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DESCRIPCION
Uso de antagonistas de DII4 en lesién isquémica o insuficiencia vascular
Campo de la invencién

Esta invencion se refiere, en lineas generales, al tratamiento de trastornos vasculares e isquémicos administrando
composiciones que inhiben la interaccion de DIl4 con receptores Notch y/o la activacion de receptor Notch. Mas
especificamente, esta invencién se refiere al tratamiento de trastornos vasculares y/o isquémicos del ojo
administrando composiciones que inhiben la interaccion de DIl4 con receptores Notch.

Antecedentes

La angiogénesis es un proceso fundamental requerido para el desarrollo y el crecimiento normales de tejidos y
6rganos e implica la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. La angiogénesis y la
homeostasis de vasos sanguineos estan estrechamente controladas a través de un sistema altamente regulado de
moduladores angiogénicos. La desviacion de un control tan estrecho con frecuencia conduce a o estad asociado con
enfermedad.

Aunque la angiogénesis "excesiva" o anormal no regulada es caracteristica de numerosos estados patoldgicos, la
angiogénesis insuficiente, la pérdida de vasos sanguineos o la oclusion funcional o estructural de vasos sanguineos
también puede ser un grave problema médico. Es deseable promover la angiogénesis y/o prevenir la regresion de
vasos sanguineos existentes en situaciones en las que el tejido se convierte en isquémico, por ejemplo, en isquemia
retiniana, cerebral, cardiovascular y de extremidades y en afecciones en las que tiene que establecerse, re-
establecerse, aumentarse o expandirse el suministro vascular, por ejemplo, en la cicatrizacién y después de
trasplante de tejidos u 6rganos o para estimular el establecimiento de vasos colaterales o aumentar de otro modo la
perfusion de un tejido u érgano con circulacién inadecuada.

La ruta de sefializacion de Notch es un sistema para la comunicacion célula a célula usado por una amplia variedad
de eucariotas para muchos procesos bioldgicos, tales como diferenciacion, proliferacion y homeostasis (Artavanis-
Tsakonas et al. (1999) Science 284: 770-776). La sefalizacion de Notch también se ha implicado en el control del
desarrollo vascular (Iso et al. (2003) Arterioscler Thromb Vasc Biol. 23: 543-553).

El tipo delta (DI4) o ligando de tipo delta 4 (Dll4) (en lo sucesivo en este documento, "DII4") es un miembro de la
familia Delta de ligandos de Notch que muestra una expresion altamente selectiva por el endotelio vascular (Shutter
et al. (2000) Genes Dev. 14: 1313-1318). EI DIl4 es un ligando para receptores Notch, incluyendo Notch1 y Notch4.
Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos para DIl4 humano y de ratdon se muestran respectivamente en
las SEC ID N°: 1-2 y SEC ID N°: 3-4. Se han generado ratones DIlI4 con modificacién génica dirigida (véase, por
ejemplo, Duarte et al. (2004) Genes Dev. 18: 2474 - 2478; Krebs et al. (2004) Genes Dev. 18: 2469 - 2473: Gale et
al. (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101: 15949-15954). Estos estudios mostraron que DIll4 estaba altamente
expresado en vasos sanguineos en desarrollo en el embridn de ratdn y que la delecidon genética de incluso un unico
alelo de DIl4 dio como resultado mortalidad embrionaria asociada con anormalidades vasculares marcadas.

El documento US 2006/134121 desvela antagonistas, ensayos y métodos terapéuticos de DIl4. El documento US
2006/030529 desvela el uso de inhibidores de VEGF para el tratamiento de trastornos del ojo. El documento WO
2007/028110 desvela métodos para usar e identificar moduladores de tipo delta 4. El documento WO 2007/143689
desvela composiciones y métodos para modular el desarrollo vascular.

Breve resumen de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento de enfermedades que afectan al sistema cardiovascular con agentes
capaces de bloquear la interaccion de DIl4 con sus receptores ("antagonistas de DII4"). Los resultados
experimentales proporcionados en este documento respaldan el uso de antagonistas de DIl4 para tratar
enfermedades caracterizadas por la neovascularizacion patolégica y la insuficiencia vascular, donde la insuficiencia
vascular se debe a la pérdida de vasos sanguineos o cambios vasculares funcionales que dan como resultado
perfusion tisular insuficiente. Los antagonistas de DIl4 son particularmente Utiles para tratar trastornos vasculares del
ojo, por ejemplo, retinopatia diabética, retinopatia de prematuridad y otras enfermedades oculares caracterizadas
por angiogénesis patolégica y/o isquemia retiniana, tales como oclusion de vena o arteria retiniana.

La invencién proporciona el uso de un antagonista de ligando de tipo delta 4 (Dll4) en la fabricacion de un
medicamento para prevenir o reducir la pérdida de vasos sanguineos o para promover la angiogénesis productiva, o
ambos, en un sujeto que tiene una lesion isquémica o insuficiencia vascular en el que el antagonista de DIl4
comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a DIl4 y bloquea la unién de
Dll4 a un receptor Notch o que comprende el dominio extracelular de DIl4, conectado opcionalmente a un
componente multimerizante. La invencién también proporciona un antagonista de ligando de tipo delta 4 (DIl4) para
el uso en la prevencion o reduccion de la pérdida de vasos sanguineos o promocion de angiogénesis productiva, o
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ambas, en un sujeto que tiene una lesidon isquémica o insuficiencia vascular, en el que el antagonista de DIl4
comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a DIl4 y bloquea la union de DIl4 a
un receptor Notch o que comprende el dominio extracelular de Dll4, conectado opcionalmente a un componente
multimerizante.

Se demuestra que la inhibicién farmacolégica de DIl4 ejerce varios efectos beneficiosos en un modelo de retinopatia
isquémica, que incluyen atenuacién de la pérdida de vasos sanguineos cuando se aplica en el momento de una
lesion que conduce a pérdida de vasos sanguineos y supresion del desarrollo de cambios patolégicos en la
vasculatura mientras que se aumenta la regeneracion de vasos sanguineos funcionales mas normales cuando se
aplica después del establecimiento de la isquemia.

Se espera que los agentes farmacoldgicos que inhiben la sefializacién de DIl4 sean similarmente beneficiosos al
tratar otras formas de lesién isquémica, que incluyen isquemia cerebral, isquemia cardiaca y afecciones isquémicas
que afectan a las extremidades y otros érganos o tejidos corporales. También se espera que los inhibidores de DIl4
sean clinicamente beneficiosos en otras afecciones que requieran el establecimiento o el re-establecimiento de un
suministro vascular o que se beneficiarian de otro modo de la perfusion tisular aumentada. Son ejemplos de tales
afecciones las malformaciones arteriovenosas, cicatrizacion, trasplante de oérganos o tejidos e insuficiencia
placentaria. Como se muestra en el trabajo experimental indicado mas adelante, la inhibicion de DIl4 previene el
estrechamiento y la oclusién arterial, indicando que los inhibidores de DIl4 también serian eficaces en el tratamiento
de hipertension sistémica o pulmonar y trastornos relacionados.

Ahora se demuestra que los antagonistas de DIl4 son eficaces en la promocién de la angiogénesis productiva tanto
en estados normales como en afecciones patoldgicas. Especificamente, se demuestra que el bloqueo de la
sefializacién de DIl4-Notch mejora la brotacion angiogénica y la proliferacién de células endoteliales vasculares en la
vasculatura retiniana en desarrollo y suprime la formaciéon de neovascularizacion ectépica patoldgica y el desarrollo
de derivaciones arteriovenosas en favor de formacion de vasos mas apropiada en la retina isquémica. Ademas, se
demuestra que la aplicacion de bloqueantes de DIl4 en el momento de la lesién vascular reduce marcadamente la
pérdida posterior de vasos sanguineos. Estos hallazgos respaldan el uso de un antagonista de Dll4 en el tratamiento
de enfermedades del ojo caracterizadas por anormalidades vasculares, especialmente cuando estan acompafadas
de isquemia y pérdida de vasos normales. Los ejemplos de tales enfermedades del ojo incluyen retinopatias
isquémicas, tales como degeneracién macular relacionada con la edad, oclusion de la vena retiniana central u
oclusiéon de rama de vena retiniana, retinopatia diabética y retinopatia de prematuridad.

En este documento se describe también un procedimiento de tratamiento de un trastorno o una enfermedad del ojo
caracterizada por anormalidades vasculares, que comprende administrar un antagonista de DIl4 a un sujeto que lo
necesite. El método promueve el crecimiento de vasos normales funcionales, inhibe el crecimiento de vasos
anormales o alterados y previene la regresion patolégica de vasos sanguineos.

En una realizacion, el antagonista de DIl4 es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a
Dll4 y que bloquea la unién de DIl4 a un receptor Notch (por ejemplo, receptores Notch1 y Notch4). En otra
realizacion, el antagonista de DII4 es una proteina o un fragmento proteico que comprende el dominio extracelular de
Dli4 o un fragmento del mismo, que, en realizaciones especificas, puede estar fusionado a un componente
multimerizante y que se une a los receptores Notch sin activar los mismos, bloqueando de este modo las acciones
de DIl4 endogeno.

El trastorno o la enfermedad del ojo tratada mediante el método es un trastorno de la vasculatura ocular
caracterizado por la presencia de vasos anormales y/o pérdida de vasos normales o de la funcién normal de los
vasos. En realizaciones especificas, la afeccion o el trastorno tratado incluye retinopatia de prematuridad, retinopatia
isquemia, oclusion de vena o arteria retiniana, retinopatia diabética, neovascularizacién coroidea, degeneracion
macular relacionada con la edad, neovascularizacién corneal, glaucoma neovascular o trasplante corneal.

El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo usado en el método puede ser policlonal o monoclonal y puede estar
humanizado, ser quimérico o ser completamente humano. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo monoclonal completamente humano. El fragmento de anticuerpo puede ser
un anticuerpo de cadena sencilla, ScFv, un Fab o un F(ab'),.

Cuando el antagonista de DIl4 es una proteina o un fragmento proteico, el fragmento es preferentemente el dominio
extracelular de DIl4 o un fragmento o fragmento modificado del mismo y puede estar fusionado a un componente
multimerizante. EI componente multimerizante es preferentemente un dominio de inmunoglobulina, tal como, por
ejemplo, un dominio Fc, por ejemplo, un Fc humano (SEC ID N°: 5). La proteina puede comprender opcionalmente
una secuencia sefial que puede ser nativa de la célula, recombinante o sintética.

En un aspecto mas amplio, el método es util para tratar cualquier enfermedad o afeccion isquémica causada por un
suministro de sangre insuficiente debido a pérdida de vasos sanguineos y/o mala perfusién, por ejemplo, lesion
isquémica, isquemia cerebral, isquemia cardiaca, afecciones isquémicas que afectan a las extremidades u otros
o6rganos o tejidos, malformaciones arteriovenosas, cicatrizacion, trasplante de érganos o tejidos, insuficiencia
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placentaria, estrechamiento y oclusion arterial, ateroesclerosis e hipertension sistémica o pulmonar.

En este documento se describe también el uso de un agente capaz de inhibir la actividad de DIl4 en la fabricacion de
un medicamento para tratar, inhibir o mitigar un trastorno isquémico o vascular, en el que el antagonista de DIl4 es
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo capaz de bloquear la unién de DIl4 a un receptor Notch o un fragmento de
DIl4 conectado opcionalmente a un componente multimerizante (tal como un dominio Fc). En una realizacion, el
trastorno isquémico o vascular es una enfermedad o afecciéon del ojo caracterizada por la presencia de vasos
sanguineos anormales y/o pérdida de vasos sanguineos normales o de funcién vascular. La enfermedad del ojo es
retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, oclusion de vena o arteria retiniana, retinopatia diabética,
neovascularizacion coroidea, degeneracion macular relacionada con la edad, neovascularizacion corneal, glaucoma
neovascular o trasplante corneal.

En otra realizacion, el trastorno isquémico o vascular es lesidon isquémica, isquemia cerebral, isquemia cardiaca,
afecciones isquémicas que afectan a las extremidades u otros érganos o tejidos, malformaciones arteriovenosas,
cicatrizacién, trasplante de drganos o tejidos, insuficiencia placentaria, estrechamiento y oclusion arterial,
ateroesclerosis o hipertension sistémica o pulmonar.

Otros objetos y ventajas seran evidentes a partir de una revision de la siguiente descripcion detallada.
Breve resumen de las figuras

Figura 1. La delecién genética de un unico alelo de DIl4 aumenté los numeros de brotes angiogénicos en la
vasculatura retiniana en desarrollo. EI nimero de brotes se cuantific6 en campos de microscopia 100X. Los
resultados fueron significativamente diferentes en el nivel p<0,00001.

Figura 2. El suministro intraocular de DIl4-Fc aumentd los nimeros de células positivas a BrdU en proliferacion en la
vasculatura retiniana en desarrollo. Se inyectaron 4,15 pm de mDIl4-hFc o 5 ym de proteina de control hFc humana
por via intravitrea en crias de ratén de 7 dias de edad. La vasculatura retiniana se analiz6 24 horas después. El
numero de células positivas a BrdU se cuantific6 en campos de microscopia 200X. Los resultados fueron
significativamente diferentes en el nivel p<0,05.

Figura 3A-B. El suministro intraocular de DIl4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 promueve la regeneracion de vasos retinianos
en ratones con retinopatia isquémica inducida por oxigeno (OIR). (A) Se inyectaron 0,48 ym de mDII4-hFc 0 0,5 pm
de proteina de control hFc humana por via intravitrea en crias con OIR de 13 dias de edad (dia postnatal 13 o P13).
La vasculatura retiniana se analizé en P17. (B) Se inyectaron 2,55 ym de anticuerpo policlonal de conejo anti-mDIl4
o 5 ym de proteina de control hFc humana por via intravitrea en P13. La vasculatura retiniana se analizé en P17. Se
midieron las areas avasculares en preparaciones retinianas en plano. Los resultados fueron significativamente
diferentes en los niveles p<0,0001 (A) y p<0,05 (B).

Figura 4A-B. El suministro intraocular de Dll4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 mitiga la formacion de neovascularizacién
patolégica en OIR. (A) Se inyectaron 0,48 ym de mDIl4-hFc o 0,5 ym de proteina de control hFc humana por via
intravitrea en P13. La vasculatura retiniana se analizd en P17. (B) Se inyectaron 2,55 ym de anticuerpo policlonal de
conejo anti-mDIl4 o 5 um de proteina de control hFc humana por via intravitrea en P13. La vasculatura retiniana se
analizé en P17. Se midieron las areas vasculares anormales (areas que contenian "penachos" vasculares ectopicos)
en preparaciones retinianas en plano. Los resultados fueron significativamente diferentes en los niveles p<0,0001 (A)
y p<0,05 (B).

Figura 5. El suministro intraocular de DIl4-Fc mejora la perfusion retiniana. Se inyectaron 0,48 ym de mDIll4-hFc 0 0,5
pum de proteina de control hFc humana por via intravitrea en P13. En P17, los animales se perfundieron con lectina
de tomate marcada con Rojo Texas y la vasculatura retiniana se analizé6 en P17. Se midieron las areas vasculares
no perfundidas en preparaciones retinianas en plano. Los resultados fueron significativos en el nivel p<0,0005.

Figura 6A-B. El suministro intraocular de DIl4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 reduce la hipoxia/isquemia retiniana. (A) Se
inyectaron 4,1 um de hDIl4-hFc o 5 um de proteina de control hFc humana por via intravitrea en P12. Se inyecto
Hypoxyprobe™-1 por via intraperitoneal una hora antes de eutanasiar a los animales. La vasculatura retiniana se
analizé en P17. Se midieron las areas marcadas con Hypoxyprobe en preparaciones retinianas en plano. (B) Se
inyectaron 2,55 pym de anticuerpo policlonal de conejo anti-mDIl4 o 5 ym de proteina de control hFc humana por via
intravitrea en P13. Se inyecté Hypoxyprobe™-1 por via intraperitoneal una hora antes de eutanasiar a los animales.
La vasculatura retiniana se analizé en P17. Se midieron las areas marcadas con Hypoxyprobe en preparaciones
retinianas en plano. Los resultados fueron significativamente diferentes en los niveles p<0,001 (A) y p<0,05 (B).

Figura 7. La delecién genética de un unico alelo de DIll4 reduce la pérdida de vasos sanguineos inducida por
exposicidon a hiperoxia. Se pusieron ratones Dll4*"acz y de control de tipo silvestre (WT) de la misma camada en la
camara de oxigeno al 75% en P7. La vasculatura retiniana se analizé en preparaciones en plano en P12. Los
resultados fueron significativamente diferentes en los niveles p<0,05.
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Figura 8A-B. El suministro intraocular de DIl4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 reduce o previene la pérdida de vasos
sanguineos inducida por exposicion a hiperoxia. (A) Se inyectaron 4,1 ym de hDIll4-hFc o 5 ym de proteina de
control hFc humana por via intravitrea en P8. Las crias se pusieron en un entorno de oxigeno al 75% en P9. La
vasculatura de las retinas se analizé en P10. (B) Se inyectaron 2,55 ym de anticuerpo policlonal de conejo anti-mDIl4
o0 5 uym de proteina de control hFc humana por via intravitrea en P8. Las crias se pusieron en un entorno de oxigeno
al 75% en P9. La vasculatura retiniana se analizé en P10. Los resultados fueron significativamente diferentes en los
niveles p<0,00001 (A) y p<0,0001 (B).

Figura 9A-B. El suministro intraocular de DII4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 reduce la oclusiéon de vasos retinianos. (A)
Se inyectaron 4,1 ym de hDIl4-hFc o 5 ym de proteina de control hFc humana por via intravitrea en P8. Las crias se
pusieron en un entorno de oxigeno al 75% en P9. Las crias se perfundieron con lectina fluorescente y la vasculatura
retiniana se analizé en P10. (B) Se inyectaron 2,55 ym de anticuerpo policlonal de conejo anti-mDIll4 o 5 ym de
proteina de control hFc humana por via intravitrea en P8. Las crias se pusieron en un entorno de oxigeno al 75% en
P9. Las crias se perfundieron con lectina fluorescente y se analiz6 la vasculatura retiniana en P10. Los resultados
fueron significativamente diferentes en los niveles p<0,00001 (A) y p<0,0001 (B).

Figura 10. El suministro sistémico de DIl4-Fc reduce o previene la pérdida de vasos sanguineos retinianos. Se
inyectaron 4,1 ym de hDIl4-hFc o 5 ym de proteina de control hFc humana por via intravitrea (ITV) o se inyecté
hDII4-hFc por via intraperitoneal a una dosis de 25 mg por kg de peso corporal en P7. Las crias se pusieron en un
entorno de oxigeno al 75% en P8. La vasculatura retiniana se analizdé en P9. Los resultados fueron
significativamente diferentes en el nivel p<0,0001.

Descripcion detallada

Antes de que se describan los presentes métodos, ha de entenderse que esta invencién no esta limitada a métodos
particulares y las condiciones experimentales descritas, ya que tales métodos y condiciones pueden variar. También
ha de entenderse que la terminologia usada en este documento es con el fin de describir solamente realizaciones
particulares y no debe entenderse como limitante, ya que el alcance de la presente invencion se limitara solamente
por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado como un experto habitual en la materia, a la que pertenece esta invencion, comprende cominmente.
Aunque se puede usar cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en este documento en la
puesta en practica o el ensayo de la presente invencion, ahora se describen los métodos y materiales preferentes.

Definiciones

Con la expresion "antagonista de DII4" se quiere decir un agente capaz de inhibir la actividad biologica de DIl4
bloqueando la interaccién de DIll4 con sus receptores. La inhibicidon de la actividad de DIl4 puede ser a través de
inhibicién de la activaciéon de receptor con un anticuerpo para DIl4 o con un analogo o fragmento de DIl4 que se una,
pero que no active el receptor (unién no productiva). Los inhibidores comunes incluyen, pero sin limitacion,
anticuerpos, receptores solubles, aptameros de oligonucleétido, péptidos u otros antagonistas de molécula pequefa
y sus derivados y ligandos de DIl4 modificados que se unen a su receptor Notch pero que son incapaces de activar
la sefalizacion a través de tal unién. Otras estrategias incluyen la interferencia con la expresion del gen que codifica
Dll4 o el bloqueo de la activacién del receptor Notch, por ejemplo, con ARNip o con inhibidores de gamma secretasa,
respectivamente.

Un anticuerpo "neutralizante” o "bloqueante” tiene por objeto referirse a un anticuerpo cuya unién a DIl4 da como
resultado la inhibicién de la actividad biolégica de DIl4. Esta inhibicion de la actividad biolégica de DIl4 puede
evaluarse midiendo uno o mas indicadores de la actividad bioldégica de DIl4. Estos indicadores de la actividad
bioldgica de DIl4 pueden evaluarse por uno o mas de varios ensayos convencionales in vitro o in vivo conocidos en
la técnica (véase ejemplos a continuacion). Preferentemente, la capacidad de un anticuerpo de neutralizar la
actividad de DIl4 se evalua mediante inhibicion de la union de DII4 a un receptor Notch, tal como Notch1 y Notch4.

Descripcion general

Las rutas de sefializacion de Notch estan conservadas evolutivamente y desempefian papeles clave en la
determinacion del destino celular y la diferenciacion en muchos tejidos durante el desarrollo embrionario y posnatal.
Los componentes principales de la ruta de Notch se expresan en la vasculatura y la delecién genética de ciertos
componentes de la ruta de Notch incluyendo Notch1, Notch1/Notch4, Jagged1, DII1, DIl4, Hey1/Hey2 o presenilinas,
da como resultado mortalidad embrionaria asociada con defectos de remodelado vascular. Aunque la mayoria de
estos genes se expresan en multiples tipos tisulares y celulares, DIl4 esta restringido en gran medida al endotelio
vascular, sugiriendo que DIl4 es un ligando clave para los receptores Notch en la vasculatura.

Durante el desarrollo embrionario temprano, la delecién genética de incluso un unico alelo de DII4 produce
anormalidades vasculares graves que dan como resultado mortalidad embrionaria en la mayoria de las cepas de
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ratén. De hecho, entre los muchos genes implicados en la vasculogénesis y la angiogénesis, se ha descrito que la
insuficiencia haploide da como resultado graves defectos vasculares y mortalidad embrionaria solamente para DIl4 y
VEGF-A. La mortalidad embrionaria temprana impide la mayoria de las manipulaciones experimentales, haciendo
dificil comprender precisamente el papel de DIl4 durante el desarrollo vascular y en situaciones patolégicas.

Para superar esta limitacion se estudiaron los efectos de la delecion del gen de DIl4 en ratones de la cepa ICR, en la
que la insuficiencia haploide produce solo mortalidad embrionaria limitada. El fenotipo vascular observado en estos
ratones mutantes se comparé con el obtenido en ratones de tipo silvestre en los que la sefializacién de DIl4/Notch
estaba inhibida selectivamente por inyeccion intravitrea de un inhibidor soluble de DIl4, DIll4-Fc o un anticuerpo
policlonal neutralizante contra el dominio extracelular de DIl4. Para estos experimentos se selecciond la retina como
un sistema de modelo en el que estudiar la biologia de DIl4, debido a que la vasculatura retiniana se desarrolla
postnatalmente de una manera estereotipica que esta altamente organizada, temporal y espacialmente.

El modelo murino de retinopatia isquémica inducida por oxigeno (OIR) es un modelo bastante caracterizado de
neovascularizacion patoldgica asociada con expresion elevada del factor pro-angiogénico esencial, VEGF (Smith et
al. 1994 Invest Ophthalmol Vis Sci 35: 101-111; Neely et al. 1998 Am J. Pathol 153: 665-670; Saint-Geniez et al.
2004 Int J Dev Biol 48: 1045-1058) y, por tanto, pertinente para la angiogénesis patolégica asociada con diversas
afecciones patoldgicas (Ferrarra et al. 2005 Nature 438: 967-974). Finalmente, la vasculatura retiniana es facilmente
accesible para manipulaciones experimentales, que incluyen microinyecciones intravitreas de agentes
experimentales.

Los experimentos descritos a continuacién muestran que durante el desarrollo vascular retiniano normal y en el
modelo de OIR, la supresién farmacolégica de la sefalizacion de DIl4/Notch aumenta marcadamente la brotacion
angiogénica y promueve la formacion de una red capilar primaria mas densa. De modo coherente con esto, se hallé
que la expresion de DIl4 enddégeno es particularmente destacada en las regiones mas activas del crecimiento
vascular tanto durante el desarrollo normal como en el modelo de OIR. Ademas, la inhibicién de DIl4 suprimi6é
marcadamente la formacion de la vasculatura anormal y evité la oclusion y regresion de vasos sanguineos.

Antagonistas de DIl4

Los antagonistas de DII4 incluyen anticuerpos para DIll4 y fragmentos de los mismos capaces de bloquear la union
de DIl4 a un receptor Notch, por ejemplo, Notch1, y proteinas o fragmentos proteicos que comprenden el dominio
extracelular de DIl4 que se pueden fusionar a un componente multimerizante; péptidos y pepticuerpos (véase, por
ejemplo, la publicacién de patente de Estados Unidos 2003/0229023 Oliner et al.).

Anticuerpos de DIl4. La expresion "inmunoglobulina o anticuerpo” como se usa en este documento se refiere a un
polipéptido o una proteina de mamifero, incluyendo de ser humano, que comprende una regién marco conservada
de un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo que se une especificamente a y que reconoce un anticuerpo
que, en el caso de la presente invencion, es una proteina de DIl4 o una porcién de la misma. Si el anticuerpo o la
proteina de tipo anticuerpo pretendida se usara como un producto terapéutico de mamifero, las regiones de unién a
inmunoglobulinas deben obtenerse de las correspondientes inmunoglobulinas de mamifero. Si la molécula tiene por
objeto el uso no terapéutico, tal como para diagndstico y ELISA, las regiones de unién a inmunoglobulina pueden
obtenerse de mamiferos humanos o no humanos, tales como ratones. Los genes o fragmentos génicos de
inmunoglobulina humana incluyen las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mi (u) asi
como la miriada de genes de region variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mi, alfa, delta o épsilon que, a su vez, definen las clases
de inmunoglobulina 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dentro de cada clase de IgG existen diferentes
isotipos (por ejemplo, IgG+, IgG2, etc.) asi como alotipos de los mismos.

Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) ilustrativa de IgG humana comprende un tetramero. Cada
tetrdmero esta compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena ligera
(aproximadamente 25 kD) y una cadena pesada (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N de cada cadena define
una region variable de aproximadamente 100-110 o mas aminoacidos responsables principalmente del
reconocimiento de antigeno. Las expresiones "cadena ligera variable" (V.) y cadena pesada variable (Vy) se refieren
a estas cadenas ligera y pesada respectivamente.

Los anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como varios fragmentos bastante caracterizados
producidos por digestién con diversas peptidasas. Por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por debajo de los
enlaces disulfuro en la regién bisagra para producir F(ab)'2, un dimero de Fab que por si mismo es una cadena ligera
unida a Vy-Cu por un enlace disulfuro. El F(ab)'z puede reducirse en condiciones suaves para romper el enlace
disulfuro en la regién bisagra, convirtiendo de este modo el dimero de F(ab); en un monémero de Fab'. El
monoémero de Fab' es esencialmente Fab con parte de la region bisagra. Aunque se describen diversos fragmentos
de anticuerpo en términos de la digestion de un anticuerpo intacto, el experto entendera que tales fragmentos se
pueden sintetizar de nuevo quimicamente o usando metodologia de ADN recombinante. Por tanto, el término
anticuerpo, como se usa en este documento, incluye también fragmentos de anticuerpo producidos mediante la
modificacién de anticuerpos enteros o los sintetizados de nuevo usando metodologias de ADN recombinante o
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generados mediante bibliotecas de presentacion tales como fago, E. coli o bibliotecas de presentacion en levadura
(véase, por ejemplo, McCafferty et al. (1990) Nature 348: 552-554).

Andlogos o fragmentos proteicos de DII4. El antagonista de DIl4 puede ser un fragmento de DIl4 conectado
opcionalmente a un componente multimerizante. En realizaciones especificas, un fragmento de DIl4 puede
fusionarse a un componente multimerizante tal como un dominio de inmunoglobulina, un dominio de
inmunoglobulina truncado o una secuencia de aminoacidos entre 1 y aproximadamente 500 aminoacidos de
longitud, que comprende opcionalmente al menos un resto de cisteina. En una realizacion preferente, el componente
multimerizante es un dominio de inmunoglobulina, preferentemente un dominio Fc, por ejemplo, un Fc humano (SEC
ID N°: 5). La proteina o el fragmento proteico puede comprender opcionalmente una secuencia sefial, que puede
comprender cualquier secuencia conocida por un experto para dirigir la secrecion de un polipéptido o una proteina
de una célula, incluyendo secuencias naturales o sintéticas. Generalmente se pone una secuencia sefial al
comienzo o en el extremo amino de la proteina de fusién. Tal secuencia sefial puede ser nativa de la célula,
recombinante o sintética.

El dominio extracelular de DIl4 estd compuesto de un dominio Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) y ocho repeticiones en
tandem de tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF). Generalmente, los dominios de EGF se reconocen como
aparecen aproximadamente en la posicion 218-251 (dominio 1), 252-282 (dominio 2), 284-322 (dominio 3), 324-360
(dominio 4) y 362-400 (dominio 5), con el dominio de DSL aproximadamente en la posicién 173-217 y el dominio N
terminal aproximadamente en la posicion 27-172 de hDIl4 (SEC ID N° 2). En realizaciones especificas, el
antagonista de DIl4 comprende aproximadamente los aminoéacidos 27-172, 27-217, 218-400, 218-360, 218-322 o
218-282 de la SEC ID N°: 2, fusionado opcionalmente a hFc (SEC ID N°: 5).

Métodos de administracion

La presente divulgacion se refiere a métodos de tratamiento que comprenden administrar a un sujeto una cantidad
eficaz de un agente descrito en este documento. En un aspecto preferente, el agente estd sustancialmente
purificado (por ejemplo, sustancialmente libre de sustancias que limitan su efecto o que producen efectos
secundarios deseados). El sujeto es preferentemente un animal, por ejemplo, tal como una vaca, cerdo, caballo,
pollo, gato, perro, etc. y preferentemente es un mamifero y mucho mas preferentemente un ser humano. En una
realizacién especifica puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas descritas en este documento
localmente al area que necesita tratamiento; esto puede conseguirse, por ejemplo y no a modo de limitacién,
mediante infusién local durante cirugia, aplicacion tépica, por ejemplo, a través de inyeccion, mediante un catéter o
mediante un implante.

Los métodos descritos en este documento pueden llevarse a cabo ventajosamente mediante administracion al area
que necesita tratamiento mediante administracion local, incluyendo administracion intravitrea, intraocular, perocular,
subconjuntival, yuxtaescleral, subtenoniana o topica.

Terapias de combinaciéon

En diversas realizaciones, el método descrito en este documento se consigue con un antagonista de DIl4, tal como
un anticuerpo de Dll4, en combinacion con uno o mas compuestos o terapias o procedimientos médicos adicionales.
Por ejemplo, los agentes terapéuticos adecuados para el uso en combinacién, de forma alterna o simultanea,
incluyen proteinas de fusion capaces de unirse e inhibir la actividad del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) (véase los documentos U.S. 7.070.959 y 7.087.411), agentes inmunosupresores tales como
corticoesteroides, dexametasona, ciclosporina A, FK506 o agentes antimetabdlicos (véase Barker, NH, et al., (2000)
Clin Exp Opthal 28: 357-360). Otros agentes terapéuticos adecuados para el uso en combinacion, de forma alterna o
simultanea, con antagonistas de DIl4 pueden incluir agentes que pueden bloquear la actividad biolégica de otros
miembros de la familia de VEGF, tales como VEGF-C y VEGF-D.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen a fin de proporcionar a los expertos habituales en la materia una divulgacion y
descripcion completas de cémo preparar y usar los métodos y las composiciones de la invencién y no tienen por
objeto limitar el alcance de lo que los inventores consideran su invencién. Se han realizado intentos de garantizar la
precision con respecto a los niumeros usados (por ejemplo, cantidades, mediciones de area, etc.), pero pueden
existir algunos errores y desviaciones experimentales.

Ejemplo 1. Efecto de delecion genética de un unico alelo de DIl4 en la brotacion de vasos sanguineos en la
vasculatura retiniana en desarrollo.

Se llevé a cabo una investigacion para determinar los efectos de la deficiencia genética parcial de DIi4 en la
brotacién de vasos sanguineos durante la angiogénesis retiniana en desarrollo normal.

Animales. Se uso6 la tecnologia Velocigene™ (Valenzuela et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21: 652-9; Patente de
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Estados Unidos 6.586.251) para sustituir toda la regién codificante de DIl4 con el gen indicador de b-galactosidasa
en células madre embrionarias de ratén de hibrido C57BL/6:129. Los machos quiméricos se cruzaron con hembras
ICR. Se usaron para este estudio ratones DII4"*** sometidos a retrocruzamiento durante 3 generaciones con ICR
(87,5% de ICR).

Histoguimica e inmunotincién. Las crias de ratoén se eutanasiaron humanamente en P7. Se enuclearon los ojos y se
diseccionaron las retinas, se fijaron durante una noche con paraformaldehido al 4%, se tifieron con lectina | de
Griffonia simplicifolia (GS) marcada con FITC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) y se montaron en plano. Se
tomaron imagenes usando un microscopio Nikon (Melville, NY).

Cuantificaciones. Se realizaron mediciones usando el software Scion Image. Cada estado experimental se ensayo al
menos por triplicado. Se usaron el ensayo t de Student y el analisis de varianza de dos vias para evaluar la
significacién estadistica.

Resultados. El plexo periférico era mucho mas denso en ratones DII4"#°* que en cachorros de la misma camada de
tipo silvestre. Las vistas de mayor aumento resaltaron que el plexo periférico mas denso en las retinas de ratones
DII4"®“ consistia en capilares que eran mayores en diametro, estaban mas intensamente interconectados e
hiperperfundidos, de tal manera que en algunas areas los vasos se fundieron hasta formar un sincitio, y, ademas,
habia muchos mas brotes en el frente de crecimiento (Figura 1); también se observaron filopodios en partes mas
internas del plexo a una frecuencia superior a la normal. Los analisis cuantitativos mostraron que, en comparacion
con los controles de tipo silvestre, las retinas de ratones DII4*** mostraron un aumento del 68% en el nimero de
brotes en el frente de crecimiento de la vasculatura retiniana superficial (Figura 1) asi como mas de un aumento de
factor dos en el nimero de las interconexiones capilares por area unitaria, dando como resultado un aumento
significativo en el recubrimiento vascular. A pesar de los marcados cambios morfolégicos, la inyeccion intravascular
de lectina fluorescinada llené completamente el plexo vascular superficial en desarrollo, excepto los filopodios que
se extendian desde las células guia tanto en ratones DII4"#°? como en ratones de tipo silvestre, indicando que todos
los componentes de la vasculatura en desarrollo tenian limenes y eran funcionales.

Ejemplo 2. Efecto de la inhibicion de DIl4/Notch con DIl4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 en la vasculatura retiniana
en desarrollo.

Se llevd a cabo una investigacion para determinar los efectos de la inhibicion farmacolégica de la sefalizacion de
DII/Notch en la proliferacion de células endoteliales y la brotacion de vasos sanguineos durante la angiogénesis
retiniana en desarrollo normal.

Anticuerpos vy reactivos. El DIl4-Fc comprende el dominio extracelular de Dll4 de ratén o humano y la parte Fc de
IgG humana. El DIl4-Fc se expreso en células CHO y se purificod por afinidad mediante cromatografia de proteina A.
El anticuerpo anti-DIl4 se produjo mediante inmunizacion de conejos con mDIl4-hFc recombinante. El antisuero se
purificé parcialmente mediante cromatografia de proteina A antes del uso.

Animales. Se usaron ratones C57/BI6 (Taconic) para estudiar el efecto de DIl4-Fc o anticuerpo de DIl4 neutralizante
sobre la vasculatura retiniana en desarrollo.

Microinyecciones _intravitreas. Se realizaron microinyecciones intravitreas (30 -100 nl) de los compuestos en
investigacion entre el ecuador y el limbo corneal usando un nanoinyector Drummond Scientific (BroPA) equipado con
una aguja de vidrio.

Marcaje con BrdU. Las células en proliferacion se marcaron mediante administracion de BrdU (1 mg/kg i.p.) 20 h
después de la inyeccion intravitrea de hFc o DIl4-Fc. Se recogieron las retinas 4 horas mas tarde y se tifieron con
anti-BrdU (Dako North America, Inc., Carpinteria, CA) y anticuerpos de VE-Cadherina (BD PharMingen, San Diego,
CA).

Resultados. Para estudiar el efecto de la deficiencia intra-retiniana local en la sefializacion de DIll4/Notch y no
secundaria a una anormalidad sistémica no detectada se inyecté una versién soluble de DIl4 (denominada DIl4-Fc)
que se une a receptores Notch sin activar los mismos, bloqueando de este modo las acciones de DIl4 enddgeno, o
un anticuerpo policlonal neutralizante especifico para el dominio extracelular de DIl4 en el cuerpo vitreo de los
ratones de tipo silvestre. Tres dias después de la administraciéon intraocular de bloqueante de DIl4 los vasos
retinianos mostraron cambios morfoldgicos que se parecian mucho a las anormalidades vasculares encontradas en
ratones DII4*" incluyendo una densidad de vasos sanguineos y un calibre vascular espectacularmente
aumentados. Ademas, estos cambios morfoldgicos caracteristicos tuvieron lugar rapidamente, siendo claramente
evidentes en el intervalo de 24 horas.

El marcaje con BrdU también mostré un aumento en la proliferacion de células endoteliales en el intervalo de 24 h
del bloqueo de DIl4 (Figura 2). El aumento del 17% observado en la tasa de proliferaciéon podria producir un aumento
de mas del 50% en el nimero de células en el intervalo de tres a cuatro tiempos de duplicacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2398253 T3

Ejemplo 3. Efecto de DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 sobre la vascularizacion, perfusién y anormalidades
vasculares retinianas en ratones con OIR.

Se llevd a cabo una investigacion para determinar los efectos de DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 sobre el crecimiento
de vasos retinianos, formacion de anormalidades vasculares y perfusion retiniana en retinopatia isquémica inducida
por oxigeno (OIR).

Para determinar si la sefalizacion de DIl4/Notch desempefia un papel en la angiogénesis patoldgica asi como
durante el desarrollo normal se utilizé el modelo de OIR. En el modelo de ORI, la exposicién de crias de ratén a
hiperoxia en P7 da como resultado una rapida obliteracion de los capilares en la retina central. Después de la vuelta
al aire ambiental en P12, la zona avascular se convierte en gravemente hipdxica, lo que, a su vez, causa una
extensa neovascularizacién anormal, caracterizada por el crecimiento ectépico de vasos en el cuerpo vitreo
("penachos" vasculares epirretinianos) y la formacién de derivaciones arteriovenosas anormales; las partes centrales
de la retina permanecen en gran medida avasculares durante un prolongado periodo.

Animales y modelo de OIR. Se usaron ratones C57/BI6 (Taconic) para estudiar el efecto de DIl4-Fc o anticuerpo de
Dll4 neutralizante sobre la neovascularizacién retiniana en OIR. Se produjo OIR siguiendo el método desarrollado
por Smith et al. (Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 1994, 35: 101-111). En resumen, las crias de ratdén y sus madres se
pusieron en un entorno de oxigeno al 75% desde los dias postnatales (P) 7 a P12 y después se devolvieron al aire
ambiental. La exposicién a hiperoxia induce la vaso-obliteracion rapida en la retina central. Cuando los ratones se
devuelven al aire ambiental (P12), la pérdida de vasos de la retina central da como resultado hipoxia/isquemia grave
que, a su vez, estimula los cambios vasculares patoldgicos descritos anteriormente.

Para marcar los vasos sanguineos permeables se inyectaron 50 ml de lectina de Lycopersicon esculentum (LE)
marcada con rojo Texas (1 mg/ml; Vector Laboratories, CA) en el ventriculo cardiaco izquierdo y se dejé circular
durante 5 min.

Resultados. La inhibicién de DII4/Notch con DIll4-Fc o anticuerpo anti-DIlI4 mitigdé la neovascularizacion patoldgica
Fig. 3A-B), estimul6 el crecimiento de nuevos vasos sanguineos (Fig. 4A-B) y mejoré la re-perfusion retiniana (Fig.

(
5)

El DIl4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 o una proteina de control (hFc) se inyectd por via intravitrea en P13, un dia
después de que los animales se hubiesen devuelto al aire ambiental, bastante después de que hubiese finalizado la
vaso-obliteracion. Cuando las retinas se evaluaron en P17, la administracion de DIl4-Fc o anticuerpo anti-Dll4
suprimié espectacularmente el crecimiento ectépico de penachos neovasculares patolégicos en el cuerpo vitreo
(Figura 1) y también evit6 la formacion de derivaciones arteriovenosas anormales. Las areas ocupadas por
penachos neovasculares se redujo el 43% en las retinas tratadas con Dll4-Fc y el 85% en las retinas tratadas con
anticuerpo anti-Dll4, ambas en comparacién con retinas de control tratadas con hFc.

Ademas se observo que el DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 estimulan una brotacion mas extensa de nuevos vasos a
partir de capilares y venas que bordean la zona avascular, dando como resultado una regeneracién mas rapida de
vasos sanguineos en la retina central donde la vasculatura se habia agotado, reduciendo de este modo el area
retiniana avascular (Fig. 4A-B). Las areas avasculares se redujeron el 43% en las retinas tratadas con Dll4-Fc y el
63% en las retinas tratadas con anticuerpo anti-DIl4. Fue particularmente notable la regeneracion capilar extensa
que surgia de las venas en la zona avascular de retinas tratadas con DIl4-Fc. Por tanto, la atenuacion de la
sefalizacion de Dll4/Notch favorecio la extensiéon de nuevos brotes vasculares a lo largo de la superficie retiniana y
redujo la formacion de neovascularizacion epirretiniana, dando como resultado una reformacion mas rapida del plexo
vascular superficial. Los nuevos vasos en formacién eran funcionales y mostraron una reperfusion retiniana
mejorada, como fue evidente por la reduccion del 45% de las areas no perfundidas en retinas tratadas con DIl4-Fc
(Figura 5).

Ejemplo 4. Efecto de DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 sobre la hipoxia/isquemia retiniana en el modelo de OIR.

Se llevdo a cabo una investigacion para determinar los efectos de DIll4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 sobre la
hipoxia/isquemia retiniana en el modelo de OIR de neovascularizacion patoldgica.

El crecimiento excesivo de vasos sanguineos en ciertas circunstancias puede interferir con la circulacién normal de
la sangre y reducir la oxigenacion tisular. Para ensayar si la inhibicion de DIl4/Notch puede mejorar la oxigenacion
tisular se us6 HYPOXYPROBE™-1 (Chemicon) en un ensayo no invasivo para detectar hipoxia tisular y para
determinar el efecto del tratamiento de DII4-Fc sobre la hipoxia/isquemia retiniana. Se inyecté por via intraperitoneal
HYPOXYPROBE ™-1 con 100 mg/kg una hora antes de recoger las retinas para la evaluacion.

Resultados. El crecimiento de nuevos vasos funcionales después de la administracion intravitrea de inhibidores de
Dll4/Notch redujo efectivamente la hipoxia/isquemia tisular como es evidente por la reduccion del 69% y del 30% de
las areas positivas a hydroxyprobe en retinas tratadas con Dll4-Fc o anticuerpo anti-Dll4, respectivamente (Fig. 6A-
B).
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Ejemplo 5. La delecion genética de un unico alelo de DIl4 reduce la vaso-obliteracion inducida por hiperoxia.

Se llevé a cabo una investigacion para determinar los efectos de la deficiencia genética parcial de Dll4 sobre la
regresion de vasos sanguineos inducida por hiperoxia.

Animales. Se generaron ratones D14 sometidos a retrocruzamiento durante 3 generaciones para ICR (87,5% de
ICR) como se ha descrito anteriormente. Debido a una mutacién recesiva (rd/rd), la capa celular de fotorreceptores
retinianos comienza a degenerarse en P12 en los ratones ICR. Por lo tanto, para obviar los potenciales efectos
secundarios de la pérdida de fotorreceptores en la vasculatura retiniana, para evaluar estadios mas tardios del
desarrollo retiniano y para todos los experimentos de OIR, los ratones DII4*"*% (87,5% de ICR) se sometieron a
retrocruzamiento hasta C57BL/6 para producir ratones Rd/rd que no muestran degeneracién de fotorreceptores.

Las crias de ratones se pusieron en un entorno de oxigeno al 75% desde los dias postnatales (P) 7 a P12. Las
retinas se recogieron y se analizé la vasculatura retiniana en preparaciones en plano.

Resultados. La expresion reducida de DIl4 en la vasculatura retiniana de ratones DII4""* previene parcialmente Ia
pérdida de vasos sanguineos retinianos inducida por hiperoxia (Figura 7). En el modelo de OIR, la exposicion de
crias de ratén a hiperoxia en P7 da como resultado una rapida oclusién y obliteracién de capilares en la retina
central. Para determinar si la inhibicion de DIl4/Notch puede tener un efecto protector sobre los vasos sanguineos se
analizo el efecto de la deficiencia genética parcial de DIl4 en ratones DII4™% en la vaso-obliteracion inducida por
hiperoxia. Al evaluar los animales en P12 (a fin de evaluar el alcance de la vaso-obliteracion hiperoxica), se hallé
que la vaso-obliteracion estaba reducida el 40% en ratones DII4*"Z en comparacién con animales de control de la
misma camada de tipo silvestre, sugiriendo que los inhibidores de DIl4 pueden proteger los vasos sanguineos
existentes de regresion.

Ejemplo 6. Efectos de DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 sobre la vaso-obliteracion inducida por hiperoxia.

Se llevé a cabo una investigacion para determinar los efectos de la inhibicion de DIl4/Notch con DIl4-Fc y anticuerpo
anti-Dll4 sobre la regresion de vasos sanguineos inducida por hiperoxia.

Animales. Se usaron ratones C57/BI6 (Taconic) para estudiar el efecto de DIl4-Fc o anticuerpo de DII4 neutralizante
sobre la vaso-obliteracién retiniana inducida por oxigeno. Se llevaron a cabo microinyecciones intravitreas de los
compuestos en investigacion el dia postnatal 8. El dia postnatal 9, las crias se pusieron en un entorno de oxigeno al
75%. Se recogieron las retinas 24 horas después y la vasculatura retiniana se analizé en preparaciones en plano.

Resultados. La inyeccion intravitrea de DIll4-Fc o anticuerpo anti-DIl4 redujo espectacularmente las areas de
vasculatura con obliteracién el 97% y el 41%, respectivamente (Fig. 8A-B).

Ejemplo 7. Efectos de DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 sobre la oclusion de vasos sanguineos inducida por
hiperoxia.

Se llevé a cabo una investigacion para determinar los efectos de la inhibicion de DIl4/Notch con DIl4-Fc y anticuerpo
anti-Dll4 sobre la oclusion de vasos sanguineos inducida por hiperoxia. Todos los procedimientos se realizaron como
se ha descrito anteriormente.

El tratamiento con DIl4-Fc y anticuerpo anti-DIl4 redujo las areas retinianas no perfundidas en el 40% y el 29%,
respectivamente (Fig. 9A-B).

Ejemplo 8. Efectos de la administracion sistémica de DIl4-Fc sobre la regresion de vasos sanguineos
inducida por hiperoxia.

Se llevé a cabo una investigacion para determinar los efectos del tratamiento sistémico con DIl4-Fc sobre la
regresion de vasos sanguineos inducida por hiperoxia.

Se inyectaron 4,1 ym de hDIl4-hFc o 5 um de proteina de control hFc humana por via intravitrea (ITV) o se inyecté
hDII4-hFc por via intraperitoneal a una dosis de 25 mg por kg del peso corporal en P7. Las crias se pusieron en un
entorno de oxigeno al 75% en P8 y se analiz6 la vasculatura retiniana en P9. Todos los otros procedimientos se
llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente.

Resultados. La administracion tanto local (intravitrea) como sistémica (intraperitoneal) de DIl4-Fc redujo las areas de
vasculatura con obliteracion el 86% y el 56%, respectivamente, indicando que, independientemente de la via de
administracion, los inhibidores de DIl4 pueden usarse de forma eficaz para proteger los vasos sanguineos de
regresion (Fig. 10).
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211> 2058
<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 1

atggeggeag
cagcagcegeg
cgeggegtac
tgccttaage
acgccggtat
Aaccectetee
gcttggcacg
agcaagatcyg
accagcacce
ggagacaact
cagccagaty
atctgtcttt
tgecgeceag
cacggcacct
tgtgaccaag
tccaacagty
tgtgagctgyg
gaccaggagg
cacagcacct
saaccagggygyg
dagaaagtgg
ggtccaagece
gtcagcgact
gggctcatgt
atcgatgece
acagacacct
gtgggctLgc
ctgectggtac
gacgacggcea
cctgecgeco
gacaagtecca
ccectgggge
aaggcgecac
cccagggact
attgccacog

<210> 2
<211> 685
<212> PRT

cgtcecggag
cggeeggete
tggccagigg
acttecagge
tgggcaccaa
a&actgccctt
cgccaggaga
ccatccagayg
tcacaaggct
gectoecgece
gcaacttgte
cgggctgtca
gctggeaggg
gecagcactec
atctcaacta
gycagcgaag
agctcagega
atggctacca
tgagctgege
ccaactatge
acaggtgcac
gcatgtgecyg
gtgcccgtaa
gcacetgeoe
gtgcctcgag
ttgtgtgcaa
cgcccagett
tgctgggcat
gcagggaage
agcttaaaaa
actgtggcaa
gggggaccat
tgeggrraca
ccatgtacea
aggtataa

<213> Homo sapien

cgectctgge
cggegtctte
gcggecttge
ggtcgtctcyg
ctcetteget
caatttcace
cgacctgcegag
ctcectaget
gegetacktcet
gtgcaagaag
crgectgeece
tgaacagaat
ceggetgegt
ctggcaacgt
ctgcaceceac
ctacacgtgc
gtgtgacage
ctgcctgtgt
cgacteceec
ttgtgaatgt
cagcaaccce
ctgecgtect
cccrtgogece
tgccggette
teccctgettee
ctgeccttat
cecoetgggty
ggtggcagtyg
catgaacaac
cacaaaccag
acagcaaaac
gccaggaaag
cagtgaaaag
gtctgrgtgt

1"

tgggcgctac
cagetgcage
gagccegget
cccggaccct
gtcegggacg
tggcegggta
ccagaggect
gtgggtcaga
taccgggtca
cgraatgacc
ggttggactg
ggctactgca
aacgaatgca
acttgtgatg
cactcceccat
acctgtcgec
aacccctgte
cctccgggoe
tgetteaatg
ccccccaact
tgtgccaacyg
ggattcacgg
cacggtggca
tctggecgac
aacagggcca
ggctttgtgg
gecgtetege
gergtgegge
ttgtcggact
aagaaggagc
cacacattgg
cttocococaca
ccagagtgte
ttgatatcag

cgctgctggt
tgcaggagtt
gcocggackttt
gcaccttcgyg
acagtagcgg
cottoteget
tgccaccaga
actggttatt
tctgocagktga
acttecggccea
gggaatattg
gcaagccagc
tcceccacaa
agggetggygq
gcaagaakgg
caggctacac
gcaatggagy
actatggcct
ggggctectg
tcaccggetce
ggggacagtyg
gecacctacty
cttgccatga
gctgtgaggt
cectgctacac
gcagcegetg
tgggtgrtggyg
agctgegget
tccagaagga
tggaagtgga
actataatct
gtgacaagag
ggatatcagce
aggagaggaa

ggcactttgg
catecaacgag
cttcegegte
gaccgtctcc
cggggggcge
catcatcgaa
cgcacctcatce
ggatgagcaa
caactactat
ctatgtgtgce
ccaacagect
agagtgccte
tggctgtcge
aggcchghtty
ggcaacgtgce
tggtgrggac
cagcetgtaag
gecattgtgaa
ctgggagcge
caactgcgag
cctgaaccga
tgaactccac
cctggagaat
gcggacatece
cgacctctce
cgagttcecec
gectggecagtyg
tcgacggccg
caacctgatt
ctgrggccty
ggccccaggg
cttaggagag
gatatgctec
tgaatgtgte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2058



<400> 2

Met
Val
Gin
Pro
Phe
65

Thr
Gly
Gly
Leu
Ile
145
Thr
Asp
Asp
Leu
Gly
225
Cys
Asn
Asp
Thr
Gln
305
Cys
Gly
Gly
Ser
Asn
385
Lys

Cys

Ala
Ala
Leu
Cys
50

Gln
Pro
Gly
Thr
Arg
130
Gln
Ser
Asn
His
Pro
210
Cys
Arg
Gly
Glu
His
290
Arg
Glu
Ser
Tyr
Pro
370
Tyr
Lys

Leu

Ala
Leu
Gln
Glu
Ala
val
Gly
Phe
115
Pro
Gly
Thr
Tyr
Phe
195
Gly
His
Pro
Cys
Gly
215
His
Ser
Leu
Cys
Tyr
355
Cys
Ala
Val

Asn

Ala

Pro
Vval
Leu
Arg
100
Ser
Glu
Ser
Leu
Tyr
180
Gly
Trp
Glu
Gly
Arg
280
Trp
Ser
Tyr
Glu
Lys
340
Gly
Phe
Cys

AsSp

Arg
420

Ala
Leu
Thr
165
Gly
His
Thr
Gln
Trp
245
His
Gly
Pro
Thz
Leu
325
Asp
L.eu
Asn
Glu
Arg

405
Gly

ES 2398253 T3

The
Pro
Ile
Leu
Ala
150
Arg
Asp
Tyr
Gly
Asn
230
Gln
Gly
Gly
Cys
Cys
310
Ser
Gln
His
Gly
Cys
390
Cys

Pro

Asn
Arg
Pro
Asn
Leu
Ile
Pro
135
Val
Leu
Asn
Val
Glu
215
Gly
Gly
Thr
Leu
Lys
295
Thr
Glu
Glu
Cys
Gly
375
Pro

Thr

Ser

Gln
Glu
120
Pro
Gly
Arg
Cys
Cys
200
Tyr
Tyx
Arg
Cys
Phe
280
Asn
Cys
Cys
Asp
Glu
360
Ser
Bro

Ser

Arg

12

Sex
Ala
25

Arg
Phe
Pro
Phe
Leu
105
Ala
Asp
Gln
Tyr
Ser
185
Gln
Cys
Cys
Leu
Ser
265
Cys
Gly
Arg
Asp
Gly
345
His
Cys
Asn

Asn

Mat
425

Gly
10

Gly
Gly
Phe
Cys
Ala
a0

Pro
Trp
Ala
Asn
Ser
170
Arg
Pro
Gln
Ser
Cys
250
Thr
Asp
Ala
Pro
Ser
330
Tyr
Ser
Arg
Phe
Pro

410
Cys

Trp

Sar

val

Arg
Thr
15

Val
Phe
His
Leu
Trp
15%
Tyr
Leu
Asp
Gln
Lys
235
Asn
Pro
Gin
Thr
Gly
315
Asn
His
Thr
Glu
Thr
395
Cys

Arg

Leu
Val
Phe
Arg
Asn
Ala
Ile
140
Leu
Arg
Cys
Gly
Pro
220
Pro
Glu
Tcp
Asp
Cys
300
Tyr
Pro
Cys
Leu
Arg
380
Gly
Ala

Cys

Leu

Ala
Cys
Gly
Asp
Phe
Pro
125
Ser
Leu
val
Lys
Asn
205
Ile
Rla
Cys
Gln
Leu
285
Ser
Thr
Cys
Leu
Ser
365
Asn
Ser

AsSn

Arg

Leu
Fhe
30

Ser
Leu
Thr
Asp
Thr
110
Gly
Lys
Asp
Ile
Lys
190
Leu
Cys
Glu
Ile
Cys
270
AsSh
Asn
Gly
Arg
Cys
350
Cys
Gln
Asn

Gly

Pro
430

Leu
15

Gin
Gly
Lys
Val
Ser
95

Trp
Asp
Ile
Glu
Cys
175
Arg
Ser
Len
Cys
Pro
255
Thr
Tyr
Ser
Val
Asn
335
Pro
Ala
Gly
Cys
Gly

415
Gly

Leu
Leu
Axg
His
Ser
80

Ser
Pro
Asp
Ala
Gln
160
Ser
Asn
Cys
Ser
Leu
240
His
Cys
Cys
Gly
Asp
320
Gly
Pro
Asp
Ala
Glu
400
Gln

Phe



Thr Gly

Ala
450
Cys

Cys

Thr
465
ile Asp

Thr Asp

val Gly
Val
530
Gly

Trp

Leu
545
Asp Asp

Asp Asn

Glu Leu

Gln Asn
610
Gly Thr
625
Lys Ala

Ala Ile

Ser Glu

Thr
435
His

Tyr
Pro Ala

Ala Cys

Cys
Gly
Gly

Ala

ES 2398253 T3

Glu Leu

His

val Ser

440

Thr Cys
455
Phe Ser
470

Ser Ser

485

Leu Ser

500
Ser Arg
51%

Ala Val

Met Val

Gly Ser

Thr
Cys
Ser
Ala

Axg

Asp Thr

Giu Phe

His
Gly Arg
Pro
Phe

Pro

Asp Leu

Arg
Phe

490
Cys

Cys

Val
S0%

Val Gly

520

Leu Gly
535
Val Ala
550

Glu Ala

585

Leu Ile
580
Glu Val
595
His Thr

Met Pro

Pro Leu

Pro
Asp
Leu
Gly

Axg

Ala Ala

Cys Gly

Val

Val

Met

Gln

Leu

Gly Leu

Arg Gln
Asn Asn

570
Leu Lys
585

Asp Lys

600

Asp Tyr
615
Lys Phe
630

Leu His

645

Ser
660
Arg

Cys

Glu
675

Pro

Asn

Arg Asp

Glu Cys

Asn
Pro
Ser
Ser

Val

Leu Ala

His Ser

Glu Lys
650
Met Tyr
665

Ile Ala

680

ala
445
Gly

Asp Cys

Glu Asn
460

Cys Glu Val
4175
Asn

Arg Ala

Asn Cys Pro

Leu Pro Pro
525
Ala Val Leu

540
Leu Arg
555

Leu

Leu

Ser Asp

Asn Thr Asn

Ser Asn Cys

605

Pro Gly Pro

620

Asp Lys Ser

635

Pro Glu Cys

Gln Ser Val

Thr Glu Val

685

Arg Asn

Leu Met

Arg Thr

Pro
Cys

Ser

480

Thr Cys
495

Gly
Phe
Leu Val

Arg Arg

Tyr
Phe
Pro
Leu

Pro

560

Phe Gln
575
Gln Lys
580
Gly Lys

Leu Gly

Leu Gly

Lys
Lys
Gln
Arg

Glo

640

Ile
655
Leu

Arg

Cys
670

Ser

Ile

<210>3

<211> 3427

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 3

10

ctegeaggct
tecctcacta
accgeccagt
aaggcgacaa
cgggactcge
acacecgcaayg
gecggtactgt
gagttegtea
actticttcc
tttggcaatyg
ageggcagey
tcactcaaca
ggaaactctce
cgaacagacg
agtgacaact
ggacattatg
taccgtgacc
ccagatgagt
cacaatggct
tagggaggre
aatggatcaa

aggaacccga
gcccgetega
cgeccctcace
gggagecagcey
gggagagcga
ggatgacgce
ggecgeagcea
accagegegy
gcatttgcct
tctccacgee
gtcgcaacce
tccaagettyg
tcatcagcca
agcaaaatga
actatggaga
agtgccagcce
agcctatatg
gcatcctgecyg
gtcgtcatgy
tgttetgtga
cgtgtcccaa

ggccaagage
gaccctagga
tggattacct
tcccgagggg
catccctaac
tgegtcecgq
gcgcgctgeg
tatgctggce
taagcactte
ggtactggge
tctgecagttg
gcacacaccg
aatcatcatc
caccetcace
gagctgttct
agatggcagce
tcttocetgge
tccaggttgg
cacctgecage
ccaagatctc
cagtgggcca

tgecagecaaa
cttgetceag
accgaggecat
aatcagcttt
aagcagattc
agcgeocrgee
ggctccggea
aatgggcagt
caggcaacct
accaactcct
cccttecaatt
ggagacgacc
caaggctctc
agactgaget
cgecctatgca
ctgtcectgee
tgtcatgagce
cagggtcgee
atceoctgge
aactactgta
aagggttata

13

gtcacttgqgg
gacacgtact
cgagcagcygyg
tcaggaactc
ggagtcccgg
gctgggeget
tecttecager
cctgegaace
tctccgaggyg
tegtegtcag
tcacctggee
tgcggeccaga
ttgctgtggg
actettaccy
agaagcgcega
tgccgggcty
agaatggtta
tgtgcaatga
agtgtgectg
ctcaccactc
cectgraccetg

tgcagtgtac
tagagcagee
agrttttgag
ggctggcaga
agtggagagg
actgctgcetg
gcggetgceag
gggctgccgg
accctgcacce
ggacaagaar
gggaacectte
gacttegceca
taagatttgg
ggrecatctge
tgaccactte
gactgggaag
ctgcagcaag
atgtatccece
cgatgaggga
tcecgtgcaag
ccteccagge

&0
120
180
240
300
360
420
180
540
600
660
720
780
640
300
960
1020
1080
1140
1200
1260



tacactqgtg
ggrggcaget
ggecagceact
cecttgecggg
ggctetaact
cagtgcctga
cactgtgaac
cacgatctgg
gaggtgcgga
cagactgges
cgctgogagt
gtggggctag
cggeticgga
aaggacaacec
gtggactgtg
aatctagece
aagagcttag
tcagccattt
aggaacgagt
cSggeceage
tttagtatge
tgaaccagee
gggcagccce
ctaaggtgcc
ctgetcceea
gcatctgtat
gaaagcagag
cggecattaag
Tgctgectee
ttocecctggt
ttgccagceca
taagggagac
tgggeecttg
cgattttcaa
tttgataatt
ataatgtgta
aaaasaa

agcactgtga
gtaaggacca
gtgagcatag
agcgcaacca
gtgagaagaa
acagaggtcece
tgcacatcag
agaatgggcc
taacccacga
totococeoaas
ttccegtggg
tggtactget
ggcccgatga
taatcectge
gtctggacaa
cgggactcct
gagagaaggt
gctctcecag
gtgtgattge
agetggygect
acagtgctge
aagagttgea
gccaagggaa
tcrcgaacte
gagagrtggcea
ttccaaagtg
aggaggcttyg
caggagctac
aaccccagea
cetggtgeet
ggggtacagg
g999499aagg
agectgggen
aaatcaataa
taagaatcag
tttataatat

ES 2398253 T3

getgggacte
ggagaatagce
taccrtgace
ggggtccagc
agtagacagq
aagccgaacce
cgattgtgcec
tgtgtgcace
tgecetgtgec
saasticgte
cttgccaccc
ggtgctgety
cgagagcagg
cgcccagete
gtccaattgt
aggacgggyc
gccacttegg
ggactctatg
cacagaggta
tectteotygca
tectgceggagg
cecggetbetge
cagagttgag
ggackttgctc
gtggeecetag
cctttgecca
caaaggatag
tetgcaggeg
ggtggggtge
ctgggcteat
cctcactggg
gggctggge
ccaccagtgc
tatgaggttt
aagcactggc
gaaacagatg

agcaagtgtyg
taccactgce
tgtgcggace
tatgcctgcy
tgtaccagea
tgcegoctgee
cgaagtcecet
tgcececegetg
recggaccet
cgeasctgee
agcttcecct
gtcakggtgy
gaagccatga
aaaaacacaa
ggcaaactge
agcatgcctg
ttacacagtyg
taccaatcag
taaggcagga
ttgtttacat
aggagggaat
acacctcecag
gagttagagg
tgccaacagt
tgggretrgg
gactccatec
gectecegea
aggaaagece
cacctrgcage
gtgaacagat
gagctcaggg
ctaggccett
ccactgrtge
tgttttgtag
ctttctacat
tgtacataaa

ccagcaacceo
tgtgtecceocec
cacccectgcett
aatgcececee
accecgtgtge
ggcctggatt
gtgcccacgg
gettetetgyg
gcttcaatgg
cLtatggetrt
gggtagctgt
tagtggctgt
acaacctgte
accagaagaa
agaaccacac
ggaagtatcc
agaagccaga
tgtgrttgat
gcctactcay
tgeatectgt
ggcatgaact
gagtctgecet
agcatcagtt
ggtcatcatg
cgctgetgea
tcacagctgg
ggcagaacayg
gaggagggga
ctctaggcaa
gggcttaggyg
ccttcatgct
ccetoecrea
ccegagaccea
tttatttegg
tttataacat
aaaaaaaaaa

ctgtcgaaat
aggctactat
caatggggge
caactttace
caatggaggc
cacaggcacc
gggeactige
caggcgctge
ggccacctge
tgigggeage
ctegetggge
gcggecagctyg
agacttccag
ggagctggaa
attggactac
tcacagtgac
gtgtcgaata
atcagaagayg
acacccagct
atgggacatce
gaacagactyg
ggcttcagat
gagctgatat
gagctocttga
gcrecetgtygg
goeocaaatga
ccttggagtt
cacgtgtgac
gagttggtcc
cacgecccctt
aaactcccaa
cacccatttt
accttgaage
aatctagtat
tattttgtat
aaaaaaaaaa

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1880
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3427

<210>4

<211> 686

<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 4

Met Thr Pro Ala Ser Ser Ala Ala Leu Leu

15
Phe

Arg Cys Arg Leu Leu

10
Ala

Trp

Ala val Leu Gln Gln Ala

25
Gln

Trp Pro Ary Ile

30
Rla

Gly Ser Gly Gln

Leu Gln Val
as

Cys

Leu Glu Phe Asn

40

Cys Arg Thr Phe Phe Arg

55 60

Ser Glu Gly Pro Cys Thr
75

Val

‘Arg Gly Met Leu Aan

45
Ile

Arg Gly

Gln Ser Glu Pro Gly Cys Leu Lys

Hi.s
65
Ser

Phe Gln Ala Thr Phe

70
Gly

FPhe Gly Asn Val

Thr Val Thre Phe

a0
Leu

Leu Asn Ser Val Asn

85
Arg

Pro Arg Asp lys

95
Ser Gly Gln Thr
105

Gln

Ser Gly Asn Pro Leu Phe

100
Phe

fhe
110
Pro

Pro Asn Trp

Pro Gly Thr
115

Arg

Ile
120
Pro

Ser Thr
125

Ile

Leu Asn Ala Trp His Gly Asp

Asp Leu Pro Glu Thr Ser Gly Asn .S5er Leu Ser Gln Ile

14



Ile
14%
Gln

Serx

Ile
His
Cys
Cys
Gly
305
His
Gly

Pro

Ser
385
Glu
Gln
Phe
Pro
Cys
4565
Thr
Tyr
Ehe
Pro
Leu
545
Pro
Lys
Lys

Leu

130
Ile

Asn
Asp

Asp

s Leu

210
Gly

Cys
Asn
Asp
Thr
290
Pro
Cys
Gly
Gly
Ser
370
Ser
Lys
Cys
Thr
Cys
450
Thr
His
Thr
Val
Trp
530
Leu
Asp
Asp
Glu

Gln
610

Gln
Asp
Asn
His
185
Pre
Cys
Axrg
Gly
Glu
278
His
Lys
Glu
Ser
Tyr
355
Pro
Tyr
Lys
Leu
Gly
435
Ala
Cys
Asp
Gly
Gly
515
val
Val
Asp
Asn
Leu

585
Asn

Gly

Thr

Pro
Cys
260
Gly
His
Gly
Leu
Cys
340
Tyr
Cys
Ala
Val
Asn
420
Thr
His
Pro
Ala
Leu
500
Ser
Ala
Met
Glu
Leu
580
Glu

His

Ser
Leu
165
Tyr

Gly

%)
H
ko]

Gliu
Gly
245
Arg
Trp
ser
Ty:r
Gly
325
Lys
Gly
Fhe
Cys
Asp
405
Arg
His
Gly
Ala
Cys
485
Ser
Arg
Val
Val
Ser
565
Ile
Val

Thr

ES 2398253 T3

Leu
150
Thr
Gly

Ris

3
e o
4]

Gln
230
Trep
His
Gly
Pro
Thr
310
Leu
Rsp
Gln
Asn
Glu
390
Arg
Gly
Cys
Gly
Gly
470
Ala
Pro
Cys
Ser
Val
550
Arg
Pro

Asp

Leu

135
Ala

Arg
Glu
Tyr

Gl

215
Asn
Gln
Gly
Gly
cys
295
Cys
Ser
Gln
His
Gly
375
Cys
Cys
Pro
Glu
Thx
455
Phe
sSer
Asn
Glu
Leu
535
Val
Glu
Ala
Cys

Asp
815

val
Leu
Ser

Glu
200

Lys

Gly
Gly
Thr
Leu
280
Lys
Thr
Lys
Glu
Cys
360
Gly
Pro
Thr
Ser
Leu
440
Cys
Ser
Gly
Asn
Phe
520
Gly
Ala
Ala
Ala
Gly

600
Tyr

15

Gly
Ser
Cys
19%
Cys
Tyr
Tyr
Arg
Cys
265
Phe
Asn
Cys
Cys
Asn
345
Glu
Ser
Pro
Ser
Arg
425
His
His
Gly
Pro
Phe
505
Pro
val
val
Met
Glan
58S

Leu

Asn

Lys
Tyr
170
Ser
Gln
Cys
Cys
Leu
250
Ser
Cys
Gly
Leu
Ala
330
Ser
His
Cys
Asn
Asn
410
Thr
1le
Asp
Arg
Cys
490
Val
val
Gly
Arxrg
Asn
570
Leau

Asp

Leu

Ile
155
Ser

Arg

Ser
Pro
315
Ser
Tyr
Ser
Arg
Phe
395
Pro
Cys
Ser
Leu
Arg
475
Phe
Cys
Gly
Leu
Gln
555
Asn
Lys
Lys

Ala

140
Trp

Tyr
Leu
Asp
Gin
220
Lys
Asn
Pro
Gln
Thr
300
Gly
Asn
His
Thr
Glu
380
Thr
Cys
Arg
Asp
Glu
460
Cys
Asn
Asn
Leu
Val
540
Leu
Leu
Asn

Ser

Pro
620

Arg
Arg
Cys
Gly
205

o
Pro
Glu
Trp
Asp
285
cys
Tyr
Pro
Cys
Leu
3e5
Arg
Gly
Ala
Cys
Cys
445
Asn
Glu
Gly
Cys
Pro
525
Val
Arg
Ser
Thr
Asn

605
Gly

Thr
Val
Lys
190
Ser
Ile
Asp
Cys
Gln
270
Leu
Ser
Thr
Cys
Len
350
Thr
Asn
Ser
Asn
Arg
430
Ala
Gly
Val
Ala
Pro
510
Pro
Leu
Leu
Asp
Asn
590
Cys

Leu

Asp
Ile
175
Lys

Leu

Asn
Asn
Gly
Arg
335
Cys
Cys
Gln
Asn
Gly
415
Pro
Arg
Pre
Arg
Thr
495
Tyr
Ser
Leu
Arg
Phe
575
Gln
Gly

Leu

Glu
160
Cys
Arg

Ser

240
Pro

Ala
Tyr
Ser
Glu
320
Asn
Pro
Ala
Gly
Cys
400
Gly
Gly
Ser
Val
Ile
480
Cys
Gly
Phe
Val
Axg
560
Gln
Lys
Lys

Gly
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<210>5

Azrg
625
Glu
Ser

Ile

<211> 227
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

Asp
1
Gly
Iie
Glu
His

65

Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
145
Tep
Val
Asp
Hisg

BPro
225

Gly Ser

Lys

Val

Ala Ile

Ser Glu

Lys
Pro
Ser
Asp
50

Asn
Val
Glu
Lys
Thr
130
Thr
Glu
Leuw
Lys
Glu

210
Gly

675

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
115
Leu
Cvys
Ser
Asp
Ser
195
Ala

Lys

Met
Pro
Cys

660
Glu

His
Val
20

Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
100
Ile

Pro

Asn
Ser
180
Arg

Leu

Pro
Leu
645
Ser

Arg

Thx
Phe
Pro
Val
Thr
Val
)

cys
Ser
Pro
Val
Gly
165
Asp
Trp

His
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Gly
630
Arg
Pro

Asn

Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
70

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
150
Gln
Gly
Gln

Asn

Lys
Leu
Arg

Glu

Pro
Phe
Val
Phe
55

Pro
Thr
val
Ala
Arg
135
Gly
Pro
Ser

Gln

His
215

Tyr
His
Agsp

Cys
680

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
120
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

200
Tyx

16

Pro
Ser
Ser

€65
Val

Cys
Preo
25

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
195
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
185

Asn

Thr

His
Glu
650
Mat

Ile

Pro
10

Lys
Val
Tyr
Glu
His
S0

Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
170
Leu

Val

Gln

Ser
635
Lys
Tyr

Ala

Ala
Pro
Val
val
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
155
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Asp
Ero
Gln

Thr

Preo
Lys
Val
Asp
60

Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
140
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
220

Lys
Glu
Ser

Glu
685

Glu
Asp
Asp
45

Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
125
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

205
Leu

Ser
Cys
val

670
Val

Leu
Thr
Val
Val
Ser
Lew
Ala
11¢
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
190

Ser

Ser

Leu
Arg

655
Cys

Leu
15

Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
95

Pro
Gln
val
Val
Pro
175
Thr

val

Leu

Gly
640
Ile

Leu

Gly
Met
Hisg
Val
Tyr
80

Gly
Ile
val
Ser
Glu
160
Pro
Val

Met

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un antagonista de ligando de tipo delta 4 (DIl4) en la fabricacién de un medicamento para prevenir o
reducir la pérdida de vasos sanguineos o para promover la angiogénesis productiva, o ambos, en un sujeto que
tiene una lesion isquémica o insuficiencia vascular, en el que el antagonista de DIl4 comprende un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que se une especificamente a DIl4 y que bloquea la unién de DII4 a un receptor Notch o
que comprende el dominio extracelular de Dll4, conectado opcionalmente a un componente multimerizante.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de DIl4 es policlonal o
monoclonal.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo esta humanizado, es
quimérico o es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo completamente humano.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un anticuerpo de
cadena sencilla, un Fab, o un F(ab'),.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el componente multimerizante es un dominio Fc.

6. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la lesiéon isquémica o la
insuficiencia vascular se selecciona entre retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, oclusion de vena o
arteria retiniana y retinopatia diabética.

7. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la lesién isquémica o la insuficiencia
vascular se selecciona entre isquemia cerebral, isquemia cardiaca, afecciones isquémicas que afectan a las
extremidades y otros érganos o tejidos, malformaciones arteriovenosas, cicatrizacion, insuficiencia placentaria,
estrechamiento y oclusion arterial, ateroesclerosis e hipertension sistémica o pulmonar.

8. Un antagonista de ligando de tipo delta 4 (DIl4) para el uso en la prevencién o reduccién de la pérdida de vasos
sanguineos o la promocion de angiogénesis productiva, 0 ambas, en un sujeto que tiene una lesion isquémica o
insuficiencia vascular, en el que el antagonista de DIl4 comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se
une especificamente a DIl4 y que bloquea la unién de DIl4 a un receptor Notch o que comprende el dominio
extracelular de DIl4, conectado opcionalmente a un componente multimerizante.

9. El antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de Dll4 es policlonal 0 monoclonal.

10. El antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo esta humanizado, es quimérico o es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo completamente humano.

11. El antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla, un Fab o un F(ab')z.

12. El antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el componente multimerizante es
un dominio Fc.

13. El antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que la
lesién isquémica o la insuficiencia vascular se selecciona entre retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica,
oclusién de vena o arteria retiniana y retinopatia diabética.

14. El antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que la
lesién isquémica o la insuficiencia vascular se selecciona entre isquemia cerebral, isquemia cardiaca, afecciones
isquémicas que afectan a las extremidades y otros 6rganos o tejidos, malformaciones arteriovenosas, cicatrizacion,
insuficiencia placentaria, estrechamiento y oclusion arterial, ateroesclerosis e hipertension sistémica o pulmonar.

15. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o el antagonista de DIl4 para el uso de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en el que el sujeto tratado es un ser humano.
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Fig. 5
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