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DESCRIPCION
Agonistas de SLRP de clase Il para la reduccion de la formacién de vasos sanguineos

La presente invencion se refiere a medicamentos para la inhibicion de la formacion de vasos sanguineos, y para el
tratamiento y/o la prevencion de una afeccidon caracterizada por la formacidon excesiva de vasos sanguineos.
Ademas proporciona medicamentos para la prevencion y/o el tratamiento de afecciones caracterizadas por la
actividad y/o migracion excesivas de monocitos y/o macréfagos.

La formacién de nuevos vasos sanguineos aparece en principio como resultado de la angiogénesis (un crecimiento
a partir de vasos sanguineos existentes) y vasculogénesis in situ (la diferenciacion de células precursoras en redes
de vasos sanguineos). En muchos contextos, la formacion de nuevos vasos sanguineos tiene un papel importante
en el aporte de oxigeno y nutrientes a los tejidos dafiados o en desarrollo, sin embargo también hay muchas
afecciones patoldgicas asociadas con la formacién de nuevos vasos sanguineos.

Los ejemplos de enfermedades asociadas con la formacion de nuevos vasos sanguineos incluyen el cancer, donde
el desarrollo de nuevos vasos sanguineos estda asociado con el crecimiento tumoral y la propagacion, las
retinopatias vasoproliferativas que incluyen la retinopatia diabética proliferativa, la retinopatia del prematuro y la
retinopatia de células falciformes, la degeneracién macular humeda y otras formas de neovascularizacién coroidea,
psoriasis, y muchas afecciones inflamatorias tales como la artritis.

Las retinopatias vasoproliferativas, en las que el ojo es objeto del incremento patologico de la vascularizacion,
constituyen una de las causas que conducen al déficit visual y ceguera en el mundo occidental. La retinopatia
diabética proliferativa se caracteriza por hemorragia vitrea, desprendimiento de retina, glaucoma neovascular y la
consiguiente pérdida de vision.

La actividad y/o la migracion excesivas de monocitos y/o macréfagos forman parte del proceso de angiogénesis
patolégica y, ademas, estd asociada con muchas afecciones inflamatorias. Los ejemplos de tales afecciones
incluyen choque séptico, glomerulonefritis, enfermedad inflamatoria del intestino y artritis reumatoide. La actividad
y/o la migracion excesivas de células del linaje de los monocitos/macréfagos son responsables de muchos de los
efectos perjudiciales asociados con tales afecciones. Por ejemplo, en la artritis reumatoide la actividad de los
macrofagos contribuye de forma importante a la destruccion de los tejidos articulares y huesos asociada con esta
enfermedad.

Debido a la cantidad de contextos en los que la formaciéon de nuevos vasos sanguineos se puede considerar no
deseable, existe la necesidad de nuevos agentes capaces de inhibir la formacion de vasos sanguineos.

También existe la necesidad de agentes capaces de prevenir y/o tratar afecciones asociadas con el exceso de
actividad y/o la migracion de monocitos y/o macroéfagos.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de un agente que promueve la
actividad de pequeiios proteoglicanos/proteinas repetidos ricos en leucina de clase Il (SLRP de clase lll) en la
fabricacion de un medicamento para la inhibicion de la formacion de vasos sanguineos.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un agente que promueve la actividad
de pequerios proteoglicanos/proteinas repetidos ricos en leucina de clase Il (SLRP de clase lll) en la fabricacion de
un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de afecciones caracterizadas por la actividad y/o la migracion
excesivas de monocitos y/o macréfagos.

La expresion “agente que promueve la actividad de los SLRP de clase IlI”, como se usa en la presente solicitud,
engloba los SLRP de clase Il per se; fragmentos biolégicamente activos de SLRP de clase lll; derivados de SLRP
de clase lll; y también agentes que imitan la actividad de los SLRP de clase lll, como se define en las
reivindicaciones.

Las referencias a “monocitos y/o macrofagos” se tienen que tomar, excepto cuando el contexto dicte otra cosa, para
englobar todos los tipos celulares derivados del linaje celular de monocitos/macréfagos. En particular, se considera
que este término engloba los hialocitos.

El inventor ha descubierto que los miembros de la familia de los pequefios proteoglicanos/proteinas repetidos ricos
en leucina (SRLP) de clase lll, tales como la opticina (un SLRP de clase Il que se identifico en primer lugar asociado
con las fibrillas de colageno en el humor vitreo, y que también tiene muchos de los efectos perjudiciales asociados
con tales afecciones. Por ejemplo, en la artritis reumatoide, la actividad de los macréfagos es de los contribuyentes
mas importantes a la destruccion del tejido articular y 6seo asociada con esta enfermedad.

Debido a la cantidad de contextos en los que la formacién de nuevos vasos sanguineos puede considerarse no
deseable, sigue existiendo la necesidad de nuevos agentes capaces de inhibir la formacion de vasos sanguineos.
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También existe la necesidad de agentes capaces de prevenir y/o tratar afecciones asociadas con el exceso de
actividad y/o migracion de monocitos y/o macroéfagos.

Los documentos WO 98/24466 y US 2002/115589 se refieren a la prevencion de trastornos proliferativos asociados
con un exceso de proliferacion de fibroblastos y el depdsito excesivo de matriz extracelular. Estas solicitudes de
patente sugieren que tales afecciones se pueden prevenir con el uso de agentes capaces de secuestrar (0 modular
de otra manera) el TGF-B, e identifican el epificano como ejemplo de tales agentes.

Pellegrini et al. (“Cloning and characterization of opticin cDNA: evaluation as a candidate for oculo-skeletal dysplasia”
Gene, vol. 282, n°. 1-2, paginas 121-131) tratan la patologia de la displasia oculoesquelética (OSD) en perros, y
relaciona la expresidon genética de la opticina con la enfermedad. La opticina se excluye como gen candidato
causante de OSD, pero se sugiere como candidato para el diagndstico de otros trastornos que dan como resultado
displasia vitrea.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un SLRP de clase lll, o un agente que
promueve la actividad de SLRP de clase lll, seleccionado del grupo que comprende:

a) opticina; o

b) epificano; o

c) mimecano (también conocido como osteoglicina); o

d) una molécula quimérica que comprende elementos de cualquiera de a) a ¢); o

e) un fragmento biolégicamente activo de cualquiera de a) a d); o

f) un derivado peptoide bioldgicamente activo, derivado D-aminoacidico, o derivado de hibrido péptido-peptoide
de cualquiera de a) a e) que tenga una mayor semivida in vivo; o

g) un sistema de liberacién que comprende una molécula de ADN que codifica cualquiera de a) a e)

en la fabricacién de un medicamento para la inhibicién de la formacion de vasos sanguineos.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencioén, se proporciona el uso de un SLRP de clase Ill, o un agente
que promueve la actividad de SLRP de clase lll, seleccionado del grupo que comprende:

a) opticina; o

b) epificano; o

c) mimecano (también conocido como osteoglicina); o

d) una molécula quimérica que comprende elementos de cualquiera de a) a c); o

e) un fragmento biolégicamente activo de cualquiera de a) a d); o

f) un derivado peptoide bioldgicamente activo, derivado D-aminoacidico, o derivado de hibrido péptido-peptoide
de cualquiera de a) a €) que tenga una mayor vida media in vivo; o

g) un sistema de liberacién que comprende una molécula de ADN que codifica cualquiera de a) a e)

en la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de afecciones caracterizadas por una
actividad y/o la migracion excesivas de monocitos y/o macréfagos.

La expresion “agente que promueve la actividad de SLRP de clase 11I”, como se usa en la presente solicitud, engloba
los SLRP de clase lll per se; fragmentos bioldgicamente activos de SLRP de clase lll; y también agentes que imitan
la actividad de los SLRP de clase lIl.

Las referencias a “monocitos y macréfagos” se deben tomar, excepto donde el contexto dicte otra cosa, para
englobar todos los tipos celulares derivados del linaje celular de monocitos/macréfagos. En particular, debe
considerarse que esta expresion engloba los hialocitos.

El inventor ha descubierto que los miembros de la familia de los pequefios proteoglicanos/proteinas repetidos ricos
en leucina (SRLP) de clase lll, tales como la opticina (un SLRP de clase Il que se identificé al principio asociado con
las fibrillas de colageno del humor vitreo, y que se conoce también como oculoglicano), el epificano y el mimecano
(que se conoce también como osteoglicina) son capaces de inhibir la formacién de nuevos vasos sanguineos.

Las secuencias de aminoacidos de la opticina (tanto la forma bovina como la humana), del epificano y del mimecano
se muestran en la Figura 1. Esta figura también muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos, que
ilustra el alto grado de similitud entre los diferentes miembros de la familia de SLRP de clase llI.

La Figura 2 ilustra (en el panel 2a) un fragmento bioldgicamente activo liberado tras la escision del SLRP de clase I
opticina por metaloproteasas de la matriz 2 o 9 (MMP-2 o MMP-9). El panel 2b muestra sus secuencias peptidicas
dentro de la region NH terminal de la opticina humana y bovina que se prefieren por su actividad anti-angiogénica y
la capacidad para afectar a los monocitos/macrofagos. Estas secuencias estdn muy conservadas entre especies,
siendo indicativo este alto grado de conservacion de su funcién bioldgica. El panel 2c de la Figura 2 ilustra el
alineamiento de restos de aminoacidos en la region NH terminal de la opticina derivada de especies diferentes
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(vaca, perro, humano y raton).

Ademas de sus efectos en la formaciéon de nuevos vasos sanguineos, los inventores han encontrado también que
los SLRP de clase lll inhibiran la actividad y la migraciéon de los monocitos y macrofagos. El trabajo llevado a cabo
para establecer estos dos hallazgos se describe con mas detalle en los Ejemplos y las Figuras que se adjuntan.

Las moléculas quiméricas de SLRP de clase Ill que comprenden elementos de SLRP de clase Ill y fragmentos
bioldgicamente activos de los mismos son capaces de inhibir la formacion de nuevos vasos sanguineos in vitro e in
vivo. Aunqgue sin el deseo de quedar ligado por hipdtesis alguna, los inventores creen que los SLRP de clase lll
inhiben la proliferacion y reordenamiento de las células endoteliales vasculares cultivadas en respuesta a factores de
crecimiento angiogénicos tales como el factor de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF o FGF-1), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF o FGF-2) y el factor de crecimiento celular endotelial vascular (VEGF).
Estos factores estan entre los factores de crecimiento mejor conocidos y mas potentes capaces de estimular la
formacién de nuevos vasos sanguineos.

Los inventores han demostrado que los SLRP de clase Ill de acuerdo con la invencién son capaces de unirse a
factores de crecimiento tales como VEGFies y FGF-2, y creen que esta unién puede secuestrar el factor de
crecimiento ligado, previniendo de esta manera la interaccion entre el factor de crecimiento ligado con sus
correspondientes receptores (tales como VEGF-R2 y FGF-R1). Ademas, los inventores han mostrado que los SLRP
de clase lll, tales como la opticina, son capaces de ligarse a los receptores de factores de crecimiento por si
mismos, y se cree que esta unién y la consiguiente reduccion de la sefalizacion intracelular de los receptores, puede
contribuir adicionalmente a los efectos anti-angiogénicos de las moléculas.

VEGF-R1 y FGF-R2 son receptores importantes en la angiogénesis y, ademas, median otras importantes
actividades biologicas. En particular, se sabe que VEGF-R1 regula la migracion celular de monocitos y macrofagos.
Los inventores creen que esta unién de los SLRP de clase Ill al VEGF-R1 puede ser responsable de la capacidad de
estos agentes para inhibir la actividad de monocitos/macréfagos y/o la migracion y por tanto representan agentes
adecuados para el uso de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion.

A la luz de los resultados tratados en los parrafos anteriores, el experto apreciara que los agentes a usar de acuerdo
con la presente invencién se pueden seleccionar por su capacidad para unirse a factores de crecimiento
angiogénicos o sus receptores, y la capacidad para inhibir la sefializacion intracelular por receptores de factores de
crecimiento angiogénicos.

Los inventores ademas creen que los SLRP de clase Il de acuerdo con la invencién también son capaces de inhibir
la formacion de nuevos vasos sanguineos por su interaccion con integrinas tales como a4p1, avp3 y a5p1. Esta
interaccion inhibe la adhesion endotelial, y por tanto previene la diseminacién celular y migracion necesaria para la
formacién de nuevos vasos sanguineos. Por ejemplo, los inventores han descubierto que el SLRP de clase Il
opticina contiene un motivo LDV (leucina-acido aspartico-valina), que representa un posible sitio de reconocimiento
para la integrina a.1p1.

Los inventores han descubierto que los SLRP de clase Ill son capaces de inhibir la agiogénesis en células
endoteliales vasculares cultivadas derivadas de diversos tejidos. Los SLRP de clase Il reducen la proliferacion
celular, la migracioén y la formacion de brotes, y reducen la formacion de nuevos vasos sanguineos como se indica
en un ensayo de membrana corioalantoidea de pollo (CAM). Tomando en su conjunto estos resultados, que
representan una prueba clara de las propiedades de anti-neovascularizacion in vitro de los SLRP de clase llI, se
proporciona una clara indicacién de que los agentes de acuerdo con la invencién son capaces de inhibir la formacion
de vasos sanguineos en una variedad de tejidos in vivo.

Ademas de prevenir la formacion de nuevos vasos sanguineos asociada con enfermedades y otras afecciones
perjudiciales, hay ciertos contextos en los que puede ser ventajoso inhibir la formacion de nuevos vasos sanguineos
asociada con funciones bioldgicas normales. Dicha reduccion en la formacion de nuevos vasos sanguineos puede
servir, por ejemplo, para reducir la disponibilidad de oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento aportados por la
sangre a células asociadas con un proceso biolégico normal en particular, ralentizando de esta manera la velocidad
del proceso en cuestion.

Se apreciara que los agentes se pueden usar en la fabricacion de medicamentos para la prevencion y/o el
tratamiento de afecciones caracterizadas por la formacion excesiva de vasos sanguineos, asi como en la fabricacion
de medicamentos para la prevencion y/o el tratamiento de afecciones caracterizadas por una actividad y/o migracion
excesiva de monocitos y/o macrofagos.

Los ejemplos de afecciones caracterizadas por la formacion excesiva de vasos sanguineos incluyen el cancer
(donde la formacion de nuevos vasos sanguineos esta asociada con el crecimiento tumoral), retinopatias
vasoproliferativas incluyendo retinopatia diabética proliferativa, degeneracién macular himeda y otras formas de
neovascularizacion coroidea, vitreo primario hiperplasico persistente (VPHP), psoriasis y curacion de heridas. Otras
afecciones que implican el desarrollo patoldgico de nuevos vasos sanguineos en el ojo incluyen neovascularizacion
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subretiniana, neovascularizacion del iris (que puede conducir a glaucoma), rubeosis, neovascularizacion corneal y
neovascularizacion retiniana.

Las retinopatias vasoproliferativas (RVP) se desarrollan debido al cierre microvascular de la retina y la ausencia de
perfusiéon que da como resultado hipoxia retiniana e isquemia. Se cree que esta hipoxia e isquemia inducen la
produccion de factores de crecimiento angiogénicos que producen neovascularizacion prerretiniana y fibrosis, y por
consiguiente conducen al desarrollo de las caracteristicas patolégicas de las RVP (que incluyen hemorragia vitrea,
desprendimiento de retina, glaucoma neovascular y pérdida de vision resultante).

Las afecciones caracterizadas por la actividad y/o la migracion excesivas de monocitos y/o macroéfagos incluyen una
amplia variedad de afecciones inflamatorias (por ejemplo, uveitis y artritis). Muchas de estas afecciones
inflamatorias, tales como la artritis, también se caracterizan por formacion excesiva de vasos sanguineos, lo que
hace que sean particularmente adecuadas para el tratamiento con medicamentos fabricados de acuerdo con el
primer o segundo aspecto de la invencién. Se sabe también que la angiogénesis patoldgica esta asociada con la
actividad de los monocitos/macréfagos, ya que ambas células estimulan la formacién de nuevos vasos sanguineos y
actuan como marcadores para los sitios de neovascularizacion futura.

Los agentes utilizados de acuerdo con el primer o segundo aspectos de la invencion incluyen

a) opticina (también conocida como oculoglicano); o

b) epificano; o

c) mimecano (también conocido como osteoglicina); o

d) una molécula quimérica que comprende elementos de cualquiera de a) a c); o
€) un fragmento biolégicamente activo o derivado de cualquiera de a) a d).

Se apreciara que los agentes adecuados para su uso de acuerdo con la invencion engloban moléculas capaces de
imitar la actividad de SLRP de clase lll. Tales moléculas pueden ser capaces de replicar la actividad de unién de los
SLRP de clase Il (por ejemplo, capaces de replicar la unién a factores de crecimiento y/o sus receptores). Las
moléculas preferidas pueden, por ejemplo, replicar la conformacién de partes de SLRP de clase lll que son
importantes para conseguir sus funciones biolégicas. Los agentes adecuados capaces de imitar la actividad de
SLRP de clase Ill pueden incluir pequefias moléculas solubles.

Ademas, se apreciara que las propiedades de unidn de los agentes sintéticos o naturales adecuados para su uso de
acuerdo con la invencién se pueden modificar, segun el uso que se vaya a dar al agente, para producir agentes
mejorados. Por ejemplo, los agentes a usar de acuerdo con el primer aspecto de la invencion se pueden modificar
con el fin de incrementar su capacidad de unirse con factores de crecimiento angiogénicos tales como VEGF y FGF-
2. De igual manera, los agentes para su uso de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién se pueden
modificar para aumentar su capacidad para unirse con receptores tales como VEGF-R1.

El agente es preferentemente un SLRP de clase lll humano, o un fragmento o derivado del mismo. Mas
preferentemente, el agente es opticina humana o un fragmento o derivado de la misma.

En caso de que el agente sea un SLRP de clase Ill no humano, o un fragmento del mismo, se prefiere que el agente
se tolere bien por un paciente humano al que se le administra el agente. Un agente derivado no humano adecuado
se puede seleccionar de tal manera que contenga pocos epitopos que probablemente contribuyan al rechazo del
agente por un paciente humano, o puede “humanizarse”, por ejemplo, por modificacion para incluir partes de la
secuencia del SLRP de clase Il humano correspondiente. Un ejemplo preferido de tal agente derivado de un SLRP
de clase Ill no humano es uno derivado de un SLRP de clase Il bovino, tal como la opticina bovina.

El SLRP de clase lll se puede aislar de fuentes que se producen naturalmente. Como ejemplo, el SLRP de clase llI
opticina es abundante en el humor vitreo del ojo, y por consiguiente se puede enriquecer y aislar a partir de este
tejido. De manera alternativa, pueden producirse agentes que incluyen SLRP de clase Il utilizando tecnologias de
ADN recombinante. Preferentemente, el agente puede ser un SLRP de clase Ill recombinante o un fragmento o
derivado del mismo. ElI SLRP de clase Ill recombinante se puede producir a partir de muchas fuentes alternativas,
por ejemplo SLRP de clase Il recombinante bovino, tal como opticina. Mas preferentemente, tales agentes
comprenden un SLRP de clase Il humano recombinante o un fragmento del mismo. Ain mas preferentemente, el
agente es opticina humana recombinante, o un fragmento de la misma.

La expresion “fragmento biolégicamente activo de un SLRP de clase llI”, como se utiliza de acuerdo con la
invencion, engloba fragmentos que son capaces de replicar las actividades de SLRP (tanto en términos de su
capacidad para inhibir la formacion de vasos sanguineos como de su capacidad para prevenir y/o reducir la
migracion y/o actividad de monocitos o macrofagos) como se evalué mediante ensayos in vivo e in vitro.

Se sabe que el SLRP de clase Il opticina comprende un homodimero formado por repeticiones ricas en leucina
(LRR) enlazadas de forma no covalente unidas a un dominio amino terminal (NH). El dominio LRR y el dominio NH
pueden escindirse enzimaticamente entre si, y tales fragmentos de SLRP de clase Il escindidos enzimaticamente
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representan un agente preferido para su uso de acuerdo con el primer y segundo aspectos de la invencion.
Preferentemente, la escision enzimatica de SLRP de clase Il tales como la opticina se puede llevar a cabo utilizando
metaloproteasas de la matriz MMP-2 o MMP-9. A modo de ejemplo, la secuencia de aminoacidos del fragmento NH
terminal obtenido por escision por MMP-2 o MMP-9 de la opticina bovina se ilustra en la Figura 2. Un experto
apreciara que se pueden producir productos de escision similares por tratamiento enzimatico de SLRP de clase Il
humanos.

El fragmento del dominio NH de los SLRP de clase Ill escindidos enzimaticamente es soluble y representa agentes
preferidos adecuados para su uso de acuerdo con la invenciéon. El dominio NH puede ser preferentemente el
dominio NH de la opticina.

De manera alternativa, se pueden usar también como agentes de acuerdo con la invencion fragmentos N-terminales
de SLRP de clase Il que se han obtenido por medios distintos de la digestién enzimatica. Por fragmento N-terminal
se entiende cualquier fragmento que comprenda al menos siete aminoacidos contiguos, preferentemente al menos
doce restos de aminoacidos contiguos, y mas preferentemente al menos veinticuatro restos de aminoacidos
contiguos, de los sesenta y cinco aminoacidos localizados en el extremo N terminal de un SLRP de clase llI.

Un fragmento N-terminal preferido adecuado para su uso de acuerdo con la invencion puede comprender una de las
siguientes secuencias de aminoacidos tomadas de las formas bovina y humana de opticina:

De la opticina humana: DNYGEVIDLSNYEELTDYGDQLPE
De la opticina bovina: DNYDEVIDPSNYDELIDYGDQLPQ

Las secuencias anteriores estan muy conservadas entre especies, lo que indica la importancia de esos restos de
aminoacidos en la mediacion de las actividades bioldgicas de los SLRP de clase .

Los fragmentos de SLRP de clase Ill que no se han obtenido por escisidn enzimatica pueden producirse, por
ejemplo, por cualquier metodologia de sintesis de péptidos adecuada conocida en la técnica. Los aminoacidos que
constituyen tales fragmentos sintetizados se pueden seleccionar para incluir partes preferidas de la secuencia de
SLRP de clase lll. El experto apreciara que la variedad de posibles fragmentos obtenidos de manera no enzimatica
de SLRP de clase Ill es mayor que la que podria obtenerse por digestion enzimatica, debido a que las secuencias
potenciales de tales fragmentos sintetizados no estan limitadas por la localizacién de los sitios de escision
enzimatica en los SLRP de clase lII.

Se apreciara que las regiones LRR de SLRP de clase Ill también pueden representar agentes adecuados para su
uso de acuerdo con la invencion. La regién LRR se puede utilizar adecuadamente en forma de fragmentos que
incluyen la region LRR de SLRP de clase lll. Tales fragmentos pueden comprender adicionalmente mas restos de
aminoacidos de la porcion C terminal de un SLRP de clase Il adecuado. Los fragmentos se pueden obtener
enzimaticamente o por otros medios, de la misma manera que se considerd anteriormente.

Preferentemente, el dominio LRR es el LRR de la opticina, sin embargo los dominios LRR del epificano y mimecano
también representan agentes adecuados para su uso de acuerdo con el primer y segundo aspectos de la invencion,
ya que se sabe que estos dominios LRR también estan glicosilados y tienen una solubilidad relativamente alta. Las
regiones LRR de los diferentes SLRP de clase Ill comparten un alto grado de similitud entre si, como se ilustra por
los datos de alineamiento de secuencias mostrados en la Figura 1, y por tanto un experto reconocera que es
previsible que las actividades bioldgicas asociadas con la regiéon LRR de un SLRP de clase Il en particular sean
comunes a otros miembros de la familia.

La capacidad de los agentes de acuerdo con la invencion para inhibir la formacién de vasos sanguineos puede
comprobarse facilmente en modelos bien conocidos por los expertos en la materia. Los ejemplos de tales ensayos
incluyen el modelo de membrana corialantoidea de pollo y modelos de cultivos celulares endoteliales (en los que la
angiogénesis y/o la vasculogénesis pueden indicarse por la proliferacion de células endoteliales, la migracién y/o la
formacion de "tubulos" celulares endoteliales vasculares que se parecen a vasos sanguineos).

La capacidad de los agentes de acuerdo con la invencién para inhibir la actividad de monocitos y/o macréfagos y/o
la migracién se puede también evaluar utilizando ensayos bien conocidos por los expertos en la materia. Los
ejemplos de ensayos adecuados para investigar esta actividad incluyen ensayos en camara de Boyden y similares.

Los agentes para su uso de acuerdo con el primer o segundo aspectos de la invencion incluyen derivados
especificos de SLRP de clase lll que aumentan las semividas in vivo de los SLRP de clase lll. Los ejemplos de
derivados que aumentan la semivida de SLRP de clase lll, o fragmentos de SLRP de clase lll, incluyen los derivados
peptoides de SLRP de clase lll, derivados de D-aminoacidos de SLRP de clase Il e hibridos péptido-peptoide.

Los agentes tales como los SLRP de clase lll nativos, o los fragmentos de SLRP de clase lll, pueden estar
sometidos a la degradacién por varios medios (tales como la actividad de proteasas en sistemas bioldgicos). Tal
degradacion puede limitar la biodisponibilidad de los SLRP de clase Il (o sus fragmentos), y por tanto la capacidad
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de los SLRP de clase lll para inhibir la formacién de nuevos vasos sanguineos o para prevenir la actividad de
monocitos/macrofagos y/o su migracion. Hay muchos ejemplos de técnicas bien establecidas por las que se pueden
disefiar y producir derivados que tengan mayor estabilidad en contextos bioldgicos. Tales derivados peptidicos
pueden tener una mayor biodisponibilidad como resultado del incremento de resistencia a la degradacién mediada
por las proteasas.

Preferentemente, un derivado adecuado para su uso de acuerdo con la invencidon es mas resistente a proteasas que
el péptido (o glicoproteina) del que procede. La resistencia a proteasas de un derivado y el péptido (o glicoproteina)
del que procede se puede evaluar por medio de ensayos bien conocidos de degradacién de proteinas. Se pueden
entonces comparar los valores relativos de resistencia a proteasas del derivado y el péptido (o glicoproteina o
proteoglicano).

Los derivados peptoides de los agentes de la invencién se pueden disefar facilmente conociendo la estructura de
los SLRP de clase lll. Se puede utilizar el software disponible comercialmente para desarrollar derivados peptoides
de acuerdo con protocolos bien establecidos.

Una realizacién mas de una forma modificada de SLRP de clase Ill adecuados para su uso de acuerdo con la
invencion comprende D-aminoacidos. En este caso, el orden de los restos de aminoacidos esta invertido en
comparacién con el que se encuentra en el SLRP de clase Il nativo.

Se apreciara que los agentes de acuerdo con la presente invencion se puedan utilizar en monoterapia (es decir, el
uso de agentes de acuerdo con la invencién solos para reducir la formacién de nuevos vasos sanguineos o
condiciones caracterizadas por una actividad y/o migracién excesiva de monocitos y/o macréfagos).

De manera alternativa, los agentes de acuerdo con la invencién se pueden usar como un adyuvante, o en
combinacion con terapias conocidas capaces de inhibir la formacién de vasos sanguineos o la actividad y/o la
migracion excesivas de monocitos y/o macrofagos. El uso de los agentes de acuerdo con la invencion en
combinacién con otras terapias se puede preferir ya que se cree generalmente que la redundancia en las rutas
proangiogénicas (particularmente las asociadas con la propagacion tumoral) puede requerir el bloqueo de varias
rutas con el fin de proporcionar un efecto terapéutico 6ptimo.

Los agentes de acuerdo con la invencion se pueden utilizar en combinacion con sustancias capaces de inhibir la
funcion de la integrina. Tales sustancias pueden incluir anticuerpos neutralizantes capaces de unirse a las integrinas.
Preferentemente, las integrinas cuya funcién se inhibe se pueden seleccionar del grupo que comprende a4, a5, oV,

p1y B3.

La investigacion realizada por el inventor representa el primer uso médico de SLRP de clase lll y sus derivados. Por
tanto, de acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencidon se proporciona la opticina, o un fragmento
bioldgicamente activo de la misma, para su uso como un medicamento.

Los agentes de acuerdo con la invencién se pueden combinar en composiciones que tienen varias formas diferentes
dependiendo, en particular, de la manera en que la composicidon se vaya a usar. Asi, por ejemplo, la composicion
puede estar en forma de polvo, comprimido, capsula, liquido, ungliento, crema, gel, hidrogel, aerosol, pulverizacion,
micela, parche transdérmico, liposoma o cualquier otra forma adecuada que pueda administrarse a una persona o
un animal. Se apreciara que el vehiculo de la composicion de la invencion deberia ser uno que se tolere bien por el
sujeto al que se le administra.

Las composiciones que comprenden agentes de acuerdo con la invenciéon se pueden usar de varias maneras. Por
ejemplo, puede requerirse la administracion sistémica, en cuyo caso el compuesto puede estar contenido en una
composicion que pueda, por ejemplo, ingerirse por via oral en forma de un comprimido, capsula o liquido. De
manera alternativa, la composicion se puede administrar por inyeccién en la corriente sanguinea. Las inyecciones
pueden ser intravenosas (en embolada o infusion) o subcutaneas (en embolada o infusién). Los compuestos pueden
administrarse por inhalacion (por ejemplo, por via intranasal).

Las composiciones que comprenden agentes de acuerdo con la invencion se pueden utilizar para regular la
formacion de vasos sanguineos en el ojo. Tales composiciones pueden formularse para inyeccion dentro del propio
ojo (por ejemplo inyeccion intravitrea) o alrededor del ojo (por ejemplo inyeccion periorbital). De manera alternativa,
los compuestos se pueden formular para aplicacién topica o para irrigacion del ojo, por ejemplo en forma de gotas
oftalmicas. Las composiciones adecuadas de las formulaciones para inyeccion o uso tépico seran bien conocidas
por los expertos en la materia.

La iontoforesis representa otra ruta por la que se pueden suministrar los agentes de acuerdo con la invencion en el
tejido que se desee. Se reconoce que la iontoforesis ocular (por ejemplo utilizando el sistema OcuPhor producido
por lomed, Inc.) puede proporcionar un método por el que los agentes se pueden introducir de manera no invasiva
en el interior del ojo.
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Los agentes pueden también incorporarse en un dispositivo de liberaciéon lenta o retardada. Tales dispositivos
pueden, por ejemplo, insertarse sobre o bajo la piel, u otros tejidos (por ejemplo dentro de ojo - y particularmente en
su humor vitreo; o en las proximidades del o0jo) y el compuesto se puede liberar durante semanas o incluso durante
meses. Tales dispositivos pueden ser particularmente ventajosos cuando se requiere un tratamiento prolongado con
un agente y que normalmente requeriria una administracion frecuente (por ejemplo, al menos una inyeccion diaria).

Se apreciara que la cantidad que se requiera de un agente se determina por la actividad bioldgica y la
biodisponibilidad, lo cual a su vez depende del modo de administracién, de las propiedades fisicoquimicas del
agente empleado y de si el agente se usa como monoterapia o en una terapia combinada. La frecuencia de
administracion también estara influenciada por los factores mencionados anteriormente y particularmente por la
semivida del agente dentro del sujeto que se esta tratando.

Las dosificaciones 6ptimas que se administren se determinaran por los expertos en la materia, y variaran con el
agente particular que se use, la concentracion de la preparacion, el modo de administracion, y lo avanzada que esté
la enfermedad. Los factores adicionales que dependen del sujeto en particular a tratar daran como resultado la
necesidad de ajustar las dosificaciones, incluyendo la edad del sujeto, el peso, el género, la dieta y el momento de
administracion.

Pueden usarse procedimientos conocidos, tales como los que se emplean convencionalmente por la industria
farmacéutica (por ejemplo, experimentacion in vivo, ensayos clinicos, etc.) para establecer formulaciones especificas
de los agentes de acuerdo con la invencién y regimenes terapéuticos precisos (tales como dosis diarias de los
compuestos y la frecuencia de administracion).

Generalmente, se puede usar una dosis diaria entre 0,01 ug/kg de peso corporal y 1,0 g/kg de peso corporal de los
agentes de acuerdo con la invencion, para inhibir la angiogénesis, dependiendo del agente especifico que se utilice.
Mas preferentemente, la dosis diaria sera entre 0,01 mg/kg de peso corporal y 100 mg/kg de peso corporal.

Las dosis diarias se pueden administrar como una administraciéon Unica (por ejemplo, una Unica inyeccion diaria o
aplicacion de gotas oftalmicas). De manera alternativa, el agente utilizado puede requerir la administracion en dos o
mas veces durante el dia. Como ejemplo, los agentes de acuerdo con la invencion se puede administrar como dos
(o mas dependiendo de la severidad de la afeccion) dosis diarias de entre 10 ug y 5000 mg en forma de gotas
oftalmicas. Un paciente que reciba tratamiento puede tomar una primera dosis al despertarse y luego una segunda
dosis por la tarde (si esta en un régimen de dos dosis) o a intervalos de 3 o 4 horas posteriormente. De manera
alternativa, se puede usar un dispositivo de liberaciéon lenta para proporcionar dosis 6ptimas a un paciente sin
necesidad de administrar dosis repetidas.

La presente invencion de acuerdo con el tercer aspecto de la invencién proporciona una composicién farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la opticina o un fragmento biolégicamente activo de la
misma y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, la cantidad del agente es una
cantidad de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 800 mg. En otra realizacion, la cantidad del agente es
una cantidad de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg. En otra realizacion, la cantidad del agente
es una cantidad es aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 250 mg. En otra realizacién, la cantidad del
agente es una cantidad de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 100 mg. En otra realizacioén, la cantidad
del agente es una cantidad de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 20 mg.

Se ha encontrado que la administracion de 1-25 ug/ml de opticina es particularmente eficaz para inhibir la formacion
de vasos sanguineos (véanse los ejemplos). La opticina se puede administrar a una concentracion de 1-10 pg/ml, y
preferentemente la opticina se puede administrar a una concentracion de 1-25 ug/mil.

Se apreciara que las dosis preferidas de SLRP de clase lll distintos de opticina se pueden determinar utilizando
métodos similares a los empleados en los Ejemplos, pero se prevé que la administracion de estos compuestos a una
concentracion de 1-25 pg/ml puede conseguir un efecto terapéutico.

También se describe un proceso para fabricar una composicién farmacéutica que comprende combinar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente de acuerdo con la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una
“cantidad terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad de un agente de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion que, cuando se administra a un sujeto, inhibe la angiogénesis. Un “sujeto” es un vertebrado, mamifero,
animal doméstico o ser humano.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere en el presente documento a cualquier vehiculo fisiologico
conocido por los expertos habituales en la materia, util para formular composiciones farmacéuticas.

En una realizacion preferida, el vehiculo farmacéutico es un liquido y la composicion farmacéutica esta en forma de
una solucién. En otra realizacion, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es un sélido y la composicién esta en
forma de polvo o comprimido. En una realizacion mas, el vehiculo farmacéutico es un gel y la composicion esta en
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forma de crema o similar.

Un vehiculo sélido puede incluir una o mas sustancias que también pueden actuar como agentes saporiferos,
lubricantes, solubilizantes, agentes de suspension, cargas, sustancias de deslizamiento, adyuvantes de compresion,
aglutinantes o agentes disgregantes de comprimidos; también puede ser un material de encapsulacion. En los
polvos, el vehiculo es un soélido finamente dividido que esta mezclado con el principio activo finamente dividido. En
los comprimidos, el principio activo estd mezclado con un vehiculo que tiene las propiedades de compresion
necesarias en proporciones adecuadas y compactado en la forma y tamafio deseados. Los polvos y comprimidos
preferentemente contienen hasta un 99% del principio activo. Los vehiculos soélidos adecuados incluyen, por
ejemplo, fosfato calcico, estearato magnésico, talco, azlcares, lactosa, dextrina, almidon, gelatina, celulosa,
polivinilpirrolidona, ceras de bajo punto de fusion y resinas de intercambio i6nico.

Los vehiculos liquidos se usan en la preparacion de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires y
composiciones presurizadas. El principio activo puede disolverse o suspenderse en un vehiculo liquido
farmacéuticamente aceptable tal como agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos o aceites o grasas
farmacéuticamente aceptables. El vehiculo liquido puede contener otros aditivos farmacéuticamente adecuados
tales como solubilizantes, emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agentes saporiferos, agentes de
suspension, agentes espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmorreguladores. Los
ejemplos adecuados de vehiculos liquidos para la administracion oral y parenteral incluyen agua (que contiene
parcialmente aditivos como se describe anteriormente, por ejemplo, derivados de celulosa, preferentemente solucion
de carboximetilcelulosa sodica), alcoholes (incluyendo alcoholes monohidroxilicos y alcoholes polihidroxilicos, por
ejemplo glicoles) y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de cacahuete). Para la
administracion parenteral, el vehiculo puede ser también un éster oleoso tal como el oleato de etilo y el miristato de
isopropilo. Los vehiculos liquidos estériles son Utiles en las composiciones en forma de liquido estéril para
administracion parenteral. El vehiculo liquido para las composiciones presurizadas puede ser un hidrocarbono
halogenado u otro propulsor farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que son soluciones o suspensiones estériles se pueden utilizar, por
ejemplo, por inyeccién intramuscular, intratecal, epidural, intraperitoneal, subcutanea y particularmente intraocular.
Las soluciones estériles también se pueden administrar por via intravenosa o usarse para irrigar el ojo. Los
compuestos pueden prepararse como una composicion soélida estéril que se puede disolver o suspender en el
momento de la administracion utilizando agua estéril, solucion salina, u otro medio estéril inyectable apropiado. Se
entiende que los vehiculos incluyen necesariamente aglutinantes inertes, agentes de suspension, lubricantes,
saporiferos, edulcorantes, conservantes, colorantes, y recubrimientos.

Los agentes de acuerdo con la invencion se pueden administrar por via oral en forma de una solucién o suspension
estériles que contienen otros solutos o agentes de suspension (por ejemplo, suficiente solucion salina o glucosa para
hacer una solucion isoténica), sales biliares, goma arabiga, gelatina, monooleato de sorbitan, polisorbato 80 (ésteres
oleato de sorbitol y sus anhidridos copolimerizados con éxido de etileno) y similares.

Los agentes de acuerdo con la invencion pueden también administrarse por via oral en forma de composicion liquida
o solida. Las composiciones adecuadas para la administracion oral incluyen formas sélidas tales como pildoras,
capsulas, granulos, comprimidos, y polvos, y formas liquidas tales como soluciones, jarabes, elixires y
suspensiones. Las formas utiles para su administracion parenteral incluyen las soluciones estériles, emulsiones y
suspensiones.

Se apreciara por un experto en la materia que los agentes adecuados para su uso de acuerdo con la invencion
también incluyen agentes que codifican SLRP de clase lll. Por ejemplo, los agentes posibles incluyen moléculas de
acidos nucleicos que codifican SLRP de clase lll. Tales acidos nucleicos pueden administrarse preferentemente en
vectores adecuados, por ejemplo el ADNc de la opticina insertado en un plasmido que contiene el genoma de Ad5
delecionado con E1/E3, es decir un adenovirus de vector adenoviral). Tales vectores pueden proporcionar agentes
adecuados para su uso en terapia génica.

Una forma conveniente para poder inhibir la formaciéon de nuevos vasos sanguineos y/o prevenir la activacion y/o
migracion de monocitos/macréfagos es proporcionando una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho agente de
acuerdo con la invencion en el sitio donde se requiere tal actividad por medio de terapia génica.

También se desvela un sistema de liberacidon para su uso en una técnica de terapia génica, comprendiendo dicho
sistema de liberacion una molécula de ADN que codifica un agente de acuerdo con la invencion, siendo capaz dicha
molécula de ADN de trascribirse para dar lugar a la expresion del agente elegido.

También se desvela el uso de un sistema de liberacion como se define en el parrafo anterior para utilizarse en la
fabricacion de un medicamento para su uso en la inhibicién de la formacion de vasos sanguineos.

También se desvela un método para inhibir la formacién de vasos sanguineos, comprendiendo el método la
administracién a un paciente que necesita tratamiento, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un sistema de
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liberacion como se define anteriormente.

Debido a la degeneracion del codigo genético, esta claro que las secuencias de acido nucleico que codifican
agentes adecuados para su uso de acuerdo con la invencion pueden variar o cambiar sin afectar sustancialmente a
la secuencia del producto codificado, proporcionando de esta manera una variante funcional del mismo. Un agente
adecuado para su uso de acuerdo con la invencion debe conservar la capacidad de inhibir la formacién de vasos
sanguineos y de prevenir la actividad y/o la migracion de monocitos y/o macréfagos.

Los nucleotidos adecuados que codifican los agentes de acuerdo con la invencioén (incluyendo los SLRP de clase lll
y fragmentos de los mismos) incluyen aquellos que tienen una secuencia alterada por la sustitucion de diferentes
codones que codifican el mismo aminoacido dentro de la secuencia, produciendo por lo tanto un cambio silencioso.
Otras variantes adecuadas son las que tienen secuencias de nucleétidos homoélogas pero que comprenden la
totalidad o partes de secuencias que estan alteradas por la sustitucion de diferentes codones que codifican un
aminoacido con una cadena lateral con propiedades biofisicas similares a las del aminoacido que sustituye,
produciéndose un cambio conservativo. Por ejemplo, los aminoacidos pequefios no polares hidréfobos incluyen la
glicina, alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina y metionina. Los aminoacidos grandes no polares hidréfobos
incluyen la fenilalanina, triptéfano y tirosina. Los aminoacidos polares neutros incluyen la serina, treonina, cisteina,
asparagina y glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen la lisina, arginina e histidina.
Los aminoacidos cargados negativamente (acidos) incluyen el acido aspartico y el acido glutamico.

Los sistemas de liberacion de acuerdo con la invencion son muy adecuados para conseguir niveles sostenidos de un
agente de acuerdo con la invencion en el sitio donde se desea inhibir la formacidon de vasos sanguineos o la
migracion y/o actividad de los monocitos y/o macréfagos durante un periodo de tiempo mayor que el que puede
conseguirse con la mayoria de los sistemas de suministro convencionales. Por ejemplo, los agentes de acuerdo con
la invencion adecuados para la inhibicion de la formacion de vasos sanguineos pueden expresarse continuamente
en el sitio donde se va a inhibir la neovascularizacién por células que se han transformado con la molécula de ADN.
Por tanto, aunque el agente de acuerdo con la invencidon tenga una semivida muy corta in vivo, pueden expresarse
de forma continua cantidades terapéuticamente eficaces del agente en el tejido tratado.

Ademas, el sistema de liberacion de la invencion puede usarse para proporcionar la molécula de ADN (y por tanto el
agente de acuerdo con la invencion) sin la necesidad de usar vehiculos farmacéuticos convencionales tales como
los que se requieren en unglentos o cremas que pueden, por otro lado, usarse con la invencion.

El sistema de liberacion de la presente invencion es tal que la molécula de ADN es capaz de expresarse (cuando el
sistema de liberacion se administra a un paciente) para producir un agente de acuerdo con la invencion.

La molécula de ADN puede estar contenida en un vector adecuado para formar un vector recombinante. El vector
puede ser, por ejemplo, un plasmido, un césmido o un fago. Tales vectores recombinantes son muy Utiles en los
sistemas de liberacién de la invencioén para transformar células con la molécula de ADN.

Los vectores recombinantes pueden incluir también otros elementos funcionales. Por ejemplo, se pueden disefiar
vectores recombinantes de tal manera que el vector se replique de forma auténoma en el nicleo de la célula. En
este caso, pueden ser necesarios elementos que induzcan la replicacion de ADN en el vector recombinante. De
manera alternativa, el vector recombinante se puede disefiar de forma tal que el vector y la molécula de ADN
recombinante se integren en el genoma de una célula. En este caso son deseables secuencias de ADN que
favorezcan la integracion dirigida (por ejemplo, por recombinaciéon homologa). Los vectores recombinantes pueden
tener también ADN que codifique genes que puedan usarse como marcadores detectables en el proceso de
clonacioén.

El vector recombinante también puede ademas comprender un promotor o regulador para controlar la expresion de
gen segun se necesite.

La molécula de ADN puede (aunque no necesariamente) llegar a incorporarse en el ADN de las células del sujeto a
tratar. Las células indiferenciadas pueden transformarse establemente conduciendo a la produccion de células hijas
modificadas genéticamente. En este caso, puede necesitarse la regulacion de la expresion en el sujeto, por ejemplo
con factores de transcripcion especificos, activadores genéticos o mas preferentemente con promotores inducibles
que transcriban los genes en respuesta a una sefial encontrada especificamente en el sitio de formacion de nuevos
vasos sanguineos. De manera alternativa, el sistema de liberacion se puede disefiar para favorecer una
transformacion inestable o transitoria de células diferenciadas en el sujeto a tratar. En este caso, la regulacion de la
expresion puede ser menos importante porque la expresion de la molécula de ADN parara cuando las células
transformadas mueran o dejen de expresar la proteina (idealmente cuando se haya efectuado la inhibicion de la
formacion de vasos sanguineos requerida).

El sistema de liberacion puede proporcionar la molécula de ADN a un sujeto sin incorporarla en un vector. Por

ejemplo, la molécula de ADN se puede incorporar en un liposoma o en una particula virica. De manera alternativa, la
molécula de ADN “desnuda” se puede insertar en las células del sujeto por medios adecuados, por ejemplo, por
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incorporacién endocitotica directa.

La molécula de ADN se puede transferir a las células de un sujeto a tratar por transfeccion, infeccion,
microinyeccion, fusion celular, fusién protoplastica o bombardeo balistico. Por ejemplo, la transferencia puede ser
por transfeccion balistica con particulas de oro recubiertas, liposomas que contienen la molécula de ADN, vectores
virales (por ejemplo adenovirus) y medios para la proporcionar la incorporacion directa de ADN (por ejemplo
endocitosis) por aplicacion del ADN plasmidico directamente (por ejemplo, tépicamente o por inyeccion) en el sitio
donde se vaya a inhibir la formacién de vasos sanguineos.

El agente de acuerdo con la invencion que se expresa a partir de la molécula de ADN puede ser un SLRP de clase
[l o un fragmento biolégicamente activo del mismo.

La invencion se puede poner en practica induciendo el aumento de expresion celular de un agente de acuerdo con la
invencion, con lo que entonces se puede inhibir la formacion de vasos sanguineos o la actividad y/o migracion de
macrofagos y/o monocitos. Tal expresion terapéutica de un agente de acuerdo con la invencién se puede conseguir
incrementando la expresion que se produce de manera natural del agente (por ejemplo, la expresiéon natural de un
SLRP de clase Il que se produce naturalmente), o por induccion de la expresion no natural del agente (por ejemplo
por la induccion de la expresion de SLRP de clase Il en células que no expresan naturalmente SLRP de clase Ill) o
por la induccién de la sobre-expresion del agente. Se apreciara que un incremento en la expresion endégena de
SLRP de clase Il tales como la opticina se puede conseguir facilmente por la administracion de un agente capaz de
incrementar la transcripcion del gen que codifica la opticina.

También se desvela un método de seleccidon de un compuesto de ensayo por su capacidad para inhibir la formacién
de vasos sanguineos, comprendiendo el método:

i) evaluar el grado de unién entre el SLRP de clase Ill y un sustrato del SLRP de clase Ill en ausencia del
compuesto de ensayo,

ii) evaluar el grado de union entre el SLRP de clase Il y el sustrato en presencia del compuesto de ensayo,

iii) comparar el grado de unién que se produce en la etapa i) con el grado de unién que se produce en la etapa

ii);

donde el compuesto de ensayo es capaz de inhibir la formacién de vasos sanguineos si el grado de unién que se
produce en la etapa ii) es menor que el grado de unién que se produce en la etapa i).

También se desvela un método de seleccion de un compuesto de ensayo por su capacidad para inhibir la actividad
y/o la migracién de monocitos y/o macréfagos, comprendiendo el método:

i) evaluar el grado de unién entre un SLRP de clase lll y un sustrato de SLRP de clase Ill en ausencia del
compuesto de ensayo,

ii) evaluar el grado de union entre el SLRP de clase Il y el sustrato en presencia del compuesto de ensayo,

iii) comparar el grado de unién que se produce en la etapa i) con el grado de unién que se produce en la etapa

ii);

donde el compuesto de ensayo es capaz de inhibir la actividad y/o la migracion de monocitos y/o macréfagos si el
grado de unién que se produce en la etapa ii) es menor que el grado de unién que se produce en la etapa i).

El sustrato puede ser heparina o sulfato de heparano, o un factor de crecimiento, particularmente un factor de
crecimiento angiogénico tal como VEGF, FGF. De manera alternativa, el sustrato puede ser un receptor celular
ligado por el SLRP de clase lll. Los ejemplos de tales receptores incluyen los receptores celulares para VEGF y
FGF.

Se apreciara que se puede esperar que otros agentes que tengan el mismo perfil de union a receptores celulares
que los SLRP de clase lll, tales como la opticina, tengan efectos bioldgicos similares a los que muestran los SLRP
de clase lll. También se desvela el uso de un agente que tiene sustancialmente el mismo perfil de unién al receptor
que el SLRP de clase lll en la fabricacién de un medicamento para la inhibicién de la formaciéon de vasos
sanguineos. Los agentes que tienen sustancialmente el mismo perfil de union al receptor que el SLRP de clase Il
también se pueden usar en la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de afecciones
caracterizadas por una actividad y/o migracion excesiva de monocitos y/o macréfagos.

También se apreciara que el reconocimiento de la importancia del perfil de unién al receptor de SLRP de clase Il en
la mediacion del comportamiento bioldgico de estas moléculas proporciona un medio por el que se pueden identificar
agentes capaces de imitar la actividad de SLRP de clase Il (es decir, por inhibicion de la formacion de vasos
sanguineos o la migracion y/o la activacion de monocitos y/o macroéfagos).

En consecuencia, también se desvela un método de seleccién de un compuesto de ensayo por su capacidad para
imitar la actividad de SLRP de clase lll, comprendiendo el método comparar el perfil de unién al receptor del
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compuesto de ensayo con el perfil de union al receptor del SLRP de clase lIl, donde tener sustancialmente el mismo
perfil de union al receptor que el SLRP de clase Il indica que el compuesto de ensayo es capaz de imitar la actividad
del SLRP de clase .

Las caracteristicas de los perfiles de unién al receptor de los SLRP de clase lll se pueden determinar facilmente
utilizando métodos y protocolos experimentales bien conocidos por los expertos en la materia.

La invencion se describira en los siguientes Ejemplos, con referencia a los dibujos adjuntos en los que:

La Figura 1 representa las secuencias de aminoacidos de longitud total de la opticina bovina y humana madura,
el epificano humano y el mimecano humano, ademas de ilustrar el alineamiento de aminoacidos entre las
regiones repetidas ricas en leucina de los SLRP de clase Ill humanos;

La Figura 2 ilustra en el Panel 2a la secuencia de aminoacidos de un fragmento NH-terminal de opticina bovina
que se libera tras la digestion con las metaloproteinasas MMP2 o MMP9, en el Panel 2b la secuencia de
aminoacidos de los fragmentos preferidos de la opticina humana y bovina, y en el Panel 2c el alineamiento de
aminoacidos entre las secuencias NH terminales de la opticina de diferentes especies.

La Figura 3 es un grafico que ilustra que el que el SLRP de clase lll opticina inhibe la proliferacion celular
endotelial vascular inducida por el factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGF-2) en el Ejemplo 1;

La Figura 4 ilustra graficamente el efecto de la opticina en la proliferacion celular endotelial inducida por FGF
basico o acido.

La Figura 5 es un grafico que ilustra que el SLRP de clase lll opticina inhibe la proliferacion celular endotelial
vascular inducida por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en el Ejemplo 1;

La Figura 6 ilustra graficamente el efecto de la opticina sobre la proliferacion celular endotelial inducida por
VEGF154 o VEGF120;

La Figura 7 muestra fotografias representativas que ilustran que el SLRP de clase Il opticina inhibe el
crecimiento/formacion de tubos BAEC inducidos por FGF-2 en el Ejemplo 2;

La Figura 8 muestra los resultados de los experimentos que investigan la capacidad del SLRP de clase llI
opticina para inhibir el crecimiento/formacion de tubos celulares endoteliales vasculares en el Ejemplo 2;

La Figura 9 muestra los resultados de experimentos que investigan la capacidad del SLRP de clase Il opticina
para inhibir la migracion celular endotelial en el Ejemplo 3;

La Figura 10 ilustra que la presencia de SLRP de clase Il opticina reduce la fosforilacion de ERK-1/2 en células
estimuladas por VEGF 164 0 FGF-2 en el Ejemplo 4;

La Figura 11 ilustra que el SLRP de clase Il opticina es capaz de inhibir la formaciéon de vasos sanguineos
inducida por FGF-2 en un ensayo en membrana corialantoidea de pollo (CAM) en el Ejemplo 5;

La Figura 12 muestra los efectos del SLRP de clase Il opticina sobre la diseminacion celular en el Ejemplo 6;

La Figura 13 muestra los efectos del SLRP de clase Il opticina y de anticuerpos de integrina bloqueantes de la
funcion sobre la diseminacion celular en el Ejemplo 6;

La Figura 14 ilustra la union del SLRP de clase Il opticina a receptores de factores de crecimiento
angiogénicos:

La Figura 15 ilustra la union del SLRP de clase Il opticina a factores de crecimiento angiogénicos; y

La Figura 16 ilustra que el SLRP de clase Ill opticina es capaz de prevenir la uniéon de factores de crecimiento
angiogénicos a sus receptores en el Ejemplo 7.

Ejemplo 1

Efectos de la opticina sobre la proliferacion celular endotelial vascular

Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion con células endoteliales adrticas bovinas (BAEC) (método descrito en
Slevin M, Kumar S, Gaffney J. Angiogenic oligosaccharides of hyaluronan induce multiple signaling pathways
affecting vascular endothelial cell mitogenic and wound healing responses. J. Biol. Chem. 2002. 277: 41046-59) en
presencia de factores de crecimiento y opticina recombinante. La opticina recombinante de longitud total se genero
utilizando el vector pCEP-Pu en células embrionarias renales humanas (Le Goff et al. Characterization of opticin and
evidence of stable dimerisation in solution. J. Biol. Chem. 2003. 278: 45280-7). La opticina se purifico a partir de un
medio acondicionado utilizando una combinaciéon de cromatrografia de intercambio idnico y de afinidad de lectina.
Para los ensayos de proliferacion las BAEC se sembraron por triplicado en placas de 6 pocillos a una concentracion
de 2x10%/ml. Después de fijarse, se cultivaron en medio pobre en suero que contenia un 2,5% de suero fetal bovino.
En algunos pocillos las células se preincubaron con opticina a 0,1-10 ug/ml durante una hora antes de la adicion de
los factores de crecimiento, que incluian FGF-2, FGF-1 (ambos a 25 ng/ml) o isoformas de VEGF (a 10 ng/ml). Las
células entonces se incubaron durante 72 horas mas. A las 72 horas, las células se lavaron, se despegaron con
tripsina y se contaron en un contador Coulter.

Los experimentos de control mostraron que la opticina no es téxica para las células a las concentraciones que se
utilizaron en estos experimentos (no se muestran los datos). Los valores medios se muestran en las Figuras 3 a 6,
que ilustran el efecto de la opticina en la proliferacién de las células endoteliales inducidas por varios factores de
crecimiento pro-angiogénicos.
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En la Figura 3: 1 = Control (es decir las células sin factor de crecimiento ni opticina afiadidos), 2 = Control + 10
png/ml de opticina, 3 = FGF-2 solo, 4 = FGF-2 + 0,1 pg/ml de opticina, 5 = FGF-2 + 1 ug/ml de opticina, 6 = FGF-2 +
10 pg/ml de opticina, 7 = FGF-2 + 25 pg/ml de opticina. Con el incremento de las concentraciones de opticina, la
proliferacion celular inducida por FGF-2 disminuye hacia los niveles de la linea base (control). Las concentraciones
entre 1 y 25 ug/ml produjeron una reduccion significativa en la proliferacion de las BAEC cuando se compara con el
FGF-2 solo. La opticina a 25 pg/ml produjo una inhibicion >95% de la proliferaciéon de BAEC inducida por FGF-2.

En la Figura 4: Se comparan los efectos de la opticina a 10 pg/ml sobre la proliferacion de BAEC inducida por FGF-
2 y FGF-1. La presencia de opticina reduce el nivel de proliferacion inducida por ambos factores de crecimiento
hasta aproximadamente los niveles de control; por tanto se ilustra que la opticina es igualmente eficaz para inhibir la
proliferacion inducida por FGF-1 y FGF-2.

En la Figura 5: 1 = Control, 2 = VEGF, 3 = VEGF + 1 ug/ml de opticina, 4 = VEGF + 10 ug/ml de opticina. Con el
incremento de las concentraciones de opticina la proliferacion celular inducida por VEGF desciende hacia los niveles
de la linea base (control). Tanto 1 pug/ml como 10 pg/ml de opticina produjeron una reduccion significativa de la
proliferacion de BAEC cuando se compar6 con VEGF solo, y 10 pug/ml de opticina produjeron una inhibicion de la
proliferacion >90%.

En la Figura 6: Se comparan los efectos de la opticina a 10 ug/ml sobre la proliferaciéon de BAEC inducida por
VEGF164 y VEGF12. La presencia de opticina reduce el nivel de proliferacion inducida por ambos factores de
crecimiento hasta aproximadamente los niveles de control; por tanto se ilustra que la opticina es igualmente eficaz
en la inhibicion de la proliferacion inducida por VEGF120 y VEGF 164.

Se apreciara que la inhibicién de la proliferacion de las células endoteliales indica que los agentes de acuerdo con la
presente invencion tendran eficacia en la inhibicion de la formacion de vasos sanguineos.

Ejemplo 2:

Efectos de la opticina sobre la formacion de brotes en células endoteliales adrticas bovinas (BAEC) inducida
por FGF-2 y VEGF

Se investigd la capacidad de BAEC confluentes para formar “brotes” de capilares "en forma de tubos" en placas
recubiertas con 0,1% de gelatina/PBS en presencia de opticina (basandose en el método descrito en Canfield AE y
Schor AM. Evidence that tenascin and thrombospondin-1 modulate sprouting of endothelial cells. J Cell Sci. 1995.
108: 797-809). Tal actividad de crecimiento de brotes proporciona un modelo in vitro de formacioén de nuevos vasos
sanguineos.

En resumen, se colocaron placas de 6 pocillos recubiertos por triplicado que contenian BAEC justo en la confluencia
en 2,5% de FCS-DMEM vy se trataron con opticina durante 1 hora (0,1-10 pg/ml) antes de afadir FGF-2 (25 pg/ml) o
VEGF (10 ug/ml) y después se dejaron incubar durante 12 dias. Los pocillos de control se trataron con vehiculo
unicamente (PBS). Al final del experimento, se fotografiaron 5 campos aleatorios de cada pocillo por microscopia de
contraste de fase (Figura 7) y el area cubierta por brotes se determiné por analisis de las imagenes.

En la Figura 8: Se muestra una representacion grafica de las areas medias cubiertas por los brotes. Los valores de
“control” representan el % de cobertura por brotes celulares tras 12 dias sin afiadir mitdgeno ni opticina. Las barras
marcadas con “Opticina” muestran los efectos de la adicion de opticina sola sobre la formacién de brotes, e ilustran
que no hay diferencias significativas cuando se comparan con los controles. Al lado se muestran los efectos de la
adicion de factor de crecimiento solo. Las Ultimas tres barras muestran el efecto de la adicion del factor de
crecimiento y concentraciones crecientes de opticina. Las barras estan marcadas con un asterisco cuando hubo un
descenso significativo en la formacién de brotes comparado con el factor de crecimiento solo. A 10 ug/ml, la opticina
redujo el crecimiento celular inducido por FGF-2 un 73% y el crecimiento inducido por VEGF un 70%, ilustrando la
efectividad del SLRP de clase Il opticina en la reduccién de la formacion de nuevos vasos sanguineos.

Ejemplo 3:

Efectos de la opticina en la migracion de células endoteliales adrticas bovinas (BAEC) inducida por FGF-2 y
VEGF

Se utilizé el ensayo de herida en capa de células descrito en: Slevin M, Kumar S, Gaffney J. Angiogenic
oligosaccharides of hyaluronan induce multiple signaling pathways affecting vascular endothelial cell mitogenic and
wound healing responses. J. Biol. Chem. 2002. 277: 41046-59. Las BAEC se cultivaron en cubreobjetos de plastico
hasta la confluencia y después se colocaron en un medio que contenia un 5% de FCS. Después de 24 horas mas,
los cubreobjetos se lavaron en PBS y se hizo una herida en la capa celular con una cuchilla de afeitar. Se afadio
opticina (0,1-10 ug/ml) a algunos pocillos y se dejo incubar durante una hora mas. Entonces se afiadié FGF-2 (25
ng/ml) o VEGF (10 ng/ml) a los pocillos de ensayo y la placa se incubd a 37 °C durante 24 h. Tras la incubacion, los
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cubreobjetos se aclararon con PBS y se fijaron con etanol al 100%. Se cuantificé el movimiento de las células en el
area desnuda utilizando un sistema informatizado de analisis de imagenes. Después, el area se convirtié para dar el
% medio de cobertura a partir de 3 cubreobjetos tratados idénticamente.

En la Figura 9: Andlisis grafico de las areas desnudas recubiertas por BAEC. El valor de “control” representa el area
media cubierta por las células tras 24 horas de incubacion sin afiadir mitdgeno ni opticina. La barra marcada con
“Opticina” ilustra que la adicién de opticina sola no tiene un efecto significativo sobre la migracién celular cuando se
compara con las células de control sin tratar.

Las barras marcadas con “VEGF” y “FGF-2" muestran el efecto en la migracion celular de estos factores (afiadidos a
concentraciones de 10 ng/ml y 25 ng/ml respectivamente).

Las barras marcadas con “VEGF + Opticina” y “FGF-2 + Opticina” ilustran el efecto de la adiciéon de 10 pg/ml de
opticina en la migracion celular inducida por factores de crecimiento. EI SLRP de clase Il opticina redujo el
movimiento celular inducido por VEGF en un 53% y la migracion celular inducida por FGF-2 en un 86%. Esta
reduccioén en la migracion celular endotelial ilustra la capacidad de los SLRP de clase Il para inhibir la formacion de
vasos sanguineos.

Se apreciara a la luz de los resultados descritos anteriormente que los SLRP de clase Il tales como la opticina se
pueden utilizar para prevenir la migracion de las células endoteliales en una variedad de contextos.

Ejemplo 4:
Efectos de la opticina sobre la fosforilacion de ERK inducida por VEGF 164 y FGF-2

En este caso, se investigaron los efectos de la opticina en la sefalizacion a través de la ruta MAPK ya que esta ruta
tiene un papel clave en la proliferacion celular endotelial vascular y la migracién. BAEC cultivadas hasta la
semiconfluencia en placas de 6 pocillos en SPM durante 48 h se preincubaron durante una hora con opticina a 10
pg/ml antes de la adicion de FGF-2 (35 ng/ml) o VEGF164 (10 ng/ml). Tras una incubacién de entre cinco y veinte
minutos se recogieron los lisados celulares totales en un tampoén de radioinmunoprecipitacion (RIPA), que contenia
Tris HCI 10 mM, (pH 7,5), NaCl 50 mM, desoxicolato sédico al 0,5% p/v, Nonidet P40 al 0,5% v/v, SDS al 0,1% pl/v,
NazVOs 1 mM y 5 ug/ml de aprotinina (Vainnika y col, 1994). Las muestras después se centrifugaron (10.000 g
durante 15 min a 4 °C) para retirar los restos insolubles, y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. La concentracion
de proteinas de los lisados celulares se determind utilizando una modificacion del ensayo de Bradford (Bio-Rad
California, USA) y se mezclaron cantidades iguales de proteina (15 pg) con el doble de tampdn de muestras de
Laemmli, se agitaron con vortice y se hirvieron en un bafio de agua durante 15 min. La SDS-PAGE se realizé
utilizando geles de gradiente de Bis-Tris al 4-12% (Invitrogen) con el sistema MES de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las muestras después se sometieron a transferencia de Western con anticuerpos que reconocian
ERK-1 y 2 fosforilados, ERK-2 total y actina a.

En la Figura 10: Las transferencias de Western demuestran que la preincubacion de BAEC con opticina reducia la
capacidad de VEGF1es4 y FGF-2 para inducir la fosforilacién de ERK 1/2 en las células tratadas con VEGF1es y FGF-
2. Se confirmé que las calles de gel se habian cargado igualmente mediante pruebas con anticuerpos que
reconocian el ERK-2 total y la actina a.

Ejemplo 5:

Ensayo en membrana corioalantoidea de pollo (CAM)

Los ensayos en CAM se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos aceptados. En resumen, los microgranulos que
contenian el factor de crecimiento angiogénico FGF-2, en presencia o ausencia de 1 pg de opticina, se pusieron en
contacto con las membranas corioalantoideas de huevos de 8 dias. Tras 2 dias, el nUmero de vasos sanguineos que
crecieron hacia el microgranulo se contaron y se analizé el nUmero de vasos sanguineos presentes.

En la Figura 11: Las imagenes ejemplares ilustran claramente que habian crecido menos vasos sanguineos nuevos
hacia el granulo que contenia FGF-2 y opticina comparado con los microgranulos que contenian FGF-2 solo. Esto
establece claramente que el SLRP de clase lll opticina es capaz de reducir espectacularmente la formaciéon de
nuevos vasos sanguineos, lo que por otra parte ocurre in vivo en respuesta a la actividad de los factores de
crecimiento angiogénicos.

Ejemplo 6:

La opticina interactia con integrinas implicadas en la angiogénesis

Los ensayos de dispersion celular se llevaron a cabo utilizando células de melanoma humano A375-SM, que
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expresan una amplia variedad de integrinas. Las células se pusieron en placas con opticina recombinante bovina o
sustratos de control incluyendo BSA (control negativo), VCAM y 50K, un fragmento de fibronectina de 50-kDa
(controles positivos). Las células se dejaron diseminarse durante 1 h y durante ese tiempo la diseminacion fue
menos del 5% en BSA; ilustrando que no habia una diseminacién detectable en el ligando producido
enddégenamente en este periodo de tiempo.

En la Figura 12: La diseminacion celular con opticina a diferentes concentraciones mostré un efecto de respuesta
dependiente de la dosis y alcanz6 una diseminacion maxima de ~30% cuando se recubrié con opticina a una
concentracion de 100 ug/ml. Las curvas de dosis-respuesta (mostradas a continuacion) se usaron para determinar
las concentraciones de recubrimiento 6ptimas de los ligandos para los ensayos de inhibicion, es decir 35 ug/ml para
la opticina, 10 pg/ml para VCAM y 10 pg/ml para 50K.

En la Figura 13: Los ensayos de diseminacion celular se llevaron a cabo junto con anticuerpos de integrina
bloqueantes de la funcién. El grafico muestra el porcentaje de diseminacién celular representado contra diferentes
combinaciones de anticuerpos. EI H120 es un anticuerpo irrelevante utilizado como control negativo. Las
combinaciones de anticuerpos incluyendo anticuerpos o4, a5 y oV o B1 y B3 inhibieron casi completamente la
diseminacion y tomando juntos estos resultados se puede sugerir que la opticina interactua con a4f1, a581, aVp3.
Las integrinas o581 y aVB3 se expresan por el endotelio vascular durante la angiogénesis y tienen papeles claves
en el proceso. Aunque los inventores no desean limitarse a hipétesis alguna, se cree que la interaccion de SLRP de
clase lll tales como la opticina con estas integrinas angiogénicas puede ayudar a prevenir la adhesién celular, la
diseminacion y la migracion necesarias para el crecimiento de brotes angiogénicos, y por tanto previene la formacion
de nuevos vasos sanguineos. Ademas, se cree que las interacciones de la opticina con estas integrinas causan una
sefalizacion de fuera a dentro a través de las integrinas que conduce a la regulacién por descenso de la
sefializacion a través de factores de crecimiento, incluyendo los receptores VEGF y FGF.

Ejemplo 7:

Ensayos de union en fase sélida que analizan la unién de la opticina a FGF-1, FGF-2, VEGF 164, VEGF121 y sus
receptores

Los dominios solubles extracelulares de los receptores se obtuvieron de R&D Systems Europe Ltd.
i) Ensayos de unién de la opticina

En resumen, se aplicaron receptores de factor de crecimiento (FGF-R1, FGF-R2, VEGF-R1 y VEGF-R2 - Véase la
Figura 14), y factores de crecimiento (FGF-2, FGF-1, VEGF1s, VEGF12, - véase la Figura 15) como un
recubrimiento a 2 pg/ml sobre placas de 96 pocillos. Los pocillos después se bloquearon con BSA al 1%. Se afadio
a los pocillos opticina en concentraciones variables en PBS y se incubaron durante 2 h. La unién de la opticina se
detectd con un anticuerpo especifico para la opticina.

En la Figura 14: La opticina se unié al VEGF-R1 y FGF-R2 de manera dependiente de la respuesta a la dosis, pero
no se unié a VEGF-R2 ni a FGF-R1. Se obtuvo una Kd aparente de 21 nM para la unién con VEGF-R1, pero no se
alcanzé la saturacion para la unién con FGF-R2, no fue posible obtener una Kd.

La capacidad de la opticina para unirse a VEGF-R1 y a FGF-R2 sugiere que es esta unién la que es importante para
mediar la actividad de la opticina en lo que se refiere a la angiogénesis patoldgica y a la actividad y/o migracion de
monocitos y/o macréfagos. La union de la opticina a estos receptores puede prevenir la unién de sus ligandos
bioldgicamente activos, reduciendo de esta manera el nivel de actividad y/o migracion que pueden inducir tales
ligandos.

En la Figura 15: La opticina se uni6é a FGF-2 y VEGF1s4 de manera dependiente de la respuesta a la dosis, pero no
se uni6é a FGF-1 ni a VEGF12. Se obtuvieron valores de la constante de disociacion aparente (Kd) de 34 nM para
FGF-2 y de 42 nM para VEGF 4.

ii) Ensayos de competicion

Como la opticina no se unia a VEGF-R2 y FGF-R1 en los experimentos en fase sdlida, los inventores investigaron si
la opticina inhibia las interacciones de estos receptores con VEGF164 y FGF-2 respectivamente. Los ensayos de
competicion se llevaron a cabo cubriendo los pocillos con (A) FGF-R1 o (B) VEGF-R2 a 2 pg/ml, posteriormente, tras
bloquearse con BSA al 1%, los pocillos se incubaron con 0,2 pg/ml de (A) FGF-2 o (B) VEGF164 mezclados con
concentraciones variables de opticina. La union de los factores de crecimiento a sus receptores se detecté con
anticuerpos especificos.

En la Figura 16: La opticina inhibe la interaccion entre FGF-2 y FGF-R1 (A) y VEGF134 a VEGF-R2 (B) de manera
dependiente a la dosis. Por tanto, en ambos casos la unién de la opticina al factor de crecimiento inhibe la

15



10

15

20

ES 2408 656 T3

interaccion del factor de crecimiento con su receptor.
iii) Conclusiones

Los resultados muestran que los SLRP de clase lll son capaces de inhibir la proliferacién celular endotelial, la
migracion y la formacion de brotes. Todos estos son elementos esenciales del proceso de angiogénesis con lo que
un experto apreciara que los SLRP de clase Il inhiben la angiogénesis. Ademas, la opticina inhibe la angiogénesis
en el ensayo CAM, proporcionando asi la prueba in vivo de los efectos antiangiogénicos de la opticina.

El SLRP de clase Il opticina inhibe procesos implicados en la angiogénesis a través de varios mecanismos. Inhibe
las acciones proangiogénicas de los factores de crecimiento FGF-1, FGF-2, VEGF1es5 y VEGF121. En los casos del
VEGF165 y FGF-2, la opticina tiene una accién directa por unién a los factores de crecimiento e inhibicion de sus
interacciones con sus receptores. Sin embargo, la opticina también inhibe la angiogénesis a través de otros
mecanismos, como son la eficacia en la inhibiciéon de las acciones estimulantes de factores de crecimiento a los que
no se une, incluyendo FGF-1 y VEGF124. Otros mecanismos a través de los cuales la opticina inhibe la angiogénesis
son a través de interacciones directas de receptores de factores de crecimiento con VEGF-R1 y FGF-R2, reduciendo
de esta manera la actividad biolégica mediada por estos receptores, y por interacciéon con integrinas implicadas en la
angiogénesis incluyendo aVB3 y a5B1, afectando por lo tanto a la unién integrina-ligando y/o a la sefializacion de
fuera a dentro y suprimiendo indirectamente la sefializacion a través de los receptores de factores de crecimiento.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un SLRP de clase Ill, o un agente que promueve la actividad de SLRP de clase Il seleccionado del
grupo que comprende:

a) opticina; o

b) epificano; o

c) mimecano (también conocido como osteoglicina); o

d) una molécula quimérica que comprende elementos de cualquiera de a) a ¢); o

e) un fragmento biolégicamente activo de cualquiera de a) a d); o

f) un derivado peptoide biolégicamente activo, un derivado D-aminoacidico, o derivado hibrido péptido-peptoide
de cualquiera de a) a €) que tiene una semivida in vivo aumentada; o

g) un sistema de liberacion que comprende una molécula de ADN que codifica cualquiera de a) a e)

en la fabricacién de un medicamento para la inhibicién de la formacion de vasos sanguineos.
2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el agente es un SLRP de clase lIl.
3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el fragmento biolégicamente activo es un fragmento N-terminal.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el fragmento biolégicamente activo es un fragmento repetido rico
en leucina.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el sistema de liberacién comprende una molécula de ADN que
codifica opticina.

6. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para el tratamiento y/o la prevencion de una afeccion
caracterizada por la excesiva formacion de vasos sanguineos.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, donde la afeccion se selecciona del grupo que comprende el cancer, la
psoriasis y la curacion de heridas.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 6, donde la afeccion es una retinopatia vasoproliferativa del ojo.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, donde la retinopatia vasoproliferativa es retinopatia diabética
proliferativa, degeneracion macular “himeda” o cualquier otra forma de neovascularizacién coroidea o vitreo
primario hiperplasico persistente.

10. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la afeccién es una afeccion inflamatoria.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, donde la afeccién inflamatoria se selecciona del grupo que consiste
en: uveitis y artritis.

12. El uso de un SLRP de clase Ill, o un agente que promueve la actividad de SLRP de clase Il seleccionado del
grupo que comprende:

a) opticina; o

b) epificano; o

c) mimecano (también conocido como osteoglicina); o

d) una molécula quimérica que comprende elementos de cualquiera de a) a c); o

e) un fragmento biolégicamente activo de cualquiera de a) a d); o

f) un derivado peptoide bioldgicamente activo, un derivado D-aminoacidico, o derivado hibrido péptido-peptoide
de cualquiera de a) a €) que tiene una semivida in vivo aumentada; o

g) un sistema de liberacion que comprende una molécula de ADN que codifica cualquiera de a) a e)

en la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento de afecciones caracterizadas por la
actividad y/o migracion excesivas de monocitos y/o macroéfagos.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12, donde el agente es como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 5.

14. La opticina, o un fragmento biolégicamente activo de la misma, para su uso como un medicamento.
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Figura 1. Secuencias de proteina madura

Opticina humana:
ASLPRKERKRREEQMPREGDSFEVLPLRNDVLNPDNYGEVIDLSNYEELTDYGDOLPEVEVTS]
PATSISPAKSTTAPGTPSSNPTMTRPTTAGLLLSSQPNHGLPTCLVCVCLGSSVYCDDIDLED!
PLPRRTAYLYARFNRISRIRAEDFKGLTKLKRIDLSNNLISSIDNDAFRLLHALODLILPENQ!
ALPVLPSGIEFLDVRLNRLOSSGIQPAAFRAMEKLOFLYLSDNLLDSIPGPLPLSLRSVELQN]
IETMQRDVFCDPEEHKHTRRQLEDIRLDGNPINLSLFPSAYFCLPRLPIGRFET

Opticina bovina:
ASLSEEREGDPYAILHLGDYVLSLDNYDEVIDPSNYDELIDYGDQLPOQVKGTSLASLTRTRFTY
TEAARTLESNPTTARPPTLGLLAAPANHGLPTCLICVCLGSSVYCDDADLENIPPLPQTTAYL,
RFNRISHIRAGDFKGLTKLKRIDLSGNSISSIDDKALRLLPALRDLILPENKLVALPTLPTSI!
LDVRMNRLRESSGIQPEAFRATLEKLOFLYILADNLLDATPPSLPLSLRSLELONNMIETMORDAR!
ABEEHRHTRRPLEDIRLDGNPINLSLFPSAYFCLPRLPTGRFV

Epificano humano:
APTLESINYDSETYDATLEDLDNLYNYENIPVGKVEIEIATVMPSGNRELLTPPPOPEKAQER]
EEESTPRLIDGSS PQEPEFTGVLGPHTNEDFPTCLLCTCISTTVYCDDHELATI PPLPKNTAYE
RFNRIKKINKNDFASLSDLKRIDLTSNLISEIDEDAFRKLPOLRELVLRDNKIRQELPTTLTE.
ISHNRLCRKGIKQEAFKDMYDLHHLYLTDNNLDHI PLPLPENLRALHLONNN ILEMHEDTFCNT
NLTYIRXALEDIRLDGNPINLSKTPQAYMCLPRLPVGSLV

Osteoglicina/mimecano humano:
KPAPPTQODSRIIYDYGTDNFEESIFSODYEDKYLDGKNIKEKETVIIPNEKSLQLOQKDEAITI
PPKXENDEMPTCLLCVCLSGSVYCEEVDIDAVPPLPKESAYLYARFNKIKKLTAKDFADIPNLE
LDFTGNLIEDIEDGTFSKLSLLEELSLAENQLLKLEPVLPPKLTLFNAKYNKIKSRGIKANAFKI
NNLTFLYLDHNALESVPLNLPESLRVIHLQFNNIASITDDTFCKANDTSYIRDRIEEIRLEGH!
VLGKHPNSFICLXRLPIGSYF

Alineamiento de las regiones repetidas ricas en leucina de opticina,
osteoglicina/mimecano y epificano:

Opticina GLPTCLVCVCLGSSVYCDDIDLEDIPPLPRRTAYLYARFNRI SRIRAEDFEKGLTYLKRID
Epificano DFPTCLWCTCISTIVYCDDHELDAI PPLPENTAYFYSRFNRI KKINKNDFASLSDLEKRID
Osteoglicina v EMPTCLLCVCLSGSVYCEEVDIDAVPPLPKESAYLYARFNYI KFLTAKDFADI PNLRRLD
R A I O L - S el I L o R S sk o Fokok
Optic'\na- LSNNLISSIDNDAFRLLHALODLI LPENQLEALEFVLPSGIEFLOVRINRLOSSGIQPAAY
Epificano LTSNLISEIDEDAFRKLPQLRELVLRDNKIROLPELPTTSTFIDISNNRLGRKCGIKQEAF
Osteoglicina FIGNLIEDIEDGTFSKLSLLEELSLAENQLLKLPVLPPKLTLFNAKYNKI KSRGIKANAF
B L I e I T R e e T = 60 * .. kg kW
Opticina RAMEKLQFLYLSDNLLDSIPEPLPLSLRSVHELONNLIETMORDVEFCDPEEHKHTRROLED
Epificanc KDOMYDLHHLYLTDNNLDHIPLPLPENLRALHIQNNNILEMHEDT FCNGENLTY IRKALED
Osteoglicina KELNNLTFLYLDENALESVPLNLPESLRVIHLOQFNNIASI TDDTFCKANDTSYIRDRIEE
vor Lk k¥R Ok kg ok Kk Rk o kkk % % vk wk . . % a ke
opt"cjna' IRLOGNPINLSLFESAYFCLPRLPIGRFT
Epificano IRLDGNPINLSKTPQAYMCLPRLPVASLY
Osteoglicina IRLEGNPIVLGKHPNSFICLKRLPIGSYF
khh . kdkkEk k| *_saakk Wk .k

Aminoacidos idénticos en las tres proteinas
Aminoacidos conservados
Aminoacidos semi-conservados
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Figura 2.

Fig 2a

ASLSEEREGDPYAILHLGDYVLSLDNYDEVIDPSNYDELIDYGDQLPQVKGTSLASTTRT
RFTOSTEAARTLPSNPTTARPPTLGLL

Fig 2b

Humana: DNYGEVIDLSNYEELTDYGDQLPE
_Bovina: DNYDEVIDPSNYDELIDYGDQLFPQ

Fig 2¢

Alineamiento del NH terminal de las secuencias de opticina de diferentes especies:

Bovino ASLS--EERE--=-=-=—-- GDPYAILHLGDYVLSLDNYDEVIDPSNYDELIDYGDQLPOVEG
Perro ASLP- -KERKREDEMH- - -GEGDSYVVLGNYVLEGPDNYDEVIDLEDYEGLMDYGDQLPEAKV
Humano ASLPR-KERKRREEQMPREGDSFEVLPLRNDVLNPDNYGEVIDLSNYEELTDYGDQLPEVKV
Raton ASLLGEREREEQSPEE- ~ -GD'I‘YASLYVGNHT LSIEDYNEVIDLSNYEELADYGDQIPEAKI

& &k LWy * . s or s L, sak_kRAK kak: ® kkokek sy %
Bovino TSLASLTRTRFTOSTEAARRTLPSNPTTARPPTLGLLARER 109
Perro THNLAPPTGISSAQSTMTPRTLSLEKPTMIRPTELGVLGSE 115
Humano TESLAPATSISPAKSTTAPGTTSSNPTMTRETTAGLLLSS 119
Ratdn SNLTLPTRTSPT-STVAQKTLSPNLTMAVETTTGLLNSQ 116

P L% * O LK LIS *, * ¢ %
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Figura 3. Ensayos de proliferacién con FGF-2

Efectos de la opticina sobre la proliferacion celular
endotelial vascular inducida por FGF-2 (FGF basico)
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1= Control o
2 = Control con opticina afiadida ( 10 pg/mil )
"3 = FGF-2 solo

4=FGF-2y 0.1pg/ml de opticina
5= FGF-2y 1 pug/ml de opticina
6= FGF-2y 10 pg/m1 de opticina
7= FGF-2y 25 ng/mi de opticina * Denota un descenso significativo en la proliferacion

Figura 4 Ensayos de proliferacion que comparan FGF-2 y FGF-1

250
I FGF-2
3
200 1 FGF-1

L]
-

[=]

-

St

E 150 4 =

=

3]

o

100 -

e

Q

E

= 504

N .
Siembra Cantrol 0 10
Concentracion de (ng/mi)

Opticina

20



ES 2408 656 T3

Figura 5 Ensayos de proliferaciéon con VEGF '

Efectos de opticina sobre el factor de crecimiento celular endotelial vascular
(VEGF) sobre la proliferacion de células endoteliales

Células x 10°

1= Control
2 = VEGF 4, solo
3= VEGF s + 1 pg/ml de opticina

4= VEGF s + 10 ug/ml de opticina
* Denota un descenso significative en la preliferacién

Figura 6. Ensayos de proliferacién que comparan VEGF;¢q con VEGF3
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Figura 7. Imagen ejemplares del ensayo de formacidn de brotes/tubos con FGF-2

Control

Con FGF-2

Con FGF-2 y
opticina a 10 pg/ml
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Figura 8. Representacion grafica de los datos de los ensayos de formacion de brotes/tubos co|

FGF-2 Y VEGFs
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Figura 9. Ensayo de migracion celular endotelial vascular con VEGF;s4 ¥ FGF-2
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Figura 10.
Descenso de la fosforilacion de ERK-1/2 cuando las células se estimulan por VEGF ¢,

y FGF-2 en presencia de opticina
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Figura 11. Ensayo de membrana corialantoidea de pollo (CAM)

FGF-2 FGF-2 +Opticina
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Figura 12. Ensayos de diseminacion celular
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Figura 13. Ensayos de d
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Figura 14. Ensayos de union en fase sélida
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Figura 15. Grafico que muestra la union en fase solida con union de opticina
a VEGF,., y FGF-2 pero no a VEGE,, y FGF-1.
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Figura 16. Ensayos de competicién en fase sélida

(A) La opticina, por union a FGF-2 inhibe su interaccion con el receptor de factor de
crecimiento FGFR-1
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(B) La opticina, por unién a VEGF ,,, inhibe su interaccion con el receptor del factor de crecimiento
VEGFR-2
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