbono y un oligosacarido. Los expertos en la técnica apreciaran otros vehiculos adecuados, tales como albumina y
similares, y estan abarcados por el alcance de la presente invencion.

Los expertos en la técnica reconoceran que diversas moléculas se pueden insertar en la estructura del agente de
unién especifico. Por tanto se puede insertar una molécula dada, por ejemplo, entre las porciones de péptido y
vehiculo de los agentes de unién especificos o se pueden insertar dentro de la propia porcion de péptido, al tiempo
que conserva la actividad deseada del agente de unién especifico. Se pueden insertar facilimente, por ejemplo,
moléculas tales como un dominio Fc o su fragmento, polietilenglicol u otras moléculas relacionadas, tales como
dextrano, un &cido graso, un lipido, un grupo colesterol, un hidrato de carbono pequefio, un péptido, un agente
citotoxico, un agente quimioterapéutico, un resto detectable como se describe en el presente documento (incluidos
agentes fluorescentes, radiomarcadores, tales como radioisétopos), un oligosacéarido, oligonucleétido, un
polinucleétido, ARN de interferencia (u otro), enzimas, hormonas, o similares. Los expertos en la técnica apreciaran
otras moléculas adecuadas para insertar de este modo y estan abarcadas por el alcance de la presente invencién.
Esto incluye la insercion de, por ejemplo, una molécula deseada entre dos aminoacidos consecutivos, unidos
opcionalmente mediante un enlazador adecuado A modo de ejemplo, en la secuencia de pepticuerpo Con4(C):

M-Fc-GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMLE (SEC ID N® 23)

Un experto en la técnica podria insertar faciimente una molécula deseada entre, por ejemplo, los dos residuos de
glutamina adyacentes ("QQ") para lograr una estructura y/o funcién deseada, al tiempo que conservan la capacidad
del péptido de unirse a Ang-2. De este modo, esta secuencia se puede modificar como sigue:

M-Fc-GGGGGAQ-[molécula]-QEECEWDPWTCEHMLE

Se pueden afiadir moléculas enlazadoras adecuadas si se desea. Ademas, se apreciara que se puede insertar la
molécula en un nimero de localizaciones sobre la molécula, incluido sobre cadenas laterales adecuadas, entre la
secuencia del vehiculo y el péptido como sigue:

M-Fc-[molécula]-GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMLE

o en cualquier otro lugar deseado por un experto en la técnica. Otras realizaciones adecuadas seran evidentes para
los expertos en la técnica.

Se apreciara que la invencion se refiere al uso del pepticuerpo de la invencion en procedimientos para tratar la
enfermedad inflamatoria usando los agentes de unién especificos, descritos en el presente documento, y que
ademas comprende administrar al menos un agente inflamatorio. En una realizacién preferida, el agente
antiinflamatorio puede comprender al menos uno de un DMARD, SARRD y AINE. En ofra realizacion preferida, el
agente antiinflamatorio puede comprender al menos uno de un inhibidor de TNF, un inhibidor de IL-1, un inhibidor de
TACE, un inhibidor de COX-2 y un inhibidor de P-38. En otra realizacion preferida mas, el inhibidor de
TNFcomprende al menos uno de etanercept, adalimumab, pegsunercept (PEG sTNF-R1), onercept e infliximab. En
otra realizacién preferida mas, el inhibidor de IL-1 piede ser al menos uno de anakinra, IL-1 TRAP, anticuerpo de IL-
1y receptor de IL-1 soluble.

Como se ha descrito en el presente documento, se apreciara que la administraciéon puede ser administracion
concurrente o administracion no concurrente.

La invencién se refiere al uso de un pepticuerpo, que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC
ID N¢ 25, en un procedimiento para tratar una enfermedad inflamatoria, que comprende la administracion a un
paciente que lo necesite de una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido o pepticuepro capaz de unir la Ang-
2. El uso comprende ademas administrar al menos un agente antiinflamatorio. La administracién puede ser
administracion concurrente o administracion no concurrente.

Otras realizaciones de la presente invencidn seran facilmente evidentes a partir de la divulgacion proporcionada con
la presente,

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa un gréafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores
del tumor A-431 tratados con pepticuerpo TN8-Con4- C de la presente invenciéon, o con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). Los detalles se describen en los Ejemplos.
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La figura 2 representa un grafico de concentracion de pepticuerpo (eje y) frente al tiempo después de la dosis
(eje x) en ratones de tipo salvaje tratados con una dosis de 50 pg de o bien 2xCon4-C, L1 -7-N o pepticuerpo
L1 -21-N. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 3 representa un grafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores
del tumor A-431 tratados con pepticuerpo 2xCon4-C de la presente invencion, o con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) o con el pepticuerpo control. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 4 muestra un grafico que representa el crecimiento in vitro de células A431 cultivadas tratadas con el
pepticuerpo Con4-C de acuerdo con la presente invencion, pepticuerpo control, o sin tratar. Los detalles se
describen en los Ejemplos.

La figura 5 representa un grafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en células de tumor
Colo205 tratadas con pepticuerpo Con4-C, pepticuerpo L1-7-N, pepticuerpo L1-21 -N o pepticuerpo 2xCon4-C
de acuerdo con la presente invencion, o con solucion salina tamponada con fosfato (PBS), anticuerpo anti-Ang-
2 (Ab536), o Fc. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 6 representa un gréafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores del
tumor de xenoinjerto Colo205 tratados con dosis variables de pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la
presente invencion, o con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o Fc. Los detalles se describen en los
Ejemplos.

La figura 7 representa un gréafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores
del tumor de xenoinjerto Colo205 tratados con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencién, o
con pepticuerpos control. La figura 7 también muestra un grafico de area de tumor tefiida con CD31/area total
tumor para estos pepticuerpos. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 8 representa un grafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores
del tumor de aloinjerto colo205 tratados con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencion, o
con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) o con el pepticuerpo control. Los detalles se describen en los
Ejemplos. Este grafico muestra que los pepticuerpos anti-Ang- 2 son capaces de inhibir el crecimiento del
tumor Colo205 independiente de cuando comience la dosis.

La figura 9 muestra un resumen de las velocidades de respuesta completa (RC) obtenidas en ratones hembra
atimicos usando el anticuerpo Ab536 o con pepticuerpo 2xCon4-C, tanto en los modelos A431 como de
xenoinjerto Colo-205. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 10A representa un grafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores
del tumor de aloinjerto Colo205 tratados con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencion, o
con una combinacién de 2xCon4-C y taxotere, o con solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o con PBS
mas taxotere. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 10B representa un grafico del volumen del tumor (eje y) frente al tiempo (eje x) en ratones portadores
del tumor de aloinjerto Colo205 tratados con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencion, o
con una combinacién de 2xCon4-C y 5-FU, o con solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o con PBS mas
5-FU. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 11A representa un gréafico de los niveles de inflamacién de la pata (AUC-CSE) en un modelo de artritis
inducida por adyuvante en ratas tratadas con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencioén, o
con solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o con pepticuerpo control, o controles normales o de artritis.
Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 11B representa un gréafico de la densidad mineral de hueso (DMO) en un modelo de artritis inducida
por adyuvante en ratas tratadas con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencion, o con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), o con pepticuerpo control, o controles normales o de artritis. Los
detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 11C muestra un grafico del cambio en el peso corporal en un modelo de artritis inducida por
adyuvante en ratas tratadas con pepticuerpo 2xCon4-C de acuerdo con la presente invencion o con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS), o con pepticuerpo control, o controles normal o de artritis. Los detalles se
describen en los Ejemplos.

La figura 12 muestra dos graficos que representan la inhibicion de la angiogénesis de cérnea inducida por
VEGF en ratas. El primer grafico muestra el nimero de vasos sanguineos medido en ratas tratadas con
albumina sérica bovina (BSA), VEGF mas solucion salina tamponada con fosfato (PBS), o VEGP mas
pepticuerpo Con4-C de la invencion El segundo grafico muestra el area de vasos sanguineos (mm?) en ratas
tratadas con BSA, VEGF mas solucion salina tamponada con fosfato (PBS), o VEGF mas pepticuerpo Con4-C
de lainvencién. Los detalles se describen en los Ejemplos.
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La figuras 13A, 13B, y 13C muestran los datos de mapeo del epitopo (D. O. 370) para la Ang-2 humana de
longitud completa (hAng-2), al extremo N de hAng-2 y al extremo C de hAng-2, respectivamente, para los
pepticuerpos TN8- Con4-C, L1-7-N, y 12-9-3-C de acuerdo con la invencién, asi como para el pepticuerpo
control, Tie2-Pc, C2B8, o 5B 12. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 14 representa la afinidad de unién (KD) del pepticuerpo 2xCon-4-C de acuerdo con la invencion,
usando el ensayo Sapidyne KinExA. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 15 representa los efectos del pepticuerpo 2xCon-4-C y del agente antiinflamatorio PEG sTNF-R1
sobre la inflamacién de la pata en arthritis aduvante de ratas. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 16 representa los efectos del pepticuerpo 2xCon-4-C y del agente antiinflamatorio PEG sTNF-R1
sobre la inflamacion de la pata AUC en arthritis aduvante de ratas. Los detalles se describen en los Ejemplos.

La figura 17 representa los efectos del pepticuerpo 2xCon-4-C y del agente antiinflamatorio PEG sTNF-R1
sobre el peso corporal en arthritis aduvante de ratas. Los detalles se describen en los Ejemplos.

Descripcion detallada de la invencién

Los encabezados de seccién usados en el presente documento son Unicamente con motivos organizativos y no
deben interpretarse de ningin modo como limitantes de la materia objeto descrita.

Se pueden usar técnicas estandar para produccion de moléculas de ADN recombinante, proteinas y anticuerpos, asi
como para cultivo de tejidos y transformacién celular. Normalmente se realizan reacciones enzimaticas y técnicas de
purificacién de acuerdo con las especificaciones del fabricante o como normalmente se efectian en la técnica
usando procedimientos convencionales tales como los que se indican en Sambrook y col. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY [1989]), o como se ha descrito en
el presente documento. A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relacién
con la quimica analitica, la quimica organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descritas en el presente
documento y los procedimientos y técnicas de laboratorio descritos en el presente documento son los bien
conocidos y usados habitualmente en la técnica. Se pueden usar técnicas estandar para sintesis quimica, analisis
quimico, preparacion farmacéutica, formulacién y liberacion, y tratamiento de pacientes.

Definiciones

Los términos usados en la presente memoria descriptiva se definen como sigue, salvo que se limite de otra manera
en los casos especificos.

El término "Ang-2" se refiere al polipéptido establecido en La figura 6 de la patente de Estados Unidos No® 6.166.185
("ligando-2 de Tie-2") o fragmentos de los mismos, asi como a los polipéptidos relacionados que incluyen variantes
alélicas, variantes de corte y empalme, derivados, variantes de substituciones, deleciones y/o de insercion, péptidos
de fusion y polipéptidos, y homologos entre especies. El polipéptido Ang-2 puede o no incluir residuos terminales
adicionales, por ejemplo, secuencias lider, secuencias de direccion, metionina amino terminal, residuos de metionina
amino terminal, y lisina, y/o secuencias de proteinas de etiqueta o de fusién, dependiendo de la manera en la que se
prepara.

El término "biolégicamente activo" cuando se usa en relaciéon con Ang-2 o un agente de unién especifico de Ang-2
se refiere a un péptido o polipéptido que tiene al menos una actividad caracteristica de Ang-2 o de un agente de
unién especifico de Ang-2. Un agente de unién especifico de Ang-2 puede tener actividad agonista, antagonista, o
neutralizante o bloqueante con respecto a al menos una actividad biolégica de Ang-2.

La expresion "agente de union especifico” se refiere a una molécula, preferiblemente una molécula proteinacea, que
se une especificamente a Ang- 2, y sus variantes y derivados, como se define en el presente documento. Un agente
de unién especifico puede ser una proteina, péptido, &cido nucleico, hidrato de carbono, lipido o compuesto de peso
molecular pequeno que se une preferentemente a Ang-2. En una realizacion preferida, el agente de union especifico
de acuerdo con la presente invencién es un péptido o un pepticuerpo, asi como sus fragmentos, variantes o
derivados, o bien solos o en combinaciéon con otras secuencias de aminodacidos, proporcionadas por técnicas
conocidas. Dichas técnicas incluyen, emtre otras, escisién enzimatica, escisién quimica, sintesis de péptidos o
técnicas recombinantes. Los agentes de unién especifica anti-Ang-2 de la presente invencidén son capaces de unirse
a porciones de Ang-2 que modulan, por ejemplo inhiben o estimulan, la actividad biolégica de Ang-2 y/u otras
actividades asociadas con la Ang-2.

El término "variantes," como se usa en el presente documento, incluyen aquellos péptidos y polipéptidos en los que
los residuos aminoacidos se insertan en, se delecionan de y/o se sustituyen en la secuencia de aminoacidos natural
(o al menos una conocida) para el agente de union. Las variantes de la invencion incluyen proteinas de fusién como
se describe mas adelante.

"Derivados" incluyen los agentes de unién que se han modificado de manera quimica de alguna manera distinta a la
de las variantes de insercién, delecién o substitucion.
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"Especificamente se une a Ang-2" se refiere a la capacidad de un agente de unién especifico (tal como un
pepticuerpo, o una porcién de péptido del mismo) de la presente invencion para reconocer y unirse al polipéptido
Ang-2 humano de longitud completa, o de longitud parcial, maduro, o un ortélogo, de manera que su afinidad (como
se determina mediante, por ejemplo, ensayos de ELISA de afinidad o BlAcore como se describe en el presente
documento) o su capacidad de neutralizacion (como se determina mediante por ejemplo, ensayos de ELISA de
Neutralizacién descritos en el presente documento, o ensayos similares) sea al menos 10 veces tan grande, pero
opcionalmente 50 veces tan grande, 100, 250 o 500 veces tan grande, o incluso al menos 1000 tan grande como la
capacidad de afinidad o neutralizacién de la misma por cualquier otra angiopoyetina u otro péptido o polipéptido, en
la que la porcién de péptido del pepticuerpo esta primero condensado a un resto Fc para evaluacion en tal ensayo.

El término "epitopo" se refiere a dicha porcién de cualquier molécula capaz de ser reconocida por, y unirse a, un
agente de unién especifico, por ejemplo, un pepticuerpo, en una o mas de las regiones de unién de antigeno del
agente de unién. Los epitopos normalmente constan de grupos de superficie quimicamente activos de moléculas,
tales como, por ejemplo, aminoacidos o cadenas laterales de azucar, y tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales, especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos, como se usa en el
presente documento, pueden ser contiguos 0 no contiguos.

La expresién "epitopo de inhibicién y/o neutralizacién" es un epitopo que, cuando se une mediante un agente de
unién especifico, tal como un pepticuerpo, da como resultado la pérdida de (o al menos la disminucién) la actividad
biolégica de la molécula, célula, u organismo que contiene tal epitopo, in vivo, in vitro, o in situ. En el contexto de la
presente invencion, el epitopo de neutralizacion se localiza en o esta asociado con una region biolégicamente activa
de Ang-2. Como alternativa, el término "epitopo de activacion" es un epitopo, que cuando se une mediante un
agente de unién especifico de la invencién, tal como un anticuerpo, da como resultado la activacion, o al menos el
mantenimiento, de una conformacion biolégicamente activa, de Ang-2.

El término "fragmento de pepticuerpo” se refiere a un péptido o polipéptido que comprende menos de un pepticuerpo
completo, intacto.

El término "de origen natural", cuando se usa junto con los materiales biolégicos tales como moléculas de acido
nucleico, polipéptidos, células huésped y similares, se refiere a aquellos que se encuentran en la naturaleza y no
estan modificados por un ser humano.

El término "aislado", cuando se usa en relacion con la Ang-2 o con un agente de unién especifico de Ang-2, se
refiere a un compuesto que esta libre de al menos un polipéptido o compuesto contaminante que se encuentra en su
ambiente natural, y, preferentemente, sustancialmente libre de cualequier otro polipéptido contaminante de mamifero
que interferiria con su uso terapéutico o diagndstico.

El término "maduro”, cuando se usa en relacién con el pepticuerpo de Ang-2 o un fragmento del mismo, o con
cualquier otro agente de unién especifico proteinaceo de Ang-2 se refiere a un péptido o un polipéptido que carece
de una secuencia lider o sefal. Cuando un agente de unién de la invencion se expresa, por ejemplo, en una célula
huésped procaridtica, el péptido o polipéptido "maduro” también puede incluir residuos de aminoacidos adicionales
(pero que todavia carecen de la secuencia lider), tal como una metionina amino terminal, o uno o mas residuos de
metionina y lisina. Un péptido o polipéptido producido de esta manera puede utilizarse con o sin estos residuos de
aminoacidos adicionales que se han eliminado.

Las expresiones "cantidad eficaz" y " cantidad terapéuticamente eficaz" cuando se usa en relacién a un agente de
unién especifico de Ang-2 se refiere a una cantidad de un agente de unidn especifico que es Util o necesario para
apoyar un cambio observable en el nivel de una o mas actividades biolégicas de Ang-2. El cambio puede ser o bien
un incremento o bien una disminucion en el nivel de la actividad de Ang-2. Preferentemente, el cambio es una
disminucion en la actividad de Ang-2.

El término "pepticuerpo” se refiere a una molécula que comprende un dominio Fc de anticuerpo unido a al menos un
péptido. La produccidn de pepticuerpos esta descrita, en general, en la publicacion PCT WO 00124782, publicada el
4 de mayo de 2000.

El término "variantes," como se usa en el presente documento, incluyen las moléculas, tales como péptidos o
combinaciones de péptido-vehiculo, tales como pepticuerpos de la presente invencién, en los que los residuos de
aminoacidos estan insertados en, delecionados de y/o sustituidos en la secuencia de aminoacidos para tales
moléculas Las variantes que tienen uno o mas aminoacidos insertados incluyen proteinas de fusién como se
describe més adelante.

"Derivados" incluyen los péptidos y/o combinaciones de péptido-vehiculo, tal como pepticuerpos, que se han
modificado de manera quimica de alguna manera distinta a la de las variantes de insercion, delecién o substitucion.

El término "fragmento" se refiere a un péptido o combinacién de péptido-vehiculo que comprende menos de la
secuencia de aminodacidos de longitud completa de tales péptidos y/o combinaciones de péptido-vehiculo. Tal
fragmento puede surgir, por ejemplo, a partir de un truncamiento en el extremo amino, un truncamiento en el
extremo carboxi y/o una delecion interna de un residuo(s) de la secuencia de aminoacidos del péptido o combinacién
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de péptido-vehiculo. Los fragmentos se pueden producir a partir de un corte y empalme de ARN alternativo o de la
actividad de la actividad proteasa in vivo o in vitro. Tales fragmentos también se pueden construir mediante
procedimientos de sintesis quimica de péptidos o mediante modificacién de un polipéptido que codifica un péptido,
una combinacion de péptido-vehiculo, o una porcién de Fc y/o porcion de péptido de un pepticuerpo.

El término "Fc" se refiere a un tipo de vehiculo de la presente invencion y comprende la secuencia de un fragmento
de unién no antigénico de un anticuerpo que se produce a partir de la digestién proteolitica de un anticuerpo entero,
bien en forma monomérica o bien multimérica. La fuente del Fc en la presente invencion es preferentemente Fc
completamente humano, y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas, aunque se prefieren la IgG1 y la IgG2. Sin
embargo, también se incluyen en el presente documento moléculas de Fc que son parcialmente humanas, o se han
obtenido de especies no humanas. Los Fc estan formados por polipéptidos monoméricos que pueden estar unidos
en formas diméricas o multiméricas mediante asociacioén covalente (es decir, enlaces disulfuro) y no covalente. El
numero de enlaces disulfuro intermoleculares entre las subunidades monoméricas de moléculas de Fc nativas varia
entre 1 y 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG, IgA, IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, 1gG3, IgA1,
IgGA2). Un ejemplo de un Fc nativo es un dimero unido a disulfuro que se produce a partir de la digestion con
papaina de una IgG [véase Ellison y col. (1982), Nucl. Acids. Res. 10: 4071-9]. El término “Fc nativo”, como se usa
en el presente documento, es genérico para las formas monomérica, dimérica, y multimérica.

El término "dominio Fc" abarca el Fc nativo y las moléculas y secuencias variantes de Fc como se ha definido
anteriormente. Como con las variantes de Fc y Fc nativos, el término "dominio Fc" incluye moléculas en forma
monomérica o multimérica, o bien digeridas a partir de anticuerpo completo o producidas por otros medios.

El término "multimero”, como se aplica a los dominios Fc o moléculas que comprenden dominios Fc se refiere a
moléculas que tienen dos o mas cadenas de polipéptidos asociadas de manera covalente, no covalente, o mediante
ofras interacciones covalentes y no covalentes. Habitualmente, las moléculas de IgG forman dimeros; las de IgM,
pentameros; las de IgD, dimeros; y las de IgA, monémeros, dimeros, trimeros o tetrdmeros. Los polimeros se
pueden formar mediante la explosion de la secuencia y la actividad resultante de la fuente de Ig nativa del Fc o
mediante derivatizacion (como se define mas adelante) de tal Fc nativo.

El término "dimero", como se aplica a los dominios Fc o moléculas que comprenden dominios Fc, se refiere a
moléculas que tienen dos 0 mas cadenas de polipéptidos asociadas de manera covalente o no covalente.

El término "vehiculo" se refiere a una molécula que evita la degradacion y/o incrementa la semivida, reduce la
toxicidad, reduce la inmunogenicidad o incrementa la actividad biolégica de una proteina terapéutica. Ejemplos de
vehiculos incluyen un dominio de Fc, asi como un polimero lineal (por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polilisina,
dextrano, etc.); un polimero de cadena ramificada (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 4.289.872
de Denkenwalter y col., emitida el 15 de septiembre de 1981; la Patente de Estados Unidos N° 5.229.490 de Tam,
emitida el 20 julio de 1993; el documento WO 9321259 de Frechet y col., publicada el 28 de octubre de 1993); un
lipido, un grupo de colesterol (tal como un esteroide); un hidrato de carbono u oligosacarido; o cualquier proteina,
polipéptido o péptido natural o sintético, que se une a un receptor de rescate. Los vehiculos se describen
adicionalmente mas adelante en el presente documento.

Los términos "derivatizacién" y "derivado" o "derivatizado" comprenden procedimientos y compuestos resultantes
respectivamente en los que (1) el compuesto tiene una porcién ciclica; por ejemplo, reticulacion entre residuos cde
cisteinilo dentro del compuesto; (2) el compuesto esta reticulado o tiene un sitio de reticulacién; por ejemplo, el
compuesto tiene un residuo cisteinilo y, de esta manera, forma dimeros reticulados en cultivo o in vivo; (3) uno o
mas enlaces peptidilo esta reemplazado por un enlace no peptidilo; (4) el extremo N esta reemplazado por -NRR',
NRC(O)R', -NRC(O)OR', -NRS(0O)2R', -NHC(O)NHR, un grupo succinimida, o benciloxicarbonil-NH- sustituido 0 no
sustituido, en los que R y R' y los sustituyentes de anillo son como se definen en el presente documento mas
adelante; (5) el extremo C esta reemplazado por -C(O)R2 o -NR®R* en los que R? R? y R* son como se definen en el
presente documento mas adelante; y (6) los compuestos en los que los restos aminoacidos individuales estan
modificados mediante tratamiento con agentes capaces de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o
residuos terminales. Los derivados se describen adicionalmente més adelante en el presente documento.

El término "péptido” se refiere a moléculas de aproximadamente 3 a aproximadamente 75 aminodcidos, siendo las
moléculas de aproximadamente 5 a 50 las preferidas, de 8 a 40 mas preferidas, y las de aproximadamente 10 a 25
aminoacidos las mas preferidas. Los péptidos pueden ser secuencias de aminoacidos de origen natural o artificiales
(es decir de origen no natural). Ejemplos de péptidos se pueden generar mediante cualquiera de los procedimientos
establecidos en el presente documento, tales como los incluidos en una genoteca de péptidos (por ejemplo, una
genoteca de expresion en fagos), generados mediante sintesis quimica, derivados mediante digestion de proteinas o
generados usando técnicas de ADN recombinante.

La expresion "farmacoldégicamente activo" significa que una sustancia asi descrita se determina que tiene actividad
que afecta a un parametro médico (por ejemplo, presion arterial, recuento de células sanguineas, nivel de colesterol)
o estado patolégico (por ejemplo, cancer, trastornos autoinmunes, etc.).

Los términos "péptido antagonista " o "péptido inhibidor" se refieren a un péptido que bloquea o, de alguna forma
interfiere, con la actividad bioldgica de la proteina asociada de interés, o tiene actividad biolégica comparable con un
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antagonista o inhibidor conocido de la proteina asociada de interés. De este modo, el término "péptido antagonista
de Ang-2" comprende los péptidos que pueden identificarse o derivarse por tener caracteristicas antagonistas de
Ang- 2.

De manera adicional, las sales fisiolégicamente aceptables de los compuestos de la presente invencion también
estan comprendidos en el presente documento Por "sales fisioldgicamente aceptables" se quiere decir cualquier sal
que se conoce 0 se ha descubierto posteriormente que es farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos
especificos son: acetato; trifluoroacetato; hidrohaluros, tales como hidrocloruro e hidrobromuro; sulfato; citrato;
tartrato; glicolato; y oxalato, mesilato, y fosfato.

Pepticuerpos

Un aspecto de la presente invencion se refiere al desarrollo de pepticuerpos de Ang-2. La interaccion de un ligando
de proteina con su receptor a menudo tiene lugar en una interfaz relativamente grande. Sin embargo, como se ha
demostrado para la hormona de crecimiento humana y su receptor, solamente unos pocos residuos clave en la
internaz contribuyen a la mayoria de la energia de unién. Clackson y col., Science 267: 383-6 (1995). La mayor parte
del ligando de proteina solamente muestra los epitopos de unién en la correcta tipologia o sirve para funciones no
relacionadas con la unién. De este modo, las moléculas de solamente "péptido" de longitud (en general de 2 a 40
aminoacidos) se pueden unir a la proteina receptora de un ligando de proteina grande dado. Tales péptidos pueden
imitar la bioactividad de los ligandos de proteina grande ("agonistas de péptido") o mediante unidon competitiva,
inhiben la bioactividad del ligando de proteina grande ("antagonistas de péptido").

La tecnologia de expresion en fagos ha surgido como un procedimiento potente en la identificacion de tales
agonistas y antagonistas de péptido. Véase, por ejemplo, Scott y col. Science 249: 386 (1990); Devlin y col., Science
249: 404 (1990); la patente de EE.UU. n® 5.223.409, emitida el 29 de junio de 1993; la patente de EE.UU. n®
5.733.731, emitida el 31 de marzo de 1998; la patente de EE.UU. n® 5.498.530, emitida el 12 de marzo de 1996; la
patente de EE.UU. n® 5.432.018, emitida el 11 de Julio de 1995; la patente de EE.UU. n® 5.338.665, emitida el 16 de
agosto de 1994; la patente de EE.UU. n® 5.922.545, emitida el 13 de Julio de 1999; el documento WO 96/40987,
publicado el 19 de diciembre de 1996; y el documento WO 98/15833, publicado el 16 de abril de 1998 (cada uno de
los cuales se incorpora en el presente documento por referencia). En las genotecas de expresion en fagos de
péptidos, se pueden expresar secuencias de péptidos al azar mediante fusién con proteinas de recubrimiento de
fago filamentoso. Los péptidos expresados pueden eluir por afinidad contra un dominio extracelular inmovilizado por
anticuerpo de un receptor, si se desea. El fago retenido se puede enriquecer mediante rondas sucesivas de
purificacién por afinidad y repropagacion. Los mejores péptidos de unidon se pueden secuenciar para identificar los
residuos clave dentro de una o mas familias de péptidos relacionadas estructuralmente. Véase, por ejemplo, Cwirla
y col., Science, 276: 1696-9 (1997), en la que se identificaron dos familias distintas. Las secuencias de péptidos
también pueden sugerir qué residuos se pueden reemplazar de un modo seguro mediante exploracién de alanina o
mediante mutagénesis al nivel de ADN. Se pueden crear genotecas de mutagénesis y seleccionarse para optimizar
adicionalmente la secuencia de los mejores enlazadores. Lowman, Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 401-24
(1997).

También se puede usar el andlisis estructural de la interaccion proteina - proteina para sugerir los péptidos que
imiten la actividad de union de ligandos de proteinas grandes. En tal andlisis, la estructura cristalina puede sugerir la
identidad y orientacién relativa de los residuos criticos del ligando de proteina grande, a partir de los cuales se
puede disefar un péptido. Véase, por ejemplo, Takasaki y col., Nature Biotech 15: 1266-70 (1997). Estos
procedimientos analiticos también se pueden usar para investigar la interaccién entre una proteina receptora y los
péptidos seleccionados mediante expresion en fagos, que pueden sugerir ademas la modificacién de los péptidos
para incrementar la afinidad de unién.

Otros procedimientos compiten con la expresion en fagos en la investigacion de péptidos. Una genoteca de péptido
puede condensarse con el extremo carboxilo del represor lac y expresarse en E. coli. Otro procedimiento basado en
E. coli permite la expresion en la membrana exterior de las células mediante fusion con una lipoproteina asociada
con peptidoglicano (PAL). En lo sucesivo en el presente documento, éstos y los procedimientos relacionados se
denominan de manera conjunta "expresion en E. coli." En otro procedimiento, la traduccion de ARN aleatorio se
detiene antes de la liberacion del ribosoma, lo que tiene como resultado una genoteca de polipéptidos con su ARN
asociado todavia unido. En lo sucesivo en el presente documento, éstos y los procedimientos relacionados se
denominan de manera conjunta "expresién en ribosoma". Otros procedimientos emplean el enlace quimico de los
péptidos al ANR. Véase, por ejemplo, Roberts and Szostak, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 12297-303 (1997). En lo
sucesivo en el presente documento, éste y los procedimientos relacionados se denominan de manera conjunta
"deteccion selectiva de ARN-péptido". Se han desarrollado bibliotecas de péptidos derivados quimicamente en las
que los péptidos estan inmovilizados sobre materiales no biologicos estables, tales como rodillos "e polietileno o
resinas permeables a disolventes. Otra biblioteca de péptidos derivados quimicamente usa la fotolitografia para
detectar péptidos inmovilzados sobre portaobjetos de cristal. En lo sucesivo en el presente documento, éstos y los
procedimientos relacionados se denominan de manera conjunta "deteccion selectiva de péptidos quimicos”. La
deteccion selectiva de péptidos quimicos puede ser ventajosa en cuanto a que permite el uso de D-amino&cidos y
otros analogos no naturales, asi como de elelemtnos no peptidicos. Tanto los procedimientos quimicos como
quimicos se revisan en Wells y Lowman, Curr. Opin. Biotechnol., 3: 355-62 (1992).
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Conceptualmentre, se pueden descubrir miméticos peptidicos de cualquier proteina usando expresién en fagos y los
demas procedimientos mencionados anteriormente. Estos procedimientos se han usado para el mapeo de epitopos,
para identificacion de aminoacidos cruciales en las interacciones proteina-proteina y como guias para el
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos. Véase, por ejemplo, Cortese y col., Curr. Opin. Biotech. 7: 616-21
(1996). Actualmente se estan usando bibliotecas de péptidos, muy a menudo en estudios inmunolégicos, tales como
el maepo de epitopos. Vease, Kreeger, The Scientist 10(13):19-20(1996).

Los péptidos identificados mediante deteccion selectiva de bibliotecas de expresion en fagos se han considerado
“guias” en el desarrollo de agentes terapéuticos en lugar de como los propios agentes terapéuticos. Como otras
proteinas y péptidos, probablemente se eliminen rapidamente in vivo mediante la filtracién renal, por mecanismos de
aclaramiento celular en el sistema reticuloendoteliar o mediante degradacién proteolitica [Francis, (anteriormente)].
Como resultado, actualmente la técnica usa péptidos para validar las dianas farmacoldgicas 0 como armazones para
disefiar compuestos organicos que podrian no haberse identificado tan facilmente o tan rapidamente mediante
deteccion selectiva de bibliotecas quimicas [Lowman, (anteriormente); Kay et al., (anteriormente)]. La técnica se
beneficiaria de un procedimiento por el cual dichos pépridos podrian dar con mayor facilirad agentes terapéuticos
contra la angiogénesis.

Estructura de los pepticuerpos

En las composiciones de la materia preparadas de acuerdo con la presente invencién, el péptido puede estar unido
a un vehiculo a través del extremo N o el extremo C. Por tanto, las moléculas vehiculo-péptido de la presente
invencion se pueden describir mediante las siguientes cinco formulas y multimeros de las mismas:

(X1)a-F1-(X2)o (FORMULA 1)

X1-F4 (FORMULA 1I)
Fi-Xz (FORMULA 111
Fi-(L1)-P1 (FORMULA 1V)
F1-(L1)e-P1-Cl2 )o-P2 (FORMULA V)

en la que:
F1 un vehiculo (preferentemente un dominio Fc);

X1y Xz se seleccionan, cada uno de forma independiente, de-(L1)c-P1,-(L1)c-P1-(L2)a-P2,-(L1)c-P1-(L2)a-P2-(L3)e-P3, y -
(L1)e-P1-(L2)a-P2-(L3)e-P3-(La)s-Pas

P1, P2, Ps 'y P4 son, cada uno de forma independiente, secuencias de péptidos farmacolégicamente activos descritos
en el presente documento;

L1, Lo, Ls, yL4 son, cada uno de forma independiente, enlazadores; y

"a", "b", "c", "d", "e" y "f’ son, cada uno de forma independiente, 0 o 1, siempre que al menos uno de "a"y "b" es 1.
Péptidos

La presente invencidén contempla péptidos que se unen de forma selectiva o que se unen especificamente a Ang-2.
Se puede usar cualquier numero de dichos péptidos junto con la presente invencién. En particular, la expresion en
fagos es util en la generacion de péptidos para usar en la presente invencion, ya que se ha demostrado que la
seleccién por afinidad en bibliotecas de péptidos aleatorios se puede usar para identificar los ligandos peptidicos
para cualquier sitio de cualquier producto génico. Dedman y col., J. Biol. Chem. 268: 23025-30 (1993).

Los péptidos de la presente invencion s epueden preparar mediante cualquiera de los procedimientos divulgados en
la técnica. Para los aminodcidos se usan abreviaturas de una sola letra. La “X” en cualquier secuencia (y a lo largo
de la presente memoria descriptiva, a menos que se especifique lo contrario en un caso concreto, significa que
puede estar presente cualquiera de los 20 residuos aminoacidos naturales, o cualquier aminoacido de origen no
natural (descritos mas adelante como “Variantes”). Cualquiera de estos péptidos se pueden unir en tdndem (es
decir, secuencialmente), con o sin enlazadores, y en la tabla se proporcionan ejemplos de unién en tandem. Los
enlazadores se indican en la lista como “E” y pueden ser cualquiera de los enlazadores que se indican en el
presente documento. Las repeticiones y enlazadores en tdndem se muestran separados por barras a efectos de
claridad. Cualquier péptido que contenga un residuo cisteinilo puede estar reticulado con otro péptido que contenga
Cys, cualquier o ambos pueden estar unidos a un vehiculo. Asimismo, cualquier péptido que tenga mas de un
residuo Cys puede formar un enlace disulfuro intrapeptidico. Cualquiera de estos péptidos se puede derivatizar
como se describe en el presente documento. Para los derivados en los que el extremo carboxilo puede estar tapaco
con un grupo amino, el grupo amino de tapado es -NH, Para los derivados en los que los residuos aminoacidos
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estan sustrituidos por restos que no son residuos aminodacidos, las sustituciones se indican con una S, que significa
cualquiera de los restos descritos en Bhatnagar y col. Med Chem. 39: 3814-9 (1996), y Cuthbertson y col., J. Med.
Chem. 40: 2876-82, 1997), que se incorporan por referencia. Todos los péptidos estan unidos mediante enlaces
peptidicos, a menos que se indique lo contrario.

Vehiculos

En una realizacion, la presente invencién proporciona al menos un péptido para unirse a al menos un vehiculo (F,
F2) a través del extremo N, el extremo C o una cadena lateral de uno de los residuos aminoacidos del(los)
péptido(s). También se pueden usar multiples vehiculos, por ejemplo Fc en cada extremo o un Fc en un extremo y
un grupo PEG en el otro extremo o una cadena lateral.

Un dominio Fc es un vehiculo preferido. EI dominio Fc puede estar condensado al extremo N o C de los péptidos o
en ambos extremos Ny C.

Como se ha indicado anteriormente, las variantes de Fc son vehiculos adecuados dentro del alcance de la presente
invencion. Un Fc nativo puede estar ampliamente modificado para formar una variante de Fc de acuerdo con la
presente invencién, siempre que se mantenga la union al receptor de rescate. Véase, por ejemplo, los documentos
WO 97/34631 y WO 96/32478. En dichas variants de Fc, se pueden eliminar uno o mas sitios de un Fc nativo que
proporcione caracteristicas estructurales o actividad functional no requerida por las moléculas de fusion de la
presente invencién. Estos sitios se pueden eliminar, por ejemplo, sustituyendo o delecionando residuos, insertando
residuos en el sitio o truncando porciones que contienen el sitio. Los residuos insertados o sustituidos pueden
también ser aminoacidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-aminoacidos. Las variantes de Fc pueden ser
deseables por una serie de razones, varias de las cuales se describe a continuacion. Ejemplos d evariantes de Fc
incluyen las moléculas y las secuencias en las que:

1. Se eliminan los sitios implicados en la formacion d epuentes disulfuro. Dicha eliminacién puede avitar la
reaccion con otras proteinas que contienen cisteina presentes en la célula huésped usada para producir las
moléculas de la invencion. Para este fin, el segmento que contiene cisteina en el extremo N puede estar
truncado o los rsiduos de cisteina se pueden delecionar o sustituir con otros aminoacidos (p. €j., alanilo, serilo).
Incluso cuando los residuos de cisteina se eliminan, los dominios de Fc de una cadena pueden seguir
formando un dominio Fc dimérico que se mantiene unido de forma no covalente.

2. Un Fc nativo se modifica para hacerlo mas compatible con una célula huésped seleccionada. Por ejemplo,
se puede eliminar la secuencia PA cerca del extremo N de un Fc nativo tipico, que puede ser reconocido por
una enzima digestiva en E. coli, tal como la prolina iminopeptidasa. También se puede afadir un residuo
metionilo en N-temrinal, especialmente cuando la molécula se expresa de forma recombinante en una célula
bacteriana, como E. coli.

3. Una porcién del extremo N de un Fc nativo se elimina para prevenir la heterogeneidad en N-terminal cuando
se expresa en una célula huésped determinada. Para este fin, se puede delecionar cualquiera de los primeros
20 residuos aminoacidos en el extremo N, en particular los de las posiciones 1, 2, 3,4 y 5.

4. Se eliminan uno o mas sitios de glicosilacion. Los residuos que normalmente estan glicosilados (p. €j.,
asparagina) pueden conferir respuesta citolitica. Dichos residuos pueden estar delecionados o sustituidos con
residuos no glicosilados (p. €j., alanina).

5. Se eliminan los sitios implicados en la interaccion con el complemento, tal como el sitio de uniéon C1qg. Por
ejemplo, se puede delecionar o sustituir la secuencia EKK de la IgG1 humana. El reclutamiento del
complemento puede no ser ventajosa para las moléculas de la presente invencion y, por tanti, pueden evitarse
con dicha variante de Fc.

6. Se eliminan los sitios que afectan a la unién a los receptors de Fc aparte de un receptor de rescate. Un Fc
nativo puede tener sitios para la interaccién con ciertas glébulos blancos que no se requieren para las
moléculas de fusion de la presente invencién y de ese modo pueden eliminarse.

7. Se elimina el sitio ADCC. En la técnica sitios se conocen sitios ADCC. Véase, por ejemplo, Molec Immunol
29 (5):633-9 (1992) con respecto a sitios ADCC en IgG1. Estos sitios tampoco se requieren para las moléculas
de fusidn de la presente invencion y de ese modo pueden eliminarse.

8. Cuando el Fc nativo deriva de un anticuerpo no humano, puede humanizarse el Fc nativo. Normalmente,
para humanizar un Fc nativo, se sustituiran residuos seleccionados en el Fc nativo no humano por residuos que
se encuentran normalmente en Fc nativo humano. Se conocen bien en la materia técnicas para la
humanizacion de anticuerpos.

Un vehiculo alternativo seria una proteina, polipéptido, péptido, fragmento de anticuerpo o molécula pequena (por
ejemplo, un compuesto peptidomimético) capaz de unirse a un receptor de rescate. Por ejemplo, podria usarse
como vehiculo un polipéptido tal como se describe en la patente de EE.UU. n.? 5.739.277, presentada el 14 de abril

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2375191 T3

de 1998 concedida a Presta y col. También podrian seleccionarse péptidos mediante presentacion en fagos para la
unién al receptor de rescate FcRn. Tales compuestos de union al receptor de rescate también se incluyen dentro del
significado de “vehiculo” y se encuentran dentro del alcance de la presente invencién. Tales vehiculos deben
seleccionarse de modo que tengan un aumento de la semivida (por ejemplo, evitando secuencias reconocidas por
proteasas) y una reduccién de la inmunogenicidad (por ejemplo, favoreciendo secuencias no inmunogénicas, tal
como se determinan en la humanizacién de anticuerpos).

Como se ha indicado anteriormente, también se pueden usar vehiculos poliméricos para Fy y F.. Actualmente se
dispone de diversos medios para la unién de restos quimicos utiles como vehiculos, véase, por ejemplo, la
publicacion internacional del tratado de cooperacién en materia de patentes (“PCT”) n.2 WO 96/11953, con titulo “N-
Temnnally Chemically Modified Protein Compositions and Methods”. Esta publicacion PCT da a conocer, entre otras
cosas, la unién selectiva de polimeros hidrosolubles al extremo N terminal de proteinas.

Un vehiculo polimérico preferido es polietilenglicol (PEG). EI grupo PEG puede ser de cualquier peso molecular
conveniente y puede ser lineal o ramificado. El peso molecular promedio del PEG oscilara, preferentemente, entre
aproximadamente 2 kiloDalton (“kDa”) y aproximadamente 100 kDa, mas preferentemente entre aproximadamente 5
kDa y aproximadamente 50 kDa, lo més preferentemente entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 10 kDa.
Los grupos PEG se uniran, generalmente, a los compuestos de la invencién por medio de acilacién o alquilacion
reductora a través de un grupo reactivo en el resto PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, tiol o éster) para
dar un grupo reactivo en el compuesto de la invencién (por ejemplo, un grupo aldehido, amino o éster).

Una estrategia util para la PEGilacion de péptidos sintéticos consiste en combinar, a través de la formacion de un
enlace conjugado en disolucion, un péptido y un resto PEG, teniendo cada uno una funcionalidad especial que es
mutuamente reactiva una hacia la otra. Los péptidos pueden prepararse facilmente con sintesis en fase solida
convencionales tal como se conocen en la técnica. Los péptidos se “activan previamente” con un grupo funcional
apropiado en un sitio especifico. Los precursores se purifican y se caracterizan completamente antes de que
reaccionen con el resto PEG. El enlace del péptido con PEG tiene lugar usualmente en fase acuosa y puede
supervisarse facilmente mediante HPLC analitica en fase inversa. Los péptidos PEGilados pueden purificarse
facilmente mediante HPLC preparativa y caracterizarse mediante HPLC analitica, analisis de aminoacidos y
espectrometria de masas mediante desorcion por laser.

Los polimeros de polisacarido son otro tipo de polimero hidrosoluble que pueden usarse para la modificacién de
proteinas. Los dextranos son polimeros de polisacarido compuestos por subunidades individuales de glucosa unidas
principalmente mediante enlaces 1-6. El propio dextrano esta disponible en muchos intervalos de peso molecular y
esta disponible facilmente en pesos moleculares desde aproximadamente 1 kDa hasta aproximadamente 70 kDa. El
dextrano es un polimero hidrosoluble adecuado para su uso en la presente invencién como vehiculo por si mismo o
en combinacién con otro vehiculo (por ejemplo, Fc). Véase, por ejemplo, el documento WO 96/11953 y el
documento WO 96/05309. Se ha notificado el uso de dextrano conjugado a inmunoglobulinas terapéuticas o de
diagnéstico; véase, por ejemplo, la publicacion de patente europea n.2 0 315 456, que se incorpora en el presente
documento por referencia. Se prefiere dextrano de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 20 kDa cuando se
usa dextrano como vehiculo segun la presente invencion.

Enlazadores

Cualquier grupo “enlazador” es opcional. Cuando esta presente, su estructura quimica no es crucial, ya que sirve
principalmente como espaciador. El enlazador esta constituido, preferentemente, por aminoacidos unidos entre si
mediante enlaces peptidicos. Por tanto, en realizaciones preferidas, el enlazador esta formado por de 1 hasta 20
aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos, en el que los aminoacidos se seleccionan de los 20 aminoacidos
que se producen de manera natural. Uno o més de estos aminoacidos pueden glicosilarse, tal como entienden los
expertos en la técnica. En una realizacion mas preferida, los 1 a 20 aminoacidos se seleccionan de glicina, alanina,
prolina, asparagina, glutamina y lisina. Incluso mas preferentemente, un enlazador esta constituido por una mayor
parte de aminoacidos que estan estéricamente impedidos, tales como glicina y alanina. Por tanto, enlazadores
preferidos son poliglicinas (particularmente (Gly)5, (Gly)8), poli(Gly-Ala), y polialaninas. Las combinaciones de Gly y
Ala también son preferidas, y es el enlazador denominado en el presente decumeno K1 y teniendo una secuencia de
aminoacidos que se expone en los Ejemplos del presente documento.

También son posibles los enlazadores no peptidicos. Por ejemplo, pueden usarse enlazadores alquilicos tales como
-NH-(CH)s-C(O)-, en el que s = 2-20. Estos enlazadores alquilicos pueden sustituirse ademas por cualquier grupo
de no impedimento estérico, tal como alquilo inferior (por ejemplo, C1-Cs), acilo inferior, halégeno (por ejemplo, Cl,
Br), CN, NHz, fenilo, etc. Un enlazador no peptidico a modo de ejemplo es un enlazador de PEG, y tiene un peso
molecular de 100 kDa a 5000 kDa, preferentemente de 100 kDa a 500 kDa. Los enlazadores peptidicos pueden
modificarse para formar derivados de la misma manera que se ha descrito anteriormente.

Variantes y derivados

Las variantes y derivados de los agentes de union especifica se incluyen dentro del alcance de la presente
invencion. Dentro de las variantes se incluyen variantes de insercién, de deleccion y de sustitucion. Se entiende que
un agente de unién especifica de la presente invencién puede contener uno, dos a los tres tipos de variantes. Las
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variantes de insercién y de sustitucion puede contener aminoacidos naturales, aminoacidos no convencionales
(como se expone mas adelante) o ambas.

En un ejemplo, se proporcionan variantes de insercion en las que uno o mas residuos de aminoacidos, aminoacidos
0 bien que se producen de manera natural o no convencionales, se afiaden a una secuencia de aminoacidos
peptidicos o de pepticuerpos. Las inserciones se puede localizar en uno cualquiera o en ambos extremos de la
proteina o pueden encontrarse dentro de las regiones internas de la secuencia de aminodacidos del pepticuerpo. Las
variantes de insercion con residuos adicionales en uno cualquiera o en ambos extremos pueden incluir, por ejemplo,
proteinas de fusion y proteinas que incluyen marcadores o etiquetas de aminoacidos. Las variantes de insercion
incluyen péptidos y pepticuerpos en los que uno o mas residuos de aminodcidos se afiaden a la secuencia de
aminoacidos del péptido o el pepticuerpo, o fragmento del mismo.

Los productos variantes de la invencion también incluyen péptidos y pepticuerpos maduros en los que se eliminan
las secuencias lider o sefal, y las proteinas resultantes que tienen residuos amino terminales adicionales, cuyos
aminoacidos pueden ser naturales o no naturales. Se contemplan agentes de unién especifica (tales como
pepticuerpos) con un residuo de metionilo adicional en la posicién de aminoacido -1 (Met-1-pepticuerpo), ya que son
agentes de union especifica con residuos de metionina y lisina adicionales en las posiciones -2 y -1 (Met-2-Lys-1-).
Las variantes que tienen residuos Met, Met-Lys, Lys adicionales (0o uno o mas residuos basicos, en general) son
particularmente Utiles para una produccién de proteinas recombinantes potenciada en células huéspedes
bacterianas.

La invencion también abarca variantes de agentes d eunién que tienen residuos de aminodacidos adicionales que
surgen del uso de sistemas de expresion especificos. Por ejemplo, el uso de vectores comercialmente disponibles
que expresan un polipéptido deseado como parte del producto de fusién de glutation-S-transferasa (GST)
proporciona el polipéptido deseado que tiene un residuo de glicina adicional en la posicién de aminoacido -1 tras la
escision del componente GST del polipéptido deseado. También se contemplan variantes que resultan de la
expresion en otros sistemas de vector, incluyendo aquéllas en las que se incorporan etiquetas de histidina en la
secuencia de aminoacidos, generalmente en el extremo carboxilo terminal y/o amino de la secuencia

Las variantes de insercion también incluyen proteinas de fusién en las que los extremos amino y/o carboxilo del
péptido o pepticuerpo se fusionan con otro polipéptido, un fragmento del mismo o aminoacidos que no se reconocen
generalmente que son parte de cualquier secuencia de proteinas especifica. Ejemplos de tales proteinas de fusién
son polipéptidos inmundgenos, proteinas con semividas en circulacion prolongadas, tales como regiones constantes
de inmunoglobulinas, proteinas marcadoras, proteinas o polipéptidos que facilitan la purificacién del péptido o
pepticuerpo deseado y secuencias de polipéptidos que estimulan la formacién de proteinas multiméricas (tales como
motivos en cremallera de leucina que son Utiles en la formacién/estabilidad de dimeros).

Este tipo de variante de insercién tiene, generalmente, toda o una parte sustancial de la molécula nativa, unida en el
extremo N o C, a toda o una parte de un segundo polipéptido. Por ejemplo, las proteinas de fusién emplean
normalmente secuencias lider de otras especies para permitir la expresion recombinante de una proteina en un
huésped heterdlogo. Otra proteina de fusion util incluye la adiciéon de un dominio inmunolégicamente activo, tal como
un epitopo de anticuerpo, para facilitar la purificacion de la proteina de fusién. La inclusion de un sitio de escision en
0 préximo a la unién de fusién facilitara la eliminacion del polipéptido extrafio tras la purificacién. Otras fusiones
utiles incluyen enlaces de dominios funcionales, tales como sitios activos de enzimas, dominios de glicosilacion,
sefales dirigidas celulares o regiones transmembrana.

Existen diversos sistemas de expresién de proteinas de fusién comercialmente disponibles que pueden usarse en la
presente invencion. Sistemas particularmente Utiles incluyen, entre otros, el sistema glutatién-S-transferasa (GST)
(Pharmacia), el sistema de la proteina de unién a maltosa (NEB, Beverley, MA), el sistema FLAG (IBI, New Haven,
CT) y el sistema 6xHis (Qiagen, Chatsworth, CA). Estos sistemas pueden producir péptidos y/o pepticuerpos
recombinantes que portan sélo un nimero pequefo de aminoacidos adicionales, que no es probable que afecten
significativamente a la actividad del péptido o pepticuerpo. Por ejemplo, tanto el sistema FLAG como el sistema
6xHis afnaden so6lo secuencias cortas, que se conocen ambas que son poco antigénicas y que no afectan de manera
adversa al plegamiento de un polipéptido con respecto a su conformacién nativa. Otra fusion N terminal que se
considera que es util es la fusion de un dipéptido de Met-Lys en la region N terminal de la proteina o los péptidos.
Dicha fusién puede producir aumentos beneficiosos de la actividad o expresién proteica.

Otros sistemas de fusion producen hibridos polipeptidicos en los que es deseable escindir la pareja de fusion del
péptido o pepticuerpo deseado. En una realizacion, la pareja de fusién esta unida al pepticuerpo recombinante
mediante una secuencia peptidica que contiene una secuencia de reconocimiento especifico para una proteasa.
Ejemplos de secuencias adecuadas son las reconocidas por la proteasa del virus del grabado de tabaco (Life
Technologies, Gaithersburg, MD) o el Factor Xa (New England Biolabs, Beverley, MA).

La invencién también proporciona polipéptidos de fusién que comprenden todo o parte de un péptido o pepticuerpo
de la presente invencion, en combinacién con el factor tisular truncado (tTF). El tTF es un agente dirigido vascular
que consiste en una forma truncada de una proteina inductora de la coagulacion humana que actiia como agente de
coagulacién de vasos sanguineos tumorales, tal como se describe en las patentes de EE.UU. N 5.877.289;
6.004.555; 6.132.729; 6.132.730; 6.156.321; y la patente europea n® EP 0988056.
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La fusion de tTF al pepticuerpo o péptido anti-Ang-2, o fragmentos de los mismos, facilita la liberacion de anti-Ang.2
en las células diana.

Las variantes de sustitucion incluyen los péptidos y pepticuerpos en los que se eliminan uno o mas residuos de
aminoacidos y son sustituidos por uno o0 mas aminoacidos alternativos, que pueden ser aminoacidos naturales o no
naturales. Las variantes de sustitucion generan péptidos y pepticuerpos que son “similares” al péptido y pepticuerpo
original en cuanto a que las dos moléculas tienen un cierto porcentaje de aminoacidos que son idénticos. Las
variantes de sustitucion incluyen sustituciones de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30 aminoacidos dentro de un
péptido o pepticuerpo, en las que el niumero de sustituciones puede ser de hasta un diez por cieno 0 méas de los
aminoacidos del péptido o pepticuerpo. Las sustituciones pueden ser de naturaleza conservadora, no obstante, la
invencion abarca sustituciones que son también no conservadoras y también incluye aminoacidos no
convencionales.

La identidad y similitud de los péptidos y pepticuerpos se pueden calcular facilmente mediante procedimientos
conocidos. Tales procedimientos incluyen, entre otros, los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A.M.
ed., Oxford University Press, New York, (1988); Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed.,
Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds.,
Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press
(1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York (1991); and
Carillo et al., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988).

Los procedimientos para determinar la relacién o la identidad en porcentaje de dos péptidos o polipéptidos, 0 un
polipéptido y un péptido, se disefian para proporcionar el mayor apareamiento entre las secuencias sometidas a
ensayo Ademas, los procedimientos para determinar la identidad se codifican en programas informaticos
disponibles para el publico. Los procedimientos de programas informaticos preferidos para determinar la identidad
entre dos secuencias incluyen, entre otros, el paquete del programa GCG, incluido GAP (Devereux, J., y col., Nucl.
Acid. Res., 12:387 (1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI, BLASTP, BLASTN, y
FASTA (Altschul y col., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990)). El programa BLASTX esta publicamente disponible por el
Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information) (NCBI) y otras
fuentes (BLAST Manual, Altschul y col., NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul y col., anteriormente (1990)).
También se puede usar el algoritmo bien conocido de SmithWaterman para determinar la identidad.

Ciertos esquemas de alineacién para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado el
apareamiento de so6lo una region corta de las dos secuencias, y esta region alineada pequefia puede tener una
identidad de secuencia muy alta incluso si no existe una relacion significativa entre las dos secuencias de longitud
completa. De acuerdo con esto, en ciertas realizaciones, el procedimiento de alineacion seleccionado (programa
GAP) dara como resultado una alineacién que abarca al menos el diez por ciento de la longitud completa del
polipéptido diana que estd comparandose, es decir, al menos 40 amino&cidos contiguos cuando estan
comparandose secuencias de al menos 400 aminoacidos, 30 aminoacidos contiguos cuando estan comparandose
secuencias de al menos 300 a aproximadamente 400 aminoacidos, al menos 20 aminodcidos contiguos cuando
estan comparandose secuencias de 200 a aproximadamente 300 aminodacidos, y al menos 10 aminoacidos
contiguos cuando estan comparandose secuencias de aproximadamente 100 a 200 aminoacidos.

Por ejemplo, usando el algoritmo informéatico GAP (Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison,
WI), dos polipéptidos para los que va a determinarse el porcentaje de identidad de secuencia se alinean para
obtener el apareamiento Optimo de sus respectivos aminodcidos (el “tramo apareado”, tal como se determina
mediante el algoritmo). En ciertas realizaciones, una sancién por apertura de huecos (que se calcula normalmente
como 3X la diagonal promedio; la “diagonal promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de comparacién
que esta usandose; la “diagonal” es la puntuacion o numero asignado a cada aminoacido perfecto apareado
mediante la matriz de comparacion concreta) y una sancién por extension de huecos (que es normalmente 1/10
veces la sancién de apertura de huecos), asi como una matriz de comparacion tal como PAM 250 o BLOSUM 62 se
usan junto con el algoritmo El algoritmo también usa una matriz de comparacion convencional (véase Dayhoff y col,
Atlas of Protein Sequence and Structure, 5(3)(1978) para la matriz de comparacion PAM 250; Henikoff y col, Proc.
Natl. Acad. Sci USA, 89:1091510919 (1992) para la matriz de comparacion BLOSUM 62).

Los parametros para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y col., J. Mol. Biol., 48:443-453 (1970);
Matriz de comparacion: BLOSUM 62 de Henikoff y col., anteriormente (1992);
Sancién por hueco: 12
Sancioén de longitud de hueco: 4
Umbral de similitud: 0

El programa GAP puede ser Util con los parametros anteriores. En ciertas realizaciones, los parametrosmencionados
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anteriormente son los parametros predeterminados para comparaciones de polipéptidos (junto con ausencia de
sancion por huecos finales) usando el algoritmo GAP.

Los parametros para secuencias de moléculas de polinucleétidos (a diferencia de una secuencia de aminodacidos)
incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y col., anteriormente (1970);

Matriz de comparacion: apareamientos = + 10, apareamiento erréneo = 0
Sancién por hueco: 50

Sancion de longitud de hueco: 3

El programa GAP también puede ser util con los parametros anteriores. Los parametros anteriormente mencionados
son los parametros por defecto para comparaciones de moléculas de polinucleétidos.

Pueden usarse otros ejemplos de algoritmos, sanciones de apertura de huecos, sanciones de extension de huecos,
matrices de comparacion, umbrales de similitud, etc., incluidos los expuestos en el Manual de Programas, Paquete
de Wisconsin, Version 9, septiembre de 1997. Las selecciones concretas que van a realizarse seran evidentes para
los expertos en la técnica y dependeran de la comparacion especifica que va a realizarse, tal como ADN a ADN,
proteina a proteina, proteina a ADN; y adicionalmente, si la comparacion es entre pares de secuencias dados (en
cuyo caso se prefieren generalmente GAP o BestFit) o entre una secuencia y una base de datos grande de
secuencias (en cuyo caso se prefieren FASTA o BLASTA).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen
el uso convencional. Véase Immunology - A Synthesis (22 Edicién, E.S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer
Associates, Sunderland, Mass. (1991 )), que se incorpora en el presente documento por referencia para cualquier
fin.

Los aminoacidos pueden tener estereoquimica L o D (a excepcién de Gly, que no es ni L ni D) y los polipéptidos y
composiciones de la presente invencion pueden comprender una combinacion de estereoquimicas. Sin embargo, se
prefiere la estereoquimica L. La invencion también proporciona moléculas inversas en las que la secuencia desde
amino terminal a carboxi terminal de los amino&cidos esta invertida. Por ejemplo, la inversa de una molécula que
tiene la secuencia normal X1-Xz-X3 seria Xz-X2-X1. La invencion también proporciona moléculas retro-inversas, en las
que, como antes, la secuencia desde amino terminal a carboxi terminal de los amino&cidos esta invertida y los
residuos que normalmente son enantibmeros “L” estan alterados en su forma estereoisémero “D”.

Los estereoisomeros (p. €j., D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, aminodcidos no naturales
tales como aminoacidos o-, a-disustituidos, N-alquilaminoacidos, &cido lactico y otros aminoacidos no
convencionales también pueden ser componentes adecuados para polipéptidos de la presente invencion. Ejemplos
de aminoacidos no convencionales incluyen, sin limitaciones: &cido aminoadipico, beta-alanina, beta-
aminopropionico, acido aminobutirico, &cido piperidinico, acido aminocaprioico, acido aminoheptanoico, acido
aminoisobutirico, é&cido aminopimélico, acido diaminobutirico, desmosina, acido diaminopimélico, &acido
diaminopropidnico, N-etilglicina, N-etilasparagina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, hidroxiprolina, isodesmosina, alo-
isoleucina, N-metilglicina, sarcosina, N-metilisoleucina, N-metilvalina, norvalina, norleucina, oritina, 4-hidroxiprolina,
y-carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetillisina, e-N-acetillisiba, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-
metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina y otros aminoacidos similares y aminoéacidos (por ejemplo, 4-
hidroxiprolina).

De forma similar, a menos que se especifique lo contrario, el extremo izquierdo de las secuencias de polinucleétidos
monocatenarias es el extremo 5’; la direccién izquierda de las secuencias de polinucleétidos bicatenarias se
denomina la direccién 5. La direccién de adicién de 5 a 3’ de los transcritos de ARN naciente se denomina la
direccion de transcripcion; las regiones de la secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el
ADN y son 5 al extremo 5’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias corriente arriba”; las regiones de la
secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que son 3’ al extremo 3’ del transcrito
de ARN se denominan “secuencias corriente abajo”.

Se apreciara que los residuos de aminoacidos pueden dividirse en clases baséandose en propiedades de cadena
lateral comunes:

1. Hidréfobos neutros: AlaninA (Ala; A), ValinA (Val; V), LeucinA (Leu; L), IsoleucinA (lle; 1), ProlinA (Pro; P),
Triptéfano (Trp; W), Fenilalanina (Phe; F) y Metionina (Met, M).

2. Polares neutros: Glicina (Gly; G); Serina (Ser; S), Treonina (Thr; T), Tirosina (Tyr; Y), Cisteina (Cys; C),
Glutamina (Glu; Q), Asparagina (Asn; N), y Norleucina.

3. Acidos: Acido aspartico (Asp; D), 4cido glutamico (Glu; E);
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4) Basicos: Lisina (Lys; K), Arginina (Arg; R), Histidina (His; H).
Véase Lewin, B., Genes V, Oxford University Press (1994), p.11.

Las sustituciones de aminodcidos conservadoras pueden abarcar residuos de amino&cidos no convencionales, que
normalmente se incorporan mediante sintesis peptidica quimica en lugar de sintesis en sistemas biol6gicos. Estas
incluyen, sin limitaciones, peptidomiméticos y otras formas reversas o invertidas de restos amino&cidos. Las
sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases con un
miembro de otra clase.

Al realizar dichas sustituciones, se puede considerar el indice hidropatico de los aminoacidos. A cada aminoacido se
le ha asignado un indice hidropéatico sobre la base de su hidrofobicidad y caracteristicas de carga. Estos son:
isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina
(+1,8); glicina (0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2);
glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Generalmente, en la técnica se entiende la importancia del indice hidropéatico de los aminoacidos a la hora de
conferir la funcion biol6gica interactiva sobre una proteina (Kyte y col., J. Mol. Biol., 157:105-131 (1982). Se sabe
que ciertos aminoacidos se pueden sustituir por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacién hidropatica
similar y siguen conservando una actividad bioldgica similar. Al realizar cambios en base al indice hidropatico, se
puede incluir la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan en + 2. Se pueden incluir los que estan
en = 1y Se pueden incluir los que estan en = 0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminodcidos similares se puede realizar de forma eficaz
sobre la base de la hidrofilicidad, particularmente cuando el pepticuerpo o péptido biolégicamente funcional creado
de este modo esta destinado al uso en realizaciones inmunoldgicas, como en este caso. En ciertas realizaiones, la
hidrofilicidad promedio local mayor de un aproteina esta dirigida por la hidrofilicidad de sus amino&cidos adyacentes,
se correlaciona con su inmunogenicidad y antigeneicidad, es decir con una propiedad bioldgica de la proteina.

A estos residuos de aminoacidos se les ha asignado los siguientes valores de hidrofilicidad: arginina (+3,0); lisina
(+3,0); aspartato (+3,0 £ 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0);
treonina (-0,4); prolina (-0,5 = 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina
(-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptéfano (-3,4). Al realizar cambios en base a una
hidrofilicidad similar, se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad pueden estar + 2, se
incluyen los que pueden estar = 1 y se pueden incluiro los que estan + 0,5. También se pueden identificar epitopos
de secuencias de aminoacidos primarias sobre la base de la hidrofilicidad. Estas regiones también se denominan
“regiones centrales epitdpicas".

Ejemplos de sustituciones de aminoacidos se exponen en la Tabla 2 siguiente:

Tabla 2
Sustituciones de aminoacidos
Residuos originales Ejemplos de sustituciones Sustituciones preferidas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn Gin, Glu, Asp Gin
Asp Glu, Gin, Asp Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn, Glu, Asp Asn
Glu Asp, Gin, Asn Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, acido 1,4-diamino-butirico, Gin, Arg
Asn
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
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Sustituciones de aminoacidos
Residuos originales Ejemplos de sustituciones Sustituciones preferidas
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Un experto en la técnica podra determinar variantes adecuadas del polipéptido, tal como se expone en el presente
documento, usando técnicas bien conocidas. Un experto en la técnica puede identificar areas adecuadas de la
molécula que se pueden cambiar sin destruir la actividad dirigiendo a regiones que no se cree que sean importantes
para la actividad. Se pueden identificar residuos o porciones de las moléculas que estan conservados entre péptidos
o polipéptidos similares. Incluso las areas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la estructura
pueden estar sujetas a sustituciones conservadoras de aminoacidos sin destruir la actividad bioldgica o sin afectar
de forma adversa a la estructura del polipéptido.

Adicionalmente, un experto en la técnica puede revissar estudios de estructura-funcién identificando residuos en
polipéptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. En vista de esta comparacion, se puede
predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en una proteina que corresponden a los residuos de
aminoacidos que son importantes para la actividad o la estructura en proteinas similares. Un experto en la técnica
puede optar por sustituciones de aminodcidos quimicamente similares para dichos residuos de aminodacidos
importantes predichos.

El experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminodcidos en
relacion con dicha estructura en polipéptidos similares. En vista de tal informacion, los expertos en la técnica pueden
predecir la alineacion de restos de aminoacidos de un anticuerpo con respecto a su estructura de tres dimensiones.
El experto en la técnica pueden elegir no realizar cambios radicales em los residuos de aminoacidos predichos que
estan sobre la superficie de la proteina, ya que tales residuos pueden estar implicados en interacciones importantes
con otras moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar variantes de ensayo que contienen una sola
sustitucion de aminoacido en cada residuo de aminodcido deseado. Las variantes después se pueden seleccionar
usando ensayos de actividad conocidos por los expertos en la técnica. Tales variantes se pueden usar para
acumular informacién sobre variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubre que un cambio en un residuo de
aminodcido particular dio como resultado la destruccion, reducciéon de manera no deseada, o no adecuada, de la
actividad, las variantes con tal cambio se pueden evitar. En otras palabras, basandose en la informaciéon acumulada
a partir de tales experimentos de rutina, el experto en la técnica puede facilmente determinar los aminoacidos en los
que se deben evitar las sustituciones, bien solas o en combinacién con otras mutaciones.

Se han dedicado numerosas publicaciones cientificas a la prediccion de la estructura secundaria. Véase Moult J.,
Curr. Op. in Biotech., 7(4):422-427 (1996), Chou y col., Biochemistry, 13(2):222-245 (1974); Chou y col.,
Biochemistry, 113(2):211-222 (1974); Chou y col., Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47:45-148 (1978); Chou y
col., Ann. Rev. Biochem., 47:251-276 y Chou y col., Biophys. J., 26:367-384 (1979). Ademas, actualmente se
dispone programas de ordenador para ayudar a la prediccién de la estructura secundaria. Un procedimiento de
prediccién de la estructura secundaria se basa en la modelacion de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o
proteinas que tienen una identidad de secuencia de mas de 30%, o similitud mayor que 40% a menudo tienen
topologias estructurales similares. El crecimiento reciente de la base de datos estructural de la proteina (PDB) ha
proporcionado una capacidad de proteccion potenciada de la estructura secundaria, incluyendo el nimero potencial
de plegamientos dentro de una estructura de los polipéptidos o proteinas. Véase Holm y col., Nucl. Acid. Res.,
27(1):244-247 (1999). Se ha sugerido (Brenner y col., Curr. Op. Struct. Biol., 7(3): 369 - 376 (1997)) que existe un
numero limitado de plegamientos en un polipéptido o proteina dados y que una vez que se ha resuelto un nimero
critico de estructuras, la prediccion estructural llegara a ser notablemente mas precisa.

Procedimientos adicionales de prediccion de la estructura secundaria incluyen el “enhebrado” (Jones, D., Curr. Opin.
Struct. Biol., 7(3):377-87 (1997); Sippl y col., Structure, 4(1):15-19 (1996)), "analisis del perfil" (Bowie y col., Science,
253:164-170 (1991); Gribskov y col., Meth. Enzym., 183:146-159 (1990); Gribskov y col., Proc. Nat. Acad. Sci.,
84(13):4355-4358 (1987)), y "enlace de evolucion" (Véase Holm, ant. (1999), y Brenner, ant. (1997)).

En ciertas realizaciones, las variantes de pepticuerpo incluyen variantes de glicosilacién en las que uno o mas de
sitios de glicosilacion, tales como un sitio de glicosilacion unido a N, se ha anadido al pepticuerpo. Un sitio de
glicosilacion unido a N se caracteriza por la secuencia: Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en la que el residuo de aminoacido
designado como X puede ser cualquier residuo de aminoacido excepto prolina. La sustituciéon o adicion de residuos
de aminoacidos para crear esta secuencia proporciona un posible sitio nuevo para la adicién de una cadena de
hidrato de carbono unida a N. Como alternativa, las sustituciones que eliminan esta secuencia retiraran una cadena
de hidrato de carbono unida a N existente. También se proporciona una reorganizacidm de cadenas de hidratos de
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carbono unidas a N, en las que se eliminan uno o mas sitios de glicosilacion unidos N (normalmente aquéllos que se
producen de manera natural) y se crean uno o mas sitios unidos a N nuevos.

La invencién también proporciona “derivados”, que incluyen pepticuerpos portadores de modificaciones diferentes
de, o ademas de, inserciones, deleciones o sustituciones de residuos de aminodcidos. Preferentemente, las
modificaciones son de naturaleza covalentes e incluyen, por ejemplo, la unién quimica con polimeros, lipidos,
diferentes de restos organicos e inorganicos. Los derivados de la invencién se pueden preparar para aumentar la
semivida de circulacion de un pepticuerpo, o se pueden disefar para mejorar la capacidad de direccion para el
pepticuerpo a las células, tejidos u érganos deseados.

Los derivados ejemplares incluyen restos en los que se han realizado una 0 mas de las siguientes modificaciones:

e Uno o mas de los enlaces peptidilo [-C(O)NR-] (enlaces) se han reemplazado por un enlace no peptidilo tal
como un enlace -CH2-carbamato [-CH2-OC(O)NR-]; un enlace fosfonato; un enlace -CH2-sulfonamida [-
CH2-S(O),NR-]; un enlace urea [-NHC(O)NH-]; un enlace -CHz-amina secundaria; o un enlace peptidil
alquilado [-C(O)NR®- donde R® es alquilo inferior];

e Péptidos en los que el extremo N se derivatiza a un grupo -NRR'; a un grupo -NRC(O)R; a un grupo -
NRC(O)OR; a un grupo - NRS(O)2R ; a un grupo -NHC(O)NHR, donde R y R' son hidrégeno o alquilo
inferior, con la condicién de que R y R' no sean ambos hidrégeno; a un grupo succinimida; a un grupo
benciloxicarbonil-NH-(CBZ-NH-); o a un grupo benciloxicarbonil-NH- que tiene entre 1 y 3 sustituyentes
sobre el anillo fenilo seleccionado entre el grupo constituido por alquilo inferior, alcoxi inferior, cloro, y
bromo;y

e Péptidos en los que el extremo C libre se derivativa a --C(O)F{2 donde R? se selecciona entre el grupo
constituido por alcoxi inferior y- NR®R* donde R® y R* se seleccionan independientemente entre el grupo
constituido por hidrégeno y alquilo inferior. Por “inferior” se quiere decir un grupo que tiene de 1 a 6 atomos
de carbono.

De manera adicional, se pueden introducir modificaciones de aminoacidos individuales en los polipéptidos o
composiciones de la invencién haciendo reaccionar los residuos de aminoacidos dirigidos del péptido con un agente
de derivatizacién organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o residuos terminales.
Los siguientes son ejemplos:

Pueden hacerse reaccionar residuos de lisinilo y residuos amino terminales con anhidridos de &cido succinico u otro
acido carboxilico. La derivatizacién con estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los residuos de lisinilo.
Otros reactivos adecuados para derivatizar residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres, tales como
picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; &cido ftrinitrobencenosulfénico; O-
metilisourea; 2,4-pentanodiona; y la reaccion con glioxilato catalizada por transaminasa.

Los residuos de arginilo pueden modificarse mediante la reaccion con uno cualquiera o combinacién de varios
reactivos convencionales, incluyendo fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La
derivatizacion de residuos de arginina requiere que la reaccién se realice en condiciones alcalinas debido a la alta
pKa del grupo funcional guanidina. Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como el
grupo guanidino de arginina.

Se ha estudiado extensamente la modificacion especifica de residuos de tirosilo, con particular interés en la
introduccion de etiquetas espectrales en residuos de tirosilo mediante la reaccién con compuestos aromaticos de
diazonio o tetranitrometano. Més habitualmente se pueden usar N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar
especies O-acetil-tirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente.

Los grupos carboxilo de cadena lateral (aspartilo o glutamilo) pueden modificarse de forma selectiva mediante la
reaccion con carbodiimidas (R'-N=C=N-R') tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-
azonia-4,4dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, los residuos de aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos
de asparaginilo y glutaminilo mediante la reaccion con iones amonio.

Los residuos de glutaminilo y asparaginilo con frecuencia se desmidan para dar los correspondientes residuos
glutamilo y aspartilo. Como alternativa, estos residuos se pueden desamidar en condiciones acidas suaves.
Cualquier forma de estos residuos se encuentra dentro del alcance de la presente invencién.

La derivatizacion con agentes bifuncionales es Util para reticular los péptidos o sus derivados funcionales a una
matriz de soporte insoluble en agua o a otros vehiculos macromoleculares. Los agentes de reticulaciéon de uso
habitual incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por
ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres disuccinimidilicos
tales como 3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano.
Los agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato proporcionan compuestos
intermedios fotoactivables que pueden formar reticulaciones en presencia de luz. Como alternativa, se pueden
emplear matrices insolubles en agua reactivas, tales como hidratos de carbono activados por bromuro de cianégeno

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2375191 T3

y los sustratos reactivos descritos en las patentes de EE.UU. n® 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642;
4.229.537; y 4.330.440 para la inmovilizacion de proteinas.

Otras modificaciones posibles incluyen hidroxilacion de prolina y lisina, fosforilacién de grupos hidroxilo de residuos
serilo o tetronilo, oxidacién del atomo de azufre en Cys, metilacién de los grupos alfa-amino de lisina, arginina, y
cadenas laterales de histidina (Creighton, T.E., Proteins: Structure and Molecule Properties, W. H. Freeman & Co.,
San Francisco, pp. 79-86 (1983)), acetilacién de la amina del extremo N, y, en algunos casos, amidacion de los
grupos carboxilo C-terminal.

Tales restos derivatizados preferentemente mejoran una o mas caracteristicas, incluyendo la actividad
antiangiogénica, solubilidad, absorcion, semivida biolégica, y similares, de los compuestos. Como alternativa, los
restos derivatizados pueden dar como resultado compuestos que tienen las mismas, o esencialmente las mismas,
caracteristicas y/o propiedades del compuesto que no estd derivatizado. Los restos pueden, como alternativa,
eliminar o atenuar cualquier efecto secundario no deseable del compuesto y similares.

Los compuestos de la presente invencién se pueden cambiar a nivel de ADN también. La secuencia de ADN de
cualquier parte del compuesto puede estar cambiada a codones mas compatibles con la célula huésped elegida.
Para E. coli, que es la célula huésped preferida, se conocen en la técnica codones optimizados. Los codones
pueden estar sustituidos para eliminar sitios de restriccién o para incluir sitios de restriccion silenciosos, que pueden
ayudar al procesamiento del ADN en la célula huésped seleccionada. Las secuencias del vehiculo, el enlazador y el
ADN peptidico se pueden modificar para que incluyan cualquiera de los anteriores cambios en la secuencia. Por
tanto, todas las modificaciones, sustituciones, derivatizaciones, etc. descritas en el presente documento se aplican
igualmente a todos los aspectos de la presente invencion, incluyendo, entre otros, péptidos, dimeros y multimeros
de péptido, enlazadores y vehiculos.

Adicionalmente, un experto en la técnica puede revisar estudios de estructura-funcién identificando residuos en
péptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. En vista de esta comparacion, se puede
predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en un péptido que corresponden a los residuos de
aminoacidos que son importantes para la actividad o la estructura en péptidos similares. Un experto en la técnica
puede optar por sustituciones de aminodcidos quimicamente similares para dichos residuos de aminoacidos
importantes predichos de los péptidos.

El experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en
relacién con dicha estructura en polipéptidos similares. En vista de tal informacion, los expertos en la técnica pueden
predecir la alineacién de restos de aminoacidos de un péptido con respecto a su estructura de tres dimensiones. El
experto en la técnica pueden elegir no realizar cambios radicales em los residuos de aminoacidos predichos que
estan sobre la superficie de la proteina, ya que tales residuos pueden estar implicados en interacciones importantes
con otras moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar variantes de ensayo que contienen una sola
sustitucion de aminoacido en cada residuo de aminoacido deseado. Las variantes después se pueden seleccionar
usando ensayos de actividad conocidos por los expertos en la técnica. Tales datos se pueden usar para acumular
informacién sobre variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubre que un cambio en un residuo de aminoacido
particular dio como resultado la destruccion, reduccién de manera no deseada, o no adecuada, de la actividad, las
variantes con tal cambio se podrian evitar. En otras palabras, basandose en la informacién acumulada a partir de
tales experimentos de rutina, el experto en la técnica puede faciimente determinar los aminodcidos en los que se
deben evitar las sustituciones, bien solas o en combinacién con otras mutaciones.

Se han dedicado numerosas publicaciones cientificas a la prediccion de la estructura secundaria. Véase Moult J.,
Curr. Op. in Biotech., 7(4): 422-427 (1996), Chou y col., Biochemistry, 13(2): 222-245 (1974), Chou y col.,,
Biochemistry, 113(2): 211-222 (1974); Chou y col., Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47: 45-148 (1978), Chou y
col., Ann. Rev. Biochem., 47: 251-276 y Chou y col., Biophys. J., 26: 367-384 (1979). Ademas, actualmente se
dispone programas de ordenador para ayudar a la prediccién de la estructura secundaria. Un procedimiento de
prediccién de la estructura secundaria se basa en la modelacion de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o
proteinas que tienen una identidad de secuencia de mas de 30%, o similitud mayor que 40% a menudo tienen
topologias estructurales similares. El crecimiento reciente de la base de datos estructural de la proteina (PDB) ha
proporcionado una capacidad de proteccion potenciada de la estructura secundaria, incluyendo el nimero potencial
de plegamientos dentro de una estructura de los polipéptidos o proteinas. Véase Holm y col., Nucl. Acid. Res.,
27(1): 244-247 (1999). Se ha sugerido (Brenner y col., Curr. Op. Struct. Biol., 7(3) 369-376 (1997): que existe un
namero limitado de plegamientos en un polipéptido o proteina dados y que una vez que se ha resuelto un nimero
critico de estructuras, la prediccion estructural llegara a ser notablemente mas precisa.

Procedimientos adicionales de prediccion de la estructura secundaria incluyen el “enhebrado” (Jones, D., Curr. Opin.
Struct. Biol., 7(8):377-87 (1997); Sippl y col., Structure, 4(1):15-9 (1996)), "analisis del perfil" (Bowie y col., Science,
253: 164-170 (1991); Gribskov et al., Meth. Enzym., 183: 146-159 (1990); Gribskov y col., Proc. Nat. Acad. Sci.,
84(13): 4355-8 (1987)), y "enlace en evolucién" (Véase Home, ant., y Brenner, ant.).

La invencion ademas abarca agentes de unién especifica derivados, por ejemplo, pepticuerpos, modificados de
manera covalente para incluir una o mas uniones de polimeros solubles en agua tales como polietilenglicol,
polioxietilenglicol o polipropilenglicol, como describen las patentes de Estados Unidos Nos® 4.640.835; 4.496.689;
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4.301.144; 4.670.417; 4.791.192; y 4.179.337. Otros polimeros utiles conocidos en la técnica incluyen monometoxi-
polietilenglicol, dextrano, celulosa, u otros polimeros basados en hidratos de carbono, poli-(N-vinil pirrolidona)-
polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero de 6xido de polipropileno/6xido de etileno, polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y alcohol polvinilico, asi como las mezclas de estos polimeros. Particularmente
preferidos son los pepticuerpos modificados de manera covalente con subunidades de polietilenglicol (PEG)
Polimeros hidrosolubles se pueden unir en posiciones especificas, por ejemplo en el extremo amino de
pepticuerpos, o unirse al azar a una 0 mas cadenas laterales del polipéptido. El uso de PEG para mejorar la
capacidad terapéutica para los agentes de union especifica, por ejemplo, pepticuerpos, y para anticuerpos
humanizados en concreto, se describe en la Patente de EE.UU. N°. 6. 133. 426 de Gonzales y col., emitida el 17 de
octubre de 2000.

La invencién también contempla la derivatizacion del péptido y/o parte del vehiculo de los compuestos. Tales
derivatizados pueden mejorar la solubilidad, absorcion, semivida biolégica, y similares, de los compuestos. Los
restos pueden, como alternativa, eliminar o atenuar cualquier efecto secundario no deseable del compuesto y
similares. Ejemplos de derivados incluyen los compuestos en los que:

1. El compuesto o alguna parte del mismo es ciclico. Por ejemplo, la parte de péptido puede modificarse para
contener dos o mas residuos de Cys (por ejemplo, en el enlazador), que podria ciclarse mediante la formacion
de enlaces disulfuro.

2. El compuesto esta reticulado o se vuelve capaz de reticular entre moléculas. Por ejemplo, la parte de péptido
puede modificarse para contener dos o mas residuos de Cys y, de ese modo, poder formar un enlace disulfuro
intermolecular con una molécula similar. EI compuesto puede reticularse ademas a través de su extremo C
terminal.

3. Uno o mas enlaces (uniones) peptidilicos [-C(O)NR-] se sustituyen por un enlace no peptidilico. Enlaces no
peptidilicos a modo de ejemplo son -CHz-carbamato [-CH.-OC(O)NR-], fosfonato, -CH»-sulfonamida CHo-
S(0)2NR-], urea [-NHC(O) NH-],-CHz-amina secundaria y péptido alquilado [-C(O)NR®- en el que R® es alquilo
inferior].

4. El extremo N esta derivatizado. Normalmente, el extremo N puede acilarse o modificarse para dar una amina
sustituida. Ejemplos de grupos derivados N terminales incluyen NRR' (distinto de -NH.),-NRC(O)R'-
NRC(O)OR',-NRS(0)2R',-NHC(O)NHR', sucinimida o benciloxicarbonil-NH- (CBZ-NH-), en los que R y R" son
cada uno independientemente hidrégeno o alquilo inferior, y en los que el anillo fenilo puede sustituirse con 1 a
3 sustituyentes seleccionados del grupo que esta constituido por alquilo C1-Cy4, alcoxi C4-Ca4, cloro y bromo.

5. El extremo C esta derivatizado. Normalmente, el extremo C esta esterificado o amidado. Por ejemplo,
pueden usarse procedimientos descritos en la técnica para afadir (NH-CH2-CH>-NHz)> a compuestos de la
presente invencion en el extremo C. Asimismo, pueden usarse procedimientos descritos en la técnica para
anadir (NHz a compuestos de la presente invencion en el extremo C. Ejemplos de grupos derivados en C
terminal incluyen, por ejemplo, ,-C(O)R® en el que R® es alcoxi inferior o --NR®R* en el que R® y R* son
independientemente hidrégeno o alquilo C1-Csg (preferiblemente alquilo C1-Cy).

6. Un enlace disulfuro se sustituye por otro resto de reticulacion, preferentemente méas estable (por ejemplo, un
alquileno). Véase , por ejemplo, Bhatnagar (ant.); Alberts y col., Thirteenth Am. Pep. Symp., 357-9 (1993).

7. Uno o mas residuos de aminoacidos individuales estan modificados. Se sabe que diversos agentes de
derivatizacion reaccionan de manera especifica con cadenas laterales seleccionadas o residuos terminales, tal
como se describe en detalle a continuacion.

Pueden hacerse reaccionar residuos de lisinilo y residuos amino terminales con anhidridos de acido succinico u otro
acido carboxilico, que invierten la carga de los residuos de lisinilo. Otros reactivos adecuados para derivatizar
residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres, tales como picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal;
piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobencenosulfénico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y la reaccién con
glioxilato catalizada por transaminasa.

Los residuos de arginilo pueden modificarse mediante la reaccion con uno cualquiera o combinacién de varios
reactivos convencionales, incluyendo fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La
derivatizacion de residuos de arginilo requiere que la reaccién se realice en condiciones alcalinas debido a la alta
pKa del grupo funcional guanidina. Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como el
grupo guanidino de epsilon-amino.

Se ha estudiado extensamente la modificacion especifica de residuos de tirosilo, con particular interés en la
introduccion de etiquetas espectrales en residuos de tirosilo mediante la reaccién con compuestos aromaticos de
diazonio o tetranitrometano. Mas habitualmente se pueden usar N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar
especies O-acetil-tirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente.

Los grupos carboxilo de cadena lateral (aspartilo o glutamilo) pueden modificarse de forma selectiva mediante la
reaccion con carbodiimidas (R'-N=C=N-R') tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-
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azonia-4,4dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, los residuos de aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos
de asparaginilo y glutaminilo mediante la reaccion con iones amonio.

Los residuos de glutaminilo y asparaginilo pueden desamidarse para dar los correspondientes residuos glutamilo y
aspartilo. Como alternativa, estos residuos se desamidan en condiciones &acidas suaves. Cualquier forma de estos
residuos se encuentra dentro del alcance de la presente invencion.

Pueden sustituirse residuos de cisteinilo por residuos de aminoacidos u otros restos o bien para eliminar enlaces
disulfuro o bien, por el contrario, para estabilizar las reticulaciones. Véase, por ejemplo Bhatnagar, (ant.).

La derivatizacion con agentes bifuncionales es util para reticular los péptidos o sus derivados funcionales a una
matriz de soporte insoluble en agua o a otros vehiculos macromoleculares. Los agentes de reticulacion de uso
habitual incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por
ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres disuccinimidilicos
tales como 3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano.
Los agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato proporcionan compuestos
intermedios fotoactivables que pueden formar reticulaciones en presencia de luz. Como alternativa, se pueden
emplear matrices insolubles en agua reactivas, tales como hidratos de carbono activados por bromuro de cianégeno
y los sustratos reactivos descritos en las patentes de EE.UU. 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642;
4.229.537; y 4.330.440 para la inmovilizacion de proteinas.

Los grupos hidratos de carbono (oligosacarido) pueden unirse de manera conveniente a sitios que se sabe que son
sitios de glicosilacion en proteinas. Generalmente, los oligosacaridos unidos a O se unen a residuos de serina (Ser)
o treonina (Thr), mientras que oligosacaridos unidos a N se unen a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte
de la secuencia Asn-X-Ser/Thr, en la que X puede ser cualquier aminodacido excepto prolina. Preferentemente, X es
uno de los 19 aminodcidos que se producen de manera natural distinto de prolina. Las estructuras de los
oligosacaridos unidos a N o unidos a O y los residuos de azucar encontrados en cada tipo son diferentes. Un tipo de
azucar que se encuentra habitualmente en ambos es &cido N-acetilneuraminico (denominado acido siélico). El
acido sialico es normalmente el residuo terminal de oligosacaridos tanto unidos a N como unidos a O, y, en base a
su carga negativa, puede conferir propiedades acidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n)
incorporarse en el enlazador de los compuestos de la presente invencion y esta(n) preferentemente glicosilado(s)
mediante una célula durante la produccion recombinante de los compuestos polipeptidicos (por ejemplo, en células
de mamifero tales como CHO, BHK, COS). Sin embargo, tales sitios pueden glicosilarse adicionalmente mediante
procedimientos sintéticos o semisintéticos conocidos en la técnica.

Otras modificaciones posibles incluyen hidroxilacion de prolina y lisina, fosforilacion de grupos hidroxilo de residuos
serilo o tetronilo, oxidacién del atomo de azufre en Cys, metilacién de los grupos alfa-amino de lisina, arginina, y
cadenas laterales de histidina (Creighton, Proteins: Structure and Molecule Properties, W. H. Freeman & Co., San
Francisco, pp. 79-86 (1983)].

Los compuestos de la presente invencién se pueden cambiar a nivel de ADN también. La secuencia de ADN de
cualquier parte del compuesto puede estar cambiada a codones mas compatibles con la célula huésped elegida.
Para E. coli, que es la célula huésped preferida, se conocen en la técnica codones optimizados. Los codones
pueden estar sustituidos para eliminar sitios de restriccién o para incluir sitios de restriccion silenciosos, que pueden
ayudar al procesamiento del ADN en la célula huésped seleccionada. Las secuencias del vehiculo, el enlazador y el
ADN peptidico se pueden modificar para que incluyan cualquiera de los anteriores cambios en la secuencia.

Maduracién de la afinidad:

Una realizacion de la presente invencién incluye péptidos y pepticuerpos con “afinidad madurada”. Este
procedimiento contempla el incremento de la afinidad o de la bioactividad de los péptidos y pepticuerpos de la
presente invencion usando expresidon en fagos u otras tecnologias de seleccién. Basandose en una secuencia de
consenso (que se genera para una coleccion de péptidos relacionados), se pueden generar genotecas secundarias
de expresién en fagos dirigidas en las que los aminoacidos “principales” (determinados a partir de la secuencia
consenso) se mantienen constantes o se desvian en frecuencia de aparicion. Como alternativa, se puede usar una
secuencia de péptido individual para generar una genoteca de expresién en fagos desviada dirigida. El
apelmazamiento de tales genotecas puede producir péptidos (que se pueden convertir en pepticuerpos) con un
unién potenciada a la Ang-2 o con una bioactividad potenciada.

Anélogos no peptidicos/Miméticos proteicos

Ademas, también se contemplan los analogos no peptidicos que proporcionan una estructura estabilizada o con
menor biodegradaciéon. Los analogos de miméticos peptidicos se pueden preparar basandose en un péptido
inhibidor seleccionado mediante susitucién de uno o mas residuos por resitos no peptidicos. Preferentemente, los
restos no peptidicos permiten que el péptido retenga su conformacion natural o estabilizan una conformacion
preferida, por ejemplo, bioactiva que mantiene la capacidad de reconocer y unirse a Ang-2. En un aspecto, el
analogo/mimético resultante muestra mayor afinidad de unién por Ang-2. Un ejemplo de procedimientos para la
preparacion de analogos de miméticos no peptidicos a partir de péptidos se describe en Nachman y col., Regul.
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Pept. 57: 359 - 370 (1995). Si se desea, los péptidos de la invencion se pueden modificar, por ejemplo, mediante
glicosilacion, amidation, carboxilacion, o fosforilacion, o mediante la creacion de sales de adicién de acido, amidas,
ésteres, en particular ésteres C-terminal, y derivados N-acilo de los péptidos de la invencion. Los pepticuerpos
también se pueden modificar para crear derivados de péptidos mediante la formacion de complejos covalentes o no
covalentes con otros restos. Los complejos unidos de manera covalente se pueden preparar mediante la uniéon de
los restos quimicos a grupos funcionales sobre las cadenas laterales de aminoacidos que comprenden los
pepticuerpos, o en el extremo N- o extremo C-.

En particular, se anticipa que los péptidos se pueden conjugar a un grupo indicador incluyendo, pero sin limitacion
un radiomarcador, un marcador fluorescente, una enzima (por ejemplo, que cataliza una reaccion colorimétrica o
fluorométrica), un substrato, una matriz sélida, o un vehiculo (por ejemplo, biotina o avidina). De acuerdo con esto,
la invencién proporciona una molécula que comprende una molécula de pepticuerpo, en la que la molécula
preferentemente comprende ademas un grupo indicador seleccionado entre el grupo constituido por un
radiomarcador, un marcador fluorescente, una enzima, un substrato, una matriz sélida, y un vehiculo. Dichos
marcadores son bien conocidos para los expertos en la técnica, por ejemplo, los marcadores de biotina se
contemplan particularmente. El uso de tales marcadores es bien conocido por los expertos en la técnica y se
describe en, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 3.817.837; 3.850.752; 3.996.345; y 4.277.437. Otras
marcadores que pueden ser Utiles incluyen, entre otros, marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes y
marcadores quimioluminiscentes. Las patentes de Estados Unidos que conciernen al uso de tales marcadores
incluyen, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; y 3.996.345. Cualquiera
de los pepticuerpos de la presente invencion puede comprender uno, dos, o mas de cualquiera de estos
marcadores.

Procedimientos de fabricaciéon de péptidos

Los péptidos de la presente invencion se pueden generar usando una amplia variedad de técnicas conocidas en la
materia. Por ejemplo, tales péptidos se pueden sintetizar en solucién o sobre un soporte sélido de acuerdo con
técnicas convencionales. Varios sintetizadores automaticos estan disponibles comercialmente y se pueden usar de
acuerdo con protocolos conocidos. Véase, por ejemplo, Stewart y Young (supra); Tam y col., J. Am. Chem. Soc.,
105:6442, (1983); Merrifield, Science 232:341-347 (1986); Barany y Merrifield, The Peptides, Gross and Meienhofer,
eds, Academic Press, New York, 1-284; Barany y col., Int. J. Pep. Protein Res., 30:705-739 (1987); y las patentes de
EE.UU. n? 5.424.398, cada una incorporada en el presente documento por referencia.

Los procedimientos de sintesis de péptidos en fase sélida usan un copoli(estirenodivinilbenceno) que contiene 0,1-
1.0 mM aminas/g de polimero. Estos procedimientos para la sintesis de péptido usan proteccién con
butiloxicarbonilo (t-BOC) o 9-fluorenilmetiloxicarbonil(FMOC) de grupos alfa-amino. Ambos procedimientos implican
la sintesis por etapas mediante la cual se afiade un Unico aminoacido a cada etapa comenzando a partir del extremo
C del péptido (Véase, Coligan y col., Curr. Prot. Immunol., Wiley Interscience, 1991, Unit 9). Tras la finalizacién de
la sintesis quimica, el péptido sintético se puede desproteger para eliminar los grupos bloqueadores de aminoacido
t-BOC o FMOC y escindirse del polimero mediante el tratamiento con &cido temperatura reducida (por ejemplo, HF-
10% anisol liquido durante aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1 hora a 0°C). Después de la evaporacién de
los reactivos, los péptidos se extraen del polimero con solucion de acido acético al 1% que después se liofiliza para
producir el material bruto. Normalmente, esto se puede purificar mediante tales técnicas como filtracién de gel
sobre SephadexG-15 usando 5% de acido acético como disolvente. La liofilizacién de fracciones apropiadas de la
columna producira los péptidos o derivados de péptido homogéneos, que después se pueden caracterizar mediante
técnicas convencionales tales como analisis de aminoacidos, cromatografia en capa fina, cromatografia liquida de
alto rendimiento, espectroscopia de absorcién por ultravioleta, rotacion molar, solubilidad, y se cuantificaron
mediante degradacion Edman de fase soélida.

Otros procedimientos, tales como seleccion de péptidos a partir de una genoteca de expresion en fagos, estan
también disponibles. Las genotecas se pueden preparar a partir de conjuntos de aminoacidos como se describe en
el presente documento. La Expresién en fagos puede ser particularmente eficaz en la identificacion de péptidos
utiles de acuerdo con la invencion. En resumen, se prepara una genoteca de fagos (usando, por ejemplo, fago ml
13, fd, o lambda), que muestra inserciones de 4 a aproximadamente 80 residuos de aminoacidos. Las inserciones
pueden representar, por ejemplo, una disposicion completamente degenerada o desviada. Se pueden seleccionar
inserciones portadoras del fago que se unen al antigeno deseado. Este procedimiento se puede repetir mediante
varios ciclos de reseleccion de fagos que se unen al antigeno deseado. Las rondas repetidas conducen al
enriquecimiento de los fagos portadores de secuencias concretas. Se puede llevar a cabo andlisis de la secuencia
de ADN para identificar las secuencias de los péptidos expresados. Se puede determinar la parte lineal minima de
la secuencia que se une al antigeno deseado. Se puede repetir el procedimiento usando una genoteca desviada que
contiene inserciones que contienen parte o toda la parte lineal minima mas uno o mas restos degenerados
adicionales cadena arriba o cadena abajo de los mismos. Estas técnicas pueden identificar péptidos de la invencién
con una afinidad de unién a Ang-2 todavia mayor que los agentes ya identificados en el presente documento.

Con independencia del modo por el cual se preparan los péptidos, una molécula de acido nucleico que codifica cada
uno de tales péptidos y pepticuerpos se puede generar usando procedimientos de ADN recombinante
convencionales. La secuencia de nucleétidos de tales moléculas de ADN se puede manipular segln sea apropiado
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sin cambiar la secuencia de aminoacidos que codifican para considerar la degeneracién del cédigo de acido nucleico
asi como para considerar la preferencia de codon en células huésped concretas.

Las técnicas ADN recombinante son un procedimiento conveniente para preparar pepticuerpos de longitud completa
y otros agentes proteinaceos de tamarfio grance de unién especifica de la presente invencién, o fragmentos de los
mismos. Una molécula de ADN que codifica el pepticuerpo o fragmento se puede insertar en un vector de expresion,
que puede, a su vez, insertarse en una célula huésped para la produccién del anticuerpo o fragmento.

En general, una molécula de ADN que codifica un péptido o pepticuerpo se puede obtener usando los
procedimientos descritos en el presente documento en el apartado de Ejemplos del presente documento. Las
sondas y condiciones de hibridacién tipicas son aquellas tales como las que se establecen en Ausubel y col.
(Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols Press [1994]). Después de la hibridizacion, la mancha
sondada se puede lavar con una rigurosidad adecuada, dependiendo de factores tales como el como tamario de la
sonda, homologia esperada de la sonda para clonar el tipo de genoteca que se esta seleccionando y el numero de
clones que se esta seleccionando. Ejemplos de seleccion de alta rigurosidad son 0,1 X SSC, y 0,1 por ciento de
SDS a una temperatura entre 50 -65°C.

También se pueden usar procedimientos de seleccion de dos hibridos de levadura para identificar péptidos de la
invencion que se unen al Ang-2. De este modo, el antigeno, o un fragmento del mismo, se puede usar para
seleccionar genotecas de péptidos, incluyendo genotecas de expresion en fagos, para identificar y seleccionar
agentes de unién a Ang-2, por ejemplo, pepticuerpos, de la presente invencion.

Como alternativa, se pueden utilizar varios sistemas de expresién en vector/huésped para contener y expresar los
péptidos de la invencién. Estos sistemas incluyen, ente otros, microorganismos, tales como bacterias transformadas
con vectores de expresion con ADN recombinante de bacteriéfago, plasmido o césmico, levaduras transformadas
con vectores de expresion de levaduras, sistemas de células de insectos infectadas con vectores de expresion en
virus (p. €j., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores
de expresion bacteriana (p. ej., plasmidos Ti o pBR322) sistemas de células animales. Las células de mamifero que
son utiles en las producciones de proteina recombinante incluyen, entre otros, células VERO, células Hela, lineas
de células de ovario de Hamster Chino (CHO), células COS (tales como COS-7), células W138, BHK, HepG2, 3T3,
RIN, MDCK, A549, PC12, K562 y 293. Ejemplos de protocolos para la expresion recombinante de los péptidos se
describen en el presente documento mas adelante.

La expresién “vector de expresion” se refiere a un plasmido, fago, virus o vector, que expresa un polipéptido a partir
de una secuencia de ADN (ARN). Un vector de expresion puede comprender una unidad de transcripcion que
comprende un conjunto de (1) un elemento o elementos genéticos que tienen un papel regulador en la expresion
génica, por ejemplo, promotores o potenciadores, (2) una estructura o secuencia que codifica el agente de unién que
se transcribe en ARNm y se traduce en proteina, y (3) secuencias de inicio y terminacién de la transcripcion
apropiadas. Las unidades de transcripcion para uso en sistemas de expresion de levaduras o eucaridticos incluyen,
preferentemente, una secuencia lider que permite la secrecién extracelular de la proteina traducida por una célula
huésped. Como alternativa, cuando se expresa la proteina recombinante sin una secuencia lider o de transporte,
puede incluir un residuo amino terminal metionilo. Este residuo se puede o no escindir posteriormente a partir de la
proteina recombinante expresada, para proporcionar un producto de péptido final.

Por ejemplo, los péptidos se pueden expresar de manera recombinante en levaduras usando un sistema de
expresion comercialmente disponible, por ejemplo, el sistema de expresioén en Pichia (Invitrogen, San Diego, CA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema también se basa en la secuencia pre-proalfa para dirigir la
secrecion, pero la transcripcién del inserto esta dirigida por el promotor de la alcohol oxidasa (AOX1) tras su
induccién por metanol.

El péptido secretado se purifica del medio de crecimiento de levaduras usando, por ejemplo, los procedimientos
usados para purificar el péptido de los sobrenadantes celulares de mamifero y bacterianos.

Como alternativa, el ADNc que codifica el péptido puede clonarse en el vector de expresion de baculovirus pVL1393
(PharMingen, San Diego, CA). Este vector puede usarse segln las instrucciones del fabricante (PharMingen) para
infectar células de Spodoptera frugiperda en medios sin proteinas sF9 y para producir proteina recombinante. La
proteina recombinante puede purificarse y concentrarse a partir de los medios usando una columna de heparina-
Sefarosa (Pharmacia).

Como alternativa, el péptido o pepticuerpo puede expresarse en un sistema de insectos. Los sistemas de insectos
para la expresién de proteinas son bien conocidos por los expertos en la técnica. En uno de estos sistemas se usa el
virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar genes extrafios en
células de Spodoptera frugiperda o de Trichoplusia larvae. La secuencia que codifica el péptido se puede clonar en
una regién no esencial del virus, tal como el gen de poliedrina, y se colocara bajo el control del promotor de la
poliedrina. La insercion satisfactoria del péptido inactivara el gen de poliedrina y producira virus recombinante que
carece de la proteina de recubrimiento. Los virus recombinantes se pueden usar para infectar células de S.
frugiperda cells o Trichoplusia larvae en las que se expresa el péptido. Smith y col., J. Virol. 46: 584 (1983);
Engelhard y col., Proc. Nat. Acad Sci. USA, 91: 3224-7 (1994).
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En otro ejemplo, la secuencia de ADN que codifica el péptido puede amplificarse mediante PCR y clonarse en un
vector apropiado por ejemplo, pGEX-3X (Pharmacia). El vector pGEX se disefia para producir una proteina de
fusién que comprende glutation-S-transferasa (GST), codificada por el vector, y una proteina codificada por un
fragmento de ADN insertado en el sitio de clonacion del vector. Los cebadores para la PCR pueden generarse para
incluir, por ejemplo, un sitio de escisién apropiado. Cuando el resto de fusion Unicamente se usa para facilitar la
expresion o, de otro modo, no es deseable como unién al péptido de interés, puede escindirse la proteina de fusién
recombinante de la parte de GST de la proteina de fusién. La construccion peptidica pGEX-3X/agente de union
especifica se transforma en células E. coli XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla CA), y se aislan y se hacen crecer
transformantes individuales. EI ADN del plasmido de transformantes individuales puede pruficiarse y secuenciarse
parcialmente usando un secuenciador automatico para confirmar la presencia del inserot de acido nucleico que
codifica el agente de unién especifico deseado en la orientacion apropiada.

Ciertas composiciones peptidicas de la presente invencion son aquéllas en las que un pepticuerpo se conjuga a
cualquier péptido anti tumoral, tal como el factor de necrosis tumoral (TNF). En un procedimiento particularmente
preferido, las quimeras de los péptidos del agente de union especifica de TNF se generan como fusiones
recombinantes con las secuencias que codifican el péptido condensadas en el marco con las secuencias que
codifican e TNF (Novagen, Madison, WI). EIl ADNc de péptido - TNF se puede clonar en el vector pET-11 b
(Novagen) y la expresion de los péptidos-TNF en BL21 E. coli se puede inducir de acuerdo con las instrucciones del
fabricante de pET11. Los péptidos de TNF solubles se pueden purificar a partir de lisados bacterianos mediante la
preparacion de sulfato de amonio, cromatografia de interaccion hidréfoba sobre Fenil-Sefarosa 6 Fast Flow,
cromatografia de intercambio i6nico sobre DEAE-Sefarosa Fast Flow y cromatografia de filtracion en gel sobre
Sephacryl-S-300 HR.

La proteina de fusién, que se puede producir como un cuerpo de inclusion insoluble en las bacterias, se puede
purificar como sigue. Las células huésped se pueden sacrificar mediante centrifugacién; lavarse en NaCl 0,15 M,
Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM; y tratarse con 0,1 mg/ml de lisozima (Sigma, St. Louis, MO) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El lisado se puede eliminar mediante sonicacion, y los desechos celulares se pueden
sedimentar mediante centrifugacion durante 10 minutos a 12.000 X g. El sedimento que contiene la proteina de
fusién se puede volver a suspender en Tris 50 mM, pH 8, y EDTA 10 mM, se separaron en fases sobre 50% de
glicerol, y se centrifugaron durante 30 minutos a 6000 X g. El sedimento se volvié a suspender en solucion salina
tamponada con fosfato estandar (PBS) libre de Mg™ y Ca™. La proteina de fusion se puede purificar adicionalmente
mediante fraccionamiento del sedimento resuspendido en un SDS-PAGE desnaturalizante (Sambrook y col., ant.).
El gel se puede sumergir en KCI 0,4 M para visualizar la proteina, que se puede escindir y electroeluir en tampén de
desarrollo por gel que carece de SDS. Si se produce GST/proteina de fusién en las bacterias en forma de una
proteina soluble, se puede purificar usando el médulo de purificacion GST (Pharmacia).

La proteina de fusién se puede someter a digestion para escindir el GST del péptido de la invencién. La reaccién de
digestion (20 - 40 mg de proteina de fusion, 20 - 30 unidades de trombina humana, (4000 U/mg, Sigma) en 0,5 ml de
PBS se puede incubar durante 16 - 48 horas a temperatura ambiente y cargarse en gel SDS-PAGE desnaturalizante
para fraccionar los productos de reaccion. El gen se puede sumergir en 0,4 M KCI para visualizar las bandas de
proteina. La identidad de la banda de proteina correspondiente al peso molecular esperado del péptido se puede
confirmar mediante analisis de secuencia de aminoacidos usando un secuenciador automatico (Applied Biosystems
Mode1473A, Foster City, CA). Como alternativa, la identidad se puede confirmar mediante la realizacién de HPLC
y/o espectrometria de masas de los péptidos.

Como alternativa, una secuencia de ADN que codifica el péptido puede clonarse en un plasmido que contiene un
promotor deseado y, opcionalmente, una secuencia lider [Better y col, Science 240:1041-43 (1988)]. La secuencia
de esta construccion puede confirmarse mediante secuenciacion automatica. A continuacion, el plasmido puede
transformarse en la cepa MC1061 de E. coli usando procedimientos convencionales que emplean la incubacion con
CaCl, y tratamiento de choque térmico de las bacterias (Sambrook y col, ant.). Las bacterias transformadas pueden
cultivarse en medio LB complementado con carbenicilina, y la produccion de la proteina expresada puede inducirse
mediante el crecimiento en un medio adecuado. Si esté presente, la secuencia lider puede realizar la secrecion del
péptido y puede escindirse durante la secrecién.

La proteina secretada recombinante puede purificarse a partir de los medios usando bacterianos mediante los
procedimientos que se describen mas adelante.

Los expertos en la técnica conocen bien los sistemas huéspedes mamiferos para la expresion de la proteina
recombinante. Pueden seleccionarse cepas de células huésped de una capacidad particular para tratar la proteina
expresada o producir ciertas modificaciones postraduccionales que seran Utiles para proporcionar actividad de
proteina. Tales modificaciones de la proteina incluyen, entre otras, acetilaciéon, carboxilacion, glicosilacién,
fosforilacion, lipidacion y acilacion. Diferentes células huésped, tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, tienen
una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas actividades postraduccionales y se
pueden escoger para garantizar la correcta modificacion y procesamiento de la proteina extrana introducida.

Es preferible que las células transformadas se usen para la producciéon de proteinas de alto rendimiento a largo
plazo. Una vez que se han transformado tales células con vectores que contienen marcadores seleccionables asi
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como el casete de expresion deseado, se puede dejar que las células crezcan durante 1-2 dias en medio
enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. El marcador seleccionable esta disefiado para conferir
resistencia a la seleccion y su presencia permite el crecimiento y recuperacién de células que expresan
satisfactoriamente las secuencias introducidas. La proliferacion dgrupos de células transformadas de forma estable
se puede realizar usando técnicas de cultivo tisular adecuadas al tipo de célula.

Para recuperar las células transformadas para la produccién de proteinas recombinantes se pueden usar varios
sistemas de seleccion. Tales sistemas de seleccién incluyen, entre otros, los genes de la timidina cinasa de HSV, de
hipoxantina-guanina fosforribosiliransferasa y de adenina fosforribosiltransferasa, en células tk, hgprt o aprt,
respectivamente. Ademas, puede usarse la resistencia anti-metabolitos como la base de selecciéon para DHFR, que
confiere resistencia a metotrexato; gpt que confiere resistencia a acido micofendlico; neo que confiere resistencia al
aminoglicésido G418 y confiere resistencia a clorsulfurén; e hygro que confiere resistencia a higromicina. Genes
seleccionables adicionales que pueden ser Utiles incluyen trpB, que permite a las células utilizar indol en lugar de
triptéfano, o hisD, que permite a las células utilizar histinol en lugar de histidina. Los marcadores que proporcionan
una indicacion visual para la identificacion de transformantes incluyen antocianinas, B-glucuronidasa y su sustrato,
GUS y luciferasa y su sustrato, luciferina.

Purificacién y replegamiento de agentes de unién especifica

En algunos casos, los agentes de unién especific, tales como los péptidos y/o pepticuerpos de la presente invencion,
pueden necesitar “replegarse” y oxidarse para dar una estructura terciaria apropiada y generar enlaces disulfuro con
el fin de ser biolégicamente activos. El replegamiento puede realizarse usando varios procedimientos bien
conocidos en la técnica. Tales procedimientos incluyen, por ejemplo, exponer el agente polipeptidico solubilizado a
un pH normalmente superior a 7 en presencia de un agente caotropico. La seleccion de un cadtropo es similar a las
elecciones usadas para la solubilizacion de cuerpos de inclusién, sin embargo un cadtropo se usa normalmente a
una concentracion inferior. Un ejemplo de agente caotrépico es guanidina. En la mayoria de los casos, la disolucion
de replegamiento/oxidacién contendra también un agente reductor mas su forma oxidada en una proporcidon
especifica para generar un potencial redox concreto que permite que se produzcan intercambios de disulfuro para la
formacion de puentes de cisteina. Algunas parejas redox usadas habitualmente incluyen cisteina/cistamina,
glutatién/ditiobisGSH, cloruro cuprico, ditiotreitol DTT/ditiano DTT, y 2-mercaptoetanol (bME)/ditio-oME. En muchos
casos, puede usarse un codisolvente para aumentar la eficacia del replegamiento. Los codisolventes de uso
habitual incluyen glicerol, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, y arginina.

Puede ser deseable purificar los péptidos y pepticuerpos de la presente invencion. Los expertos en la técnica
conocen bien las técnicas de purificacion de proteinas. Estas técnicas implican, en un nivel, el fraccionamiento bruto
de las fracciones proteinaceas y no proteinaceas. Habiendo separado el péptido y/o pepticuerpo de otras proteinas,
el péptido o polipéptido de interés puede purificarse adicionalmente usando técnicas cromatograficas y
electroforéticas para lograr la purificacion parcial o completa (o la purificacion hasta la homogeneidad). Ciertos
procedimientos analiticos adecuados para la preparacion de pepticuerpos y péptidos de la presente invencién son
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de exclusién; electroforesis en gel de poliacrilamida; enfoque
isoeléctrico. Un procedimiento particularmente eficaz de purificacion de péptidos es la cromatografia liquida rapida
de proteinas o incluso la HPLC.

Ciertos aspectos de la presente invencion se refieren a la purificacion, y en realizaciones particulares, a la
purificaciéon sustancial, de un pepticuerpo o péptido de la presente invencion. La expresion “pepticuerpo o péptido
purificado”, tal como se usa en el presente documento, pretende referirse a una composicién, que puede aislarse de
otros componentes, en la que el pepticuerpo o péptido esta purificado hasta un grado con respecto al estado en que
puede obtenerse de manera natural. Por tanto, un péptido o pepticuerpo purificado se refiere también a un
pepticuerpo o péptido que esta libre del entorno en el que puede producirse de manera natural.

Generalmente, “purificado” se referird a una composicién de péptido o pepticuerpo que se ha sometido a
fraccionamiento para eliminar otros diversos componentes y que conserva sustancialmente su actividad biolégica
expresada. Cuando se usa la expresion “sustancialmente purificada”, esta designacién hara referencia a una
composicion de péptido o pepticuerpo en la que el péptido o pepticuerpo forma el componente principal de la
composicién, de modo que constituye aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60%, aproximadamente el
70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 95 % o
mas de las proteinas en la composicién.

Los expertos en la técnica conoceran diversos procedimientos para cuantificar el grado de purificacién del péptido o
pepticuerpo a la luz de la presente divulgacion. Estos incluyen, por ejemplo, determinar la actividad de union
especifica de una fraccion activa, o evaluar la cantidad de péptido o pepticuerpo dentro de una fraccién mediante
andlisis de SDS/PAGE. Un procedimiento preferido para evaluar la pureza de una fraccion de péptido o pepticuerpo
es calcular la actividad especifica de la fracciéon, comparar la actividad con la actividad especifica del extracto inicial
y, por tanto, calcular el grado de purificacion, evaluado en el presente documento mediante un “veces el nimero de
purificacién”. Las unidades reales usadas para representar la catidad de actividad de union dependeran por
supuesto, de la técnica de ensayo concreta elegida para seguir la purificacién y si el pepticuerpo o péptido muestra o
no una actividad de union detectable.
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Los expertos en la técnica conoceran bien diversas técnicas adecuadas para su uso en la purificacion. Estas
incluyen, por ejemplo, precipitacién con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos (inmunoprecipitacion) y similares o
mediante desnaturalizacion térmica, seguida de centrifugacion; etapas de cromatografia tales como cromatografia
de afinidad (por ejemplo, proteina-A-Sefarosa), cromatografia de intercambio i6nico, de filtracion en gel, de fase
inversa, de hidroxiapatita y de afinidad; enfoque isoeléctrico; electroforesis en gel; y combinaciones de tales y otras
técnicas. Tal como se conoce generalmente en la técnica, se cree que el orden de realizacién de las diversas
etapas de purificacion puede cambiarse o que ciertas etapas puedan omitirse, y todavia de como resultado un
procedimiento adecuado para la preparacion de un agente de unién sustancialmente purificado.

No existe ningun requisito general de que el péptido o pepticuerpo de la presente invencién se proporcionen siempre
en su estado mas purificado. De hecho se contempla que productos de agentes de union purificados menos
sustancialmente tendran utilidad en ciertas realizaciones. Puede realizarse la purificacion parcial usando menos
etapas de purificacién en combinacién, o utilizando formas diferentes del mismo esquema general de purificacion.
Por ejemplo, se aprecia que una cromatografia en columna de intercambio catiénico realizada utilizando un aparato
de HPLC dara como resultado, generalmente, una purificacién “tantas veces” mayor que la misma técnica utilizando
un sistema de cromatografia de baja presién. Los procedimientos que muestran un grado inferior de purificacion
relativa pueden tener ventajas en la recuperacion total del péptido o pepticuerpo o en el mantenimiento de la
actividad de unién del péptido o pepticuerpo.

Se sabe que la migracién de un péptido o polipéptido puede variar, algunas veces de manera significativa, con
diferentes condiciones de SDS/PAGE [Capaldi y col, Biochem Biophys Res Comm, 76: 425 (1977)]. Por tanto, se
apreciara que, en condiciones de electroforesis diferentes, pueden variar los pesos moleculares aparentes de los
productos de expresion de agentes de unién purificados o parcialmente purificados.

Ensayos de unidn

Los ensayos de unidon inmunolégica tipicamente usan un agente de captura para unirse especificamente a, y a
menudo inmovilizar, el antigeno diana del analito. El agente de captura es un resto que especificamente se une al
analito. En una realizacion de la presente invencion, el agente de captura es un péptido o pepticuerpo o fragmento
del mismo, que especificamente se une a Ang-2. Estos ensayos inmunoldgicos se conocen bien en la técnica [Asai,
ed., Methods in Cell Biology, Vol. 37, Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc., New York (1993)]

Los ensayos de unién inmunoldgicos frecuentemente utilizan un agente de marcaje que sefalara la existencia del
complejo unido, formado por el agente de captura y el antigeno. EIl agente marcador puede ser una de las
moléculas que comprenden el complejo unido, es decir, puede ser un agente de unidén especifica marcado o un
anticuerpo antiagente de unién especifica marcado. Como alternativa, el agente marcador puede ser una tercera
molécula, habitualmente otro anticuerpo, que se une al complejo unido. El agente marcador puede ser, por ejemplo,
un anticuerpo anti-agente de unién especifica que lleva una marca. El segundo anticuerpo, especifico del complejo
de union, puede carecer de una marca, pero se puede unir mediante una cuarta molécula especifica a las especies
de anticuerpos cuyo segundo anticuerpo es un miembro de Por ejemplo, el segundo anticuerpo puede estar
modificado con un resto detectable, tal como biotina, que después se puede unir mediante una cuarta molécula, tal
como estreptavidina marcada con enzima. Otras proteinas capaces de unirse especificamente a las regiones
constantes de inmunoglobulina, tales como la proteina A o proteina G, también se pueden usar como agente
marcador. Estas proteinas de unién son constituyentes normales de las paredes celulares de bacterias
estreptocdcicas y muestran una fuerte reactividad no inmunogénica con las regiones constantes de inmunoglobulina
de diversas especies. Akerstrom, J. Immunol., 135:2589-2542 (1985); Chaubert, Mod. Pathol., 10:585-591 (1997).

A lo largo de los ensayos, se pueden requerir las etapas de incubacion y/o lavado después de cada combinacion de
reactivos. Las etapas de incubacion pueden variar entre aproximadamente 5 segundos a varias horas,
preferentemente entre aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 24 horas. Sin embargo, el tiempo de
incubacién dependera del formato de ensayo, el analito, el volumen de solucién, las concentraciones, y similares.
Usualmente, los ensayos se llevaran a cabo a temperatura ambiente, aunque se pueden llevar a cabo en un
intervalo de temperaturas.

A. Ensayos de unién no competitiva:

Los ensayos de unién inmunolégicos pueden ser del tipo no competitivo. Estos ensayos tienen una cantidad de
analito capturado que se mide directamente. Por ejemplo, en un ensayo de tipo “sandwich” preferido, el agente de
captura (anticuerpo o pepticuerpo) se puede unir directamente a un sustrato sélido donde se inmoviliza. Estos
agentes de captura inmovilizados capturan (se unen a) después al antigeno presente en la muestra de ensayo. La
proteina asi inmovilizada se une después a un agente marcador, tal como un segundo anticuerpo que tiene una
marca. En otro ensayo de tipo “sandwich” preferido, el segundo anticuerpo carece de una marca, pero se puede unir
mediante un anticuerpo marcado especifico para anticuerpos de las especies a partir de las que se deriva el
segundo anticuerpo. El segundo anticuerpo también se puede modificar con un resto detectable, tal como biotina, al
que se puede unir especificamente una tercera molécula marcada, tal como estreptavidina. Véase Harlow y Lane,
Antibodies, A Laboratory Manual, Ch 14, Cold Spring Harbor Laboratory, NY (1988), incorporado en el presente
documento por referencia.
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B. Ensayos de unién competitiva:

Los ensayos de uniéon inmunolégicos pueden ser del tipo competitivo. La cantidad de analito presente en la muestra
se mide indirectamente mediante la medicién de la cantidad de un analito afiadido desplazado, o que compite lejos,
a partir de un agente de captura (anticuerpo o pepticuerpo) mediante el analito presente en la muestra. En un
ensayo de unién competitiva preferido, se afiade una cantidad conocida de analito, normalmente marcado, a la
muestra y después la muestra se pone en contacto con el agente de captura. La cantidad de analito marcado unido
al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion de analito presente en la muestra (Véase, Harlow y
Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cap. 14, pag. 579-583, ant).

En otro ensayo de unién competitiva preferido el agente de captura se inmoviliza sobre un sustrato sélido. La
cantidad de proteina unida al agente de captura se puede determinar bien mediante la medicion de la cantidad de la
proteina presente en un complejo proteina/anticuerpo o, como alternativa, mediante la medicién de la cantidad de
proteina remanente que no esta formando complejo. La cantidad de proteina puede detectarse mediante la provision
de una proteina marcada. Harlow y Lane (supra).

En otro ensayo de unién competitiva preferido méas se utiliza la inhibicién de hapteno Aqui, se inmoviliza un analito
conocido sobre un sustrato sélido. Se afiade una cantidad conocida de anticuerpo a la muestra y la muestra se
pone en contacto con el analito inmovilizado. La cantidad de anticuerpo unido al analito inmovilizado es
inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra. La cantidad de anticuerpo inmovilizado
se puede detectar mediante la deteccion de o bien la fraccién inmovilizada de anticuerpo o la fraccién que
permanece en solucion. La detecciéon puede ser directa cuando el anticuerpo esta marcado o indirecta mediante la
posterior adicion de un resto marcado que se une de manera especifica al anticuerpo como se ha descrito
anteriormente.

C. Utilizacién de ensayos de unién competitiva:

Los ensayos de unién competitiva se pueden usar para determinaciones de reaccién cruzada que permiten
determinar a los expertos en la técnica si un complejo de proteinas o de enzimas que es reconocido por un
pepticuerpo de la invencién es la proteina deseada y no una molécula de reaccion cruzada o para determinar si el
pepticuerpo es especifico del antigeno y no se une a antigenos no relacionados. En ensayos de este tipo, el
antigeno se puede inmovilizar a un soporte sélido y una mezcla de proteina desconocida se afade al ensayo, que
competira con la unién de los pepticuerpos a la proteina inmovilizada. La molécula de competicion también se une a
uno 0 mas antigenos no relacionados con el antigeno. La capacidad de las proteinas para competir con la unién de
los pepticuerpos al antigeno inmovilizado se compara con la unién mediante la misma proteina que se inmovilizé al
soporte solido para determinar la reactividad cruzada de la mezcla de proteinas.

D. Otros ensayos de unién

La presente invencion también proporciona procedimientos de inmunotransferencias tipo Western para detectar o
cuantificar la presencia de Ang-2 en una muestra. La técnica generalmente comprende separar proteinas de la
muestra mediante electroforesis en gel en base al peso molecular y transferir las proteinas a un soporte sélido
adecuado, tal como filtro de nitrocelulosa, un filtro de nailon o un filtro de nailon derivatizado La muestra se incuba
con los pepticuerpos o fragmento de los mismos que se unen especificamente a la Ang-2 y se detecta el complejo
resultante. Estos pepticuerpos pueden marcarse directamente o, como alternativa, pueden detectarse
posteriormente usando anticuerpo marcados que se unen especificamente al pepticuerpo.

Ensayos diagndsticos

Los agentes de union derivatizados, tales como péptidos y pepticuerpos o fragmentos de los mismos, de la presente
invencion son utiles para el diagndstico de afecciones o enfermedades caracterizadas por la expresion de Ang-2 o
subunidades, o en ensayos para controlar a los pacientes que se estan tratando con inductores de Ang-2, sus
fragmentos, agonistas o inhibidores de la actividad de Ang-2. Entre las pruebas diagnésticas para Ang-2 se incluyen
procedimientos que usan un pepticuerpo y un marcador para detectar Ang-2 en fluidos del cuerpo humano o
extractos de células o tejidos. Los pepticuerpos de la presente invencidén se pueden usan con o sin modificacion. En
un ensayo de diagnostico preferido, los pepticuerpos se marcaran mediante unién de, por ejemplo, una marca o una
molécula indicadora. Se conocen una amplia diversidad de marcas y moléculas indicadoras, alguna de las cuales ya
se han descrito en el presente documento. En particular, la presente invencion es util para la diagnosis de
enfermedad humana.

En la técnica se conocen diversos protocolos para medir las proteinas de Ang-2 que usan pepticuerpos especificos
para la proteina respectiva. Los ejemplos incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Se prefiere un
inmunoensayo de dos puntos basado en anticuerpos monoclonales usando anticuerpos monoclonales reactivos a
dos epitopos no interferentes sobre Ang-2, pero se puede emplear un ensayo de uniéon competitiva. Estos ensayos
se describen, por ejemplo, en Maddox y col., J. Exp. Med, 158:1211 (1983).

Con el fin de proporcionar una base para e diagnostico, habitualmente se establecen valores normales o
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convencionales para la expresion de Ang-2 humana. Esta determinaciéon se puede llevar a cabo mediante la
combinacion de fluidos corporales o extractos de células de sujetos normales, preferentemente humanos, con un
pepticuerpo para Ang-2, en condiciones adecuadas para la formacién de complejos que se conocen bien en la
técnica. La cantidad de formacién de complejo estandar se puede cuantificar mediante la comparacion de la unién
de los pepticuerpos a cantidades conocidas de proteina de Ang-2, tanto con muestras control como de enfermedad.
A continuacion, los valores convencionales obtenidos de muestras normales pueden compararse con los valores
obtenidos de muestras de sujetos potencialmente afectados por una enfermedad. La desviacion entre los valores
convencionales y del sujeto sugiere un papel para Ang-2 en el estado patolégico.

Para aplicaciones de diagnéstico, en ciertas realizaciones los pepticuerpos o péptidos de la presente invencion
tipicamente se marcaran con un resto detectable. El resto detectable puede ser uno cualquiera que sea capaz de
producir, bien directa o indirectamente, una sefal detectable. Por ejemplo, el resto detectable puede ser un
radiois6topo, tal como ®H, C, P, *s 0 '], un compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato
de fluoresceina, rodamina o luciferina; o una enzima, tal como fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o peroxidasa de
rabano. Bayer y col., Meth. Enz., 184: 138-163, (1990).

Enfermedades

La presente invencidn proporciona un agente de unién que es un pepticuerpo que comprende la SEC ID N¢ 25 que
se une a Ang-2, que es util para el tratamiento de enfermedades y afecciones patoldégicas humanas. Los agentes
que modulan la actividad de unién de Ang-2, u otra actividad celular, se pueden usar en combinacién con otros
agentes terapéuticos para potenciar sus efectos terapéuticos o disminuir los efectos secundarios potenciales.

En un aspecto, la presente invencidon proporciona reactivos y procedimientos Utiles para el tratamiento de
enfermedades y afecciones caracterizadas por niveles no deseables o aberrantes de actividad de Ang-2 en una
célula. Estas enfermedades incluyen canceres y otras afecciones hiperproliferativas, tales como hiperplasia,
psoriasis, dermatitis de contacto, trastornos inmunolégicos e infertilidad.

Composiciones Farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de agentes de unién especifica de Ang-2 tales como pepticuerpos estan dentro
del ambito de la presente invencion. Las composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos se describen
con detalle en, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n® 6.171.586, de Lam y col., emitida el 9 de enero de
2001. Tales composiciones comprenden una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un agente de unién
especifica, tal como se describe en el presente documento en mezcla con un agente farmacéuticamente aceptable.
Las composiciones farmacéuticas pueden comprender agentes de unién especifica antagonistas que modulan
parcialmente o completamente al menos una actividad biolégica de Ang-2 en mezcla con un agente
farmacéuticamente aceptable. Tipicamente, los agentes de union especifica estaran suficientemente purificados
para la administracion a un animal.

La composicién farmacéutica puede contener materiales de formulacién para modificar, mantener o conservar. por
ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la transparencia, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la
estabilidad, la velocidad de disolucion o liberacion, la adsorcién o penetracion de la composicion. Los materiales de
formulacion adecuados incluyen, entre otros, aminoacidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o
lisina); agentes antimicrobianos; antioxidantes (tales como acido ascorbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de
sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos, otros acidos organicos); agentes de
carga (tales como manitol o glicina), agentes quelantes (tales como &cido etilendiaminotetraacético (EDTA));
agentes de formacion de complejos (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-
ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacaridos y otros hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa o
dextrinas); proteinas (tales como albimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas); agentes colorantes; agentes
aromatizantes y de dilucién; agentes emulsionantes; polimeros hidrofilos (tales como polivinilpirrolidona);
polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones de formacién de sal (tal como sodio); conservantes (tales como
cloruro de benzalconio, acido benzoico, &cido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido so6rbico o perdxido de hidrogeno); disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o
polietilenglicol); alcoholes de azicar (tales como manitol o sorbitol); agentes de suspension; tensioactivos o agentes
humectantes (tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitano, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato
80, tritdn, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores de la estabilidad (sacarosa o sorbitol);
agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metal alcalino (preferentemente cloruro de sodio o
potasio, manitol sorbitol); vehiculos de administracion; diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos.
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Com-pany, 1990).

La composicion farmacéutica 6ptima la determinara un experto en la técnica dependiendo de, por ejemplo, la via de
administracion pretendida, el formato de liberacion y la dosificacion deseada. Véase por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, ant. Dichas composiciones pueden influir sobre el estado fisico, la estabilidad, la velocidad
de la liberacion in vivo y la velocidad del aclaramiento in vivo del agente de union especifico.

El vehiculo o portador primario en una composicién farmacéutica puede ser de naturaleza acuosa o no acuosa. Por
ejemplo, un vehiculo o portador adecuado puede ser agua para inyeccion, solucion salina fisiolégica o liquido
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cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales habituales en composiciones para la
administracion parenteral. Otros ejemplos de vehiculos son solucién salina tamponada neutra o solucién salina
mezclada con albumina sérica. Otros ejemplos de omposiciones farmacéuticas comprenden tampon Tris de
aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampén acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que puede incluir ademas sorbitol
o un sustituto adecuado del mismo. Pueden prepararse composiciones de agentes de union para almacenamiento
mezclando la composicion seleccionada que tiene el grado de pureza deseado con agentes de formulacion
opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, ant) en forma de una torta liofilizada o una solucién acuosa.
Ademas, el producto de agente de unién puede formularse como liofilizado usando excipientes apropiados tales
Ccomo sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas pueden seleccionarse para administracion parenteral. Como alternativa, las
composiciones pueden seleccionarse para inhalacion o para liberacion enteral tal como por via oral, por via auditiva,
por via oftalmica, por via rectal por via vaginal. La preparacion de tales composiciones farmacéuticamente
aceptables esta dentro de los conocimientos de la técnica.

Los componentes de formulacién estan presentes en concentraciones que son aceptables para el sitio de
administracion. Por ejemplo, se usan tampones para mantener la composicién a pH fisiolégico o a pH ligeramente
inferior, normalmente dentro de un intervalo de pH de desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 8.

Cuando se considera la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso en la presente
invencion pueden estar en forma de una solucién acuosa, parenteralmente aceptable, libre de pirégenos, que
comprende el agente de unién especifica deseado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo
particularmente adecuado para inyeccion parenteral es agua destilada estéril en la que un agente de unién se
formula como una solucion isoténica, estéril, conservada de manera apropiada. Otra preparacién mas puede implicar
la formulacién de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bioerosionables,
compuestos poliméricos (acido polilactico), acido poliglicélico)), perlas o liposomas, que proporciona la liberacién
controlada o sostenida del producto que, por tanto, puede administrarse por medio de una inyeccién de liberacion
lenta. También puede usarse acido hialuronico y esto puede tener el efecto de estimular la duracion sostenida en la
circulacion. Otros medios adecuados para la introduccion de la molécula deseada incluyen dispositivos de
administracion de farmacos implantables.

En otro aspecto, pueden formularse formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracién parenteral en
soluciones acuosas, preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como solucién de Hank,
solucion de Ringer o solucidn salina tamponada fisiolégicamente. Las suspensiones inyectables acuosas pueden
contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol,
o dextrano. Adicionalmente se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como suspensiones
oleosas para inyeccion adecuadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites grasos tales
como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo, triglicéridos, o liposomas.
También pueden usarse para la liberacion aminopolimeros policatiénicos no lipidicos. Opcionalmente, la suspension
también puede contener estabilizantes o0 agentes adecuados para aumentar la solubilidad de los compuestos y
permitir la preparacién de soluciones muy concentradas.

Una composicion farmacéutica puede formularse para inhalaciéon. Por ejemplo, un agente de unién puede formularse
como polvo seco para inhalacién. También pueden formularse soluciones para inhalacién de moléculas de acido
nucleico o de polipéptido con un agente propelente para la liberacién de aerosol. En otra realizacién mas, pueden
nebulizarse soluciones. Se describe ademas la administracién pulmonar en la solicitiud de PCT n.2
PCT/US94/001875, que describe la liberacion pulmonar de proteinas quimicamente modificadas.

También se contempla que ciertas formulaciones pueden administrarse por via oral. Se pueden formular moléculas
de agente de union que se administran de este modo con o sin los vehiculos usados normalmente en la composicién
de formas de dosificacion solidas, tales como comprimidos y capsulas. Por ejemplo, puede disefiarse una capsula
para liberar la parte activa de la formulacion en el punto del tracto gastrointestinal en el que se maximiza la
biodisponibilidad y se minimiza la degradacion presistémica. Pueden incluirse agentes adicionales para facilitar la
absorcion de la molécula de agente de unién. También pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo
punto de fusién, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspension, agentes de disgregacion de comprimidos y
aglutinantes.

Composiciones farmacéuticas para administracion oral también se pueden formular usando soportes
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica con posologias adecuadas para la administracion oral.
Dichos soportes permiten formular las composiciones farmacéuticas en forma de comprimidos, pildoras, grageas,
capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones y similares, para ingestion por el paciente.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener mediante combinacién de compuestos activos
con excipientes sélidos y procesando la mezcla de granulos resultante (opcionalmente después de moler), para
obtener comprimidos o o nlcleos de grageas. Si se desea pueden afadirse agentes auxiliares adecuados.
Excipientes adecuados incluyen cargas de hidratos de carbono o proteinas, tales como azlcares, incluyendo
lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, patata u otras plantas; celulosa, tal como
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa o carboximetilcelulosa sédica; gomas, incluyendo ardbiga y tragacanto; y
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proteinas, tales como gelatina y colageno. Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes o solubilizantes,
tales como la polivinilpirrolidona reticulada, agar y acido alginico o una sal de los mismos, tal como alginato de sodio.

Los ndcleos de grageas se pueden usar junto con recubrimientos adecuados, tales como soluciones de azlcar
concentrado, que también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol
y/o didxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados 0 mezclas de disolventes. Se pueden
anadir colorantes o pigmentos a los recubrimientos de comprimidos o grageas para la identificacion de productos o
para caracterizar la cantidad de compuesto activo, es decir dosificacion.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral también incluyen capsulas duras fabricadas de
gelatina, asi como capsulas blandas selladas fabricadas de gelatina y un revestimiento tal como glicerol o sorbitol.
Las cépsulas duras pueden contener ingredientes activos mezclados con cargas o aglutinantes, tales como lactosa o
almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y, opcionalmente, estabilizantes. En cépsulas
blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites
grasos, liquido o polietilenglicol liquido con o sin estabilizantes.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de agente de unidon en una mezcla con
excipientes no téxicos que son adecuados para la fabricacion de comprimidos. Mediante la disolucién de los
comprimidos en agua estéril, u otro vehiculo apropiado, pueden prepararse disoluciones en forma de dosis unitaria.
Los excipientes adecuados incluyen, entre otros, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o
bicarbonato de sodio, lactosa o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales como almidén, gelatina o goma
arabiga; o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para los expertos en la técnica, incluyendo
formulaciones que implican moléculas de agente de unién en formulaciones de liberaciéon sostenida o controlada.
Los expertos en la técnica conocen también técnicas para formular una variedad de otros medios de liberacion
sostenida o controlada, tales como vehiculos de liposoma, microparticulas bioerosionables o perlas porosas e
inyecciones de liberacion lenta. Véase por ejemplo, el documento PCT/US93/00829 que describe la liberacion
controlada de microparticulas poliméricas porosas para la liberacion de composiciones farmacéuticas. Ejemplos
adicionales de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices de polimero semipermeables en forma de
articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacion sostenida pueden incluir
poliésteres, hidrogeles, polilactidos (documentos U.S. 3.773.919, EP 58,481), copolimeros de acido L-glutamico y
gamma etil-L-glutamato [Sidman y col, Biopolymers, 22:547-556 (1983)], poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) [Langer y
col, J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277, (1981); y [Langer y col, Chem. Tech., 12:98-105(1982)], acetato de
etilenvinilo (Langer y col., ant.) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (documento EP 133,988). Las composiciones de
liberacion sostenida también incluyen liposomas, que pueden prepararse mediante cualquiera de varios
procedimientos conocidos en la técnica. Véase por ejemplo, Eppstein y col, PNAS (EE.UU.), 82:3688 (1985);
documento EP 36.676; documento EP 88.046; documento EP 143.949.

La composicion farmacéutica que se va a usar para la administracién in vivo normalmente debe ser estéril. Esto
puede realizarse mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles. Si la composicion esté liofilizada,
la esterilizacién usando este procedimiento puede realizarse o bien antes de o bien tras la liofilizacion y
reconstitucion. La composicion para la administracion parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en
solucion. Ademas, las composiciones parenterales se colocan generalmente en un recipiente que tiene un orificio de
acceso estéril, por ejemplo, un vial o bolsa de disolucién intravenosa que tiene un tapén perforable mediante una
aguja de inyeccién hipodérmica.

Una vez que se ha formulado la composicién farmacéutica, puede almacenarse en viales estériles como solucion,
suspension, gel, emulsién, sdlido o un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones pueden almacenarse o
bien en forma lista para su uso o bien en forma (por ejemplo, liofilizada) que requiere la reconstitucion antes de la
administracion.

Se pueden contemplar kit para producir una administracién monodosis. Los kits pueden contener cada uno tanto un
primer recipiente que tiene una proteina secada como un segundo recipiente que tiene una formulacion acuosa. kits
pueden contener jeringas precargadas de una Unica camara o multiples camaras (por ejemplo, jeringas de liquidos y
liojeringas).

Una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que va a emplearse terapéuticamente dependera, por
ejemplo, de los objetivos y contexto terapéuticos. Un experto en la técnica apreciara que los niveles de dosificacion
apropiados para el tratamiento variaran, por tanto, dependiendo , en parte, de la molécula liberada, la indicacion
para la que estd usandose la molécula de agente de union, la via de administracién y el tamafo (peso corporal,
superficie corporal o tamarno del drgano) y estado (la edad y salud general) del paciente. Por consiguiente, el
médico puede valorar la dosificacion y modificar la via de administracién para obtener el efecto terapéutico éptimo.
Una dosis diaria tipica podria variar de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente100 mg/kg o mas, en
funcién de los factores mencionados anteriormente. En otras realizaciones, la dosificacién puede variar desde 0,1
mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o de 1 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg; o de 5 mg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg.
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Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente bien en ensayos de
cultivo celular o en modelos animales, tales como ratones, ratas, conejos, perros, cerdos 0 monos. Un modelo
animal también se puede usar para determinar el intervalo de concentraciones adecuado y la via de administracién.
Tal informacion se puede usar después para determinar dosis Utiles y vias de administraciéon en seres humanos.

La dosificacién exacta se determinara a la luz de los factores relacionados con el sujeto que requiere el tratamiento.
La dosificacion y la administracion se ajustan para proporcionar niveles suficientes del compuesto activo o para
mantener el efecto deseado. Entre los factores que se pueden tener en cuenta se incluyen la gravedad de la
enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la hora y la frecuencia de
administracion, la(s) combinaciones de farmacos, las sensibilidades de la reaccion y la respuesta al tratamiento. Las
composiciones farmacéuticas de accién prolongada se pueden administrar cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez
cada dos semanas dependiendo de la semivida y el indice de aclaramiento de la formulacién concreta.

La frecuencia de la dosificacién dependera de los parametros farmacocinéticos de la molécula de agente de union
en la formulacién usada. Normalmente, una composicién se administra hasta que se alcanza una dosificacién que
logra el efecto deseado. Por tanto, la composicién puede administrarse como dosis Unica, o0 como dosis mdltiple (en
las concentraciones/dosificaciones iguales o diferentes) con respecto al tiempo o como infusién continua. De
manera rutinaria Se realiza un perfeccionamiento adicional de la dosificacién apropiada. Pueden comprobarse
dosificaciones apropiadas mediante el uso de datos de respuesta a la dosis apropiados.

La via de administracién de la composicién farmacéutica ss segun los procedimientos conocidos, por ejemplo por via
oral, a través de inyeccion por vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimatosa),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, intralesional, medios intramedular,
intratecal, intraventricular, transdérmico, subcutaneo, intraperitoneal, intranasal, enteral, tépico, sublingual, uretral,
vaginal o rectal, mediante sistemas de liberacion sostenida o mediante dispositivos de implantacion. Cuando se
desee, las composiciones pueden administrarse mediante inyeccion en bolo o de manera continua mediante
infusion, o mediante dispositivo de implantacion.

Como alternativa o adicionalmente, la composicion puede administrarse por via local por medio de implantacién de
una membrana, esponja u otro material apropiado sobre el que se ha absorbido o encapsulado la molécula deseada.
Cuando se usa un dispositivo de implantacion, el dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u 6rgano
adecuado, y la administracion de la molécula deseada puede ser por medio de difusién, bolo de liberacién gradual o
administracion continua.

En algunos casos puede ser deseable usar composiciones farmacéuticas de manera ex vivo. En tales casos, las
células, los tejidos u 6rganos que se han extraido del paciente se exponen a las composiciones farmacéuticas tras lo
cual las células, los tejidos y/u 6rganos se implantan posteriormente de nuevo en el paciente.

En otros casos, un agente de unién de la presente invencién, tal como un pepticuerpo, puede liberarse mediante la
implantacion de ciertas células que se han modificado mediante ingenieria genética, usando procedimientos tales
como los descritos en el presente documento, para expresar y secretar el polipéptido. Tales células pueden ser
células animales o humanas, y pueden ser autélogas, heterélogas o xenogénicas. Opcionalmente, las células
pueden inmortalizarse. Con el fin de reducir la probabilidad de una respuesta inmunolégica, las células pueden
encapsularse para evitar la infiltracion de tejidos circundantes. Los materiales de encapsulacion son, normalmente,
membranas o envolturas poliméricas, semipermeables, biocompatibles que permiten la liberacién del (de los)
producto(s) de proteina pero evitan la destruccion de las células mediante el sistema inmunitario del paciente o
mediante otros factores perjudiciales de los tejidos circundantes.

Terapia de combinacioén

Los agentes de unién especifica de la invencién (tales como pepticuerpos) se pueden utilizar en combinacién con
otros agentes terapéuticos en el tratamiento de enfermedades asociadas a la expresién de Ang-2. Estos otros
agentes terapéuticos incluyen, por ejemplo tratamiento por radiaciéon, quimioterapia, y terapias dirigidas tal como
Herceptin™, Rituxan™, Gleevec™, y similares. Las terapias de combinacién adicionales no enumeradas
especificamente en el presente documento también estan dentro del ambito de la presente invencion.

Por tanto, la invencion incluye la administracion de uno o mas agentes de union especifica de la invencién
administrados al mismo paciente en combinaciéon con uno o mas agente(s) adicionales adecuados, administrandose
cada uno de acuerdo con un régimen adecuado para dicho medicamento. Esto incluye la administracién concurrente
de un agente de union especifica de la invenciéon y uno o mas agentes adecuados. Como se usa en el presente
documento, las expresiones “administrado de forma concurrente” y “administracién concurrente” abarcan la
administracion sustancialmente simultdnea de uno o mas agentes de unién especifica (tal como un péptido o
pepticuerpo) de acuerdo con la invencion y uno o mas agentes de unidn especifica adicionales.

Como se usa en el presente documento, la expresion administraciom “de forma no concurrente” abarcan la
administracion de uno o0 mas agentes de unién selectivos (tal como un péptido o pepticuerpo) de acuerdo con la
invencion y uno o mas agentes de union especifica adicionales, en diferentes momentos, en cualquier orden,
solapando o no. Esto incluye, entre otros, tratamiento secuencia (tal como pretratamiento, postratamiento o
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tratamiento solapante) con los componentes de la combinacién, asi como regimenes en los que los farmacos se
alternan o en los que un compuesto se administra a largo plazo y el(los) otro(s) se administran de forma intermitente.
Los componentes se pueden administrar en las mismas o distintas composiciones y por las mismas o diferentes vias
de administracion.

El tratamiento con quimioterapia puede emplear agentes antineoplasicos, incluidos, por ejemplo, agentes
alquilantes, que incluyen: mostazas de nitrégeno, tales como meclor-etamina, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan y
clorambucilo; nitrosoureas, tales como carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), y semustina (metil-CCNU);
etileniminas/metilmelamina  tales como ftrietienmelamina (TEM), ftrietileno, tiofosforamida (tiotepa),
hexametilmelamina (HMM, altretamina); sulfonatos de alquilo tales como busulfan; triazinas tales como dacarbazina
(DTIC); antimetabolitos que incluyen analogos de acido félico, tales como metotrexato y trimetrexato, analogos de
pirimidina, tales como 5-fluorouracilo, fluorodeoxiuridina, gemcitabina, citosina arabinésido (AraC, citarabina), 5-
azacitidina, 2,2’-difluorodeoxicitidina, analogos de purina tales como 6 mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina, 2’
desoxicoformicina (pentostatina), eritrohidroxinoniladenina (EHNA), fludarabina fosfato, y 2-clorodeoxiadenosina
(cladribina, 2-CdA); productos naturales que incluyen farmacos antimitéticos tales como paclitaxel, alcaloides de
vinca, incluyendo vinblastina (VLB), vincristina, y vinorelbina, taxotere, estramustina, y estramustina fosfato;
pipodophilotoxinas tales como etopésido y tenipdsido; antibidticos, tales como actimomcina D, daunomicina
(rubidomicina), doxorubicina, mitoxantrona, idarubicina, bleomicinas, plicamicina (mitramicina), mitomicina C, y
actinomicina; enzimas tales como L-asparaginasa; modificadores de la respuesta biolégica tales como interferon-
alfa, IL-2, G CSF y GM-CSF; agentes varios, que incluyen complejos de coordinacién de platino tales como
cisplatino y carboplatino, antracenedionas tales como mitoxantrona, urea sustituida tales como hidroxiurea,
derivados de metilhidrazina que incluyen N-metilhidrazina (MIH) y procarbazina, supresores adrenocorticales tales
como mitotano (o,p-DDD) y aminoglutetimida; hormonas y antagonistas incluyendo antagonistas
adrenocorticosteroides tales como prednisona y equivalentes, dexametasone y aminoglutetimida; progestina tales
como hidroxiprogesterona caproato, medroxiprogesterona acetato y megestrol acetato; estrogeno tales como
dietilstilbestrol y equivalentes de etinil estradiol; antiestrogeno tales como tamoxifeno; andrégenos incluyendo
testosterona propionato y equivalentes de fluoximesterona; antiandrégenos tales como flutamida, analogos de
hormonas que liberan gonadotropina y leuprolida; y non-steroidal antiandrégenos no esteroides tales como
flutamida.

La terapia de combinacion con factores de crecimiento pueden incluir citoquinas, linfoquinas, factores de
crecimiento, u otros factores hematopoyéticos tales como M-CSF, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, IL-3, BL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IFN, TNFO, TNF1, TNF2, G-CSF, Meg-CSF,
GM-CSF, trombopoyetina, factor de células madre y eritropoyetina. Otras composiciones pueden incluir
angiopoyetinas conocidas, por ejemplo Ang-1, -2, -4, -Y, y/o el polipéptido de tipo Ang y/o factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). Los factores de crecimiento incluyen angiogenina, proteina-1 morfogénica de hueso,
proteina-2 morfogénica de hueso, proteina-3 morfogénica de hueso, proteina-4 morfogénica de hueso, proteina 5
morfogénica de hueso, proteina-6 morfogénica de hueso, proteina-7 morfogénica de hueso, proteina-8 morfogénica
de hueso, proteina-9 morfogénica de hueso, proteina-10 morfogénica de hueso, proteina-11 morfogénica de hueso,
proteina-12 morfogénica de hueso, proteina-13 morfogénica de hueso, proteina-14 morfogénica de hueso, proteina-
15 morfogénica de hueso, receptor de proteina IA morfogénica de hueso, proteina receptor IB morfogénica de
hueso, factor neurotréfico derivado de cerebro, factor neurotréfico ciliar, receptor del factor neutréfico ciliar, factor 1
quimiotactico neutrofilo inducido por citoquinas, neutréfilo inducido por citoquinas, factor 2 quimiotactico, factor 2
quimiotactico neutrofilo inducido por citoquinas, factor de crecimiento de células endoteliales, endotelial 1, factor de
crecimiento epidérmico, atrayente de neutréfilos derivado del epitelio, factor de crecimiento 4 de fibroblastos 4, factor
5 de crecimiento de fibroblastos, factor 6 de crecimiento de fibroblastos, factor 7 de crecimiento de fibroblastos,
factor 8 de crecimiento de fibroblastos, factor 8b de crecimiento de fibroblastos, factor 8c de crecimiento de
fibroblastos, factor 9 de crecimiento de fibroblastos, factor 10 de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento de
fibroblastos acido, factor de crecimiento de fibroblastos basico, receptor-1 del factor neutréfico derivado de la linea
celular glial, receptor-2 del factor neutréfico derivado de la linea celular glial, proteina, relacionada con el
crecimiento, proteina-1 relacionada con el crecimiento, proteina-2 relacionada con el crecimiento, proteina-3
relacionada con el crecimiento, factor de crecimiento epidérmico de union a heparina, receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos, factor | de crecimiento de tipo insulina, receptor del factor de crecimiento de tipo insulina,
factor Il de crecimiento de tipo insulina, proteina de unién del factor de crecimiento de tipo insulina, factor de
crecimiento de queratinocitos, factor inhibidor de leucemia, receptor-1 del factor inhibidor de leucemia, factor de
crecimientote los nervios, receptor del factor de crecimiento de los nervios, neurotrofina-3, neurotrophin-4, factor de
crecimiento de placenta, factor 2 de crecimiento de placenta, factor de crecimiento de células endoteliales derivado
de plaquetas, factor de crecimiento derivado de plaquetas, cadena del factor A de crecimiento derivado de
plaquetas, factor AA de crecimiento derivado de plaquetas, factor AB de crecimiento derivado de plaquetas , cadena
del factor B de crecimiento derivado de plaquetas, factor BB de crecimiento derivado de plaquetas, receptor-1 del
factor de crecimiento derivado de plaquetas, receptor-2 del factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de
estimulacién de del crecimiento de las células pre-B, factor de las células del tronco, receptor del factor de las
células del tronco, factor 1 de crecimiento de transformacion, factor 2 de crecimiento de transformacion, factor 1 de
crecimiento de transformacién, factor 1.2 de crecimiento de transformacion, factor 3 de crecimiento de
transformacion, factor 5 de crecimiento de transformacion, factor 1 de crecimiento de transformacion latente,
proteina | de union al factor 1 de crecimiento de transformacién, proteina Il de unién al factor 1 de crecimiento de
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transformacion, proteina Ill de unién al factor 1 de crecimiento de transformacién, tipo | del receptor del factor de
necrosis tumoral, tipo Il del receptor del factor de necrosis tumoral, receptor del activador de plasmindgeno de tipo
uroquinasa, factor de crecimiento endotelial vascular, y proteinas quiméricas y sus fragmentos bioldgica o
inmunolégicamente activos.

Se apreciara que los agentes de unién especifica (tales como péptidos o pepticuerpos) de la invencion se pueden
administrar con uno o mas agentes antiinflamatorios. Como se usa en el presente documento, la expresién “agente
antiinflamatorio” se refiere, en general, a un agente que reduce la inflamaciéon o tumefacciéon en un paciente. En el
presente documento se citan numerosos agentes antiinflamatorios, pero se apreciard que puede haber agentes
antiinflamatorios adicionales no citados especificamente en el presente documento, pero que entran dentro de la
presente invencion.

El agente antiinflamatorio puede ser, por ejemplo, un compuesto que inhibe la interaccién de citoquinas inflamatorias
con sus receptores. Ejemplos de inhibidores de ciroquinas utiles en combinacién con los agentes de unién especifica
de la invencion incluyen, por ejemplo, antagonistas (tales como anticuerpos) de TGF-B, asi como antagonistas (tales
como anticuerpos) dirigidos contra interleuquinas implicadas en la inflamacién. Dichas interleuquinas se describen
en el presente documento e incluyen, preferentemente, entre otros, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-17, e IL-18. Véase Feghali, y col., Frontiers in Biosci., 2:12-26 (1997).

Los agentes de unién especifica de la invencion también s epueden administrar en combinacién con inhibidores de
la proteina quinasa A de tipo 1 para potenciar la proliferacion de células T en pacientes infactados por VIH que estan
recibiendo terapia antiretroviral.

Los factores de crecimiento neural (NGF) también se pueden combinar con los agentes de unién especifica de la
invencion para tratar ciertas afecciones. Dichas afecciones incluyen enfermedades neurodegenerativas, lesiones de
la médula espinal y esclerosis mdltiple. Otras afecciones que se pueden tratar con esta combinacién son glaucoma y
diabetes.

Una terapia de combinacién preferida se refiere a un agente de union especifica de la invencién administrado a un
paciente en combinacién con uno o mas inhibidor adecuado de la IL-1. Inhibidores de la IL-1 incluyen, entre otros,
fragmentos peptidicos de IL-1 de unidn al receptor, anticuerpos dirigidos contra IL-1 o IL-1 beta o el receptor de tipo
1 de IL-1, y proteinas recombinantes que comprenden todo o partes de los receptors de IL-1 o variantes modifcadas
de los mismos, incluidas muteinas genéticamente modificaas, formas multiméricas y formulaciones de liberacion
sostenida. Antagonistas especificos incluyen polipéptidos de IL-1ra, inhibidores de la enzima convertidora de IL-1
beta (ICE), anticuerpos antagonistas del receptor de IL-1 de tipo 1, formas de unién a IL-1 del receptor 1 de la IL-1 y
del receptor de tipo Il de IL-1, anticuerpos frente a IL-1, incluidosiIL-1 alfa e IL-1 beta y otros miembros de la familia
de IL-1 u un terapéutico conocido como IL-1 Trap (Regeneron). Los polipéptidos de IL-1ra incluyen las formas de IL-
1ra descritas en la patente de EE.UU. n® 5.075.222 y formas modificadas y variants, incluidas las descritas en los
documentos U.S. 5.922.573, WO 91/17184, WO 92 16221, y WO 96 09323. Inhibidores de la enzima convertidora de
IL-1 beta (ICE) incluyen inhibidores de ICE de peptidilo y de molécula pequefa, incluidos los descritos en las
solicitudes de patente PCT WO 91/15577; WO 93/05071; WO 93/09135; WO 93/14777 y WO 93/16710; y la solicitud
de patente europea 0 547 699. Los compuestos no peptidilo incluyen los descritos en solicitud de patente PCT WO
95/26958, la patente de EE.UU. n® 5.552.400, la patente de EE.UU. n® 6.121.266, y Dolle y col., J. Med Chem., 39,
pp. 2438-2440 (1996). Otros inhibidores de ICE se describen en las patentes de EE.UU. n? 6.162.790. 6.204.261.
6.136.787. 6.103.711. 6.025.147. 6.008.217. 5.973.111. 5.874.424. 5.847.135. 5.843.904. 5.756.466. 5.656.627.
5.716.929. Las formas de union a IL-1 del receptor de Type | de IL-1 y del receptor de tipo Il de IL-1 se describen en
las patentes de EE.UU. n® 4.968.607, 4.968.607, 5.081.228, Re 35.450, 5.319.071 y 5.350.683. Otros antagonistas
de IL-1 adecuados incluyen, entre otros, péptidos derivados de la IL-1 que son capaces de unirse de forma
competitive al receptor de senalizacion de IL-1, IL-1 R de tipo I. Guias adicionales sobre ciertos antagonistas de |L-1
(y otra citoquina) se pueden encontrar en la patente de EE.UU. n® 6.472.179.

Adicionalmente, los inhibidores de TNF son adecuados e incluyen, entre otros, fragmentos peptidicos de unién al
receptor de TNFaq, oligonucledtidos antisentido o ribozimas que inhiben la aproducciéon de TNFa, anticuerpos
dirigidos contra TNFa y proteinas recombinantes que comprenden todo o partes de los receptors de TNFa o
variantes modifcadas de los mismos, incluidas muteinas genéticamente modificadas, formas multiméricas y
formulaciones de liberacion sostenida. También son adecuados los inhibidores de TACE (enzima convertidora del
factor o de necrosis tumoral), tales como TAPI (Immunex Corp.) y GW-3333X (Glaxo Wellcome Inc.). También son
adecuadas las moléculas que inhiben la formacion del complejo IgA-a4AT, tal como los péptidos divulgados en el
documento EP 0 614 464 B, o anticuerpos contra este complejo. Moléculas adicionalmente adecuadas incluyen,
entre otros, disacaridos inhibidores del TNFa, derivados sulfatados de glucosamina, u otros hidratos de carbono
similares descritos en la patente de EE.UU. n® 6.020.323. Otras moléculas adecuadas incluyen inhibidores
peptidicos del TNFa en las patentes de EE.UU. n? 5.641.751 y 5.519.000, y los péptidos que contienen D-
aminodcidos descritos en la patente de EE.UU. n® 5.753.628. Ademas, los inhibidores de la enzima convertidora de
TNFa también son adecuados. El documento WO 01/03719 describe otros agents adicionales que se pueden usar
en combinacion de acuerdo con la invencién.

Otros compuestos adecuados mas incluyen, entre otros, moléculas pequenas, tales como talidomida o analogos de
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la talidomida, pentoxifilina o inhibidores de la matriz metaloproteinasa (MMP) u otras moléculas pequenas.
Inhibidores de MMP adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, los descritos en las patentes de EE.UU. n®
5.883.131, 5.863.949 y 5.861.510, asi como compuestos mercaptoalquilpeptidilo, tal como se describe en la patente
de EE.UU. n® 5.872.146. Otras moléculas pequefas capaces de reducir la produccién de TNFa incluyen, por
ejemplo, las moléculas descritas en las patentes de EE.UU. n® 5.508.300, 5.596.013 y 5.563.143. Moléculas
pequenas adicionales adecuadas incluyen, entre otras, inhibidores de MMP tal como se describe en las patentes de
EE.UU. n® 5.747.514 y 5.691.382, asi como derivados de acido, tales como los descritos en la patente de EE.UU. n®
5.821.262. Otras moléculas adecuadas incluyen, por ejemplo, moléculas pequenas que inhiben la fosfodiesterasa IV
y la produccién de TNFa, tal como derivados de oxima sustituidos (documento WO 96/00215), quinolina
sulfonamidas (patente de EE.UU. n? 5.834.485), derivados de arilfurano (documento WO 99/18095) y derivados
heterobiciclicos (documentos WO 96/01825; GB 2 291 422 A). También son Utiles los derivados de tiazol que
suprimen el TNFa y el IFN. (documento WO 99/15524), asi como los derivados de xantina que suprimen el TNFa y
oytras citoquinas proinflamatorias (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n® 5.118.500. 5.096.906 y 5.196.430).
Moléculas pequias adicionales Utiles para tratar las afecciones descritas en el presente documento incluyen las
divulgadas en la patente de EE.UU. n® 5.547.979.

Otros ejemplos de farmacos y tipos de farmacos que se pueden administrar mediante terapia de combinacion
incluyen, entre otros, antivirales, antibiéticos, analgésicos (p. ej., acetaminofen, codeina, napsilato de propoxifeno,
clorhidrato de oxicodona, bitartrato de hidrocodona, tramadol), corticosteroides, antagonistas de citoquinas
inflamatorias, farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad (DMARD), farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) y farmacos antirreumaticos de accioén lenta (SAARD).

Ejemplos de farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad (DMARD) incluyen, entre otros: Rheumatrex™
(metotrexato); Enbrel® (etanercept); Remicade® (infliximab); Humira™ (adalimumab); Segard® (afelimomab);
Arava™ (leflunomida); Kinere™ (anakinra); Arava™ (leflunomida); D-penicilamina; Myochrysine; Plaquenil;
Ridaura™ (auranofin); Solganal; lenercept (Hoffman-La Roche); CDP870 (Celltech); CDP571 (Celltech), asi como
los anticuerpos descritos en el documento EP 0 516 785 B1, patente de EE.UU. n? 5,656,272, documento EP 0 492
448 A1; onercept (Serono; n® reg. CAS 199685-57-9); MRA (Chugai); Imuran™ (azatioprina); inhibidores de NFKB;
Cytoxan™ (ciclofosfamida); ciclosporina; sulfato de hidroxicloroquina; minociclina; sulfasalazina; y compuetsos de
oro, tales como oro oral, tiomalato sédico de oro y aurotioglucosa.

Otras moléculas adecuadas incluyen, por ejemplo, TNFR solubles, derivadas delas regiones extracelulares de las
moléculas receptoras de TNFa distintas a los TNFR p55 y p75, tales como, por ejemplo, el TNFR descrito en el
documento WO 99/04001, incluidos TNFR-Ig derivados de este TNFR. Inhibidores de TNFa adecuados adicionales
son adecuados para usar como se ha descrito en el presente documento. Estos incluyen el uso de, no solo un
anticuerpo contra TNFa o TNFR como se ha descrito en el presente documento, sino también un péptido derivado
de TNFa que puede actuar como inhibidor competitivo de TNFa (como los descritos en la patente de EE.UU.
5,795,859 o la patente de EE.UU. 6.107.273), proteinas de fusion TNFR-IgG, tal como una que contiene la porcién
extracelular del receptor de p55 TNFa, un TNFR soluble distinto a la proteina de fusion de IgG, u otras moléculas
que reducen los niveles de TNFa enddgenos, tales como inhibidores de la enzima convertidora de TNFa (véase, por
ejemplo el documento U.S. 5.594.106), o moléculas pequelas o inhibidores de TNFa, una serie de los cuales se
describe en el presente documento.

Con respecto a los anticuerpos frente al TNF, aunque un profesional sanitario experto determinara la dosis 6tima de
acuerdo con las necsiades especificas del paciente, un ejemplo de intervalo de dosis preferida para un anticuerpo
contra TNFa es de 0,1 a 20 mg/kg, y, mas preferentemente es 1-10 mg/kg. Otro intervalo de dosis preferida para un
anticuerpo contra TNFa es de 0,75 a 7,5 mg/kg de peso corporal.

La presente invencién también puede usar un agente de union especifica y cualquiera de uno o mas de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Los AINE deben su accién antiinflamatoria, al menos en parte, a la
inhibicion de sintesis de prostaglandinas. Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics,
MacMillan 72 Edicién (1985). Los AINE se puede caracterizar en nueve grupos. (1) derivados de acido salicilico; (2)
derivados de acido propidnico; (3) derivados de acido acético; (4) derivados de acido fenamico; (5) derivados de
acido carboxilico; (6) derivados de acido butirico; (7) oxicams; (8) pirazoles y (9) pirazolonas. Ejemplos de AINE
incluyen, entre otros: Anaprox™, Anaprox DS™ (naproxeno sédico); Ansaid™ (flurbiprofeno); Arthrotec™
(diclofenaco so6dico + misoprostil); Cataflam™/Voltaren™ (diclofenaco potasico); Clinoril™ (sulindac); Daypro™
(oxaprozin); Disalcid™ (salsalato); Dolobid™ (diflunisal); EC Naprosyn™ (naproxeno sodico); Feldene™ (piroxicam);
Indocin™, Indocin SR™ (indometacina); Lodine™, Lodine XL™ (etodolac); Motrin™ (ibuprofeno); Naprelan™
(naproxeno); Naprosyn™ (naproxeno); Orudis™, (ketoprofeno); Oruvail™ (ketoprofen); Relafen™ (nabumetona);
Tolectin™, (tolmetin sddico); Trilisate™ (trisalicitato de colina magnesio); inhibidores de la Cox-1; inhibidores de la
Cox-2 tales como Vioxx™ (rofecoxib); Arcoxia™ (etoricoxib), Celebrex™ (celecoxib); Mobic™ (meloxicam); Bextra™
(valdecoxib), Dynastat™ paracoxib sodico; Prexige™ (lumiracoxib) y nambumetona. AINE adicionales incluyen,
entre otros, los siguientes: Acido e-acetamidocaproico, S-adenosilmetionina, acido 3-amino-4-hidroxibutirico,
amixetrina, anitrazafen, antrafenina, bendazac, bendazac lisinato, bencidamina, beprozina, broperamol, bucolome,
bufezolac, ciproquazona, cloximato, dazidamina, deboxamet, detomidina, difenpiramida, difenpiramida, difisalamina,
ditazol, emorfazona, mesilato de fanetizol, fenflumizol, floctafenina, flumizol, flunixin, fluproquazona, fopirtolina,
fosfosal, guaimesal, guaiazolena, isonixirn, lefetamina HCI, leflunomida, lofemizol, lotifazol, clonixinato de lisina,
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meseclazona, nabumetona, nictindol, nimesulida, orgoteina, orpanoxina, oxaceprolm, oxapadol, paranilina, perisoxal,
perisoxal citrato, pifoxima, piproxen, pirazolac, pirfenidona, proquazona, proxazol, thielavin B, tiflamizol, timegadina,
tolectina, tolpadol, triptamida y los designados con el codigo numérico de la empresa, tales como 480156S, AA861,
AD1590, AFP802, AFP860, Al77B, AP504, AU8001, BPPC, BW540C, CHINOIN 127, CN100, EB382, EL508, F1044,
FK-506, GV3658, ITF182, KCNTEI6090, KME4, LA2851, MR714, MR897, MY309, ONO3144, PR823, PV102,
PV108, R830, RS2131, SCR152, SH440, SIR133, SPAS510, SQ27239, ST281, SY6001, TA60, TAI-901 (4-benzoyl-
1-indancarboxylic acid), TVX2706, U60257, UR2301 y WY41770. Los AINE relacionados estructuralmente que
tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares a los AINE también entran dentro de este grupo.

SAARD o DMARDS adecuados incluyen, entre oftros: allocupreida sbédica, auranofin, aurotioglucosa,
aurotioglicanida, azatioprina, brequinar sodica, bucilamina, 3-aurotio-2-propanol-1-sulfonato de calcio, clorambucilo,
cloroquina, clobuzarit, cuproxolina, ciclofosfamida, ciclosporina, dapsona, 15-desoxispergualina, diacereina,
glucosamina, sales de oro (p.ej., sal de oro cicloquinat, tiomalato sodico de oro, tiosulfato sédico de oro),
hidroxicloroquina, hidroxiurea, kebuzona, levamisol, lobenzarit, melitina, 6-mercaptopurina, metotrexato, mizoribina,
micofenolato mofetilo, mioral, mostaza de nitr6geno, D-penicilamina, piridinol imidazoles tales como SKNF86002 y
SB203580, rapamiicina, tioles, timopoyetina y vincristina. SAARD o DMARD relacionados estructuralmente que
tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran dentro de este grupo.

Los inhibidores de las quinasas en las cascadas de sefalizaciébn también son agentes adecuados para la
combinacion con los agentes de unidon especificos de la invencion. Estos incluyen, entre otros, agentes gye son
capaces de inhibir P-38 (a.ka., "RK" o "SAPK-2", Lee y col., Nature, 372:739 (1994). P-38 se describe como una
serina/treonina quinasa (véase Han y col., Biochimica Biophysica Acta, 1265:224-227 (1995). Se ha demostrado que
los inhibidores de P38 intervienen entre el estimulo extracelular y la secrecion de IL-1 y TNFa de la célula implica
bloquear la transduccién de la sefial mediante la inhibicion de una quinasa que reside en la via de la senal.

También adecuados son los inhibidores de MK2 e inhibidores de tpl-2. Adicionalmente, los inhibidores de las células
T también son adecuados, incluidos, por ejemplo, ctla-4, CsA, Fk-506, OX40, OX40R-Fc, anticuerpo OX40, ligando
0X40, anticuerpo ligando OX40, Ick, y ZAP70. También son adecuados los retinoides, incluidos retinoides orales, asi
como antagonistas de TGF-B.

Otros agentes adecuados para combinacién con los agentes de unidn especifica de la invencién incluyen, por
ejemplo, cualquiera de uno o mas derivados de acido salicilico, ésteres de profarmacos o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Dichos derivados de &cido salicilico, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos comprenden: acetaminosalol, aloxiprin, aspirina, benorilato, bromosaligenina,
acetilsalicilato calcico, trisalicilato de colina magnesio diflusinal, etersalato, fendosal, acido gentisico, glicolsalicilato,
imidazolsalicilato, acetilsalicilato de lisina, mesalamina, salicilato de morfolina, salicilato de 1-naftilo, olsalazina,
parsalmida, acetilsalicilato de fenilo, salicilato de fenilo, salacetamida, acido salicilamida O-acético, salsalato y
sulfasalazina. Derivados de acido salicilico relacionados estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y
antiinflamatorias similares también entran dentro de este grupo. Agentes adecuados adicionales incluyen, por
ejemplo, derivados de acido propionico, ésteres de profarmaco o sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos. Los derivados de acido propidnico, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos comprenden: alminoprofeno, benoxaprofeno, acido bucloxico, carprofeno, dexindoprofeno, fenoprofeno,
flunoxaprofeno, fluprofeno, flurbiprofeno, furcloprofeno, ibuprofeno, ibuprofeno aluminio, ibuproxam, indoprofeno,
isoprofeno, ketoprofeno, loxoprofeno, miroprofeno, naproxeno, oxaprozina, piketoprofeno, pimeprofeno, pirprofeno,
pranoprofeno, &cido protizinico, piridoxiprofeno, suprofeno, &cido tiaprofénico y tioxaprofeno. Derivados de éacido
propiodnico relacionados estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también
entran dentro de este grupo. También adecuados para usar son los derivados de acido acético, ésteres de
profarmaco o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Dichos derivados de acido acético, ésteres de
profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: acemetacina, alclofenaco,
amfenaco, bufexamaco, cinmetacina, clopirac, delmetacina, diclofenaco sddico, etodolac, felbinac, fenclofenaco,
fenclorac, acido fenclézico, fentiazac, furofenaco, glucametacina, ibufenaco, indometacina, isofezolac, isoxepac,
lonazolac, acido metiazinico, oxametacina, oxpinac, pimetacina, proglumetacina, sulindac, talmetacina, tiaramida,
tiopinac, tolmetin, zidometacina y zomepirac. Derivados de acido acético relacionados estructuralmente que tienen
propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran dentro de este grupo. También adecuados
para usar como se ha descrito en el presente documento son los derivados de acido fenamico, ésteres de
profarmaco o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Dichos derivados de acido fenamico, ésteres de
profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: acido enfenamico, etofenamato,
acido flufenamico, isonixina, acido meclofenamico, meclofenamato sédico, acido medofenamico, acido mefanamico,
acido niflumico, talniflumato, terofenamato, é&cido tolfenamico y ufenamato. Derivados de &cido fenamico
relacionados estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran
dentro de este grupo.

También son adecuados los derivados de &cido carboxilico, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos que se pueden usar comprenden: clidanaco, diflunisal, flufenisal, inoridina, ketorolaco y
tinoridina. Derivados de acido carboxilico relacionados estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y
antiinflamatorias similares también entran dentro de este grupo. Adicionalmente adecuados son los derivados de
acido butirico, ésteres de profarmaco o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Dichos derivados de
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acido butirico, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden:
bumadizon, butibufeno, fenbufeno y xenbucina. Derivados de &acido butirico relacionados estructuralmente que
tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran dentro de este grupo. También son
adecuados los oxicam, ésteres de profarmaco o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los oxicam,
ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: droxicam, enolicam,
isoxicam, piroxicam, sudoxicam, tenoxicam y 4-hidroxil-1,2-benzotiazina 1,1-diéxido de 4-(N-fenil)-carboxamida.
Derivados de oxicam relacionados estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares
también entran dentro de este grupo. También son adecuados los pirazoles, ésteres de profarmaco o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los pirazoles, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos que se pueden usar comprenden: difenamizol y epirizol. Derivados de pirazoles
relacionados estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran
dentro de este grupo. Ademas, son adecuados las pirazolonas, ésteres de profarmaco o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Las pirazolonas, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos que se pueden usar comprenden: apazona, azapropazona, benzpiperilon, feprazona, mofebutazona,
morazona, oxifenbutazona, fenilbutazona, pipebuzona, propilfenazona, ramifenazona, suxibuzona 'y
tiazolinobutazona. Pirazolonas relacionadas estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias
similares también entran dentro de este grupo.

También son adecuados los ésteres de profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para el
tratamiento de enfermedades mediadas por TNF. Corticosteroides, esters de profarmacos y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos incluyen hidrocortisona y compuestos que son derivados de
hidrocortisona, tales como 21-acetoxi-pregnenolona, alclomerasona, algestona, amcinonida, beclometasona,
betametasona, betametasona valerato, budesonida, cloroprednisona, clobetasol, clobetasol propionato, clobetasona,
clobetasona butirato, clocortolona, cloprednol, corticosterona, cortisona, cortivazol, deflazacon, desonida,
desoximerasona, dexametasona, diflorasona, diflucortolona, difluprednato, enoxolona, fluazacort, flucloronida,
flumetasona, flumetasona pivalato, flunisolida, flucinolona aceténida, fluocinonida, fluorocinolona aceténida,
fluocortina butilo, fluocortolona, fluorocortolona hexanoato, diflucortolona valerato, fluorometolona, fluperolona
acetato, flupredniden acetato, fluprednisolona, flurandenolida, formocortal, halcinonida, halometasona, halopredona
acetato, hidrocortamato, hidrocortisona, hidrocortisona acetato, hidrocortisona butirato, hidrocortisona fosfato,
hidrocortisona 21-sédico  succinato, hidrocortisona tebutato, mazipredona, medrisona, meprednisona,
metilprednicolona, mometasona furoato, parametasona, prednicarbato, prednisolona, prednisolona 21-
diedriaminoacetato, prednisolona sédico fosfato, prednisolona sodico succinato, prednisolona soédico 21-m-
sulfobenzoato, prednisolona sédico 21-estearoglicolato, prednisolona tebutato, prednisolona 21-trimetilacetato,
prednisona, prednival, prednilideno, prednilideno 21-dietilaminoacetato, tixocortol, triamcinolona, triamcinolona
acetdnida, triamcinolona beneténida y triamcinolona hexaceténido. Corticosteroides relacionados estructuralmente
que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran dentro de este grupo.

También son adecuados para uso en combinacion tal como se describe en el presente documento antimicrobianos —
(y ésteres de profarmaco o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos). Antimicrobianos adecuados
incluyen, por ejemplo, ampicilina, amoxicilina, aureomicina, bacitracina, ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima,
cefaclor, cefalexina, cefradina, ciprofloxacino, acido clavulanico, cloxacilina, dicloxacilan, eritromicina, flucloxacilan,
gentamicina, gramicidina, meticilan, neomicina, oxacilan, penicilina y vancomicina. Antimicrobianos relacionados
estructuralmente que tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias similares también entran dentro de este
grupo.

Compuestos adecuados adicionales incluyen, entre otros: BN 50730; tenidap; E 5531; tiapafant PCA 4248;
nimesulida; panavir, rolipram; RP 73401; péptido T; MDL 201,449A; (1R,3S)-Cis-1-[9-(2,6-diaminopurinil)]-3-
hidroxi-4-ciclopenteno clorhidrato; (1R,3R)-trans-1-[9-(2,6-diamino)purina]-3-acetoxiciclopentano; (1R,3R)-trans-1-
[9-adenil)-3-azidociclopentano clorhidrato y (1R,3R)-trans-1-[6-hidroxi-puzin-9-il)-3-azido ciclopentano.

Se ha descubierto que la IL-4 puede inducir un efecto inflamatorio en algunos casos, tal como en el asma. En el que
la sobreexpresion de IL-4 en los pulmones produce hipertrofia de células epiteliales y una acumulacién de linfocitos,
eosindfilos y neutréfilos. Esta respuesta es representativa de las principales caracteristicas de la respuesta
proinflamatoria inducida por otras citoquinas Th2. Por tanto, como se ha indicado anteriormente, los inhibidores de ia
IL-4 también son Utiles de acuerdo con la invencién. Adicionalmente, se apreciara que también se pueden usar
ciertos inmunosupresores en el tratamiento de artritis, incluidos, entre otros, inhibidores de iINOS e inhibidores de 5-
lipoxigenasa.

Se ha demostrado que el jengibre tiene ciertas propiedades antiinflamatorias y, por tanto, es adecuado para usar
como agente antiinflamatorio de acuerdo con la invencién, como es la condroitina.

Los listados anteriores se proporcionan a modo de ejemplo Unicamente y no impiden el uso de otros compuestos o
tratamientos que se pueden usar de forma concurrente con los compuestos descritos en el presente documento
conocidos por los expertos en la técnica o a los que los expertos en la técnica podrian llegar usando las directrices
indicadas en esta memoria descriptiva.

Agentes inmunoterapéuticos
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En general, los agentes Inmunoterapéuticos dependen del uso de las células efectoras inmunitarias y moléculas
para dirigir y destruir las células cancerosas. Los efectores inmunitarios pueden ser, por ejemplo, un pepticuerpo de
la presente invencion que reconoce algin marcador sobre la superficie de una célula diana. El pepticuerpo solo
puede servir como un efector de terapia o puede reclutar otras células para efectuar realmente la destruccién de las
células. El pepticuerpo también puede estar conjugado con un farmaco o toxina (agente quimioterapéutico,
radiondclido, cadena A de ricina, toxina del célera, toxina de la tosferina, etc.) y, de este modo, puede servir
simplemente como agente dirigido.

De acuerdo con la presente invencion, se pueden dirigir formas mutantes de Ang-2 mediante inmunoterapia con
pepticuerpos o con conjugados de pepticuerpo de la invencién. Particularmente se contempla que las
composiciones de pepticuerpo de la invencidon se pueden usar en un enfoque terapéutico combinado junto con la
terapia dirigida a Ang-2.

Se ha demostrado que la inmunoterapia es particularmente eficaz contra una serie de canceres. Véase, por ejemplo,
el documento WO 98/39027.

Con los siguientes ejemplos se pretende Unicamente ilustrar la invencion y no deben interpretarse como limitantes
del alcance de la invencién de ningin modo.

Ejemplo 1

Expresién de Ang-2 en tejido patolégico y normal

La expresién de Ang-2 se analiz6 en tejido normal y patoldégico usando hibridacion in situ. Fragmentos de las
secuencias de Ang-2 humana (Numero de acceso en Genbank: AF004327, nucleétidos 1274-1726) y murina
(Numero de acceso en Genbank: AF004326, nucleodtidos 1135-1588) se amplificaron mediante PCR-transcriptasa
inversa de ADNc de pulmén fetal humano o murino, clonadas en el plasmido pGEM-T verificadas mediante
secuenciacion. Sondas de ARN antisentido marcadas con **P se transcribieron a partir de moldes de plamidos
linealizados usando **P-UTP y ARN polimerasa. Bloques de tejidos incluidos en parafina fijados con formaldehido se
seccionaron a 5 ym y se colocaron sobre portaobjetos cargados. Antes de la hibridacion in situ, los tejidos se
permeabilizaron con HCI 0,2M, seguido de la digestion con Proteinasa K, y acetilation con trietanolamina y anhidrido
acético. Las secciones se hibridaron con la sonda marcada radioactivamente durante la noche a 55°C, después se
sometieron a digestion con ARNasa y a un lavado en condiciones de alta rigurosidad en aproximadamente 0,1 X
SSC a 55°C. Los portaobjetos se sumergieron en emulsién Kodak NTB2, se expusieron a 4 °C durante 2-3 semanas,
se desarrollaron y se sometieron a contratincion. Las secciones se analizaron con campo oscuro e iluminacién
estandar para permitir la evaluacién simultanea de la morfologia de tejidos y sefial de hibridacién.

Los resultados indicaban que la expresion de Ang-2 normal postnatal estaba restringida a los pocos tejidos que
contienen vasculatura angiogénica, tales como ovarios, placenta, y Utero. No se detect6 expresién de Ang-2 en
corazén, cerebro, rifidn, higado, pulmén, pancreas, bazo, musculo, amigdala, timo, apéndice, ganglio linfatico,
vesicula biliar, préstata o testiculos humanos adultos. En ratones de cinco meses de edad (pero no en monos o
seres humanos adultos) los rifones mostraron una expresion prominente de Ang-2 en el vasa recta (vasos rectos).
Para determinar si esta expresion era un remanente del desarrollo embrionario, este experimento se repitid sobre
rinones derivados de ratones de edades variables hasta un afo, usando la sonda de Ang-2 murina y las condiciones
descritas anteriormente. Se observé que la expresion de Ang-2 disminuia durante el desarrollo neonatal, pero era
todavia mas evidente en los rifiones de los ratones de un afo de edad.

También se detecté expresion de Ang-2 en virtualmente todos los tipos de tumor analizados, incluidos tumores
humanos primarios tales como carcinoma de colon (5 casos), carcinoma de mama (10 casos), carcinoma de pulmon
(8 casos), glioblastoma (1 caso), tumores metastaticos humanos tales como carcinoma de mama (2 casos),
carcinoma de pulmodn (2 casos) y carcinoma de ovarios (2 casos) que se han metastatizado en el cerebro, y modelos
de tumores de roedores tales como C6 (glioma de rata), HT29 (carcinoma de colon humano), Colo-205 (carcinoma
de colon humano), HCT116 (carcinoma de colon humano), A431 (carcinoma epidermoide humano), A673
(rabdomiosarcoma humano), HT1080 (fibrosarcoma humano), PC-3 (carcinoma de préstata humano), B16F 10
(melanoma murino), MethA (sarcoma murino) y carcinoma de pulmén de Lewis. Adicionalmente, se detecto
expresion de Ang-2 se detect6 en vasos nuevos que crecen en un tapdn de Matrigel plug en respuesta a VEGF y en
un modelo de hipoxia en raton de retinopatia de premadurez.

Ejemplo 2

Ensayos moleculares para evaluar pepticuerpos de Ang-2

Se desarrollaron ensayos moleculares (ELISA de afinidad, ELISA de neutralizaciéon y BlAcore) para evaluar la unién
directa de pepticuerpo a Ang-2 y miembros de la familia relacionados, y el efecto de los pepticuerpos sobre la
interaccion de Ang-2:Tie-2. Estos ensayos in vitro se describen como sigue.

ELISA de afinidad

Para la seleccién inicial de pepticuerpos candidatos a anti-Ang-2, se usaron Ang-2 purificada humana (R&D
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Systems, Inc; nimero de catalogo 623- AN; Ang-2 se proporciona en forma de una mezcla de 2 versiones
truncadas) o polipéptido de Ang-2 murino (preparado como se ha descrito anteriormente). Para los ensayos de
unién confirmatorios, se obtuvo Ang-2 humana a partir de medios acondicionados de células 293T humanas
transfeccionadas con ADN de Ang-2 de longitud completa y se cultivaron en medio Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM) sin suero que contiene aproximadamente 50 microgramos por ml de albumina sérica bovina (BSA).

Usando placas de microtitulacion, a cada pocillo se afiadieron aproximadamente 100 microlitros por pocillo de ANg-2
y las placas se incubaron durante aproximadamente 2 horas, después de lo cual las placas se lavaron con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia aproximadamente 0,1 por ciento de Tween-20 cuatro veces.
Después, los pocillos se bloquearon usando aproximadamente 250 microlitros por pocillo de aproximadamente 5 por
ciento de BSA en PBS, y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas.
Después de la incubacion, se descart6 el exceso de la solucion de bloqueo y aproximadamente 100 microlitros de
cada candidato de pepticuerpo anti- Ang-2 se afiadié a un pocillo en una serie de diluciones que comienzan a una
concentracién de aproximadamente 40 nanomolar y, después, se diluyeron en serie 4 veces en PBS que contenia
aproximadamente 1 por ciento de BSA Después, las placas se incubaron durante la noche a temperatura ambiente.
Después de la incubacion, las placas se lavaron con PBS que contenia aproximadamente 0,1 por ciento de Tween-
20. Se repitieron los lavados cuatro veces adicionales, después de lo cual se anadieron aproximadamente 100
microlitros por pocillo de IgG(Fc)-HRP anti-humana de cabra (Pierce Chemical Co., n°® de catalogo 31416)
previamente diluida 1:5000 en PBS que contenia 1 por ciento BSA. Las placas se incubaron durante
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. Después, las placas se lavaron cinco veces en PBS que contenia
0,1 por ciento de Tween-20, después de lo cual se afiadieron aproximadamente 100 microlitros por pocillo de
sustrato TMB (3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina Liquid Substrate System; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
namero de catalogo T8665) y las placas se incubaron aproximadamente 5 - 15 minutos hasta que se desarroll6 el
color azul. Después se leyé la absorbancia a aproximadamente 370 nm en un espectrofotémetro.

ELISA de neutralizacion

Las placas de microtitulacion a las que se ha unido el polipéptido de Ang-2 humana se prepararon como se ha
descrito para el ELISA de afinidad. Los pepticuerpos candidatos de anti-Ang-2 se titularon desde 1000 nM a 0,2 pM
en diluciones 4 veces en una solucién de PBS que contiene aproximadamente 1% de BSA y aproximadamente Tie-2
1 nM (suministrado en forma de molécula Tie-2-Fc, en la que la parte Tie-2 contiene solamente la porcion
extracelular soluble de la molécula; R&D Systems, nimero de catalogo 313-Tl). Después a cada pocillo se afadio
aproximadamente 100 microlitros de la solucién del anticuerpo/Tie -2, las placas se incubaron durante la noche a
temperatura ambiente y, después, se lavaron cinco veces en PBS que contenia aproximadamente 0,1 por ciento de
Tween-20. Después de lavar, se afiadieron aproximadamente 100 microlitros por pocillo de anticuerpo anti-Tie-2
(Pharmingen Inc., n? de catélogo 557039) hasta una concentracion final de aproximadamente 1 microgramo por ml, y
las placas se incubaron durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron
aproximadamente 100 microlitros por pocillo de IgG anti-raton de cabra-HRP (Pierce Chemical CO., n® de catélogo
31432) a una dilucién de 1:10.000 en PBS que contenia aproximadamente 1 por ciento de BSA. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora, después de lo cual se lavaron cinco veces con
PBS que contenia aproximadamente 0,1 por ciento de Tween-20. Después, se anadieron aproximadamente 100
microlitros por pocillo de sustrato TMB (descrito anteriormente) y se dejé que se desarrollara el color. Después se
ley6 la absorbancia a aproximadamente 370 nm en un espectrofotometro.

BlAcore de afinidad

Se realizé un analisis de afinidad de cada pepticuerpo de Ang-2 candidato sobre una BIAcore®2000 (Biacore, Inc.,
Piscataway, NJ) con PBS y 0,005 por ciento de tensioactivo P20 (Biacore, Inc.) como tamp6n de desarrollo. La
proteina G recombinante (Repligen, Needham, MA) se inmovilizén en un circuito sensor CM5 de calidad de
investigacion (Biacore, Inc.) mediante grupos amina primarios usando el kit de acoplamiento de aminas (Biacore,
Inc.) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante.

Se llevaron a cabo ensayos de unién, primero capturando aproximadamente 100 Ru de cada pepticuerpo anti-Ang-2
candidato a la proteina G inmovilizada, después de los cual se inyectaron diversas concentraciones (0 — 100 nM) de
huAng-2 o mAng-2 sobre la superficie del anticuerpo unido a un caudal de 50 pl/min durante 3 minutos. Se
determinaron los parametros cinéticos de uniéon a pepticuerpo incluyendo la ki (constante de velocidad de
asociacion), kq (constante de velocidad de disociacion) y Kp (constante de equilibrio de disociacion) usando el
programa de ordenador BIA evaluation 3.1 (Biacore, Inc.). Las constantes de equilibrio de disociacion menores
indicaron mayor afinidad del pepticuerpo por Ang-2.

Ejemplo 3

Identificacién de péptidos de unién a Ang-2

1. Preparacioén de perlas magnéticas recubiertas con Ang-2

A. Inmovilizacion de Ang-2 sobre perlas magnéticas
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Para la elucion no especifica, la proteina biotinilada Ang-2 (Angiopoyetina-2 humana recombinante biotinilada, R&D
Systems, Inc.; nUmero de catalogo BT 623) se inmovilizd6 sobre perlas Streptavidin Dynabeads (Dynal, Lake
Success, NY) a una concentracién de aproximadamente 4 ug de la proteina Ang-2 biotinilada por 100 pl de la
reserva de perlas del fabricante para las tres rondas de seleccion. Para las eluciones de antigeno (Ang-2) y receptor
(Tie-2), 2 pg de proteina Ang-2 biotinilada se inmovilizaron sobre 50 pl de las Streptavidin Dynabeads para las
segundas rondas de seleccion. Se redujo la concentracién de recubrimiento hasta aproximadamente 1 pg de
proteina Ang-2 biotinilada por 50 pl de la reserva de perlas para la tercera ronda de seleccion. Sacando las perlas a
un lado de un tubo usando un iman y retirando por pipeteo el liquido, las perlas se lavaron cinco veces con la
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se volvieron a suspender en PBS. La proteina Ang-2 biotinilada se
anadié a las perlas lavadas a la concentraciéon anterior y se incub6 con rotaciéon durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguido de una incubacién de unas horas a una noche a 4 °C con rotacion Las perlas recubiertas con
Ang-2 se bloquearon mediante la adicion de BSA hasta aproximadamente 1% de concentracion final e incubacion
durante la noche a 4°C con rotacién. Las perlas recubiertas con Ang-2 resultantes se lavaron después cinco veces
con PBS antes de someterse a los procedimientos de seleccion.

B. Preparacion de perlas de seleccion negativa

También se prepararon perlas adicionales para las selecciones negativas. Para cada condicion de panning, 500 pl
de la reserva de perlas del fabricante se sometieron al procedimiento anterior (seccién 1A), excepto que se omitié la
etapa de incubacion con Ang-2 biotinilada. En la dltima etapa de lavado, las perlas se dividieron en cinco alicuotas
de 100 pl.

2. Seleccién de fago de unién a Ang-2

A. Estrategia global

Tres genotecas de fago filamentoso, denominados “TN8-IX” (5 x 10° transformantes independientes), “TN12-1” (1,4 x
10° transformantes independientes), y “Lineal” (2,3 x 10° transformantes independientes) (todos de Dyax Corp.) se
usaron para seleccionar el fago de union a Ang-2. Después cada genoteca se sometié a bien elucién no especifica,
elucion de Ang-2 y elucién del receptor (Tie-2). Se llevaron a cabo nueve diferentes condiciones de panning para
Ang-2 (TN8-IX usando el procedimiento de elucién no especifico, TN8-IX usando el procedimiento de elucién de
Ang-2, TN8-IX usando el procedimiento de elucion de Tie-2, TN12-l usando el procedimiento de elucién no
especifico, TN12-1 usando el procedimiento de elucion de Ang-2, y TN12-I usando el procedimiento de elucion de
Tie-2, Lineal usando el procedimiento de elucion no especifico de Ang-2, y Lineal usando el procedimiento de
elusion de Tie-2). Para las tres genotecas, el fago de la primera ronda de seleccién se eluyé solamente de una
manera no especifica para las posteriores rondas de seleccién. Las eluciones de Ang-2 y Tie-2 se usaron en la
segunda y tercera rondas de seleccion. Para la genoteca Lineal, la seleccién se llevé a cabo hasta solamente la
segunda ronda para las eluciones de Ang-2 y Tie-2.

B. Seleccién negativa

Para cada condicion de panning, aproximadamente 100 genotecas aleatorias equivalentes para las genotecas TN8-
IX y TN12-1 (aproximadamente 5 x 10" ufp para TN8-IX, y aproximadamente 1,4 x 10" ufp para TN12-1) y
aproximadamente 10 genotecas aleatorias equivalentes para la genoteca lineal (aproximadamente 1 x 10" 1 ufp) se
tomaron muestras alicuotas de la reserva de genotecas y se diluyeron aproximadamente 400 ul con PBST (PBS con
0,05% de Tween-20). Después del ultimo lavado, se extrajo el liquido de la primera alicuota de 100 pl de las perlas
preparadas para la seleccion negativa (seccion 1 B), los aproximadamente 400 pl de genoteca diluida se afadieron
a las perlas. La mezcla resultante se incub6 durante aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente con
rotacion. El sobrenadante del fago se extrajo usando el iman y se afadié a la segunda alicuota de 100 pl para otra
etapa de seleccion negativa. De esta forma, se realizaron cinco etapas de seleccion negativa.

C. Seleccion usando las perlas recubiertas con proteina Ang-2

El sobrenadante de fago, después la Ultima etapa de seleccion negativa (seccién 1 B,) se afadi6 a las perlas
recubiertas con Ang-2 (seccion 1 A). Esta mezcla se incubd con rotacion durante una a dos horas a temperatura
ambiente, permitiendo que el fago se uniera a la proteina diana. Después de desechar el sobrenadante, las perlas
se lavaron aproximadamente diez veces con PBST, seguido de dos lavados con PBS.

D. Elucion no especifica

Después del lavado final, se extrajo el liquido (seccién 2C), se afadié aproximadamente 1 ml de solucién de sales
Min A (K2HPO460 mM, KH2PO. 33 mM, (NH4)SO4 7,6 mM y citrato sédico 1,7 mM) a las perlas. Esta mezcla de
perlas se afadié directamente a una muestra de bacterias concentrada para infeccion (véase mas adelante las
secciones 3A 'y 3B).

E. Elucién del antigeno (Ang-2) del fago unido

Para la ronda 2, después de la ultima etapa de lavado (seccion 2C), el fago unido se eluyé de las perlas magnéticas
mediante la adicion de 100 pl de 1 pM, 0,1 nM, y 10 nM de proteina recombinante Ang-2 (angiopoyetina-2 humana
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recombinante, R&D Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota) sucesivamente con una incubacion de 30 minutos para
cada condicién. El fago restante se eluyd de forma no especifica (seccién 2D). Se combinaron el fago eluido de 10
nM vy las eluciones no especificas y se sometieron a la tercera ronda de seleccion (véase la Seccion 4, mas
adelante).

Para la ronda 3, después de la ultima etapa de lavado (seccion 2C), el fago unido se eluyé de las perlas magnéticas
mediante la adicién de aproximadamente 1 nM de proteina Ang-2 recombinante y 10 nM de proteina Ang-2
recombinante sucesivamente con una incubacién de 30 minutos para cada condicion. Ademas, el fago se eluy6 con
1 ml de solucién de trietilamina 100 mM (Sigma, St. Louis, Missouri) durante aproximadamente 10 minutos en un
rotor El pH del fago que contiene la solucién de trietilamina se neutralizé6 con 0,5 ml de Tris-HCI 1 M (pH 7,5).
Después de la altima elucién con solucién de trietilamina 100 mM, el fago restante se eluyé mediante la adicion de
perlas a las bacterias (seccién 2D).

F. Elucion del receptor (Tie-2) de fago unido

Para la ronda 2, después de la ultima etapa de lavado (seccion 2C), el fago unido se eluyé de las perlas magnéticas
mediante la adicién de aproximadamente 100 pl de proteina Tie-2 1 pM, 0,1 nM y 10 nM (quimera Tie2-Fc
recombinante, R&D Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota) sucesivamente con una incubacion de 30 minutos para
cada condicién. El fago restante se eluyd de forma no especifica (seccién 2D). Se combinaron el fago eluido de 10
nM y las eluciones no especificas y se sometieron a la tercera ronda de seleccion (véase la Seccion 4, mas
adelante).

Para la ronda 3, después de la ultima etapa de lavado (seccion 2C), el fago unido se eluyé de las perlas magnéticas
mediante la adicion de aproximadamente 1 nM de proteina Ang-2 recombinante y 10 nM de proteina Tie-2
recombinante sucesivamente con una incubacién de 30 minutos para cada condiciéon. Ademas, el fago se eluy6 con
1 ml de solucién de trietilamina 100 mM (Sigma, St. Louis, Missouri) durante 10 minutos en un rotor El pH del fago
que contiene la solucién de trietilamina se neutraliz6 con 0,5 ml de Tris-HCI 1 M (pH 7,5). Después de la dltima
elucién con solucion de trietilamina 100 mM, el fago restante se eluyé mediante la adicién de perlas a las bacterias
(seccion 2D).

3. Amplificacion
A. Preparacioén de células de siembra

Se hizo crecer cultivo nuevo de E. coli. (XL-1 Blue MRF') hasta una DOgopo = 0,5 en medios LB que contenian
aproximadamente 12,5 ug/ml de tetraciclina. Para cada condicion de cribado aproximadamente 20 ml de este cultivo
se enfriaron en hielo y se centrifugaron. Se resuspendié el sedimento de bacterias en aproximadamente 1 ml de la
disolucién de sales min A.

B. Transduccién

A una muestra concentrada de bacterias (seccion 3A) se afadié cada mezcla de cada diferente procedimiento de
elucion indicado anteriormente (secciones 2D, 2E y 2F) y se incub6 a 37°C durante aproximadamente 15 minutos. A
cada mezcla Se anadieron aproximadamente 2 ml de medio NZCYM (2x NZCYM, 50 pyg/ml de ampicilina) y se
incubé a 37°C durante 15 minutos. Los 4 ml de solucion resultante se sembraron en una placa grande de agar con
NZCYM que contenia aproximadamente 50 pg/ml de ampicilina y se incub6 durante la noche a 37°C.

C. Recogida de Fagos

Cada mezcla de bacterias/fago se cultivd durante la noche en una placa grande de agar NZCYM (seccion 3B),
después de lo cual se retiraron por raspado en aproximadamente 35 ml de medio LB. La placa de agar se aclaré
ademas con 35 ml adicionales de medio LB. La mezcla resultante de bacterias/fago en medio LB se centrifugd para
que se separaran por sedimentacién las bacterias. Aproximadamente 50 ml del sobrenadante del fago se
transfirieron después a un tubo nuevo y aproximadamente 12,5 ml de soluciéon de PEG (20% de PEG8000, acetato
amoénico 3,5 M) se anadié y se incubd en hielo durante 2 horas para precipitar el fago. El fago precipitado se
centrifugd y se volvié a suspender en 6 ml de tampén de resuspension de fago (NaCl (250 mM, Tris 100 mM, pH 8,
EDTA 1 mM). Esta solucion de fago se purific6 ademas mediante separacion por centrifugacion de las bacterias
restantes y precipitacion del fago por segunda vez mediante la adicién de aproximadamente 1,5 ml de la solucién de
PEG. Después de una etapa de centrifugacién, el sedimento de fago se volvié a suspender en aproximadamente
400 pl de PBS. Esta solucién se sometié a una centrifugacion final para retirar de a solucién de cualquier desecho de
bacterias restante. La preparacién de fago resultante se titul6 usando ensayos de formacion de placas
convencionales.

4. Selecciéon y Amplificacién adicional

En la segunda ronda, la preparacion de fago amplificado (aproximadamente 10" ufp) de la primera ronda (seccién
3C) se usd como el fago de entrada para realizar las etapas de seleccién y amplificacion (secciones 2 y 3). Para las
eluciones de Ang-2 y Tie-2, las eluciones de fago 10 nM y no especificas se combinaron y se amplificaron para la
tercera ronda de seleccion. La preparacion de fago amplificado (aproximadamente 10° ufp) de la segunda ronda se
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usé a su vez como el fago de entrada para realizar la 32 ronda de seleccién y amplificacion (secciones 2 y 3).
Después de las etapas de elucién (secciones 2D, 2E, y 2F) de la tercera ronda, se sembr6 una pequena fraccion del
fago eluido como el ensayo de formacién de placas (seccion 3C). Las placas Individuales se escogieron y se
colocaron en placas de microtitulaciéon de 96 pocillos que contenian 100 pl de tampén TE en cada pocillo. Estas
placas maestras se incubaron a 4 C durante la noche para permitir que el fago se eluyera en el tampdn de TE

5. Andlisis clonal

Los clones de fago Se analizaron mediante ELISA de fago y secuenciacién de ADN. Las secuencias se clasificaron
basandose en los resultados combinados de estos dos ensayos.

A. ELISA del fago

Se desarrolld un cultivo de An XL-1 Blue MRF’ hasta que la DOggo alcanz6 aproximadamente 0,5. Aproximadamente
treinta pl de este cultivo se depositaron en muestras alicuotas en cada pocillo de una placa de microtitulacién de 96
pocillos. Aproximadamente 10 pl del fago eluido (seccién 4) se afiadieron a cada pocillo y se dejé que infectaran las
bacterias durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. Aproximadamente 100 yl de medio LB
media que contenia aproximadamente 12,5 pug/ml de tetraciclina y se afadieron aproximadamente 50 upg/ml de
ampicilina a cada pocillo. Después, la placa de microtitulacion se incubd con agitacion durante toda la noche a
aproximadamente 37°C. La Proteina Ang-2 recombinante (aproximadamente 1 yg/ml en PBS) se dejé que se uniera
a las placas Maxisorp de 96 pocillos (NUNC) durante la noche a aproximadamente 4°C. Como control, estreptavidina
pura se revistio sobre una placa Maxisorp separada a aproximadamente 2 pg/ml en PBS.

Al dia siguiente, el liquido en las placas Maxisorp revestidas con proteina se desechd, y se bloqued cada pocillo con
aproximadamente 300 ul de 5% de solucion de leche a aproximadamente 4°C durante toda la noche (como
alternativa, 1 hora a temperatura ambiente). Después, se deseché la solucion lactea y se lavaron los pocillos tres
veces con la solucion de PBST. Después de la Ultima etapa de lavado, se anadieron aproximadamente 50 pl de
PBST-4% de leche a cada pocillo de las placas Maxisorp revestidas con proteina. Aproximadamente 50 pl de los
cultivos de la noche de cada pocillo en la placa de microtitulacion de 96 pocillos se transfirieron a los pocillos
correspondientes de las placas revestidas con Ang-2 asi como a las placas revestidas con estreptavidina control. La
mezcla de 100 ul en cada tipo de placa se incubd durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. Se
deseché el liquido de las placas de Maxisorp y se lavaron los pocillos aproximadamente tres veces con PBST. El
anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP (Amersham Pharmacia Biotech) se diluyé hasta aproximadamente 1:7,500,
y aproximadamente 100 pl de la solucion diluida se anadi6 a cada pocillo de las placas Maxisorp durante
aproximadamente 1 hora de incubacion a temperatura ambiente. Se desechd el liquido de nuevo y se lavaron los
pocillos aproximadamente cinco veces con PBST. Aproximadamente 100 ul del sustrato TMB (Sigma) se afiadieron
después a cada pocillo y se detuvo la reaccion con aproximadamente 50 ul de la solucion HoSO4 5N. La DOusg se
ley6 sobre un espectrofotometro (Molecular Devices).

B. Secuenciacién de los clones de fago

Para cada clon de fago, se prepard el molde de secuenciacién usando la PCR. Se us6 el siguiente par de
oligonucledtidos para amplificar un fragmento de aproximadamente 500 nucleétidos:

Cebador 1: 5-CGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTG-3’ (SEC ID N° 54)
Cebador 2: 5-CATGTACCGTAACACTGAGTTTCGTC-3 (SEC ID N2 55)

Se preparo la siguiente mezcla para cada clon:

Reactivos Volumen (ul) / Tubo
dH:0 26,25
50 % glicerol 10
10X tampon de PCR (sin

MgClz ) 5
MgCl225 mM 4
Mezcla de dNTP 10 mM 1

100 uM cebador 1 0,25
100 uM cebador 2 0,25
Taq polimerasa 0,25
Fago en TE (Seccién 4) 3
Volumen final de la reaccion | 50
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Para la PCR, se us6 un termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) para llevar a cabo el
siguiente programa: 94°C durante 5 minutos; (94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante
45 seg) x 30 ciclos; 72°C durante 7 minutos; enfriamiento hasta 4°C. El producto de PCR para cada reaccion se
purificd usando el kit de purificacion QIAquick Multiwell PCR (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. El
producto purificado de PCR se analizé6 después mediante el desarrollo de aproximadamente 10 pl de cada mezcla
de reaccién de PCR con aproximadamente 1 yl de pigmento (10 X BBXS de pigmento de carga de gel de agarosa)
sobre un gel de agarosa al 1%. El producto restante se secuenci6 después usando el secuenciador ABI 377 (Perkin
Elmer) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

6. Clasificacién de secuencias y determinacién de la secuencia consenso

A. Clasificacion y andlisis de secuencias

Las secuencias de péptidos que se tradujeron de secuencias de nucleétidos variables (seccion 5B) se
correlacionaron con los datos de ELISA. Los clones que mostraban una DOusp alta en los pocillos revestidos con
Ang-2 y una DOusp baja en los pocillos revestidos con estreptavidina proporcionaron una clasificacion de prioridad
mas elevada. A las secuencias que aparecieron multiples veces también se les asigné una clasificacion de prioridad
alta. Las secuencias candidatas se eligieron basandose en estos criterios para analisis adicional de como péptidos o
pepticuerpos.

B. Determinacién de la secuencia consenso

Se generaron tres clases diferentes de motivos consenso a partir la genoteca de TN8-1X del siguiente modo:

KRPCEEXWGGCXYX (SEC ID Ne 56)
KRPCEEXFGGCXYX (SEC ID N¢ 57)

XXXCXDXYWYCXXX (SEC ID N 61)

XXXCXDXYTYCXXX (SEC ID N° 62)
XXXCXDXEWYCXXX (SEC ID N2 63)
XXXCXDXETYCXXX (SEC ID N 64)
XXXCXWDPWTCEXM (SEC ID N° 58)

Se generd un motivo consenso a partir de la genoteca TN12-1:
WSXCAWEXGXXXXXCRRX (SEC ID N2 59)

Para todas las secuencias motivo consenso, las “secuencias de aminoacidos centrales” subrayadas de cada
secuencia consenso se obtuvieron mediante la determinacién del aminoacido mas frecuente en cada posicion. “X”
se refiere a cualquier aminoacido de origen natural. Las dos cisteinas adyacentes a las secuencias centrales eran
aminoacidos fijos en las genotecas TN8-IX'y TN12-|.

Los péptidos que se identificd que se unian a Ang-2 se exponen en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: Péptidos de union a Ang-2

Péptido SEC ID N¢ Secuencia
TNF8-8 1 KRPCEEMWGGCNYD
TN8-14 2 HQICKWDPWTCKHW
TN8-Con1 3 KRPCEEIFGGCTYQ
TN8-Con4 4 QEECEWDPWTCEHM
TN12-9 5 FDYCEGVEDPFTFGCDNH
L1 6 KFNPLDELEETLYEQFTFQQ
C17 7 QYGCDGFLYGCMIN
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Ejemplo 4

Construccién de ADN gue codifica pepticuerpos

Los péptidos modificados seleccionados como potencialmente inhibidores de la unién de Ang-2:Tie-2 (véase la
Tabla 3) se usaron para construir proteinas de fusion en las que o bien un monémero de cada péptido o un dimero
tandem de cada péptido (con un enlazador entre las unidades monomeéricas) se condens6é en marco a ADN que
codifica un enlazador seguido de la regién de Fc de la IgG1 humana. Cada péptido modificado se construyo
mediante pares de hibridacién de oligonucledétidos (“oligos”) para generar un polinucleétido duplex que codifica el
péptido junto con un enlazador comprendido, dependiendo del péptido, de o bien cinco residuos de glicina, ocho
residuos de glicina o un residuo de lisina; estas construcciones se generaron como fragmentos de Ndel a Xhol.
Estas moléculas de polinucleétidos duplex se ligaron en el vector () AMG21 -Fc N-terminal, descrito adicionalmente
mas adelante) que contienen el gen de Fc humano, que se habia digerido previamente con Ndel y Xhol. Las
mezclas de ligamiento resultantes se transformaron mediante electroporacion en las células de la cepa de E. coli
2596 (GM221, descritas ademas mas adelante) usando procedimientos convencionales. Los clones se
seleccionaron por la capacidad de producir el producto de proteina recombinante y de posee la fusién de gen que
tiene una secuencia de nucleétidos correcta. Se selecciond un Unico de estos clones para cada uno de los péptidos
modificados (es decir, productos de fusion de Fc péptido).

Construccién del vector N- terminal de pAMG21 -Fc

pAMG21

El plasmido de expresion pAMG21 (n® ATCC 981 13) deriva del vector de expresion pCFM1656 (n® ATCC 69576) y
el sistema del vector de expresion descrito en la patente de Estados Unidos No. 4.710.473, siguiendo el
procedimiento descrito en la solicitud de patente internacional publicada WO 00124782 (véase la parte del Ejemplo 2
que se extiende desde las paginas 100 -103, asi como las figuras 17Ay 17B).

Vector N- terminal Fc

El vector de Fc N-terminal se cre6 usando la cepa de E. coli 3788, pAMG21 mondémero de Tpo Gly5-Fc como molde.
La informacion sobre la clonaciéon de esta cepa se puede encontrar en el documentoWO 00124782 (Véase el
Ejemplo 2 y la figura 10 en el presente documento). Se disefié un cebador 5° PCR (descrito ademéas mas adelante)
para retirar la secuencia de péptidos de Tpo en pAMG Tpo Gly5 y se reemplazé con un polienlazador que contiene
los sitios ApaLl y Xhol. Usando la cepa 3788 como molde, se realiz6 la PCR con la Polimerasa de Larga Expansion,
usando los oligonucleétido de la SEC ID N® 8, mas adelante, como el cebador de 5" y un cebador 3’ universal, SEC
ID N° 9, mas adelante. El producto de PCR resultante se purificé en gel y se sometié a digestién con las enzimas de
restriccion Ndel y BsrGl. Tanto el plasmido como el polinucleétido que codifica el péptido de interés junto con su
enlazador se purificaron en gel usando columnas de espin de purificacion en gel Qiagen (Chatsworth, CA). El
plasmido y el inserto se ligaron después usando procedimientos de ligamiento convencionales, y la mezcla de
ligamiento a resultante se transformé en células de E. coli (cepa 2596).

Se seleccionaron clones Unicos y se realizd la secuenciacion de ADN. Se identificé un clon correcto y éste se us6
como una fuente de vector para los péptidos modificados descritos en el presente documento.

Cebadoren 5':

ACAAACAAACATATGGGTGCACAGAAAGCGGCCGCAAAAAAA CTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACA
(SEC ID N2 8)

Cebador en 3':

GGTCATTACTGGACCGGATC (SEC ID N2 9)

Ademas de la preparacion de estos péptidos modificados como fusiones N-terminales a Fc (pepticuerpos N
terminales), alguno de ellos también se prepararon como productos de fusion C-terminales (pepticuerpos C-
terminales). El vector usado para preparar las fusiones C-terminales se describe mas adelante.

Construccion del vector C-terminal de Fc

El vector C-terminal de Fc N péptidos modificados se creié usando la cepa de E. coli 3728, pAMG21 monémero de
Tpo Gly5-Fc como molde. La informacion sobre la clonacion de esta cepa se puede encontrar en el documentoWO
0024782 (Véase el Ejemplo 2 y la figura 7 en el presente documento). Se disefié un cebador en 3’ para PCR (SEC
ID N© 10) para retirar la secuencia de péptidos de Tpo y para reemplazarla con un polienlazador que contiene los
sitios ApaLl y Xhol. Usando la cepa 3728 como molde, se realizé la PCR con la Polimerasa de Larga Expansién,
usando un cebador universal en 5 (SEC ID N® 11) y el cebador en 3’ mencionado anteriormente. El producto de
PCR resultante se purificé en gel y se someti6é a digestion con las enzimas de restriccion BsrGly BamHI. Tanto el
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plasmido como el polinucleétido que codifica cada péptido de interés con su enlazador se purificaron en gel usando
columnas de espin de purificacion en gel. El plasmido y el inserto se ligaron después usando procedimientos de
ligamiento convencionales, y la mezcla de ligamiento a resultante se transformé en células de E. coli (cepa 2596).
Se seleccionaron clones Unicos y se realizé la secuenciacién de ADN. Se identificé un clon correcto y se usé como
una fuente de vector para los péptidos modificados descritos en el presente documento.

Cebadoren 5’:
CGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGG (SEC ID N2 10)
Cebador en 3:

TTTGTTGGATCCATTACTCGAGTTTTTTTGCGGCCGCTTTCTGTG
CACCACCACCTCCACCTTTAC (SEQIDNO:11)

GM221 (#2596). La cepa huésped n® 2596, usada para expresar las proteinas de fusién del péptido-Fc, es una cepa
de E. coli K-12 modificada para contener el promotor lux, y tanto el represor lambda sensible a la temperatura
c1857s7 en la region temprana ebg como el represor laclQ en la regién tardia ebg. La presencia de estos dos genes
represores permite el uso de este huésped con una variedad de sistemas de expresion la denominacién de ATCC
para esta cepa es 202174.

Ejemplo 5

Produccién de pepticuerpos

Expresion en E. coli. Se hicieron crecer los cultivos de cada uno de las construcciones de fusion pAMG21-Fc a 37°C
en medio Terrific Broth (véase Tartof y Hobbs, “Improved media for growing plasmid and cosmid clones”, Bethesda
Research Labs Focus, volumen 9, pagina 12, 1987, citado en la referencia de Sambrook y col mencionada
anteriormente). Se logro la induccion de la expresién de producto génico a partir del promotor luxPR tras la adicién
del autoinductor sintético, N-(3-oxohexanoil)-DL-homoserina lactona, al medio de cultivo hasta una concentracién
final de 20 nanogramos por mililitro (ng/ml). Los cultivos incubaron a 37 °C durante 6 horas adicionales. Después se
analizaron los cultivos bacterianos mediante microscopia para determinar la presencia de cuerpos de inclusiéon y se
recogieron mediante centrifugacion. Se observaron cuerpos de inclusién refractiles en los cultivos inducidos, lo que
indicaba que muy probablemente las fusiones de Fc se producian en la fraccion insoluble en E. coli. Se lisaron los
sedimentos celulares directamente mediante la resuspension en tampon de muestra Laemmli que contenia B-
mercaptoetanol al 10% y se analizaron mediante SDS-PAGE. En la mayoria de los casos, se observé una banda
intensa tefida con coomassie del peso molecular apropiado en un gel SDS-PAGE.

Purificacion. Las células Se rompieron en agua (1/10) usando homogeneizacion a alta presion (dos pases a 14.000
PSI) y y se recogieron los cuerpos de inclusion mediante centrifugacion (4000 RPM en centrifuga J-6B durante una
hora). Los cuerpos de inclusiéon Se solubilizaron en guanidina 6 M, Tris 50 mM, DTT 8 mM, pH 8,5 durante 1 hora a
una proporcion 1/10. Para los péptidos lineales condensados a Fc, la mezcla solubilizada se diluy6 veinticinco veces
en urea 2 M, Tris 50 mM, arginina 160 mM, cisteina 2 mM, pH 8,5. Se dejé que la oxidacién progresada durante dos
dias a 4°C, permitiendo la formacién del compuesto unido a disulfuro (es decir, homodimero Fc-péptido). Para los
péptidos ciclicos condensados a Fc, se siguié este mismo protocolo ademas de las siguientes tres condiciones de
plegamiento: (1) urea 2 M, Tris 50 mM, arginina 160 mM, cisteina 4 mM, cistamina 1mM, pH 8.5; (2) urea 4 M,
glicerol al 20 %, Tris 50 mM, arginina 160 mM, cisteina 2 mM, pH 8.5; y (3) urea 4 M, glicerol al 20 %, Tris 50 mM,
arginina 160 mM, cisteina 4 mM, cistamina 1mM, pH 8,5. La proteina replegada se dializ6 contra urea 1,5M, NaCl
50mM, Tris 50mM, pH 9,0. El pH del medio se se redujo hasta un pH de 5 con con acido acético. Se retird el
precipitado mediante centrifugacién y el sobrenadante se ajust6é hasta un pH de entre 5y 6,5, dependiendo del punto
isoeléctrico de cada producto de fusion. La proteina se filtro y se cargd a 4 °C en una columna de SP-Sefarosa HP
equilibrada en NaAc 20 mM, NaCl 50 mM al pH determinado para cada construccién. La proteina se eluyé usando
un gradiente lineal de volumen de 20 columnas en el mismo tampdn que varia entre NaCl 50 mM y NaCl 500 mM. El
pico se combind y se filtro.

Los pepticuerpos generados usando los procedimientos anteriores se exponen en la Tabla 4 mas adelante.

Tabla 4
Pepticuerpo Secuencia del pepticuerpo
L1 (N) MGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEC ID N2:12)
L1 (N) WT MKFNPLDELEETLYEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEC ID N2:13)
MKFNPLDELEETLYEQFTFQQGSGSATGGSGSTASSGSGSA
L1 (N) TKWT THLEGGGGG-Fc (SEO In NO: 14)
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Pepticuerpo Secuencia del pepticuerpo
MGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQGGGGGGGGKFNPLDEL
2xL1 (N) EETLYEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEC ID N2:15)
MKFNPLDELEETLYEQFTFQQGGGGGGGKFNPLDELEETL
2xL1 (N) WT YEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEC ID N°:16)
Con4 (N) MGAQQEECEWDPWTCEHMLBGGGGG-Fc (SEC ID N%:17)

Con4 (N) 1K-WT

MQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATHLE
GGGGG-Fc (SEC ID N%:18)

2xCon4 (N) 1K

MGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGSAT
HQEECEWDPWTCEHMLEGGGGG~Fc (SEC ID N°: 19)

L1 (C)

M-Fc-GGGGGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQLE (SEC ID N°:20)

M-Fc
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHKFNPLDELEETL

L1 (C) 1K YEQFTFQQLE (SEC ID N%:21)

M-Fc-
GGGGGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQGGGGGGGGKFNPL
2xL1 (C) DELEETLYEQFTFQQLE (SEC ID N2:22)

Con4 (C) M-Fc-GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMLE (SEC ID N%:23)
M-Fc
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHQEECEWDPWT

Con4 (C) 1K CEHMLE (SEC ID N°:24)

2xCon4 (C) 1K

M-Fc
GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSG
SATHQEECEWDPWTCEHMLE (SEC ID N2:25)

MGAQEECEWDPWTCEHMGGGGGGGGKFNPLDELEETLY
EQFTFQQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHLEGGGGG~c

Con4-L1 (N) (SEC ID N2:26)
M-Fc
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHKFNPLDELEETL
YEQFTFQQGGGGGQEBCEWDPWTCEHMLE (SEQ In
Con4-L1 (C) NO:27)
TN-12-9 (N) MGAQ-FDYCEGVEDPFTFGCDNHLE-GGGGG-Fc (SEC ID N°:28)
C17 (N) MGAQ-QYGCDGFLYGCMINLE-GGGGG-Fc (SEC ID N2:29)
TN8-8 (N) MGAQ-KRPCEEMWGGCNYDLEGGGGG-Fc (SEC ID N2:30)
TN8-14 (N) MGAQ-HQICKWDPWTCKHWLEGGGGG-Fc (SEC ID N2:31)
Con1 (N) MGAQ-KRPCEEIFGGCTYQLEGGGGG-Fc (SEC ID N:32)

En la Tabla 4, “Fc” se refiere a la secuencia de Fc IgG1. La columna dos expone la secuencia de aminodcidos del
pepticuerpo. Su parte Fc esta marcada “Fc”, y se expone en la SEC ID N® 60, mas adelante. Se apreciara que
cuando se usa una marca, por ejemplo, “Con4” o “Con-4”, ésta se refiere al péptido Con-4, mientras que el uso del
sufijo “C”, “(C)”, o0 “-C”; 0 “N”, “(N)”, o “-N” inmediatamente después indica que la molécula es un pepticuerpo como
se describe en el presente documento. Los sufijos “N”, “(N)”, o “-N” en un nombre de pepticuerpo indican que el
péptido de unién a Ang-2 (o péptidos) esta/estan en N-terminal al dominio Fc, y los sufijos “C”, “(C)” o “-C” indican
que el péptido de unién a Ang-2 (o péptidos) esta/estan en C-terminal con el dominio Fc. Ademas, 2xCon4 (C) 1 K,
como se define en la SEC ID N° 25, también se puede nombrar sin el sufijo “1 K” en el presente documento.

La secuencia de aminodacidos de la porcion Fc de cada pepticuerpo es como sigue (desde el extremo amino al
extremo carboxilo):
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DKTHTCPPCPAPELLGGPS VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SEQ ID NO: 60)

La secuencia de ADN (SEC ID N? 33-53) que codifican los pepticuerpos que corresponden al pepticuerpo de SEC
ID N2 12 - 32, respectivamente, en la Tabla 4) se expone a continuacion:

SEQ ID NO: 33
ATGGGTGCACAGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCT

GTACGAACAGTTCACTTTCCAGCAGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGG
ACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT
CTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGA
AGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATC
GAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAG
CCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGA
GTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT

SEQ ID NO:34
ATGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGAACA

GTTCACTTTCCAGCAGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCA
CACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGT
TTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGA
GGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAA
GACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACA
AGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGC
CTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC
TCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAA
ATAA
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SEQ ID NO:35
ATGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGAACA

GTTCACTTTCCAGCAGGGATCCGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCC
ACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGCGACTCATCTCGAGGGTGGAGGC
GGTGGGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTC
CTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC
CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT
GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCA
GCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

SEQ ID NO:36
ATGGGTGCACAGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCT

GTACGAACAGTTCACTTTCCAGCAGGGTGGTGGTGGTGGTGGCGGTGG
TAAGTTCAACCCACTGGATGAGCTGGAAGAGACTCTGTATGAACAGTT
CACTTTCCAGCAACTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACA
CATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTT
TCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCC
CTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAG
GTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAA
GTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCAT
CTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGC
CCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCC
TGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
CTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
TAA

SEQ ID NO:37
ATGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGAACA
GTTCACTTTCCAGCAGGGTGGTGGTGGTGGCGGTGGTAAGTTCAACCC
ACTGGATGAGCTGGAAGAGACTCTGTATGAACAGTTCACTTTCCAGCA
ACTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACACATGTCCACCTT
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GCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATG
CGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTG
GTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGG
AGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCC
TGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
ATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

SEQ ID NO:38
ATGGGTGCACAGCAGGAAGAATGCGAATGGGACCCATGGACTTGCGA
ACACATGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACACATGTC
CACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
CCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

SEQ ID NO:39
ATGCAGGAAGAATGCGAATGGGACCCATGGACTTGCGAACACATGGG
ATCCGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGCTCTGGTTCA
GGCAGTGCGACTCATCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCA
CACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGT
TTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGA
GGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAA
GACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACA
AGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
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CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGC
CTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC
TCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAA
ATAA

SEQ ID NO:40 '
ATGGGTGCACAGCAGGAAGAATGCGAATGGGACCCATGGACTTGCGA

ACACATGGGATCCGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAG
CTCTGGTTCAGGCAGTGCGACTCATCAGGAAGAATGCGAATGGGACCC
ATGGACTTGCGAACACATGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAA
CTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGT
CAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCG
GACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATG
CCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTG
GTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGC
TGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACA
AGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
GTAAATAA

SEQ ID NO:41
ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG
GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGAAATTCAACCC
GCTGGACGAGCTGGAAGAGACTCTGTACGAACAGTTTACTTTITCAACA
GCTCGAGTAA
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SEQ ID NO:42
ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG
GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC.
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGGGATCCGGTTC
TGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGC
GACTCATAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGA
ACAGTTCACTTTCCAGCAACTCGAGTAA

SEQ ID NO:43

ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG
GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA

ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGAAATTCAACCC
GCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGAACAGTTCACTTTCCAGCA
GGGTGGTGGTGGTGGTGGCGGTGGTAAGTTCAACCCACTGGATGAGCT
GGAAGAGACTCTGTATGAACAGTTCACTTTCCAGCAACTCGAGTAA
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SEQ ID NO:44
ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG
GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGCAGGAAGAAT
GCGAATGGGACCCATGGACTTGCGAACACATGCTCGAGTAA

SEQ ID NO:45
ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG

GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC

CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGGGATCCGGTTC
TGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGC
GACTCATCAGGAAGAATGCGAATGGGACCCATGGACTTGCGAACACA
TGCTCGAGTAA
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SEQ ID NO:46
ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG

GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGCAGGAAGAAT
GCGAATGGGACCCATGGACTTGCGAACACATGGGATCCGGTTCTGCTA
CTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGCGCGACTC
ATCAGGAAGAATGCGAATGGGACCCATGGACTTGCGAACACATGCTC
GAGTAA

SEQ ID NO:47
ATGGGTGCACAGGAAGAATGCGAATGGGACCCATGGACTTGCGAACA
CATGGGTGGTGGTGGTGGTGGCGGTGGTAAATTCAACCCGCTGGACGA
ACTGGAAGAAACTCTGTACGAACAGTTCACTTTCCAGCAGGGATCCGG
TTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGT
GCGACTCATCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGgGACAAAACTCACACATGT
CCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCT
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT
TCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
CCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG

CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA
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SEQ ID NO:48
ATGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTG

GGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTGCACAGGGATCCGGTTC
TGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGC
GACTCATAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGA
ACAGTTCACTTTCCAGCAGGGTGGTGGCGGTGGTCAGGAAGAATGCGA
ATGGGACCCATGGACTTGCGAACACATGCTCGAGTAA

SEQ ID NO:49
ATGGGTGCACAGTTCGACTACTGCGAAGGTGTTGAAGACCCGTTCACT
TTCGGTTGCGACAACCACCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAAC
TCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTC
AGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCT
GAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCC
AAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAAC
CATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCC
TGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT
GCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTIG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAG
AGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT
AAATAA

SEQ ID NO:50
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ATGGGTGCACAGCAGTACGGTTGCGACGGTTTTCTGTACGGTTGCATG
ATCAACCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACACATGTCC
ACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTITCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC
GCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC
CGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

SEQ ID NO:51
ATGGGTGCACAGAAACGCCCATGCGAAGAAATGTGGGGTGGTTGCAA
CTACGACCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACACATGTC
CACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTIT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
CCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

SEQ ID NO:52

ATGGGTGCACAGCACCAGATCTGCAAATGGGACCCGTGGACCTGCAA
ACACTGGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACACATGTC
CACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
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AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCAT
CCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

SEQ ID NO:53
ATGGGTGCACAGAAACGTCCATGCGAAGAAATCTTCGGTGGTTGCACC

TACCAGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCACACATGTCC
ACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTITCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC
GCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC
CGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA

Ejemplo 6

Ensayos de pepticuerpos

Catorce de los pepticuerpos se analizaron usando el ELISA de neutralizaciéon y tres de los pepticuerpos se
analizaron usando el ELISA de afinidad. Los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5

hAng-2 mAng-2 hAng-1
Epticuerpo CI50 (nM) | CE50 (nM) | CI50 (nM) | CE50(nM) | CI50 (nM) | CE 50 (nM)

2xCon4 (C) 1K 0,04 0,02

Con4-L1 (C) 0,05 0,04
Con4 (C) 0,2 0,3
2xL1 (N) 0,65 0,8

Sin unién
Con4 (N) 0,85 0,03 0,72 0,07 Sin inhibicion
2xL1 (C) 0,9 1

Con4 (N) 1K-WT 1,9

L1 (N) 6 11 Sin inhibicion
C17 (N) 9 13 Sin inhibicion
12-9 (N) 21 7,7 Sin inhibicion
Con1 (N) 26 ~ 200 Sin inhibicion
8-14 (N) 45 33 Sin inhibicion

L1 (C) 65 37
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hAng-2 mAng-2 hAng-1
Epticuerpo CI50 (nM) | CES50 (nM) | CI50 (nM) | CE50 (nM) | CI50 (nM) | CE 50 (nM)
8-8 (N) 80 ~ 700 Sin inhibicion

Control negativo

Pepticuerpo 4883 | Sin inhibicién | Sin uniéon | Sin inhibicién | Sin uniéon | Sin inhibicién | Sin union

La secuencia de amino&cidos del pepticuerpo 4883 control negativo es como sigue (la porcioén Fc esta subrayada, el
enlazador es “GGGGG”, y la porcion péptido esta en negrita):

MDKTHTCPPCPAPELI.GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVD

VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWINGKEYKCKVSNKAILPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTIPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD

SDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK-GGGGG-CTAGYHWNSDCECCRRN (SEQ ID NO: 243)

Se apreciara que con el uso de la expresion “Sin inhibicion” en el presente documento no se quiere pretende indicar
que los compuestos no tienen calidades inhibidoras. En su lugar, “Sin inhibicion” como se usa en el presente
documento, se refiere los compuestos que cuando se analizan usando el ELISA de neutralizacién en las condiciones
descritas en el presente documento mostraban un valor de Clso mayor que 1000 nM, que era la mayor concentracion
a la que estos compuestos se seleccionaron. Aunque no se observaron calidades inhibidoras significativas para las
moléculas marcadas como que muestran “sin inhibicién”, se apreciara que las moléculas pueden, de hecho,
demostrar las calidades inhibidoras en condiciones de ensayo diferentes, o en diferentes ensayos. En una
realizacién preferida se apreciara que la invencion se refiere a pepticuerpos que tienen calidades inhibidoras usando
los ensayos descritos en el presente documento.

Dos de los pepticuerpos se analizaron usando el ensayo de afinidad BlAcore (como se describe en el Ejemplo 2).
Los resultados se muestran en la tabla 6 a continuacion.

Tabla 6
Afinidades del pepticuerpo (Pb) por hAng-2 y mAng-2
hAng-2 mAng-2
Pepticuerpo| Kp (nM) Ka(1/Ms) ka(1/s) Kp(nM) Ka(1/Ms) ka(1/s)
Pb L1 (N) 3,1 29x10° |[91x10*| 0425 | 56x10° [2,3x10™
Con4 (N) 0,67 3,3x10° | 22x10™ 0,6 7,3x10° | 4,4x10™
TN12-9 (N) 8,2 1,2x10° | 1,0x10° 0,32 72x10° |2,3x10™

Ejemplo 7

Estudios de eficacia terapéutica con pepticuerpo de Ang-2 administrado de manera sistémica

El pepticuerpo de Ang-2, TN8-Con4-C, se administrd por via subcutédnea a ratones portadores del tumor A431 segun
una pauta de una vez al dia 72 horas después de la exposicién del tumor. Las dosis de pepticuerpo usadas fueron
1000, 200, 40 y 8 ug/ratdén/dia. Se administrdé un total de 20 dosis a todos los animales. Los volimenes del tumor
junto con los pesos corporales se registraron tres veces a la semana. Al final del estudio, se sacrificé a los animales
y se recogieron sus sueros para la medicion de los niveles del pepticuerpo mediante ELISA. Se recogieron los
tumores un panel de tejidos normales de todos los grupos.

Los resultados se muestran en La figura 1. Como se puede ver, se observaron diferencias significativas en el
crecimiento tumoral entre el grupo tratado con ek pepticuerpo de Ang-2 y el vehiculo control. Las cuatro dosis de
pepticuerpo de Ang-2 inhibieron el crecimiento del tumor en comparacion con los controles vehiculo (p <0,0001
frente al control vehiculo usando ANOVA de medidas repetidas). Por el contrario, los tumores en el grupo de control
continuaroncreciendo a una velocidad mucho mayor. El tratamiento con este pepticuerpo no tuvo ningin efecto
significativo sobre los pesos corporales terminales, los pesos de los 6rganos o los parametros de hematologia de los
animales tratados con las dosis anteriores.
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Ejemplo 8

1. Construccién de genotecas de Péptidos de Ang-2 secundarios

A. Células de E. coli electrocompetentes

Células de electroporacion competentes Epicurian Coli@ XLI-Blue MRF’ (Stratagene n® 200158) se adquirieron de
Stratagene (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA).

B. Modificacién del vector de pCES1

Se realizé la PCR usando los Sistemas de PCR de Molde de Larga Extension (Roche Diagnostics Corp.,
Indianapolis, IN) con 1 pg del vector pCESI (TargetQuest Inc.) como molde. El volumen de la mezcla para PCR fue
100 ul que contenian tampén 1 x PCR, 200 nM de cada uno de los dos cebadores-. 5'-
CAAACGAATGGATCCTCATTAAAGCCAGA-3 (SEC ID Ne: 244) y 5’-
GGTGGTGCGGCCGCACTCGAGACTGTTGAAAGTTGTTTAGCA-3’ (SEC ID N2 245), dNTP 200 nM y 3 unidades
(U) Tag ADN polimerasa. El sistema TRIO-Thermoblock (Biometra) PCR se realiz6 del siguiente modo: 94°C durante
5 minutos; 30 ciclos de 94% durante 30 segundos, 50% durante 30 segundos, 72% durante 45 segundos; y 72%
durante 10 minutos; enfriar hasta 4°C. Los productos de la PCR se desarrollaron después sobre un gel de agarosa al
1% y se purificaron con QIAGEN Spin Column (QIAGEN Inc., Valencia, CA) de acuerdo con los protocolos del
fabricante. Se realiz6 una segunda reaccién de PCR con 5 pl de productos para PCR y 200 nM de cada uno de los
dos  cebadores  5-CAAACGAATGGATCCTCATTAAAGCCAGA-3 (SEC ID Ne  246) y 5-
AACACAAAAGTGCACAGGGTGGAGGTGGTGGTGCGGCCGCACT-3' (SEC ID N2 (247, las mismas condiciones de
PCR que las descritas anteriormente.

Los productos de la PCR y el vector pCES1 original se digirieron después por separado en 100 pl de reaccién que
contenia tampon 1 x NEB2, 60 U de ApaLl (New England Biolabs, Beverly, MA), 60 U de BamHI (New England
Biolabs) a 372 C durante 1 hora. A continuacién, el ADN digerido se purific6 usando una columna QIAGEN Spin
Column y se ligd conjuntamente en 40 pl de reaccion que contenia 1x tampon de ligamiento y 40 U de T4 ADN
ligasa (New England Biolabs) a temperatura ambiente durante toda la noche.

Los vectores se transfeccionaron en E. coli y se incubaron a 37°C durante la noche. Las colonias individuales
aisladas se seleccionaron y, después, se purificd el plasmido usando una columna QIAGEN Spin Column. Mediante
secuenciacion de ADN Se confirmé la insercion correcta.

C. Preparacion del ADN del vector

Un microgramo de ADN del vector de pCESI modificado (de la seccién 1B anterior) se transformé en 40 pl de XLI -
blue E. coli electrocompetente (de la seccién 1A anterior) usando el Gene Pulser Il (BIO-RAD, Hercules, CA) fijado a
2500 V, 25 pF, y 200 ohms. La muestra de bacterias transformadas se transfiri6 después inmediatamente a un tubo
que contenia 960 pl de SOC (2% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, glucosa 20
mM, MgSO4 10 mM, MgCl> 10 mM ), y el cultivo se dejo6 crecer a 37°C con agitacion durante 1 hora.

Después, las células se extendieron sobre la placa de agar 2xYTAGT (2xYT con 100 ug/ml de ampicilina, 12,5 ug/ml
de tetraciclina y 2% de glucosa) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se confirmé una sola colonia mediante
secuenciacion y se uso para inocular 2 litros de medio 2xYTAGT a 37°C con agitacién durante la noche. El ADN del
vector plasmidico se purifico con el kit de QIAGEN Plasmid Maxi de acuerdo con los protocolos del fabricante.

D. Digestiéon del ADN del vector

Aproximadamente 2000 microgramos totales de ADN del vector (de la secciéon 1C anterior) se digirieron en 5000 pl
de reaccion que contenia 1x tampén 2 NEB, 300 U de ApaLl y 300 U de Xhol a 37°C durante toda la noche. La
reaccion de digestion de restriccion Se incub6d durante toda la noche a 37°C y se analiz6 en un gel de agarosa al
0,8% prefabricado (Embi Tec, San Diego, CA). A continuacion, el ADN del vector linealizado se escindi6 del gel y se
extrajo con el Kit de Extraccion de Gel QlAquick (QIAGEN Inc.) de acuerdo con las direcciones del fabricante.

E. [Preparacién de oligonucledtidos de la genoteca

Seis oligonucleétidos de genoteca (1 fijado y 5 dopados) se disefiaron basandose en las secuencias que se derivan
de los resultados descritos anteriormente. Los oligonucleétidos de la genoteca fijada eran:

5-CACAGTGCACAGGGTNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKS ARTGGGATCCGTGGASCNNKNNKNNKNNKNN-
KNNK-NNKCATT CTCTCGAGATCA-3’ (nimero de genoteca 20) (SEC ID N® 248);

y dos del 70% de los oligonucleétidos de la genoteca dopados eran como sigue:

5'-CACAGTGCACAGGGTNNKNNKNNKaaKcgKccKNNKga  KgaKatKitKggKggKNNKacKtaKcaKNNKNNKNNKCAT-
TCTC TCGAGATCA-3 (numero de genoteca 27); (SEC ID N° 249);

5’-CACAGTGCACAGGGTNNKaaKttKaaKccKctKgaKgaKctKgaKga  KacKctKtaKgaKcaKitKacKitKcaKcaKNNKCAT
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-TCTCTCGAGATCA-3’ (numero de genoteca 99); (SEC ID N 250);

Las letras en minUscula representan una mezcla del 70% de la base indicada y el 10% de cada uno de los tres
nucleétidos). Los otros tres del 91% de los oligonucleétidos de la genoteca dopados eran como sigue:

5-CACAGTGCACAGGGTNNKNNKNNKcaKgaKgaKTGCgaKtg KgaKccKigKacKTGCgaKcaKatKNNKNNKNNKCAT-
TCTCTCGAGA TC A-3’' (nimero de genoteca 94); (SEC ID N¢: 251);

5'-CACAGTGCACAGGGTNNKitKgaKtaKNNKgaKggKgtKgaKgaKcc KttKacKttkggKNNKgaKaaKcaKNNKCAT-
TCTCT-CGAGATCA-3’ (numero de genoteca 25); (SEC ID N¢: 252);

y

5-CACAGTGCACAGGGTNNKaaKittKaaKccKctKgaKgaKctKgaKga ~ KacKctKtaKgaKcaKitKacKitKcaKcaKNNKCAT
-TCTCTCGAGATCA-3’ (numero de genoteca 26); (SEC ID N 253);

Para los oligos anteriores, los expertos en la técnica apreciaran que “N” indica que cada uno de los cuatro
nucledtidos (A, T, C, y G) se representan de igual forma durante la sintesis de oligo, y “K” indica que los nucleétidos
G y T se representaron de igual manera durante la sintesis de oligo. Las letras en mindscula representan una
mezcla del 91 % de la base indicada y el 3 % de cada uno de los tres nucleétidos. Cada uno de estos
oligonucledtidos se us6 como molde en la PCR.

El kit de Sistema de PCR de Fidelidad de Alta Expansion (Roche Diagnostics Corp.) se usé para las reacciones de
PCR. Cada oligo de la genoteca se amplifico en una placa de reaccién de PCR de 96 pocillos de 50 pl que contenia
1 nM de un oligonucledétido de genoteca, 1X del tampdn de PCR, 300 nM de cada uno de los cebadores:

5-CACAGTGCACAGGGT-3’ (SEC ID N2 254);

y
5-TGATCTCGAGAGAATG-3’, (SEC ID N®: 255);

dNTP 200 uM, MgCl> 1,5 mM y 350 U de la polimerasa de expansion. El termociclador (GeneAmp PCR System
9700, Applied Biosystems) para llevar a cabo el siguiente programa: 94°C durante 5 minutos; 25 ciclos de (94°C
durante 30 segundos, 52.5°C durante 60 segundos, 72% durante 30 segundos); 72% durante 10 minutos; enfriar
hasta 4°C. Los nucleoétidos libres se retiraron después usando el Kit de Purificacion de PCR QlAquick (QIAGEN Inc.
N? de catalogo 28104) de acuerdo con los protocolos del fabricante.

F. Digestién de los oligonucleétidos de la genoteca

Para cada genoteca los productos de PCR (seccion IE) se digirieron en una reaccién de 1200 pl que contenia
tampo6n 2 1 x NEB, 750 U de ApaLl y 750 U de Xhol a 37°C durante la noche. EI ADN digerido se separ6 sobre un
gel de agarosa al 3% prefabricado (Embi Tec). La banda de ADN de interés para cada reaccion se corté del gel y se
extrajo con filtro de tubo de centrifuga COSTAR Spin-X, 0,22 um de acetato de celulosa (Corning Inc., N° de
catalogo 8160).

G. Ligamiento del vector con los oligonucleétidos de la genoteca

Los 450 pl de la reaccion de ligamiento contenian el vector linealizado (seccion 1D) y cada producto de PCR de la
genoteca digerido (secciéon F) a una relacion molar de 1:5, 1 x NEB de tamp6n de ligamiento, y 20.000 U de T4 ADN
ligasa al 16% durante toda la noche. Los productos ligados se incubaron a 65°C durante 20 minutos para inactivar la
T4 ADN ligasa y ademas se incubaron con 100 U de Notl a 37°C durante 2 horas para minimizar el autoligamiento
del vector. Los productos ligados después se purificaron mediante una extraccién en fenol/cloroformo convencional
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Maniatis et al., 3a Edicién, Cold Spring Harbor Laboratoy Press, 2000) y
se volvieron a suspender en 120 pl de H20.

H. Transformacién por Electroporacion

Para cada genoteca, se realizaron doce reacciones de electroporacion. Para cada transformacion, 10 pl del ADN del
vector ligado (seccion 1G) y 300 pl de células XL1 -BLUE MRF’ (seccion 1A) se mezclaron en una cubeta de 0,2 -cm
(BIO-RAD). La mezcla resultante se sometioé a pulsos mediante el Pulsador Il de Genes fijado a 2500 V, 25 uF, y
200 ohms. Las bacterias transformadas de las doce reacciones de electroporacion se combinaron después y se
transfirieron en un matraz que contenia 26 ml de SOC para incubacién a 37°C durante 1 hora. Las células se
afnadieron a 450 ml de 2xYTAG y se cultivaron a 37°C con agitacién durante 5 horas. Las células se centrifugaron a
4000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Después, los sedimentos celulares se volvieron a suspender en 12 ml de 15%
de glicerol/12xYT y se almacenaron a -80°C. Esta era la reserva primaria de las genotecas. Los titulos mostraron
tamanos de genoteca de 5,0 x 10° (nimero de genoteca 20), 3,3 x10'"° (nimero de genoteca 94), 4,7 x 10° (nimero
de genoteca 25), 5,0 x 10° (nimero de genoteca 26), 3,0 x 10° (nmero de genoteca 27), y 4,2 x 10° (nimero de
genoteca 99) de transformantes independientes.
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2. Amplificacién de las Genotecas

A. Preparacién de reserva secundaria de las Genotecas

A partir de la reserva de células de genoteca primaria (de la seccién 1H anterior), se usaron suficientes células para
cubrir un exceso 10 X de cada tamarno de genoteca para inocular medio 2xYTAGT (2YT con 100 ug/ml de
ampicilina, 12,5 ug/ml de tetraciclina y 2% de glucosa) de manera que la DOeggo de partida era 0,1. Se dejo que los
cultivos se desarrollran a 37°C con agitacion durante varias horas hasta que la DO600 = 0,5. Una décima parte de
alicuota de cada genoteca se recogio y se desarrollé en matraces separados durante otras dos horas a 37°C. Estos
subcultivos se centrifugaron después a 4000 rpm usando un rotor Beckman JA-14 durante 10 minutos a 4%, y se
volvieron a suspender los sedimentos de bacterias en 7,0 ml (para cada genoteca) de 15% de glicerol 12xYT para
almacenamiento a -80°C.

B. Induccién del fago

Alicuotas del fago auxiliar M13K07 (Amersham Pharmacia Biotech) se afiadieron a los cultivos bacterianos restantes
a una DOgyo = 0,5 (de la Seccion 2A anterior) hasta la concentracion final de 3 x 10° ufp/ml. Se dej6 que el fago
auxiliar infectara las bacterias a 37°C durante 30 minutos sin agitacion y 30 minutos con agitacion lenta. Las células
infectadas se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se volvieron a suspender los sedimentos de
células en el mismo volumen (de la seccion 2A anterior) con el medio 2xYTAK (2YT con 100 ug/ml de ampicilina y
40 ug/Iml de kanamicina). La produccion de fagémido se dej6 que se produjera a 30°C durante toda la noche con
agitacion.

C. Recogida del fago

Los cultivos de bacterias de la seccion 2B anterior se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se transfirieron después en nuevas botellas, y se afiadieron 0,2 volimenes de 20% de PEG/2,5 M de
NaCl y se incubaron sobre hielo durante 1 hora para precipitar los fagémidos. Los v precipitados se centrifugaron a
10.000 rpm durante 30 minutos a 4°C y se volvieron a suspender cuidadosamente con 100 ml de PBS fria. La
solucion de fagémido se purific6 ademas mediante centrifugaciéon de las células remanentes con 4000 rpm durante
10 minutos a 4°C y precipitacién de los fagémidos mediante la adicion de 0.2 volumenes de 20% de PEG/2,5M de
NaCl. Los fagémidos se centrifugaron a 10.000 rpm durante 30 minutos a 4X, y los sedimentos de fagémidos se
volvieron a suspender con 18 ml de PBS fria. Se afadieron seis ml de 60% de glicerol a la soluciéon de fagemido
para almacenamiento a -80°C. Las titulaciones del fagémido se determinaron mediante un procedimiento estandar
(Molecular Cloning, Maniatis et al 3a Edicién).

3. Seleccién del fago de unién a Ang-2

A. Inmovilizacién de Ang-2 sobre perlas magnéticas

El Ang-2 biotinilado (de la seccidén 3A anterior) se inmovilizé sobre el Dynabead M-280 Streptavidin (DYNAL, Lake
Success, NY) a una concentracién de 2000 ng de proteina Ang-2 por 100 pl de la reserva de perlas del fabricante.
Sacando las perlas a un lado de un tubo usando un iman y retirando por pipeteo el liquido, las perlas se lavaron
cinco veces con la solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) y se volvieron a suspender en PBS. La proteina
Ang-2 biotinilada se afadié a las perlas lavadas a la concentracién anterior y se incub6 con rotacion durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las perlas recubiertas con Ang-2 se bloquearon mediante la adicion de BSA hasta 2 % de
concentracién final e incubacién durante la noche a 4°C con rotacién. Las perlas recubiertas con Ang-2 resultantes
se lavaron dos veces con PBST (PBS con 0,05% de Tween-20) antes de someterse a los procedimientos de
seleccion.

B. Seleccién usando las perlas recubiertas con Ang-2

Fagémidos equivalentes a aproximadamente 1000 veces una genoteca (de la seccién 2C anterior) se bloquearon
durante una hora con 1 ml de PBS que contiene 2% de BSA. La muestra de fagémido bloqueado se sometio a tres
etapas de seleccion negativa mediante la adicion de perlas vacias (las mismas perlas que en la seccién 3A pero sin
revestimiento de proteina Ang-2), y esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos con rotacion.
El sobrenadante que contenia fagémido se extrajo usando un iméan y se transfirié a un segundo tubo que contenia
perlas vacias (las mismas perlas que en la seccion 3A pero sin proteina Ang-2 recubriendo), y esta mezcla se incub6
a temperatura ambiente durante 15 minutos con rotacién.

Se repiti6 el procedimiento. El sobrenadante que contenia el fagémido se extrajo después usando iman y se
transfiri6 a un nuevo tubo que contenia perlas revestidas con proteina Ang-2 (de la seccion 3A), y la mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 1 hora con rotacion. Después se deseché el sobrenadante, se lavaron las
perlas unidas a fagémido 10 veces con 2% de leche-PBS; 10 veces con 2% BSA-PBS; 10 veces con PBST y dos
veces con PBS. Después se dejé que los fagémidos eluyeran en 1 ml de solucién de trietilamina 100 mM (Sigma, St.
Louis, MO) durante 10 minutos en un aparato rotatorio. El pH de la solucién que contiene fagémido cose neutralizd
mediante la adicion de 0,5 ml de 1 M Tris-HCI (pH 7,5). Los fagémidos resultantes de usaron para infectar 10 ml de
bacterias XLI -Blue MRF’ recientemente desarrolladas (DOsoo aproximadamente 0,5) a 37°C durante 30 minutos sin
agitacion y 30 minutos con agitacion lenta. Después, todas las células de XLI-BLUE MRF’ se sembraron sobre una
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placa 15 X 15 cm 2xYTAG y se incubaron a 30°C durante toda la noche.

C. Induccién y recogida de Fagos

Una alicuota de 10 ml de medio 2xYTAGT se afadi6 a la placa (de la seccién 3B) para volver a suspender las
células XL1 -BLLTE MRF’. Se recogieron todas las células XLI-BLUE MRF’ en un tubo, y una alicuota de 250 pl de
estas células se anadio a 25 ml de 2xYTAGT y se desarrollaron a 37°C hasta la DOggo = 0,5. El fago auxiliar M13K07
se afnadio hasta una concentracion final de 3 x 10° ufc/ml y se incub6 a 37°C durante 30 minutos sin agitacion y 30
minutos con agitacion lenta. Se centrifugaron las células con 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se volvieron a
suspender con 25 ml de 2xYTAK. Se dej6 que estas bacterias se desarrollaran a 30°C durante toda una noche con
agitacion. Se recogieron los fagémidos inducidos y se purificaron como en la seccién 2C.

D. Segunda Ronda de Seleccién

La Segunda Ronda de Seleccién se realiz6 como se indica en la seccién 3B a 3C excepto para lo siguiente.
Aproximadamente fagémidos equivalentes a aproximadamente 100 veces una libreria que resultan de la secciéon 3C
se us6 como el fagémido de entrada. La cantidad de proteina Ang-2 biotinilada (seccion 3A) revestida sobre
Dynabead M-280 Streptavidin se disminuy6 hasta 20 ng. Las perlas unidas a los fagos se lavaron después 10 veces
con 2% de leche -PBS; 10 veces con 2% de BSA-PBS; 10 veces con PBST, y el lavado final implicé 60 minutos de
incubacién a temperatura ambiente en PBST. Las perlas se lavaron dos veces con PBS. Las condiciones de elucion
eran las mismas que en la primera ronda (seccion 3B).

E. Tercera Ronda de Seleccién

La tercera Ronda de Seleccion se realiz6 como se indica en la seccién 3B a 3C excepto por lo siguiente.
Aproximadamente fagémidos equivalentes a aproximadamente 10 veces una libreria que resultan de la seccién 3D
se us6 como el fagémido de entrada. Se usaron aproximadamente 2 ng de proteina Ang-2 biotinilada (de la seccion
3A) para recubirir las Dynabead M-280 Streptavidin. Las perlas unidas a los fagos se lavaron 10 veces con 2% de
leche -PBS; 10 veces con 2% de BSA-PBS; 10 veces con PBST, y el lavado final implicé 60 minutos de incubacién a
temperatura ambiente en PBST. Las perlas se lavaron dos veces con PBS. Las condiciones de elucién eran las
mismas que en la primera ronda (seccion 3B).

F. Cuarta Ronda de Seleccién

La cuarta Ronda de Seleccion se realiz6 como se indica en la seccion 3B a 3C excepto por lo siguiente. Los
fagémidos equivalentes de la genoteca que se producen en la seccién 3E se usaron como el fagémido de entrada.
La cantidad de proteina Ang-2 biotinilada (seccion 3A) revestida sobre Dynabead M-280 Streptavidin se disminuyd
hasta 0,4 ng para las genotecas 25, 26, y 27. Para las genotecas 20 y 94, |la cantidad de revestimiento se mantuvo
como en la tercera ronda a 2 ng. La genoteca 99 no se llevd a cabo hasta la cuarta etapa de la ronda de seleccién.
Las condiciones de elucién eran las mismas que en la primera ronda (seccion 3B).

4. ANALISIS CLONAL

A. Preparacién de la placa maestra

Se recogieron colonias individuales de la segunda ronda de seleccion y se inocularon en placas de 96 pocillos que
contenian 120 pl de 2xYTAGT por pocillo. Las placas de 96 pocillos se incubaron en un agitador a 30°C durante toda
la noche. Se afadieron cuarenta microlitros de 60% de glicerol por pocillo APRA almacenamiento a -80 °C.

B. ELISA para fagémidos

Alicuotas de aproximadamente 2 pul de células de la placa maestra (de la seccion 4A anterior) se inocularon en una
placa de 96 pocillos Costar® nueva (Corning incorporated, Corning, NY, n® de catalogo 9794) que contenia 100 pl de
2xYTAGT por pocillo, y esta nueva placa de células se desarrollé a 37°C hasta aproximadamente una DOggo = 0,5.

Se afiadieron a cada pocillo cuarenta pl de 2xXYTAGT que contenia fago auxiliar M13K07 (1,5 x 10" ufc/ml) y la
placa de 96 pocillos se incubd a 37°C durante 30 minutos sin agitacion y otros 30 minutos con agitacién lenta. La
placa se centrifugd a 2000 rpm (centrifuga de mesa Beckman CS-6R) durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes
se retiraron de los pocillos y cada sedimento de células se volvié a suspender usando 150 pl de 2xYTAK por pocillo.
La placa se incub6 a 30°C durante la noche para la expresion de fagémido.

La proteina Ang-2 humana se revisti6 en la placa de 96 pocillos Maxisorp (NUNC) a 1 ug/ml en 1xPBS a 4°C durante
toda la noche. Como control, 2% de BSA (Sigma) se revistié sobre una placa Maxisorp separada. Al dia siguiente,
los cultivos de células de toda una noche se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se transfirieron
diez pl de sobrenadante de cada pocillo a una nueva placa de 96 pocillos que contenia solucion BSA/PBS para diluir
el sobrenadante a 1:10. Las mezclas resultantes se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
para bloquear los fagémidos. Mientras tanto, la placa revestida con proteina Ang-2 se bloqued con 400 pl de
solucion al 2% de BSA/PBS por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. La solucién de BSA
se desechd, y cada pocillo se lavé tres veces con solucion de PBS. Después de la Ultima etapa de lavado, se
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anadieron 100 pl de soluciones de fagémidos bloqueados a cada pocillo de la placa revestida con proteina Ang-2 asi
como la placa control y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. El liquido se desechd, y
cada pocillo se lavé tres veces con solucion de PBST. Se anadieron 100 pyl de mAb anti-M13 conjugado con HRP
(Amersham Pharmacia Biotech) a una diluciéon de 15.000 a cada pocillo de las placas revestida con proteina Ang-2 y
control, y estas placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. El liquido se deseché de
nuevo, y cada pocillo se lavd tres veces con solucion de PBST. Se anadieron cien pl de sustratos
quimioluminiscentes LumiGLO (Laboratorios Kirkegaard y Perry, Gaithersburg, MD) a los pocillos, y cada pocillo se
leyé mediante la maquina Luminoskan AFCENT DLRearly (Labsystems, Franklin, MA).

C. Secuenciacién de los clones de fago

La reaccion de PCR se realizé usando 1 yl de bacterias de cada pocillo de la placa maestra (seccion 4A) como
molde. El volumen de cada mezcla de PCR era 50 pl que contiene tampén 1 x PCR, 300 nM de cada uno de los dos
cebadores:

5-GTTAGCTCACTCATTAGGCAC-3’ (SEC ID N¢: 256) y
5-GTACCGTAACACTGAGTTTCG-3’, (SEC ID N® 257);

dNTP 200 pM, MgCl> 2 mM y 2,5 U de de taq ADN polimerasa (Roche Molecular Biochemicals). El GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems) para llevar a cabo el siguiente programa: 94°C durante 5 minutos; 40 ciclos de
(94°C durante 45 segundos, 55°C durante 45 segundos, 72°C durante 90 segundos); 72°C durante 10 minutos;
enfriar hasta 4°C. Los productos de PCR se purificaron con el Kit de Purificacién QlAquick 96 PCR (QIAGEN Inc.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los productos de PCR purificados se secuenciaron con el
cebador 5-TTACACTTTATGCTTCCG-3’' (SEC ID N® 258) usando el secuenciador ABI 3770 (Perkin Elmer) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5. Clasificacién de Secuencias

Las secuencias de péptidos que se tradujeron de secuencias de nucleotidos variables (seccién 4C) se
correlacionaron con los datos de ELISA. Los clones que mostraban una DO alta en los pocillos revestidos con Ang-2
y una DO baja en los pocillos revestidos con BSA se consideraron més importantes. A las secuencias que
aparecieron multiples veces también se consideraron importantes. Veinticuatro secuencias de péptido de la
genoteca 20, 26 secuencias de péptido de la genoteca 94, 7 secuencias de péptido de la genoteca 25, 18
secuencias de péptido de la genoteca 26, 6 secuencias de péptido de la genoteca 27, y 4 secuencias de péptido de
la genoteca 99 se eligieron para analisis adicional y la generacidén de pepticuerpos. De manera adicional, once
secuencias de consenso de las genotecas 20 y 94, tres secuencias de consenso de las genotecas 26 y 99, y dos de
la genoteca 25 se dedujeron y se usaron para generar pepticuerpos. Los pepticuerpos en la Tabla 7 se evaluaron
usando el protocolo de ELISA de Neutralizacion descrito en el Ejemplo 10 en el presente documento. Los resultados
se muestran en la tabla 7.

Tabla 7

Pc derivados de Con4 . Secuencia del pepticuerpo (SEC ID
. hAng-2:Tie2 Clso(nM