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DESCRIPCION
Variantes de proteinas de fusiéon de ADP-ribosil transferasa
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas

Esta solicitud es una continuacién en parte de la solicitud estadounidense n.° 11/643.940 presentada el 22 de
diciembre de 2006, que es una continuacion en parte de la solicitud estadounidense n.° 10/902.878 presentada el 2
de agosto de 2004 y de la solicitud n.° 10/902.959 presentada el 2 de agosto de 2004, reivindicando ambas
solicitudes prioridad de las solicitudes canadienses n.° 2.342.970, 2.362.004 y 2.367.636 presentadas el 12 de abril
de 2001, el 13 de noviembre de 2001 y el 15 de enero de 2002 respectivamente, y reivindicando ademas prioridad
de la solicitud provisional estadounidense n.° 60/506.162 presentada el 29 de septiembre de 2003. El contenido total
de estas solicitudes, por la presente, se incorpora como referencia.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos antagonistas de la Rho analogos a la C3 quimérica y a su uso para
promover la reparaciéon y la supervivencia neuronales en lesiones del sistema nervioso central de mamiferos,
incluida la retina, y para la inhibicion de la proliferacion de células neoplasicas.

Antecedentes

La lesion traumatica de la médula espinal da como resultado un deterioro funcional permanente. La mayoria de los
déficits asociados a la lesion medular resultan de la pérdida de los axones dafiados en el sistema nervioso central
(SNC). Analogamente, otras enfermedades del SNC se asocian a pérdida y retraccion axonales, como accidentes
vasculares cerebrales, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), demencia, enfermedades pridnicas,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, lesiones cerebrales traumaticas,
degeneracion macular y glaucoma. Estas enfermedades del SNC, incluyendo muchas enfermedades oftalmoldgicas,
comparten la pérdida de las conexiones axonales con sus dianas y la muerte celular. La capacidad de estimular el
crecimiento de los axones de la poblaciéon neuronal afectada o dafiada mejoraria la recuperacion de las funciones
neurolégicas perdidas y la proteccion frente a la muerte celular limitaria la extensién del dafio. Por ejemplo, después
de un accidente vascular en la sustancia blanca, los axones se dafian y se pierden, aun cuando los cuerpos
neuronales sigan vivos; el accidente vascular en la sustancia gris destruye muchas neuronas y células no
neuronales (gliales). Los tratamientos eficaces para generar brotes de axones dafiados son igualmente efectivos
para tratar algunos tipos de accidente vascular cerebral (Chen et al., 2002, PNAS 99:9031-9036). Con frecuencia se
estudian agentes neuroprotectores como posibles compuestos para limitar el dafio después del accidente vascular
cerebral. Los compuestos con propiedades promotoras del crecimiento y neuroprotectoras son candidatos
especialmente buenos para el tratamiento del accidente vascular cerebral y las enfermedades neurodegenerativas.

Se ha propuesto el uso de varios antagonistas de Rho como agentes para estimular la regeneracion de axones
(seccionados), es decir, de lesiones nerviosas; véase, por ejemplo, la solicitud de patente canadiense n°. 2.304.981
(McKerracher et al.) y 2.300.878 (Strittmatter). Estos documentos de solicitud de patente proponen el uso de
antagonistas de Rho conocidos, como, por ejemplo, las proteinas C3 quiméricas, asi como sustancias seleccionadas
entre compuestos trans-4-amino (alquil)-1-piridilcarbamoilciclohexano o inhibidores de la Rho cinasa conocidos para
uso en la regeneracion de axones. La C3 inactiva la Rho mediante ADP-ribosilacion y es poco toxica para las células
(Dillon y Feig, 1995, Methods in Enzymology: Small GTPases and their regulators Part. B, 256: 174-184).

El tratamiento con antagonistas de la Rho también se usaria para potenciar la velocidad de crecimiento axonal de
los nervios periféricos y, por tanto, seria eficaz para la reparacién de los nervios periféricos tras la cirugia, por
ejemplo, al reimplantar miembros amputados. Ademas, la Rho es una diana importante para el tratamiento del
cancer y las metastasis (Clark et al., 2000, Nature, 406: 532-535) y la hipertension arterial (Uehata et al., 1997,
Nature, 389: 990); se ha descrito que RhoA tiene un efecto cardioprotector (Lee et al.,, FASEB J., 15: 1886-1884).

Se ha propuesto la dianizaciéon de los mecanismos de sefializacién intracelular en los que participan Rho y Rho
cinasa para promover la regeneracion axonal (solicitud de patente canadiense n.° 2.304.981). La C3 exotransferasa
del Clostridium botulinum (a partir de ahora, denominada simplemente C3) puede estimular la regeneracion y la
gemacion de los axones dafados; la C3 es una toxina purificada del Clostridium botulinum (Wilde et al., 2000, J.
Biol. Chem., 275: 16478). Los compuestos de la familia de la C3 del Clostridium botulinum inactivan la Rho por ADP-
ribosilacion y, por tanto, actian como antagonistas del efecto o la funciéon de Rho (antagonistas de Rho).

Mientras la proteina C3 puede promover eficazmente la regeneracion, se ha observado que no penetra facilmente
en las células, por lo que deben administrarse dosis altas para que sea eficaz. La alta dosis de C3 recombinante
necesaria para promover la recuperacion funcional representa una limitacién practica al uso de C3 in vivo para
favorecer la regeneracion. En estudios en cultivos tisulares, se ha observado que la cantidad minima de C3 que
puede emplearse para inducir el crecimiento en sustratos inhibidores es de 25 ug/ml (Lehmann et al., 1999, J.
Neurosci. 19: 7537-7547). Si las células no estan trituradas, incluso esta dosis es ineficaz. Se ha estimado que se
requiere aplicar un minimo de 40 ug de C3 por 20 g de raton a la médula espinal o nervio 6ptico de rata (solicitud de
patente canadiense n.° 2.325.842). Calculando las dosis que serian necesarias para tratar un ser humano adulto con
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una dosis equivalente por peso (segun la proporcion de la dosis empleada en experimentos en ratas y ratones), se
requeriria aplicar 120 mg/kg de C3 a la médula espinal humana dafada. La gran cantidad de proteina C3
recombinante necesaria entrafia problemas considerables de fabricacion, por la purificacion proteica a gran escala y
el coste. También limita los intervalos posoldgicos que pueden analizarse por la gran cantidad de proteina necesaria
para las dosis minimas efectivas.

Otra limitacién relacionada respecto al uso de C3 para promover la reparacion del SNC dafiado es la dificultad de
penetracién de la membrana plasmatica de la célula viva. En estudios en cultivos tisulares en los que se han
analizado los efectos bioldgicos de la C3, esta se ha microinyectado directamente a las células (Ridley y Hall, 1992,
Cell, 70: 389-399) o se ha aplicado por trituracion de las células para romper la membrana celular (Lehmann et al.,
1999, J. Neurosci., 19: 7537-7547). En la lesion axonal in vivo, la proteina C3 probablemente pueda entrar en las
células porque los axones dafiados captan avidamente las sustancias del entorno. Tras la lesion medular (LM)
incompleta se observa una plasticidad de los sistemas motores atribuida a niveles cortical y subcortical, incluidos los
circuitos medulares. Esta plasticidad puede atribuirse a la gemacion axonal o dendritica de colaterales y al
reforzamiento o debilitamiento sinapticos. Ademas, se ha demostrado que la conservacion de algunas fibras
ventrolaterales puede traducirse en diferencias significativas de la funcion motora, dado que estas fibras son
importantes para el inicio y el control del patrén locomotor a través de generadores de patrones medulares centrales.
Esta bien documentado que se produce una reorganizacion de las fibras medulares corticales colaterales
preservadas después de la lesion medular, lo que contribuye a la recuperacion funcional. El proceso de
reorganizacion y gemacion de las fibras preservadas podria potenciarse con el tratamiento con proteinas similares a
la C3 capaces de penetrar en las neuronas no dafiadas, lo que fomentaria la plasticidad espontanea de los axones y
el remodelado dendritico que, como es sabido, contribuyen a la recuperacion funcional.

Otros métodos de administracion de C3 in vitro incluyen la creacién de una proteina recombinante que pueda ser
captada por un mecanismo mediado por un receptor (Boquet et al., 1995, Meth. Enzymol., 256: 297-306). El
inconveniente de este método estriba en que las células que requieren el tratamiento deben expresar el receptor
relevante. Por ultimo, la adicion de una proteina de union C2ll al medio de cultivo tisular, junto con una toxina de
fusion C21N-C3 permite la captacion de C3 por endocitosis mediada por receptor (Barthe et al., 1998, Infection and
Immunity, 66: 1364). El inconveniente de este sistema radica en que gran parte de la C3 en la célula quedara
confinada en el interior de un compartimento membranoso. Y aun mas importante, deben afiadirse dos proteinas por
separado para que se produzca el transporte, lo que dificulta la aplicacion de este sistema en la enfermedad in vivo.

Actualmente, se requiere una terapia que pueda detener la progresion de la degeneracion de las enfermedades
oftalmoldgicas. Las neuronas de la retina se derivan del SNC y cabe esperar que respondan a los tratamientos
efectivos en otras regiones del SNC, por ejemplo, la degeneracion macular asociada con la edad (DMAE). La
mayoria de tratamientos experimentales conocidos hasta la fecha abordan la forma himeda de la DMAE vy se dirigen
especificamente contra la neovascularizacion. La fotocoagulacion con laser de las membranas neovasculares
subretinianas que se producen en el 10-15% de los pacientes afectados puede ser beneficioso en pacientes con
degeneracion macular que desarrollan neovascularizacion coroidea extrafoveal aguda. En la DMAE seca, altas dosis
diarias de antioxidantes como vitamina C (500 mg), vitamina E (400 IU) y betacaroteno (15 mg), asi como de éxido
de zinc (80 mg; en los tejidos oculares se ha observado una alta concentracion de zinc, especialmente, en la retina,
el epitelio pigmentario y la coroides) pueden reducir moderadamente el riesgo de progresion de pacientes con
drusas de tamafio intermedio y grande, atrofia geografica no central o degeneracién macular avanzada en un ojo.
Existe una necesidad actual de tratamiento de estas enfermedades oftalmolégicas con sustancias que protejan las
neuronas retinianas. Asimismo existe una necesidad actual de tratamiento para personas con retinopatia isquémica
aguda. La retinopatia isquémica o la neuropatia 6ptica isquémica provocan la muerte irreversible de las neuronas
retinianas, lo que provoca un deterioro visual permanente. No cabe esperar que esta afeccion responda a los
tratamientos actuales de la DMAE. Las proteinas analogas a C3 pueden reducir la muerte celular y la progresion de
la enfermedad.

Por tanto, cabe esperar que las nuevas proteinas analogas a C3 sean utiles en diversas enfermedades en las que
se requiera la inhibicion de la actividad de la Rho. Asi, existe una necesidad de sustancias, métodos terapéuticos y
formulaciones para el tratamiento o la prevencién de las enfermedades en las que se requiere la inhibicion de la
actividad de la Rho. Asimismo seria deseable disponer de compuestos proteicos analogos a la C3 con la capacidad
de penetrar en el interior de las células tumorales y de inactivar rapidamente la Rho en dosis inferiores.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a los nuevos antagonistas de la Rho analogos a la C3 quimérica y su uso para
promover la reparacion y la supervivencia neuronales en lesiones del sistema nervioso central de mamiferos,
incluida la retina, y para la inhibicién de la proliferacion de células neoplasicas. En un aspecto, se facilitan los
polipéptidos correspondientes a los nuevos antagonistas de la Rho andlogos a la C3 quimérica, asi como las
composiciones que comprenden los polipéptidos. En otros aspectos, se facilitan métodos terapéuticos con los
polipéptidos y las composiciones de la invencion, asi como el uso de los polipéptidos y las composiciones de la
invencion.
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En un aspecto, los polipéptidos de la invencion incluyen proteinas conjugadas o de fusidon (polipéptidos) que
comprenden, por ejemplo, proteinas de fusion analogas a C3 y proteinas de fusidon quiméricas de C3. Los
polipéptidos ejemplares de la invencion incluyen SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 10, asi como
analogos o variantes de estos. En otro aspecto, los polipéptidos de la invencion incluyen SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO:
37 y SEQ ID NO: 10; los polipéptidos estan truncados por 20 aminoacidos en el N-terminal o los polipéptidos estan
truncados por 10 aminoacidos en el C-terminal o los polipéptidos estan truncados tanto por 20 aminoacidos en el N-
terminal y 10 aminoacidos en el C-terminal. En otro aspecto, los polipéptidos de la invencion incluyen cualquiera de
los polipéptidos presentados aqui. En otro aspecto, los polipéptidos de la invencion estan PEGilados.

En otro aspecto, los polipéptidos de la invencion incluyen los de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,
SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 79.

En otro aspecto, un polipéptido de la invencién esta unido covalentemente a una secuencia de aminoacidos de un
agente de transporte, lo que facilita la captacion del polipéptido por un mecanismo independiente o dependiente de
receptor. En un aspecto, la secuencia de aminoacidos del agente de transporte es el polipéptido de SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50,
SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57,
SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64,
SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71,
SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 76 y/o SEQ ID NO: 77. En otro
aspecto, el polipéptido de la invencion es un conjugado de proteinas de fusion, con permeabilidad celular, que
comprende una parte polipeptidica de transporte de membrana celular y las composiciones farmacéuticas de la
invencion pueden incluir un conjugado de proteinas de fusion, con permeabilidad celular, que comprende una parte
polipeptidica de transporte de membrana celular y un polipéptido de la invencién sustancialmente purificado. En otro
aspecto, se facilita una parte polipeptidica de transporte de membrana celular que comprende un péptido que
contiene entre aproximadamente 5 a aproximadamente 50 aminoacidos.

La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos de la invencién. En
un aspecto, las composiciones farmacéuticas incluyen un portador farmacéuticamente aceptable. En un aspecto, la
composicion farmacéutica es estéril, esterilizable o esta esterilizada. En otro aspecto, la composicion farmacéutica
esta en un vial en cantidad de dosis unitaria o en un multiplo integral de una cantidad de dosis unitaria. En otro
aspecto, la composicion farmacéutica esta seca o liofilizada o comprende una matriz deshidratada o comprende una
proteina de fusion en una matriz liofilizada. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir
un adhesivo tisular y/o fibrina, que puede ser un sellador de fibrina, por ejemplo, Tisseel®.

Los ejemplos no limitantes de portadores farmacéuticamente aceptables para emplear en las composiciones de la
invencion incluyen poli(etileno-co-vinil acetato), PVA, poli(etileno-co-vinil acetato) parcialmente hidrolizado,
poli(etileno-co-vinil acetato-co-vinil alcohol), un poli(etileno-co-vinil acetato) reticulado, un poli(etileno-co-vinil acetato)
parcialmente hidrolizado reticulado, poli(etileno-co-vinil acetato-co-vinil alcohol) reticulado, poli-D,L-acido lactico, poli-
L-acido lactico, acido poliglicélico, PGA, copolimeros de acido lactico y acido glicédlico (PLGA), policaprolactona,
polivalerolactona, poli (anhidridos), copolimeros de policaprolactona con polietilenglicol, copolimeros de acido
polilactico con polietilenglicol, polietilenglicol y combinaciones y mezclas de los mismos.

En otro aspecto, el portador farmacéuticamente aceptable es una gelatina acuosa, una proteina acuosa, un portador
polimérico, un agente reticulante o una combinacién de los mismos. En otro aspecto, el portador farmacéuticamente
aceptable es una matriz. En otro aspecto, el portador farmacéuticamente aceptable incluye agua, una sal tamponada
farmacéuticamente aceptable, una solucién tamponada farmacéuticamente aceptable, un antioxidante
farmacéuticamente aceptable, acido ascoérbico, uno o mas polipéptidos de bajo peso molecular farmacéuticamente
aceptables, un péptido con aproximadamente 2 a aproximadamente 10 aminoacidos, una o mas proteinas
farmacéuticamente aceptables, uno o mas aminoacidos farmacéuticamente aceptables, un aminoacido esencial para
el ser humano, uno o mas carbohidratos farmacéuticamente aceptables, uno o mas materiales derivados de los
carbohidratos farmacéuticamente aceptables, un azucar no reductor, glucosa, sacarosa, sorbitol, trehalosa, manitol,
maltodextrina, dextrinas, ciclodextrina, un agente quelante farmacéuticamente aceptable, EDTA, DTPA, un agente
quelante para un ion metalico divalente, un agente quelante para un ion metdlico trivalente, glutation, albumina
sérica inespecifica farmacéuticamente aceptable y/o combinaciones de los mismos.

La invencién también se refiere a métodos terapéuticos que comprenden la administracion a un sujeto de los
polipéptidos o composiciones de la invencién. En un aspecto, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de
polipéptido o composicién. En otro aspecto, el sujeto necesita dicho tratamiento. El sujeto puede ser un mamifero,
concretamente, un ser humano, en ciertos aspectos de la invenciéon. En un aspecto, los polipéptidos y las
composiciones de la invencion pueden administrarse por via topica. En otro aspecto, los polipéptidos y las
composiciones de la invencion pueden administrarse por inyeccion.
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En un aspecto, la invencion pertenece al campo de la reparacion del sistema nervioso central (SNC) de los
mamiferos (p. €j., la reparacion de un dafio en el sistema nervioso central (SNC), reparacion de la retina dafiada o
de un dafo en el sistema nervioso periférico (SNP)), la regeneracion axonal y la gemacion axonal, el crecimiento de
neuritas, la actividad neuroprotectora, la proteccion frente a la neurodegeneracion y el dafio isquémico y/o el
tratamiento de las lesiones traumaticas del sistema nervioso. Un aspecto de la presente invencién es promover la
regeneracion de los axones nerviosos en la region dafiada en las lesiones medulares y estimular el crecimiento
nervioso en otras enfermedades del sistema nervioso central y periférico. Otro aspecto de la presente invencion es
promover la regeneracion neuronal del sistema nervioso periférico.

Se facilitan los siguientes métodos terapéuticos: un método para tratar la degeneracion macular en un sujeto; un
método para inhibir o reducir la tasa de neovascularizacion subretiniana y/o la proliferacion de tejido neovascular
intraocular asociadas a la degeneracion macular en un sujeto; un método para proteger los fotorreceptores
retinianos de la muerte celular asociada a la degeneracién macular en un sujeto y/o un método para prevenir y/o
inhibir la proliferacion incontrolada o la diseminacion o la migracion de una célula neoplasica metastasica de un
cancer en un sujeto. En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para la prevencién o la inhibicion de la
proliferacion incontrolada o la diseminacion o la migracién, con un margen de reseccion de un tejido del huésped
proximal al sitio de extirpacion de un tumor de un cancer en un sujeto o una célula neoplasica metastasica residente
en el margen de reseccion. La administracion puede ser directamente en la superficie del margen de reseccion o por
debajo de la superficie del margen de reseccién o en el tejido proximal al margen de reseccion que queda en el
sujeto y la administracion puede ser en un intervalo de tiempo anterior o posterior o anterior y posterior a la
extirpacion o eliminacién del tumor.

En otro aspecto, se facilita un método de prevencion del crecimiento de un tumor a partir de una célula maligna en
un tejido del huésped en un sujeto. El polipéptido, proteina de fusién o composicion de la invencién puede prevenir o
inhibir simultdneamente como minimo dos caracteristicas: migracion de células malignas, proliferacion de células
malignas, angiogénesis o formacién de estructuras tubulares o crecimiento de una red capilar proximal a la célula
maligna y la secrecion de una metaloproteinasa activa por parte de la célula maligna. También se presenta un
método de prevencion del crecimiento dentro de un margen de reseccion de tejido de un huésped proximal al sitio de
extirpacion o eliminacién de un primer tumor de un cancer en un sujeto o un segundo tumor que comprende una
célula tumoral residual del cancer. La administracion puede ser directamente en la superficie del margen de
reseccion o por debajo de la superficie del margen de reseccion o en el tejido proximal al margen de reseccion que
queda en el sujeto y puede ser en un intervalo de tiempo anterior o posterior o anterior y posterior a la extirpacion o
eliminacién del primer tumor; la proteina de fusién simultdneamente previene o inhibe como minimo dos
caracteristicas: migracion de células tumorales residuales, proliferacion de células tumorales residuales,
angiogénesis o formacion de estructuras tubulares o crecimiento de una red capilar proximal a la célula tumoral
residual y secrecion de una metaloproteinasa activa por parte de la célula tumoral residual. En un aspecto, el cancer
es mamario, cerebral, colénico, cutaneo, renal o hepatico. En otro aspecto, el cancer es un tumor cerebral como, por
ejemplo, un tumor glial, un tumor neuronal, un tumor de la glandula pineal, un tumor meningeo, un tumor de una
vaina nerviosa, un linfoma, un tumor malformativo y un tumor metastasico derivado de tumores de pulmoén, mama,
melanoma, rifidn o tubo digestivo. En otro aspecto, el cancer es un tumor cerebral seleccionado del grupo que
comprende: astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, astrocitoma piloquistico, oligodendroglioma,
ependimoma, ependimoma mixopapilar, subependimoma, papiloma del plexo coroideo, neuroblastoma,
ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma y meduloblastoma, pineoblastoma y pineocitoma, meningioma,
hemangiopericitoma meningeo, sarcoma meningeo, schwannoma (neurolemmoma) y neurofibroma, linfoma de
Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, subtipos primario y secundario del linfoma de Hodgkin, subtipos primario y
secundario del linfoma no hodgkiniano, craneofaringioma, quistes epidermoides, quistes dermoides y quistes
coloides.

En un aspecto, una cantidad terapéuticamente eficaz es aproximadamente de 0,001 microgramos por cc a
aproximadamente 50 microgramos por cc de tejido, o aproximadamente 0,0001 microgramos de proteina de fusion
por centimetro cubico (cc) de tejido a aproximadamente 100 microgramos por centimetro cubico de tejido, o
aproximadamente 1 microgramo por mililitro a aproximadamente 10 microgramos por mililitro a aproximadamente
50 microgramos por mililitro. La administracion puede ser por inyeccion, por aplicacion tépica o por implantacion. En
un aspecto, la administracion es intraarticular, intraocular, intranasal, intraneural, intradérmica, intradsea, sublingual,
oral, tépica, intravesical, intratecal, intravenosa, intraperitoneal, intracraneal, intramuscular, subcutanea, inhalacién,
por atomizacién e inhalacién, por aplicacién directamente en un tumor, por aplicaciéon directamente en un punto
patoldgico, por aplicacion directamente en los margenes remanentes tras la reseccion de un tumor, enteral, enteral
junto con un procedimiento gastroscoépico y/o CPRE.

En otro aspecto, se facilita un método para el tratamiento de las lesiones de la médula espinal, asi como un método
para prevenir o tratar la degeneracion macular y/o un método para prevenir o tratar el cancer.

La invencion también se refiere a el uso de polipéptidos y composiciones de la invencién, por ejemplo, para el
tratamiento de lesiones medulares, degeneracion macular y/o cancer (p. €j., cancer mamario, cerebral, colénico,
cutaneo, renal o hepatico). En un aspecto, se promueve la regeneracion o crecimiento de axones o neuritas en un
sujeto. En otro aspecto, la invencion se refiere a el uso de polipéptidos y composiciones de la invencion en la
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fabricacion de un medicamento, p. €j., para el tratamiento de las lesiones de la médula espinal, degeneracion
macular y/o cancer (p. €j., cancer mamario, cerebral, colénico, cutaneo, renal o hepatico).

En un aspecto, un sujeto puede tener una enfermedad neurolégica o neurodegenerativa. Los ejemplos no limitantes
de dichas enfermedades son: enfermedad de Stargardt, amaurosis congénita de Lebers, enfermedad de Best,
coroideremia, retinosquisis, sindrome de Bardet-Biedl, neuropatia Optica anterior isquémica, retinopatia de
Purtscher, neuritis éptica, papiledema, enfermedad de Coats y/o aneurisma miliar de Leber, neuropatia inmunitaria y
periférica, esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, neuropatia de axones gigantes, neuralgia del trigémino, neuralgia del
glosofaringeo, paralisis de Bell, miastenia grave, distrofia muscular, atrofia muscular progresiva, atrofia muscular
hereditaria progresiva bulbar, sindromes por herniacion, ruptura o prolapso de discos vertebrales, espondilosis
cervical, trastornos del plexo, sindromes de destruccion de la salida toracica, acrilamidas, gamma-dicetonas
(neuropatia del inhalador de cola), disulfuro de carbono, dapsona, garrapatas, porfiria, sindrome de Guillain-Barré,
corea de Huntington, demencia por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), enfermedades pridnicas y
glaucoma. En ofro aspecto, un sujeto tiene una lesién del sistema nervioso resultante de un accidente vascular
cerebral, cirugia, infarto, infeccién, exposicion a agentes toxicos, sindromes de neoplasia maligna o
paraneoplasicos.

Estos y otros aspectos de la presente invencion seran evidentes con la referencia a la descripcion detallada
asociada y las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

Ahora se hara referencia a los dibujos acompafiantes que muestran, mediante la ilustracion, una realizacion de
estos, y en los que:

- La Figura 1 ilustra la actividad de una proteina de fusién de la invencion, la SEQ ID NO: 43, y ausencia de actividad
de una mutante inactiva de la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 6, segun el analisis por bioensayo con células NG-108;
las células NG-108 cultivadas con SEQ ID NO: 43 presentan una gemacion acelerada de neuritas (barra 42, que
muestra aproximadamente un 40% de gemacion de neuritas); y la gemacion de neuritas de células NG-108 tratadas
con SEQ ID NO: 6 (barra 41, que muestra aproximadamente un 12% de gemacion de neuritas) es similar a la del
control (barra 40, que muestra aproximadamente un 14% de gemacién de neuritas) de las células no tratadas lo que
demuestra que la proteina de la SEQ ID NO: 6 no es activa como proteina de fusion para inducir una gemacion
acelerada de neuritas;

- La Figura 2 ilustra en (A) una alineacion de los extremos N-terminales de la exoenzima WT C3, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 43; los aminoacidos indicados en cursiva representan el péptido de sefial escindido endégenamente de
la exoenzima WT C3, mientras que los que estan en negrita se han obtenido por ingenieria genética; en (B) una
representacion esquematica de las variantes; en (C) un gel de gradiente que muestra dimerizacién de la SEQ ID NO:
44; en (D) un gel de gradiente que muestra una estabilidad potenciada de la SEQ ID NO: 10; y en (E) un gel de
gradiente que muestra la purificacion representativa de la variante (SEQ ID NO: 44);

- La Figura 3 ilustra las secuencias eliminadas de las variantes truncadas de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO: 13-22);
las partes resaltadas de las secuencias peptidicas ilustran los estiramientos de aminoacidos suprimidos para generar
las nuevas variantes truncadas de SEQ ID NO: 10; los aminoacidos resaltados en gris representan las secuencias
suprimidas del extremo N- o C-terminal de SEQ ID NO: 10; los aminoacidos subrayados indican la secuencia del
transporte de membrana;

- La Figura 4A ilustra geles NUPAGE que muestran una variante de peso molecular estandar (banda 1), una variante
purificada PEG-BA-220 (banda 3), una variante PEG-BA-225 (banda 4), una variante PEG-BA-230 (banda 5), una
variante PEG-BA-231 (bandas 6 y 7); y la Figura 4B ilustra geles NUPAGE que muestran una variante de peso
molecular estandar (banda 1), una variante purificada PEG-BA-230 (banda 3), una variante PEG-BA-231 (banda 4),
una variante PEG-BA-235 (banda 5), una variante PEG-BA-236 (banda 6) y una variante PEG-BA-240 (banda 8);

- La Figura 5 ilustra el efecto neuroprotector de SEQ ID NO: 10 en retinas glaucomatosas. *: p < 0,0001 (ANOVA)

- La Figura 6 ilustra la supervivencia de los fotorreceptores visualizada mediante tincion H&E en ratas adultas
expuestas a la luz durante 3 dias y la supervivencia determinada 5 dias después de la exposicion en presencia de
1 ug de SEQ ID NO: 10;

- La Figura 7 ilustra que SEQ ID NO: 10 aumenta la supervivencia de los fotorreceptores después de 2 inyecciones
de 0,01 pg;

- La Figura 8 ilustra que la inyeccion intravitrea de SEQ ID NO: 10 protege la capa nuclear exterior en ratones Rd7;

- La Figura 9A ilustra un histograma que representa el nimero total de fotorreceptores analizados con TUNEL en
una longitud de 100 micras, mientras en la Figura 9B se ilustra que SEQ ID NO: 10 reduce la muerte celular por
apoptosis de los fotorreceptores en retinas de ratones Rd1;
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- La Figura 10 ilustra que la inyeccién intravitrea de SEQ ID NO: 10 inhibe la angiogénesis fisiologica en la retina de
rata;

- La Figura 11 ilustra que la aplicacion topica de SEQ ID NO: 10 redujo la angiogénesis patologica en la cornea de
raton;

- La Figura 12 ilustra que la inyeccion intravitrea de SEQ ID NO: 10 redujo la neovascularizacion subretiniana
inducida por laser en ratones;

- La Figura 13 ilustra en (A—C) fotografias de secciones de nervio dptico tratadas mediante inmunotincién con un
anticuerpo CTB para demostrar la regeneracion de axones distalmente al sitio de la lesion (puntas de flecha) 2
semanas después de la microlesién en animales no tratados (A) y tratados con SEQ ID NO: 44 (B) o tratados con
SEQ ID NO: 43 (C) y en (D-E) cuantificacion de la regeneracion 2 semanas después de la microlesion en animales
tratados con SEQ ID NO: 44 (D) y SEQ ID NO: 43 (E), en comparacion con controles; barra de escalas: en A-C =
100 um, ***p <0,001; **p <0,01, *p <0,05, prueba de la t de Student;

- La Figura 14 ilustra en (A) fotografias de secciones de nervio 6ptico tratadas mediante inmunotinciéon con un
anticuerpo CTB para demostrar la regeneracion de axones distalmente al sitio de la lesion (puntas de flecha) 2
semanas después de la microlesién en animales tratados con la SEQ ID NO: 43 y en controles tratados con PBS. Se
inyectd SEQ ID NO: 43 o PBS en el vitreo 4 dias después de la lesion del nervio éptico. Barra de escala = 100 pm;
en (B) una cuantificacion de la regeneracién en animales tratados con la SEQ ID NO: 43 en comparaciéon con
controles; y en (C) una comparacion de la mayor longitud axonal media en cada grupo de tratamiento después del
tratamiento inmediato o diferido; en que **p < 0,01; *p < 0,05 y prueba de la t de Student;

- La Figura 15 ilustra CGR marcadas retrospectivamente 1 semana antes de la lesién del nervio optico. Se inyectd
SEQ ID NO: 43 o vehiculo en el vitreo tras la seccion del nervio 6ptico y se contaron las CGR marcadas
retrospectivamente en preparaciones de retina total realizadas 7 o 14 dias después de la axotomia;

- La Figura 16 ilustra los niveles de variantes PEG-BA de bajo peso molecular descritas en la Figura 5 en las retinas
de ratas adultas (ELISA) a las 24 horas de la inyeccion intravitrea;

- La Figura 17 ilustra la ADP-ribosilacion de RhoA 24 horas después de la inyeccion intraocular de la variante PEG-
BA en ratas;

- La Figura 18 ilustra la evolucion cronolégica de la permanencia retiniana de la SEQ ID NO: 10 frente a BA-231
(variante PEGilada de SEQ ID NO: 10) después de la inyeccion intravitrea;

- La Figura 19 ilustra los niveles de la variante PEG-BA de alto peso molecular en la retina de ratas adultas a las
24 h'y 48 h tras la inyeccion intraocular;

- La Figura. 20 presenta geles SDS que demuestran un desplazamiento del peso molecular indicativo de la ADP-
ribosilacion de RhoA a las 24 y 48 horas de la inyeccion intraocular de variantes de BA en ratas;

- La Figura 21 ilustra el efecto de una composicién de esta invencién que comprende una proteina de fusion, la SEQ
ID NO: 43, sobre la proliferacion de células HEC1B de adenocarcinoma endometrial humano determinada mediante
incorporacion de timidina tritiada; el vehiculo (10) es solucion salina tamponada con fosfato y la SEQ ID NO: 43 se
emplea en concentraciones de 1 pug/ml (11), 10 pg/ml (12) y 50 ug/ml (13) y se reduce la proliferacion de células
cancerosas de forma dependiente de la dosis;

- La Figura 22 ilustra el efecto de una composicién de esta invencion que comprende una proteina de fusion, SEQ ID
NO: 43, sobre la proliferacion de células SK-MEL-1 de melanoma humano determinada mediante incorporacion de
timidina tritiada; el vehiculo es solucion salina tamponada con fosfato y la SEQ ID NO: 43 se emplea en
concentraciones de 1 pg/ml, 10 yg/ml y 50 pg/ml; se reduce la proliferacion de células cancerosas de forma
dependiente de la dosis;

- La Figura 23A ilustra la formacion de tubos por células endoteliales HUVEC cultivadas en una matriz MATRIGEL®;
es un ensayo en cultivo celular para la angiogénesis y puede observarse la formacién de tubos en el control que no
contiene una proteina de fusion de esta invencion (casilla 30);

- La Figura 23B ilustra la reduccion de la formacion de tubos por células endoteliales HUVEC cultivadas en una
matriz MATRIGEL®; los cultivos tratados con una composicion de esta invencién que contiene una proteina de
fusion, la SEQ ID NO: 43, presentaron menos tubos, lo que demuestra una inhibicién de la angiogénesis, como se
muestra en la casilla 31;

- La Figura 24 muestra la inhibicion del crecimiento de células TK-10 de carcinoma renal humano por una
composicion de esta invencion que contiene una proteina de fusion, SEQ ID NO: 43, determinada por un ensayo de
inhibicién del crecimiento de sulforrodamina B (SRB); el SEQ ID NO: 43, se emplea en concentraciones de
0,1 pyg/ml, 1 pug/ml, 10 pg/ml y 100 pg/ml; en todas las concentraciones usadas redujeron la proliferacion de células
cancerosas; la reducciéon de la proliferacion de células cancerosas es dependiente de la dosis y en una

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2439772 T3

concentracion de proteina de fusion de 100 pug/ml, la composiciéon de la invencion indujo la muerte celular de las
células cancerosas;

- La Figura 25 muestra la inhibicion del crecimiento de células HOP-62 de cancer pulmonar no microcitico por una
composicion de esta invencion que contiene la SEQ ID NO: 43, determinada por un ensayo de inhibicion del
crecimiento de sulforrodamina B (SRB); el SEQ ID NO: 43 se emplea en concentraciones de 0,1 ug/ml, 1 pg/ml,
10 ug/ml y 100 ug/ml y en todas las concentraciones empleadas, se reduce la proliferacion de las células cancerosas
y esta reduccion es dependiente de la dosis;

- La Figura 26 muestra la inhibicion del crecimiento de células SF-286 de cancer del SNC por una composicion de
esta invencion que contiene una proteina de fusién, la SEQ ID NO: 43, determinada por un ensayo de inhibicion del
crecimiento de sulforrodamina B (SRB); la SEQ ID NO: 43 se emplea en concentraciones de 0,1 ug/ml, 1 pg/mi,
10 ug/ml y 100 ug/ml y en todas las concentraciones empleadas, se reduce la proliferacion de las células cancerosas
y esta reduccioén es dependiente de la dosis;

- La Figura 27 muestra la reduccion de los niveles de RhoA activada después de la incubacion con 10 microgramos
por mililitro de SEQ ID NO: 10, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas y 24 horas después de la administracién de una
composicion farmacéutica con una proteina de fusion de esta invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

- La Figura 28 muestra la inhibicidn del crecimiento (en crecimiento porcentual frente a un control de vehiculo como
referencia) de células Caki-1 de carcinoma renal por una composicion que contiene la SEQ ID NO: 43, el porcentaje
de crecimiento determinado con un ensayo de SRB en concentraciones relativas de proteina de fusion de 0,1, 1, 10
y 100;

- La Figura. 29 ilustra que la SEQ ID NO: 10 reduce la angiogénesis en anlllos aorticos de rata; se cortd la aorta de
una rata en anillos de 1 mm, los anillos aérticos se recubrieron con ECmatrix® solidificada (matrigel) y se incubaron
sin (control) o con 10 pg/ml de la SEQ ID NO: 10 del dia O al dia 7-8, se rellenaron los medios que contenian
(paneles 2 y 4) o no (paneles 1 y 3) SEQ ID NO: 10 el dia 4; en (A) se observd angiogénesis en los anillos bajo
microscopia de contraste invertida de fases a un aumento de 25 X (panel superior) o 100 X (panel inferior) y en (B)
se determind la longitud de los vasos y se presentd como media + EEM (los resultados son representativos de 3
experimentos independientes analizados como minimo por triplicado y el simbolo * representa una diferencia
significativa (p < 0,05) frente a los anillos de control);

- La Figura 30 ilustra que la SEQ ID NO: 10 ADPribosila la RhoA; HUVEC subconfluentes se trataron durante
24 horas con diferentes concentraciones de SEQ ID NO: 10 (0-25 pg/ml, panel superior) o con 10 ug/ml de SEQ ID
NO: 10 durante un tiempo variable (0,5-8 h, panel inferior) y se analizd la ADP-ribosilacion de la RhoA mediante
inmunoelectrotransferencia (western blot) usando el ensayo de inmunoprecipitacion de RhoA

-La Flgura 31 ilustra que SEQ ID NO: 10 reduce la formacién de tubos en HUVEC, cuando se sembraron HUVEC en
ECmatrix® solidificada sin (Control) o con 10 pg/ml o 50 pg/ml de SEQ ID NO: 10 o el inhibidor de la angiogénesis
Tranilast, las células también se incubaron con 10 yM o 50 yM del inhibidor de la ROCK Fasudil, se visualizaron
estructuras semejantes a capilares entre las 6 h a las 20 h de incubacion, y en (A) se obtuvieron fotografias bajo
microscopia de contraste invertido de fases a un aumento de 40 X y (B) se describioé la cuantificacion de la longitud
de los tubos como porcentaje + EEM de la longitud de las células no tratadas (fotografias y cuantificacion
representativas como minimo de 2 experimentos independientes analizados por triplicado; los simbolos * y **
representan respectivamente diferencias significativas (p < 0,05) y altamente significativas (p < 0,01) respecto a las
células no tratadas);

- La Figura 32 ilustra que SEQ ID NO: 10 afecta la proliferacién de HUVEC en alta concentracion; las HUVEC se
colocaron en placas de 96 pocillos (recubiertos de colageno I) y se incubaron durante 24 h o 72 h con 0 a 100 ug/ml
(o uM) de SEQ ID NO: 10, Fasudil o Tranilast, las células de 4 h 'y 24 h se lavaron y se afiadié medio fresco que no
contenia compuestos de estudio y se dejaron hasta 72 horas y al final del tratamiento (72 horas), se afiadié6 Alamar
Blue (R), se incubaron durante 4 horas y se determiné la fluorescencia. La proliferacion se representa en una grafica
como porcentaje de la proliferacion de las células no tratadas (0 ug/ml) + DE y representa 2 estudios independientes
analizados por triplicado;

- La Figura 33 ilustra que SEQ ID NO: 10 puede modificar la migracion de HUVEC dependiente de VEGF; en (A) se
sembraron HUVEC en camaras Transwell® de 24 pocillos recubiertos con fibronectina que contenian SEQ ID NO:
10, Fasudil o Tranilast, se estimuld la migracion durante 20 horas con 10 ng/ml de VEGF con o sin compuesto de
estudio; las células migradas se determinaron por fluorescencia usando calceina-AM como sonda y en (B) HUVEC
fueron pretratadas durante 24 horas con 50 pg/ml de SEQ ID NO: 10 antes del inicio de la migracion (los resultados
se expresan como porcentaje respecto a las células no tratadas estimuladas con VEGF + EEM y representan 4
experimentos independientes analizados por duplicado; los simbolos * y *** representan, respectivamente,
diferencias significativas (p < 0,05) y altamente significativas (p < 0,001) respecto a las células no tratadas + VEGF
(Control + VEGF); el simbolo # # # representa una diferencia significativa (p < 0,001) respecto a las células no
tratadas — VEGF (control — VEGF));
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- La Figura 34 ilustra el perfil de penetracion y distribucion de una C3 permeable para las células en la médula
espinal de la rata; en (A) se muestra la comparacion de la penetracion de la SEQ ID NO: 10 con C3 natural (SEQ ID
NO: 1) en la médula espinal de la rata; SEQ ID NO: 10 se detect6é por inmunoelectrotransferencia (western blot) tras
contusion con dura intacta y dura abierta, mediante cirugia (B) se muestra el patron de distribucién de SEQ ID NO:
10 a lo largo de la médula espinal y (C) también se presenta (deteccidon inmunohistoquimica) la penetracion de SEQ
ID NO: 10 (50 pg) 24 h después de la aplicacion en la médula espinal contusionada;

- La Figura 35 muestra la inactivacion de Rho dependiente del tiempo y la dosis por el tratamiento con SEQ ID NO
10 tras la contusion en ratas; en (A) se aplicaron extraduralmente diferentes dosis de SEQ ID NO: 10 en Tisseel®

inmediatamente después de una contusion moderada de la médula espinal en ratas hembra adultas (10 g x 25 mm)
y se determinaron los niveles de Rho activa 24 h después de la lesidon medular; en (B) se lesionaron médulas
espinales en diferentes momentos tras la aplicacion de 50 g de SEQ ID NO: 10 en Tisseel® (2 h a 7 dias) y se
recogieron tejidos 3 h después de la lesion para medir los niveles de Rho activa;

- La Figura 36 muestra el tratamiento diferido con la SEQ ID NO: 10 que promueve la recuperacion funcional en
ratones; en (A) se muestra que después de laminectomia y hemlseCC|on de la ME en ratones BAIb/c hembra adultos,
se aplicé inmediatamente 1 ug de la SEQ ID NO: 10 en Tisseel® en la médula espinal, (B) el tratamiento se difirio
24 h tras la LMy (C) el tratamiento se difirié 72 h tras la LM; cada grupo de tratamiento tenia su propio control (solo
Tisseel ) para representar la variabilidad en la segunda cirugia diferida necesaria para administrar el tratamiento a
las 24 o 72 h (las flechas representan la aplicacion del tratamiento); la lesion medular inicial se considerd el diaO y la
recuperacion locomotora se determiné durante 16 dias con la escala “Beattie-Bresnahan-Basso” modificada de 17
puntos para ratones (escala BBB);

- La Figura 37 ilustra que la SEQ ID NO: 10 es bien tolerada cuando se aplica localmente en la médula espinal de la
rata; (A) muestra el peso corporal de cada rata (SEQ ID NO: 10 o vehiculo) que se determin6 inmediatamente antes
de la cirugia y cada semana durante 8 semanas; (B) y (C) muestran la morfologl'a de la médula espinal de la rata 3
meses después de la laminectomia y tratamiento; en (B) se muestra la seccion longitudinal de la médula espinal de
una rata tratada con vehiculo (Tlsseel ); en (C) la médula espinal es una seccion longitudinal de una rata tratada con
50 pg de SEQ ID NO: 10; se realizé la laminectomia pero se mantuvo la dura intacta; el rostral se dejoé en el lado
izquierdo y la barra indica 400 pm;

- La Figura 38 ilustra que la SEQ ID NO: 10 mejora la funcién locomotora tras la contusion de la médula espinal en
ratas; en (A) se determin6 el peso corporal de cada rata (SEQ ID NO: 10, n = 11 o vehiculo, n = 12) antes de la
cirugia y cada semana durante 8 semanas; (B), se someti6 a ratas macho adultas a laminectomia y una contusion
moderada de la médula espinal (impactador NYU un peso de 10 g soltado desde una altura de 50 mm), se aplicé la
SEQ ID NO: 10 (15 ug) o vehiculo en Tisseel® en la dura de la médula espinal inmediatamente después de la LM.
Se midid la puntuacion BBB de vehiculo y SEQ ID NO: 10 en las ratas tratadas cada semana durante 8 semanas por
parte de dos observadores independientes que desconocian la asignacion terapéutica; en (C) se presenta el
porcentaje de ratas que alcanzaron la colocacion en soporte plantar con carga o que caminaron (puntuacion BBB de
9 a 11) en el grupo tratado con vehiculo frente al grupo tratado con la SEQ ID NO: 10 en funcion del tiempo;

- La Figura 39 muestra que la SEQ ID NO: 10 confiere neuroproteccion a la médula espinal contusionada en la rata;
en (A) se determind la sustancia gris y blanca preservadas en la lesién de 1 cm en secciones transversales de la
médula espinal, teflidas con azul de Luxol rapido mediante un sistema informatizado; el analisis se realizé 8
semanas después de la lesion y el tratamiento; en (B) se calcularon las areas totales de lesiéon para cada rata
mediante el area bajo la curva generada por el porcentaje de tejido preservado en 2 cm de médula espinal; y

- La Figura 40 ilustra que la SEQ ID NO: 10 no influyé sobre la aparicion de alodinia tras la contusion en ratas; se
realiz6 la prueba de Von Frey de retirada de la pata 6 semanas tras el tratamiento con la SEQ ID NO: 10 o vehiculo
en ratas hembra con contusién grave.

- La Figura 41 ilustra que la SEQ ID NO: 10 modific6 la localizacién y expreS|on de cadherlna se sembraron HUVEC
en portas de camara de 8 pocillos recubiertos de colageno | en A) 2 x 10° células o 2 x 10* células por pocillo y se
incubaron durante 24 h sin (Control) o con 25 pyg/ml de SEQ ID NO: 10. Después de la fijacién y permeabilizacién de
las células, se visualizo la localizacion de la cadherina bajo microscopia de fluorescencia empleando anticuerpos
monoclonales murinos contra la Pan-cadherina y anticuerpos secundarios conjugados con FITC. Se obtuvieron
imagenes a un aumento de 400 X y son representativas de 2 experimentos independientes analizados como minimo
por triplicado. Las flechas finas indican la cadherina en los contactos intercelulares, mientras las flechas gruesas
indican los contactos celulares sin cadherina; en B) se incubaron HUVEC subconfluentes durante 24 h con 0, 10 o
25 pg/ml de SEQ ID NO: 10, las proteinas se extrajeron y se sometieron a SDS-PAGE al 7,5% y a inmunodeteccion
mediante anticuerpos monoclonales murinos contra la Pan-cadherina; se realizé un resondaje de Erk en la misma
membrana como control de carga de gel con anticuerpos especificos Erk1/2. Los numeros bajo las
inmunoelectrotransferencias representan la expresion relativa de las células no tratadas y son representativos como
minimo de dos experimentos independientes analizados por duplicado.

- La Figura 42 ilustra que la SEQ ID NO: 10 modificé la localizacion y la expreS|on de ocludina, se sembraron
HUVEC en portas de camara de 8 pocillos recubiertos de colageno | en A) 2 x 10* células por pocillo y se incubaron



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2439772 T3

durante 24 h sin (Control) o con 25 pug/ml de SEQ ID NO: 10; después de la fijacion celular, se visualizé la
localizacion de ocludina bajo microscopia de fluorescencia empleando anticuerpos policlonales de conejo
antiocludina y anticuerpos secundarios conjugados con FITC. Se obtuvieron imagenes a un aumento de 400 X y son
representativas de 3 experimentos independientes analizados como minimo por duplicado. Las flechas finas indican
la ocludina en los contactos intercelulares; en B) se incubaron HUVEC subconfluentes durante 24 h o 48 h con
25 pg/ml de SEQ ID NO: 10, las proteinas se extrajeron y se sometieron a SDS-PAGE al 7,5% y a inmunodeteccion
mediante los mismos anticuerpos antiocludina; se realizé un resondaje de Erk en la misma membrana como control
de carga de gel con anticuerpos especificos de Erk1/2. Los numeros bajo las inmunoelectrotransferencias
representan la expresion relativa de las células no tratadas y son representativos como minimo de dos experimentos
independientes analizados por duplicado.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a proteinas conjugadas o de fusion (polipéptidos) que comprenden, por ejemplo,
proteinas de fusion analogas a C3 y proteinas de fusion quiméricas de C3. Las proteinas de fusion de la presente
invencion se comentaran especialmente en cuanto a su uso para facilitar la regeneracion de axones y la
neuroproteccién, asi como compuestos antitumorales. Cabe entender que las proteinas de fusidon pueden ser
aprovechadas también en otros contextos.

La presente invencion pertenece especialmente al campo de la reparacion del sistema nervioso central (SNC) de los
mamiferos (p. €j., la reparacion de un dafio en el sistema nervioso central (SNC), reparacion de la retina dafiada o
de un dafo en el sistema nervioso periférico (SNP)), la regeneracion axonal y la gemacion axonal, el crecimiento de
neuritas, la actividad neuroprotectora y la proteccion frente a la neurodegeneracion y el dafio isquémico.

La presente invencion es util para el tratamiento de las lesiones traumaticas del sistema nervioso. En particular, los
métodos y composiciones de la presente invencién pueden ser Utiles para el tratamiento del dafio asociado a la
oclusion de la arteria/vena central o colateral, traumatismo, edema macular, glaucoma de angulo cerrado, glaucoma
de angulo abierto, degeneracion macular asociada a la edad, retinitis pigmentosa, desprendimientos retinianos, dafio
asociado al tratamiento con laser (incluida la terapia fotodinamica), retinopatia diabética y retinopatia yatrogénica
fotoinducida. En ofra realizacion, los métodos y composiciones de la invencion se emplean para el tratamiento del
dafo asociado a la enfermedad de Stargardt, amaurosis congénita de Lebers, enfermedad de Best, coroideremia,
retinosquisis, sindrome de Bardet-Biedl, neuropatia optica isquémica anterior, retinopatia de Purtscher, neuritis
optica, papiledema, enfermedad de Coats y/o aneurisma miliar de Leber. La presente invencién es util para tratar
enfermedades o trastornos como lesiones de la médula espinal, neuropatia inmunitaria y periférica, esclerosis
multiple, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Alzheimer, lesién cerebral
traumatica, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, neuropatia de axones gigantes, neuralgia del trigémino, neuralgia
del glosofaringeo, paralisis de Bell, miastenia grave, distrofia muscular, atrofia muscular progresiva, atrofia muscular
hereditaria progresiva bulbar, sindromes por herniacion, ruptura o prolapso de discos vertebrales, espondilosis
cervical, trastornos del plexo, sindromes de destruccion de la salida toracica, acrilamidas, gamma-dicetonas
(neuropatia del inhalador de cola), disulfuro de carbono, dapsona, garrapatas, porfiria, sindrome de Guillain-Barré,
corea de Huntington y otras enfermedades asociadas a la pérdida y retracciéon axonales, demencia por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), enfermedades pridnicas y glaucoma.

El glaucoma es la segunda causa mas frecuente de ceguera en todo el mundo, después de las cataratas. Se ha
estimado que mas de 50 millones de personas sufren glaucoma; mas de 7 millones de personas presentan ceguera
bilateral (de ambos ojos) causada por esta enfermedad (Quigley HA. Glaucoma: Macrocosm to Microcosm The
Friedenwald Lecture. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2005; 46: 2663-2670). El glaucoma es un grupo de enfermedades
caracterizadas por la degeneracion progresiva del nervio 6ptico que provoca pérdida de campo visual y ceguera
irreversible. Hay varios tipos de glaucoma, como el glaucoma primario de angulo abierto, de angulo cerrado y
congénito. Una caracteristica comun de todos los tipos de glaucoma es la muerte de las células ganglionares de la
retina (CGR). Cuando se produce una pérdida sustancial de CGR, el paciente experimenta un deterioro gradual y
progresivo de la vision, habitualmente mas acusado en un ojo que en el otro. La pérdida visual habitualmente
empieza en la periferia y avanza hasta afectar a la vision central. En estadios avanzados de la enfermedad, el
paciente puede notar también pérdida de visiéon nocturna.

La elevacion de la presion intraocular es otro factor clave de riesgo para la aparicion de glaucoma. El glaucoma de
angulo abierto y de angulo cerrado, las formas mas frecuentes de la enfermedad, se asocian con frecuencia a la
elevacion de la presion intraocular. El tratamiento convencional actual del glaucoma estriba en reducir la presion
intraocular con medicacion (p. ej., tratamiento con prostaglandinas) y/o cirugia. Sin embargo, estos tratamientos
tienen riesgos y efectos adversos (Lee DA, Higginbotham EJ. Glaucoma and its treatment: a review. Am. J. Health-
Syst. Pharm. 2005; 62: 691-600). Una proporcion significativa de pacientes sigue experimentando pérdida de vision
a pesar de responder bien a las medicaciones hipotensoras. Ademas, aproximadamente del 25% al 30% de
pacientes en EE. UU. presentan “glaucoma normotensional” en el que se produce degeneracion del nervio 6ptico en
ausencia de elevacion de la presion intraocular (Anderson DR. Collaborative Normal Tension Glaucoma Study. Curr.
Opin. Ophthalmol. 2003; 14: 86-90). Por tanto, las actuales estrategias terapéuticas contra el glaucoma son
insuficientes y se necesitan con urgencia nuevas soluciones para retrasar la progresion de la enfermedad.
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En ofra realizacion, las composiciones y métodos de la invencion se emplean para tratar el glaucoma, incluido, sin
limitacion, el glaucoma de angulo abierto, el glaucoma de angulo cerrado y el glaucoma congénito.

La presente invencion es Util para el tratamiento de lesiones de la médula espinal. La médula espinal y el cerebro
forman el sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados. La médula espinal se extiende a lo largo del eje
longitudinal del cuerpo y esta rodeada por el canal medular. En el ser humano, la médula espinal esta dividida en
ocho segmentos cervicales, doce segmentos toracicos, cinco segmentos lumbares, cinco segmentos sacros y uno o
dos segmentos coccigeos. La sustancia gris central, con sus proyecciones laterales (el asta anterior y el asta
posterior), esta formada por los citosomas de las neuronas, mientras que la sustancia blanca periférica esta formada
por los haces de las fibras nerviosas medulares. Las vias nerviosas aferentes (ascendentes o sensitivas) y las
eferentes (descendentes o efectoras) discurren en la sustancia blanca. Las vias eferentes de la médula espinal son
piramidales (para los movimientos voluntarios) o extrapiramidales (para los movimientos involuntarios y para la
distribucion del tono muscular). La mayoria de las fibras piramidales discurren con una decusacién en el tracto
piramidal lateral del lado opuesto y en menor ndmero sin la decusacion en el tracto piramidal anterior a las neuronas
del asta anterior y del asta posterior en los diversos segmentos de la médula espinal.

La médula espinal y el cerebro estan formados por células de dos tipos: las células nerviosas o neuronas y las
células gliales. Las células gliales pueden ser oligodendrocitos o astrocitos. Los oligodendrocitos forman la vaina de
mielina de los axones, en tanto que los astrocitos aportan nutrientes a las neuronas, absorben los neurotransmisores
secretados y forman la barrera hematoencefalica. La mielina compone la vaina aislante lipidica que envuelve los
nervios, de manera helicoidal. Este recubrimiento asegura la conduccion fluida de los impulsos eléctricos a lo largo
del nervio.

En numerosas enfermedades, la vaina mielinica es atacada y destruida: esclerosis multiple, encefalitis periaxial,
esclerosis difusa, encefalomielitis diseminada aguda, neuromielitis 6ptica, SMON (neuropatia mielodptica subaguda),
trastornos congénitos desmielinizantes (como la leucodistrofia) y las enfermedades inflamatorias generalmente
inmunomediadas del sistema nervioso, como el sindrome de Behcet neurolégico y el sindrome de Kawasaki. Esta
lesion bloquea la conduccion eléctrica y provoca sintomas neuroldgicos, con la pérdida de numerosas funciones
importantes. La lesiéon de la médula espinal, p. €j., como resultado de un accidente, produce la anulacién persistente
de la funcién conductiva de las fibras nerviosas afectadas. La paralisis causada por la anulacion completa como
minimo de un segmento se denomina lesion transversa de la médula espinal con paraplejia, lo que significa la
pérdida de funciones sensitivas (p. €j., sensibilidad térmica, dolorosa y a la presion), funciones motoras (movimientos
voluntarios e involuntarios) y funciones vegetativas (p. €j., funcidn vesical e intestinal) para todas las areas que se
encuentran por debajo del segmento afectado. Debido a la poca capacidad regenerativa de las fibras nerviosas, la
paralisis de los movimientos voluntarios y la pérdida total de sensibilidad son permanentes.

En una realizacién, la presente invencién puede emplearse cuando se desea un aumento de la extension,
crecimiento o regeneracion de las neuritas, p. €j., en pacientes con lesion del sistema nervioso. En otra realizacion,
se incluye el tratamiento de pacientes con lesiones traumaticas (entre otras, traumatismos de la médula espinal,
lesiones de la médula espinal u otras lesiones de las vias del SNC), lesiones nerviosas quirurgicas, dafio secundario
a infarto, infeccidn, exposicion a agentes toxicos, neoplasias malignas, sindromes paraneoplasicos o pacientes con
diversos tipos de enfermedades degenerativas del sistema nervioso central. Como ejemplos de dichos trastornos
figuran, entre otros, la esclerosis lateral amiotréfica, la paralisis supranuclear progresiva y otras demencias.

Una realizacion de la presente invencién es promover la regeneracion de los axones nerviosos en la region dafiada
en las lesiones medulares y estimular el crecimiento nervioso en otras enfermedades del sistema nervioso central y
periférico.

Otra realizacién de la presente invencion es promover la regeneracion neuronal del sistema nervioso periférico. El
sistema nervioso periférico comprende los nervios y las neuronas que se encuentran en el sistema nervioso central o
se proyectan fuera de este (el cerebro y la médula espinal) para inervar las extremidades y los érganos. A diferencia
del sistema nervioso central, el SNP no esta protegido por hueso ni por una barrera hematoencefalica, lo que le
expone a toxinas y lesiones mecanicas. El sistema nervioso periférico se divide en el sistema nervioso somatico y el
sistema nervioso auténomo.

La presente invencion también es util para el tratamiento de enfermedades oftalmolégicas como la retinitis
pigmentosa, la degeneracion macular y la neuropatia dptica isquémica. La degeneracién de componentes de la
retina puede inducir ceguera parcial o total. La degeneracion macular consiste en un deterioro de la regiéon macular
de la retina que reduce la agudeza visual y puede desembocar en una pérdida de la agudeza visual. La forma
himeda de la degeneracion macular se relaciona con un crecimiento patolégico de vasos sanguineos en la retina
que pueden sangrar y dafiar las células fotorreceptoras.

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) consiste en un conjunto de sintomas oculares clinicamente
identificables y puede provocar ceguera.

La degeneracién macular abarca un grupo de enfermedades que afectan a la region central de la retina o macula.
Hay dos tipos basicos de degeneracion macular: “humeda” y “seca”. En la degeneracion macular humeda, hay un
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crecimiento patolégico de nuevos vasos sanguineos. Estos nuevos vasos sanguineos se rompen y sangran, lo que
dana la region central de la retina. Esta forma de degeneraciéon macular se asocia frecuentemente al envejecimiento.
Aproximadamente el 90% de casos de degeneracion macular son de tipo seco. En la degeneracion macular seca, la
pérdida visual puede ser el resultado de la acumulacion de depdsitos en la retina, denominados drusas, y de la
muerte de las células fotorreceptoras. Este proceso puede provocar adelgazamiento y atrofia de la retina.

Los sintomas de la DMAE consisten en la presencia de drusas, trastornos del epitelio pigmentario retiniano, como
acumulaciones y/o dispersiones de pigmento, desprendimiento del epitelio pigmentario retiniano, atrofia geografica,
neovascularizacion retiniana y aparicion de cicatrices disciformes. La degeneracién macular asociada a la edad es
una de las principales causas de ceguera, actualmente incurable, particularmente en personas mayores de 55 afios.
Aproximadamente una de cada cuatro personas de edad igual o superior a 65 afios presenta signos de maculopatia
asociada a la edad y aproximadamente el 7% de personas de edad igual o superior a 75 afios presenta
degeneracion macular avanzada con pérdida de vision. Un paciente con drusas y complicaciones en un ojo puede
no presentar complicaciones en el otro ojo. Las complicaciones pueden consistir en una o mas de las siguientes:
atrofia del epitelio pigmentario retiniano, neovascularizacion coroidea, desprendimiento retiniano seroso y
desprendimiento retiniano hemorragico. Las drusas pueden afectar a la sensibilidad del contraste y reducir la
capacidad del ojo para leer con poca luz o ver con el suficiente detalle como para conducir con seguridad por la
noche. No se requiere que todas estas manifestaciones estén presentes para diagnosticar una DMAE vy la presencia
Unicamente de drusas no se relaciona directamente con la pérdida de visidon. Aunque se desconocen las causas
exactas de la degeneracion macular, se han identificado factores contribuyentes. El resultado conjunto de los
factores contribuyentes es la alteracion de las células fotorreceptoras y los tejidos subyacentes a la retina y que
nutren las células fotorreceptoras, incluido el epitelio pigmentario retiniano, que directamente sustenta las células
fotorreceptoras, y la coroides, que sustenta y nutre el epitelio pigmentario retiniano.

La retina y la macula pueden sufrir dafio oxidativo por oxidantes como los radicales libres y el oxigeno singlete. La
macula contiene acidos grasos poliinsaturados y se expone a la luz, incluido el espectro visible, el espectro de la luz
ultravioleta y la luz azul de alta energia, que pueden fotosensibilizar la conversion del oxigeno triplete a oxigeno
singlete, un agente oxidante capaz de dafiar los acidos grasos poliinsaturados, el ADN, las proteinas, los lipidos y
los carbohidratos de la macula. Los productos reactivos resultantes de las interacciones oxidativas entre los
componentes de la retina y los agentes oxidantes pueden acumularse en el epitelio pigmentario retiniano y contribuir
a la degeneracion macular. Algunos nutrientes antioxidantes pueden reducir el riesgo de degeneracién macular al
reducir la formacion de radicales y oxigeno reactivo, lo que previene la muerte celular. Otro factor que puede estar
implicado en la patologia de la degeneracion macular es la elevacion de la concentracion sérica del colesterol ligado
a lipoproteinas de baja densidad (LDL). El colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad puede ser oxidado por
un agente oxidante para formar LDL oxidadas, que se encuentran en las placas ateroscleréticas. Estos productos
oxidados pueden acumularse como depdsitos en el epitelio pigmentario retiniano sano y provocar necrosis o muerte
del tejido funcionante. El colesterol LDL también puede formar placas aterosclerdticas en los vasos sanguineos de la
retina y el tejido subretiniano, lo que provoca hipoxia en el tejido e induce la neovascularizacién. Las mujeres
posmenopausicas en tratamiento sustitutivo Unicamente con estrégenos pueden tener una reduccion del riesgo de
degeneracion macular asociada a la edad con neovascularizacion. Los estrogenos pueden aumentar la cantidad de
colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad (HDL) en la sangre, lo que puede modificar el transporte y el
metabolismo de los antioxidantes liposolubles y limitar la acumulacion de colesterol LDL oxidado en los tejidos y
vasos sanguineos retinianos y subretinianos.

Un factor contribuyente e indicativo de degeneracion macular avanzada es la neovascularizacion del tejido coroideo
subyacente a las células fotorreceptoras en la macula. La vasculatura ocular madura sana normalmente esta
quiescente y existe en un estado de homeostasis en que se mantiene el equilibrio entre mediadores positivos y
negativos de la angiogénesis en el desarrollo de nueva vasculatura. La degeneracién macular, particularmente en
estadios avanzados, se caracteriza por el crecimiento patolégico de nuevos vasos sanguineos en la coroides
subyacente a la macula. Los vasos sanguineos angiogénicos en la coroides subretiniana pueden rezumar liquidos
que obstaculizan la visién, lo que provoca ceguera.

En un aspecto, las enfermedades oftalmoldgicas que cursan con neovascularizacion proximal a la retina, como la
degeneracion macular humeda, pueden ser tratadas para reducir la tasa de neovascularizaciéon mediante la
administracion de una composicién de esta invencion que comprende una proteina de fusién de esta invencién con
actividad inhibidora de la angiogénesis.

En otro aspecto, las enfermedades oftalmoldgicas que cursan con neovascularizacion proximal a la retina, como la
degeneracion macular humeda, pueden ser tratadas para prevenir o reducir la tasa de muerte de células
fotorreceptoras mediante la administracion de una composiciéon de esta invencién que comprende una proteina de
fusién de esta invencion.

La neovascularizacion proximal a la retina como resultado de una enfermedad, especialmente, la neovascularizacion
proximal a la macula, pueden provocar la muerte de las células fotorreceptoras en la retina de un paciente. La
muerte de las células fotorreceptoras en la retina puede deberse a una enfermedad de la retina, como resultado de
la neovascularizacion, asi como de otros mecanismos de muerte celular.
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La degeneracion macular seca avanzada implica el depdsito de drusas y la muerte de las células fotorreceptoras. Se
desconoce el mecanismo del depdsito de drusas, aunque la exocitosis es uno de los posibles mecanismos de
liberacion al espacio extracelular. Otra realizacion de la presente invencién consiste en la inhibicion del depésito de
drusas y la prevencion de la muerte de las células fotorreceptoras por un conjugado de proteina de fusién con
permeabilidad celular que contiene un polipéptido que contiene una secuencia de aminoacidos de un agente de
transporte unido covalentemente a una secuencia de aminoacidos de un agente activo; dicha secuencia de
aminoacidos de dicho agente activo consiste en una C3 ADP-ribosil transferasa o un fragmento que conserva una
actividad ADP-ribosil transferasa, dicha secuencia de aminoacidos de dicho agente de transporte facilita la captacion
celular del agente activo, por ejemplo, una proteina de fusion como la C3APLT. En un aspecto, el analogo funcional
de una unidad de exotransferasa C3 del Clostridium botulinum comprende una proteina que presenta una actividad
ADP-ribosil transferasa en el rango del 50% al 500% de la actividad ADP-ribosil transferasa de la exotransferasa C3
del Clostridium botulinum. La inactivacion de Rho en una célula por una proteina de fusién de esta invencion
después de la penetracion de la membrana celular puede bloquear o inhibir la exocitosis y bloquear o inhibir la
liberacién por parte de la célula de material de desecho celular o material de origen celular que puede formar drusas.
Una proteina de fusiéon de esta invencidén también puede prevenir la muerte celular inducida por dafio de una célula
del SNC.

La angiogenésis es el complejo proceso de formacion de vasos a partir de vasos sanguineos preexistentes. El
proceso implica acontecimientos bioquimicos y celulares, como (1) activacion de las células endoteliales (CE) por un
estimulo angiogénico; (2) degradacion de la matriz extracelular, invasion de las células endoteliales activadas de los
tejidos circundantes y migracion hacia la fuente del estimulo angiogénico y (3) proliferacion y diferenciacion de las
células endoteliales para formar nuevos vasos sanguineos. La angiogénesis en la coroides puede ser inducida por la
presencia de factores de crecimiento citocinicos, como el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF, basic
fibroblast growth factor). La hipoxia de las células retinianas puede inducir la expresion de dichos factores de
crecimiento; la hipoxia puede ser inducida por acumulaciones de desechos celulares o drusas en el epitelio
pigmentario retiniano, por dafio oxidativo del tejido retiniano y subretiniano o por depdsitos de colesterol LDL
oxidado.

El control de la angiogénesis es un proceso altamente regulado que implica estimulantes e inhibidores angiogénicos.
En seres humanos y animales sanos, la angiogénesis se produce en situaciones especificas y restringidas. Por
ejemplo, la angiogénesis habitualmente se observa durante la cicatrizacion de las heridas y la formacion del cuerpo
luteo, el endometrio y la placenta. Otra realizacion de la presente invencion consiste en la inhibicion de la
angiogénesis por un conjugado de proteina de fusidon con permeabilidad celular que comprende un polipéptido que
contiene una secuencia de aminoacidos de un agente de transporte unido covalentemente a una secuencia de
aminoacidos de un agente activo; dicha secuencia de aminoacidos de dicho agente activo consiste en una C3 ADP-
ribosil transferasa o un fragmento que conserva una actividad ADP-ribosil transferasa, dicha secuencia de
aminoacidos de dicho agente de transporte facilita la captacion celular del agente activo, por ejemplo, una proteina
de fusién como la SEQ ID NO: 8 o la SEQ ID NO: 10. En un aspecto, el analogo funcional de una unidad de
exotransferasa C3 del Clostridium botulinum comprende una proteina que presenta una actividad ADP-ribosil
transferasa en el rango del 50% al 500% o mas de la actividad ADP-ribosil transferasa de la exotransferasa C3 del
Clostridium botulinum.

Se han investigado las proteinas de la familia Rho en relacién con el cancer. Ras (y RhoB como diana secundaria)
son dianas para la metastasis por moléculas que inhiben la modificacién postraduccional. Sin embargo, estas
investigaciones terapéuticas se centran en Ras y se limitan a RhoB entre los miembros de la familia de Rho.

Se observa elevacion de los niveles proteicos de RhoA y RhoB en tumores de colon, mama y pulmén. Se han
observado niveles de RhoA y RhoB en secciones de 5 ym de carcinomas epidermoides de cabeza y cuello mediante
anticuerpos policlonales dirigidos contra dichas proteinas, con la posterior visualizacion gracias al uso del kit
VectaStain (Vector Labs) y andlisis de imagenes. Las areas “no neoplasicas” circundantes actuaron como controles.
Aunque los niveles de la proteina RhoA aumentan con la progresion tumoral, los niveles de RhoB se redujeron en
los tumores invasivos en comparacion con los carcinomas in situ y los tumores bien diferenciados.

La sobreexpresion de RhoA y RhoB puede producirse en adenocarcinomas mamarios y pulmonares en comparacion
con el tejido normal, mientras que la expresion de proteinas de Rho se reduce en los tumores astrociticos y presenta
una relacion inversa con las neoplasias malignas de grado Il a IV.

Rho esta implicada en la regulacion de la migracion y motilidad celulares. Las células MM1 de hepatoma de rata
transfectadas con constructos mutantes de Rho A (Val14 o) Val14lle41) dieron como resultado Rho activada
constitutivamente. En un ensayo in vitro, el porcentaje de células sembradas capaces de infiltrarse en una capa de
células mesoteliales se correlacioné con el nivel de expresién de transfeccion con RhoA Val'. Cuando estas células
transfectadas con RhoA activada se emplearon en un ensayo in vivo en la cavidad peritoneal, 6 de 10 implantes
dieron como resultado noédulos tumorales en comparaciéon con 2 de 8 para transfectantes simulados. Estos
resultados indican que Rho activa se correlaciona con la oncogénesis.

Un extenso estudio sobre la expresion genética comparé dos sistemas de modelos de melanoma metastasico, uno
humano y otro murino, y la comparacion de las similitudes compartidas de la expresion genética por micromatriz

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2439772 T3

concluyd que la expresion de RhoC estaba alterada en niveles crecientes de metastasis (Clark et al., 2000, Nature,
406: 532-535). Ademas, al manipular experimentalmente la expresion genética, la sobreexpresion de RhoC indujo el
cambio de una linea celular de melanoma humano de un bajo potencial metastasico a un alto potencial metastasico.

Aunque no se observé sobreexpresion de RhoA, una mutacion negativa dominante (N19RhoA) redujo el potencial
metastasico.

Se identificd un conjunto de 70 genes cuya expresion se correlacionaba con la propension a la metastasis en el
cancer mamario humano (van’t Veer et al., 2002, Nature, 415:530-536). Aunque no se encontraron genes Rho, el
valor de un marcador de enfermedad como indicador prondstico no se relaciona necesariamente con su valor como
diana terapéutica. En el caso de la sefializacion de la familia Rho, se ha observado una compleja regulacion de la
actividad enzimatica y las interacciones entre las proteinas que no es evidente Unicamente a partir de las
determinaciones de los niveles de transcripcion.

En el cancer, la regulaciéon de los mecanismos de control de la proliferacion celular esta alterada. Se produce un
aumento de la apoptosis en células EL4 de linfoma de linfocitos T murino tras la inactivacién de Rho por la
exoenzima C3 recombinante. En células NIH3t3, el tratamiento con el inhibidor de la Rho cinasa, Y-27632, inhibio
significativamente el crecimiento independiente del anclaje. En una realizacion, la inactivacién de Rho puede evitar
la proliferacion de las células tumorales y la presente invencion comprende la reduccion o la detencién de la
proliferacion celular o la induccién de apoptosis por un conjugado de proteina de fusion con permeabilidad celular
que contiene una parte polipeptidica de transporte membranoso y una unidad de C3 exotransferasa de Clostridium
botulinum o un analogo funcional de estos. En otra realizacion, la presente invencién comprende la reduccion o la
detencion de la proliferacion celular o la induccién de apoptosis por una cantidad eficaz de una composiciéon
farmacoloégica que comprende un conjugado de proteina de fusidon con permeabilidad celular que contiene una parte
polipeptidica de transporte membranoso y una unidad de C3 exotransferasa de Clostridium botulinum o un analogo
funcional de estos.

Las células metastasicas tienen una gran capacidad migratoria. La inactivacion de Rho puede evitar la migracion
celular en ciertos tipos de células. La C3 transferasa y el inhibidor de la Rho cinasa Y-27632 bloquean la invasion
celular por células HT29 de cancer de colon humano. En una linea celular de fibroblastos 3Y1 de rata inducibles por
v-Crk, la C3 y el Y-27632 inhibieron la v-Crk, lo que dié como resultado una reduccion de la motilidad celular. La
reduccion de la apoptosis en células RhoB -/-, Rho B +/- o RhoB-/- MEF tratadas con doxorubicina, radiacion o Taxol
es el resultado de la ausencia de proteina RhoB. En otra realizacién, el antagonismo de Rho puede reducir la
migracion celular y la metastasis. En una realizacion, la presente invencion comprende la inhibicion de la migracion
celular por un conjugado de proteina de fusién con permeabilidad celular que contiene una parte polipeptidica de
transporte membranoso y una unidad de C3 exotransferasa de Clostridium botulinum o un analogo funcional de
estos.

Las células tumorales invasivas tienen la propiedad de degradar la matriz extracelular que las circunda mediante la
secrecion de proteasas que degradan la matriz extracelular. Una importante clase de proteasas secretadas por las
células tumorales esta integrada por las metaloproteinasas de la matriz (MMP). Estas enzimas abren vias en la
matriz, a través de las cuales las células tumorales pueden propagarse e invadir. Las células tumorales producen
diferentes tipos de MMP, y las MMP con frecuencia se sintetizan como proenzimas que son escindidas y liberadas
tras la activacion. La MMP 1 escinde la matriz de colageno. La MMP 2 puede desempefiar una importante funcién en
la invasion de las células del cancer de pulmén. La MMP 9 también ha sido implicada en la invasion de las células
tumorales. En otra realizacién, la presente invencidon comprende la inhibicion de la expresion de MMP,
procesamiento de MMP o secrecion de MMP por una célula tumoral, la inhibicién por un conjugado de proteina de
fusion con permeabilidad celular que contiene una parte polipeptidica de transporte membranoso y una unidad de
C3 exotransferasa de Clostridium botulinum o un analogo funcional de estos.

El cerebro esta altamente especializado funcionalmente por localizacién: es decir, cada region anatémica especifica
esta especializada para desempefiar una funcion especifica. La localizacién de un cancer en el cerebro de un
paciente (y las enfermedades cerebrales) puede ser mas importante que el tipo de tejido o el tipo de tumor. Un tumor
o lesién relativamente pequeios en un area clave del cerebro puede ser mucho mas devastador que una lesion
mucho mayor en un area relativamente menos importante del cerebro. Una lesion de la superficie del cerebro puede
ser relativamente facil de extirpar quirirgicamente, en tanto que un tumor de tamafio comparable, pero localizado a
mayor profundidad posiblemente no sea facil de extirpar quirirgicamente porque el acceso al tumor profundo puede
requerir la destruccion del tejido interpuesto, como la seccién de estructuras vitales para alcanzar o acceder y
extirpar el tumor profundo. Ademas, los tumores cerebrales benignos pueden ser peligrosos para el paciente. Un
tumor benigno puede crecer en un area clave y causar una destruccion significativa del tejido cerebral circundante y
su funcién. Aunque un tumor benigno puede curarse mediante reseccion quirdrgica, la extirpacion del tumor de
tejidos profundos quiza sea imposible. Si se abandona a su propia evolucién, un tumor benigno puede crecer,
aumentar de volumen e incrementar la presion intracraneal. Si se deja sin tratamiento, pueden comprimirse
estructuras vitales del cerebro y puede sobrevenir la muerte del paciente. La incidencia de neoplasias malignas del
sistema nervioso central (SNC) es aproximadamente de 8 a 16 casos por 100.000 individuos. El prondstico de una
neoplasia maligna cerebral es infausto; la supervivencia media es inferior a 1 afio, aun después de la extirpacion
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quirdrgica. Los tumores cerebrales, especialmente, los gliomas, son predominantemente una enfermedad local que
puede recidivar a una distancia aproximada de 2 centimetros del foco original de la extirpacién quirdrgica.

Los ejemplos representativos de tumores cerebrales que pueden tratarse con las composiciones y métodos descritos
aqui son los tumores gliales como el astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, astrocitoma poliquistico,
oligodendroglioma, ependimoma, ependimoma mixopapilar, subependimoma, papiloma del plexo coroideo; tumores
neuronales como el neuroblastoma, ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma y meduloblastoma; tumores de la
glandula pineal como pineoblastoma y pineocitoma; tumores meningeos como meningioma, hemangiopericitoma
meningeo, sarcoma meningeo; tumores de las células de la vaina nerviosa como el schwannoma (neurolemmoma) y
el neurofibroma; linfomas como el linfoma de Hodgkin y el linfoma no hodgkiniano, subtipos primarios y secundarios
del linfoma de Hodgkin, subtipos primarios y secundarios del linfoma no hodgkiniano (incluidos numerosos subtipos
de estos, tanto primarios como secundarios); tumores malformativos como craneofaringioma, quistes epidermoides,
quistes dermoides y quistes coloides y tumores metastasicos localizados en el cerebro y que pueden proceder
practicamente de cualquier tipo de tumor, los mas frecuentes, de tumores del pulmén, mama, melanoma, rifién y
tubo digestivo.

Se han indicado ejemplos de técnicas de administracion de la composicién farmacéutica de la presente invencion
para la administracion de farmacos en el ojo, incluida la region posterior del ojo. Por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 5.707.643 hace referencia a un tapon escleral biodegradable que se inserta, a través de una
incision en la esclerodtica, en el cuerpo vitreo. Para la administracion de un farmaco en el ojo, el tapdn libera un
farmaco en el cuerpo vitreo para el tratamiento de la retina por difusién a través del cuerpo vitreo.

Otra técnica para la administracion de un farmaco en el ojo se indica en la patente estadounidense n.° 5.443.505
que muestra implantes que pueden colocarse en el espacio supracoroideo sobre una region avascular del ojo, como
la pars plana o una regién avascular creada quirirgicamente. Otra realizacion implica la formacion de un colgajo
escleral de grosor parcial sobre una regidon avascular, insertar un implante en el lecho escleral remanente,
opcionalmente con perforaciones, y cerrar el colgajo mediante sutura. El farmaco se puede difundir en el vitreo y las
estructuras intraoculares.

Otra solucién para la administracion de un farmaco en el ojo es la transfeccion de las neuronas retinianas con ADNc
que codifique la secuencia proteica del farmaco. Dicha forma de administracion esta descrita por Fischer et al. (J.
Neuroscience, 2004, 24:8726-2740) que transfectaron C3 en las neuronas ganglionares retinianas y observaron un
aumento de la supervivencia y de la regeneracion de los axones de las neuronas ganglionares retinianas. Otra
realizacion sera la transfeccion de células con los fragmentos truncados o variantes descritas en la Figura 4 de esta
solicitud.

Otra solucion de liberacion para la administracion de un farmaco en el ojo es la inyeccion directa. Para el segmento
posterior del ojo, se ha empleado la inyeccion intravitrea para administrar farmacos en el cuerpo vitreo. A este
respecto, la patente estadounidense n.° 5.632.984 hace referencia a un tratamiento de la degeneraciéon macular con
varios farmacos por inyeccion intraocular. Para la administracion de un farmaco en el ojo, es preferible la inyeccion
del farmaco como microcapsulas. La inyeccion intraocular en el segmento posterior del ojo puede permitir la difusion
del farmaco a través del vitreo, la totalidad de la retina, la coroides y la esclerotica opuesta. Ademas, la patente
estadounidense n.° 5.770.589 hace referencia al tratamiento de la degeneracion macular mediante la inyeccion
intravitrea de un antiinflamatorio en el humor vitreo para la administracién de un farmaco en el ojo. Las inyecciones
pueden administrarse a través de la pars plana para minimizar el dafio ocular cuando el farmaco se administra en el
segmento posterior.

Otra solucién para la liberacion es el procedimiento quirdrgico. Por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.767.079
hace referencia a enfermedades oftalmoldgicas como los orificios maculares y la degeneracion macular, mediante la
administracion de TGF-B, por ejemplo, aplicando una cantidad eficaz del factor de crecimiento en la alteracion
oftalmica. En el tratamiento de la macula y la retina, para la administracion de un farmaco en el ojo, se realiza un
procedimiento quirurgico que implica una vitrectomia central o una vitrectomia completa de la pars plana antes de
que pueda aplicarse directamente el factor de crecimiento, presumiblemente por administracion a la esclerética del
segmento anterior del ojo en una region avascular o mediante la administraciéon en la esclerética por detras de la
retina mediante un procedimiento quirdrgico a través del cuerpo vitreo, la retina y la coroides, una técnica
espectacular y altamente invasiva, adecuada por lo general solo cuando ya se ha producido una pérdida visual
parcial o la visién estd amenazada de forma inminente.

Otra solucién de liberacion para la administracion de un farmaco en el ojo comprende el uso de un dispositivo y una
canula. Por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.273.530 hace referencia a la administracion intrarretiniana y a
la retirada de muestras y un dispositivo. A diferencia de las técnicas de inyeccion intraocular directa, el método
presentado en esta patente evita la practica de una incisiéon en la pars plana y, en su lugar, emplea una via de
insercion alrededor del exterior de la érbita. El dispositivo, que tiene un mango curvo y una punta con un collar,
permite la insercidon de una canula a través de la esclerotica posterior y hacia abajo en el espacio subretiniano sin
atravesar el cuerpo vitreo. El collar se ajusta para reglar la penetracion a la profundidad deseada. El dispositivo es
ajustable a cualquier parte del ojo, incluida el area escleral, el area coroidea, el area subretiniana, el area retiniana y
el area vitrea.
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Otra solucién de liberacién para la administracion de un farmaco en el ojo es la inyeccion intraescleral. Por ejemplo,
la patente estadounidense n.° 6.397.849 presenta un método de inyeccion intraescleral que comprende la inyeccion
en la capa escleral del ojo a través de una localizacién en la superficie exterior de la esclerotica suprayacente al
tejido retiniano de una cantidad eficaz de un material terapéutico o diagnostico. Segun las condiciones de la
inyeccion, el material puede formar un depdsito en el interior de la capa escleral y difundirse en las capas de tejidos
adyacentes como la coroides y/o la retina; asimismo, el material puede ser impulsado a través de la capa escleral
hacia las capas subyacentes. Puesto que la esclerética se mueve con la totalidad del ojo, incluida la retina, el punto
de depdsito en la esclerética se mantiene constante, aunque el ojo se mueva en el interior de la drbita para permitir
la administracién especifica en un sitio al depositar el material en la esclerética en un punto suprayacente a la
macula, lo que permite que el material se libere en la macula y los tejidos circundantes. El procedimiento de
inyeccion emplea una canula o aguja, asi como técnicas de particula o solucion sin aguja. En una realizacion
preferible, se inserta una canula en la esclerética en direccion rotatoria respecto al ojo y no perpendicular a la
superficie de la esclerdtica.

Otra solucién de liberacion para la administracion de un farmaco en el ojo se presenta en la patente estadounidense
n.° 6.299.895, un método para liberar una molécula biolégicamente activa en el ojo que comprende la implantacion
de una capsula periocularmente bajo el espacio de Tenon; la capsula tiene un nicleo que contiene una fuente
celular de moléculas biolégicamente activas y una cubierta biocompatible; esta cubierta permite la difusién de la
molécula biolégicamente activa en el 0jo; la dosis de la molécula biolégicamente activa liberada oscila entre 50 pg y
1000 ng por ojo, por paciente y por dia. La molécula biolégicamente activa puede ser un factor antiangiogénico y una
segunda molécula biolégicamente activa o péptido puede coadministarse de la capsula al ojo. Se ha demostrado
que el método es util para el tratamiento de enfermedades oftalmoldgicas, como la degeneraciéon macular.

Otras estrategias de administracion de un farmaco en el ojo y que puede ser util con composiciones de la invencion
actual son bien conocidas en la practica. Por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.399.163 presenta un método
para administrar una inyeccidon en chorro presurizando un inyector de liquidos; la patente estadounidense n.°
5.383.851 presenta un dispositivo de inyeccion sin aguja; la patente estadounidense n.° 5.312.335 presenta un
sistema de inyeccion sin aguja; la patente estadounidense n.° 5.064.413 presenta un dispositivo de inyeccion; la
patente estadounidense n.° 4.941.880 presenta una ampolla para la inyeccién no invasiva de medicacion; la patente
estadounidense n.° 4.790.824 presenta un dispositivo de inyeccién hipodérmica no invasiva; la patente
estadounidense n.° 4.596.556 presenta un aparato de inyeccion hipodérmica que funciona a presion; la patente
estadounidense n.° 4.487.603 presenta una bomba implantable de microinfusion para la dispensaciéon de medicacion
a una velocidad controlada; la patente estadounidense n.° 4.486.194 presenta un dispositivo terapéutico para la
administracion transcutanea de medicamentos; la patente estadounidense n.° 4.447.233 presenta una bomba de
infusion de medicacion para la administracion de medicacién a un velocidad exacta de infusion; la patente
estadounidense n.° 4.447.224 presenta un aparato implantable de infusion de flujo variable para la administracion
continua de farmacos; la patente estadounidense n.° 4.439.196 presenta un sistema de administracién de farmacos
por 6smosis con camaras multicompartimentadas y la patente estadounidense n.° 4.475.196 presenta un sistema de
administracion de farmacos por 6smosis.

Otra solucion para la administracion de un farmaco en regiones de reseccion tumoral incluye la inyeccion del
farmaco en el sitio quirdrgico o la administracion en una matriz de fibrina en la cavidad de la lesion, después de la
extirpacion quirargica del tumor.

El término “antagonistas de Rho” empleado aqui incluye, entre otros, a las proteinas C3, incluidas las proteinas
analogas a C3.

El término “proteina C3” alude a la C3 ADP-ribosil transferasa aislada de Clostridium botulinum, Bacillus cereus o
Staphylococcus aureus o como ADP-ribosil transferasa recombinante.

Los términos “proteina analoga a C3”, “proteina analoga a C3 ADP-ribosil transferasa”, “analogo de C3 ADP-ribosil
transferasa” o “proteinas C3 quiméricas” empleados aqui se refieren a cualquier proteina o polipéptido con una
actividad biolégica similar (p. €j., la misma, sustancialmente similar) a la C3 ADP-ribosil transferasa C3. Ejemplos de
proteinas analogas a C3 incluyen, entre otros, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79.

El término “sitio de lesion nerviosa” se refiere al lugar de la lesion nerviosa traumatica o del dafio nervioso causado
por una enfermedad. El sitio de lesion nerviosa puede ser un nervio Unico (p. €j., el nervio ciatico o el nervio 6ptico) o
un tracto nervioso compuesto por varios nervios (p. €j., una region dafiada de la médula espinal). El sitio de lesion
nerviosa puede estar en el sistema nervioso central o en el sistema nervioso periférico o en cualquier regiéon que
requiera reparacion. El sitio de lesién nerviosa puede ser el resultado de un dafo causado por un accidente vascular
cerebral en el SNC, incluido el cerebro y el nervio éptico. El sitio de lesion nerviosa puede estar en el cerebro como
resultado de una cirugia, extirpacion de un tumor cerebral o tratamiento después de una lesion cancerosa. El sitio de
lesion nerviosa puede ser el resultado de un accidente vascular cerebral, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), diabetes mellitus o cualquier otro tipo de enfermedad
neurodegenerativa.
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Como se emplea aqui, el término “sustancialmente purificado” significa una preparacion con una pureza superior al
80%, preferiblemente superior al 90% y mas preferiblemente superior al 95%. Mas especificamente, el término
“sustancialmente purificado” significa sustancialmente libre de contaminantes asociados a la proteina en su entorno
natural.

Como se emplea aqui, el término “pegilaciéon o variante PEG” se refiere a una variante en que el PEG esta unido
covalentemente a la proteina de fusion C3 para aumentar la retencién del farmaco en el tejido. La proteina de fusién
C3 que esta pegilada puede incluir la SEQ ID NO: 10 o variantes truncadas descritas en esta solicitud. Los ejemplos
incluyen variantes PEG con diferentes pesos moleculares por la variacion de la longitud del constructo de fusion de
C3y las diferencias del peso molecular del PEG utilizado.

Como se emplea aqui, el término “agente de liberacion” se refiere a un agente que comprende una parte de carga y
una parte de transporte. Los ejemplos de la parte de carga incluyen la C3 ADP-ribosil transferasa y los analogos de
la C3 ADP-ribosil transferasa. Los ejemplos de la parte de transporte comprenden, por ejemplo, la SEQ ID NO: 2y
analogos de la misma.

El término “polinucledtido” generalmente hace referencia a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucledtido,
que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Los “polinucleétidos” incluyen, sin limitacion,
ADN monocatenario y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, ARN
monocatenario y bicatenario y ARN que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, moléculas
hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o, mas tipicamente, bicatenarios o una
mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias. Ademas, “polinucleétido” alude a regiones tricatenarias que
comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. El término polinucleétido también incluye ADN o ARN que
contienen una o mas bases modificadas y ADN o ARN con estructuras basicas modificadas por la estabilidad o por
otros motivos. Las bases “modificadas” incluyen, por ejemplo, bases tritladas y bases poco comunes, como la
inosina. Se han realizado diversas modificaciones al ADN y al ARN, por tanto, “polinucleétido” abarca formas
quimica, enzimatica o metabdlicamente modificadas de polinucleétidos como se encuentran tipicamente en la
naturaleza, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de los virus y las células. “Polinucleétido”
incluye, entre otros, moléculas lineales y cerradas terminalmente. “Polinucleétido” también abarca los
oligonucledtidos.

“Polipéptidos” hace referencia a cualquier péptido o proteina que comprende dos o0 mas aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados (es decir, isdsteros peptidicos). “Polipéptido” hace referencia
tanto a cadenas cortas, generalmente denominadas péptidos, oligopéptidos u oligdmeros, y a cadenas mas largas,
generalmente conocidas como proteinas. Como se describe mas arriba, los polipéptidos pueden contener
aminoacidos diferentes a los 20 aminoacidos genéticamente codificados.

Un péptido potenciador del transporte membranoso (también denominado “parte de transporte” o “agente de
transporte”) de una composicion de esta invencion puede comprender una o mas regiones ricas en prolina, cada
una de las cuales puede ser una secuencia de aminoacidos igual o diferente y cada una de las cuales esta unida
covalentemente por un enlace peptidico o por los enlaces peptidicos que comprenden una o mas secuencias de
aminoacidos no ricas en prolina que pueden ser iguales o diferentes cuando la secuencia de aminoacidos no rica en
prolina comprende mas de 10 aminacidos.

Como se emplea aqui, la expresion “contribuir a que la(s) neurona(s) establezca(n) nuevas conexiones con otras
células” o “contribuir a que las neuronas establezcan nueva(s) conexion(ones) celular(es)” significa que, con el
tratamiento de las células (p. ej., neurona(s)) o el tejido con un constructo para la liberacion de farmaco, un
conjugado, una proteina de fusion, un polipéptido o una composicién farmacéutica de la presente invencion, las
neuronas pueden desarrollar, por ejemplo, nueva(s) dendrita(s), nuevo(s) axén(ones) o nueva(s) neurita(s) (es decir,
gema(s) celular(es) o que se induce el crecimiento en mayor grado de dendrita(s), axén (ones) o neurita(s) (es decir,
gema(s) celular(es)) ya existentes.

Como se emplea aqui, el término “vector” hace referencia a una molécula de ADN o ARN que se replica
autdbnomamente en la que se insertan fragmentos no propios de ADN o ARN y que, posteriormente, son propagados
a una célula huésped para la expresion o amplificacion de la molécula de ADN o ARN no propia. El término “vector”
comprende, entre otros, un plasmido (p. €j., linealizado o no) que puede usarse para transferir secuencias de ADN
de un organismo a otro.

Los términos “portador farmacéuticamente aceptable” y “adyuvante” y “vehiculo fisiolégicamente aceptable” y
similares deben comprenderse como alusivos a un portador o adyuvante aceptables que pueden administrarse a un
paciente, junto con un compuesto de esta invencion, y que no destruye la actividad farmacolégica de este. Ademas,
como se emplean aqui, “portador farmacéuticamente aceptable” o “portador farmacéutico” son conocidos en la
practica e incluyen, entre otros, al tampén fosfato 0,01-0,1 M y preferiblemente 0,05 M o salino al 0,8%. Ademas,
dichos portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no
acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son: propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como el aceite de
oliva y ésteres organicos inyectables, como el oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen: agua, soluciones,
emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluido el suero salino y los medios tamponados. Los vehiculos
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parenterales incluyen: solucion de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, lactato de Ringer o
aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen: reponedores de liquidos y nutrientes, reponedores de electrolitos,
como los basados en la dextrosa de Ringer y similares. Pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, como
por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes aglutinantes, gases inertes y similares.

Como se emplea aqui, “composicion farmacéutica” significa cantidades eficaces (dosis) del agente junto con los
diluyentes, conservantes, disolventes, emulsificantes, adyuvantes y/o portadores farmacéuticamente aceptables.
Una “cantidad terapéuticamente eficaz” como la empleada aqui se refiere a la cantidad que confiere un efecto
terapéutico para un trastorno y un régimen posolégico dados. Dichas composiciones son formulaciones liquidas,
liofilizadas o secadas de otro modo e incluyen diluyentes con un contenido tamponado variable (p. e€j., Tris-HCI,
acetato, fosfato), pH y potencia ionica, aditivos como la albumina o la gelatina para evitar la absorciéon a las
superficies y detergentes (p. ej., Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sales de los acidos biliares). La composicion
farmacéutica de la presente invencion puede comprender agentes disolventes farmacéuticamente aceptables (p. €j.,
glicerol, polietilenglicerol), antioxidantes (p. €j., acido ascorbico, metabisulfito sédico), conservantes (p. €j., timerosal,
benzil alcohol, parabenos), sustancias formadoras de masa o modificadores de la tonicidad (p. €j., lactosa, manitol),
union covalente de polimeros como polietilenglicol a la proteina, formacién de complejos con iones metalicos o
incorporacion del material en o sobre preparaciones particuladas de compuestos poliméricos como acido polilactico,
acido poliglicélico, hidrogeles, etc., o sobre liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas unilaminares o
multilaminares, eritrocitos fantasma o esferoplastos. Dichas composiciones influiran sobre el estado fisico, la
solubilidad, la estabilidad, la velocidad de liberacion in vivo y la velocidad de aclaramiento in vivo. Las composiciones
de liberacion controlada o sostenida incluyen la formulacion en depésitos lipofilicos (p. €j., acidos grasos, ceras,
aceites). También comprendidas en la invencién estan las composiciones particuladas recubiertas de polimeros (p.
ej., poloxameros o poloxaminas). Otra realizacion de las composiciones de la invenciéon incorpora formas
particuladas, recubrimientos protectores, inhibidores de la proteasa o potenciadores de la permeacién para varias
vias de administracién, como la via parenteral, pulmonar, nasal y oral. En una realizacion la composicion
farmacéutica se administra por via parenteral, paratumoral, transmucosa, transdérmica, intramuscular, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal, intratumoral o mas preferiblemente,
directamente en el sitio de la lesion del sistema nervioso central (SNC) o del sistema nervioso periférico (SNP).

Ademas, la expresion “cantidad farmacéuticamente eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” hace referencia a la
cantidad (dosis) eficaz para tratar a un paciente que presenta, por ejemplo, una lesién nerviosa. Debe asimismo
comprenderse aqui que una “cantidad farmacéuticamente eficaz” puede interpretarse como una cantidad que
confiere un efecto terapéutico deseado, sea tomada en una dosis o en cualquier posologia o por cualquier via,
tomada sola o combinada con otros agentes terapéuticos. En la presente invencion, una ‘“cantidad
farmacéuticamente eficaz” puede entenderse como una cantidad de C3 ADP-ribosil transferasa o analogos de la C3
ADP-ribosil transferasa (p. €j., proteinas de fusién) de la presente invencién que, por ejemplo, pueden suprimir (p.
€j., total o parcialmente) la inhibicion del crecimiento axonal neuronal, facilitar el crecimiento axonal, evitar la
apoptosis celular, suprimir la actividad de Rho, contribuir a la regeneracién de axones o que puede ayudar a las
neuronas a establecer nuevas conexiones con otras células.

Una cantidad terapéuticamente eficaz o dosis de un agente activo, p. €j., proteina C3 o analogo de la proteina C3,
puede oscilar entre aproximadamente 0,001 a 30 mg/kg de peso corporal; otros rangos de la invencion incluyen
aproximadamente 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 0,025 a 10 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 0,3 a 20 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 1 a 10 mg/kg de peso corporal, de 2 a 9 mg/kg de peso corporal, de 3 a 8 mg/kg de peso corporal,
de 4 a 7 mg/kg de peso corporal, de 5 a 6 mg/kg de peso corporal y de 20 a 50 mg/kg de peso corporal. En otras
implementaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz o dosis de un agente activo puede oscilar entre
aproximadamente 0,001 a 50 mg totales; otros rangos de la invencién incluyen aproximadamente 0,01 a 10 mg,
aproximadamente 0,3 a 3 mg, aproximadamente 3 a 10 mg, aproximadamente 6 mg, aproximadamente 9 mg,
aproximadamente 10 a 20 mg, aproximadamente 20-30 mg, aproximadamente 30 a 40 mg y aproximadamente 40 a
50 mg.

Ademas, un técnico experto apreciara que las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también
pueden formularse para administracion intravenosa o subcutanea. Por ejemplo, pueden producirse viales de dosis
Unica que contengan aproximadamente 25, aproximadamente 40, aproximadamente 60, aproximadamente 100,
aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente 300 o aproximadamente 500 microgramos del
agente activo.

El técnico experto apreciara que ciertos factores pueden influir sobre la dosis necesaria para el tratamiento eficaz de
un sujeto, como, entre otras, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los tratamientos previos, el estado general
de salud y/o la edad del sujeto y la presencia de otras enfermedades. Ademas, el tratamiento de un sujeto con una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto activo puede consistir en un Unico tratamiento o una serie de
tratamientos. En un ejemplo, un sujeto es tratado con un compuesto activo en el rango de aproximadamente 0,3 a
10 mg, una vez a la semana durante aproximadamente 1 a 10 semanas, alternativamente entre 2 a 8 semanas,
entre aproximadamente 3 a 7 semanas o aproximadamente 4, 5 o 6 semanas. Un sujeto también puede ser tratado
con un compuesto activo mas de una vez a la semana, por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco veces por semana. En
otro ejemplo, un sujeto es tratado con un compuesto activo en el rango de aproximadamente 0,3 a 10 mg, dos veces
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por semana, p. €j., mediante inyecciones intravitreas, durante aproximadamente 1 a 10 semanas, alternativamente
entre 2 a 8 semanas, entre aproximadamente 3 a 7 semanas o aproximadamente 4, 5 o0 6 semanas. También se
apreciara que la dosis eficaz de un compuesto activo usado para el tratamiento puede aumentar o disminuir durante
el curso de un tratamiento en concreto.

Como se usa aqui, el término “sujeto” significa un paciente que requiere tratamiento. En una realizacion, un sujeto
es un mamifero. En otra realizacién, un sujeto es un ser humano.

Ademas, un agente de transporte como, por ejemplo, un subdominio de la proteina Tat del VIH y un homeodominio
de Antennapedia pueden repetirse mas de una vez en un polipéptido que comprende la C3 ADP-ribosil transferasa o
analogos de la C3 ADP-ribosil transferasa. La region del agente de transporte puede estar en la region
aminoterminal, en la regién carboxiterminal o en ambas regiones de la C3 ADP-ribosil transferasa o analogos de la
C3 ADP-ribosil transferasa. La repeticion de la region de un agente de transporte puede afectar (p. €j., aumentar) la
captacion de la C3 ADP-ribosil transferasa o analogos de la C3 ADP-ribosil transferasa por la célula deseada.

La fusién heterdloga incluye nuevos polipéptidos creados por la fusién de polipéptidos de la presente invencion con
polipéptidos heterdlogos. Dichos polipéptidos pueden incluir, entre otros, polipéptidos bacterianos (p. €j.,
betalactamasa, glutatién-S-transferasa o una enzima codificada por el locus trp de E. coli), proteinas de levaduras,
proteinas viricas, proteinas de fagos, albumina sérica bovina, polipéptidos quimiotacticos, regiones constantes de
inmunoglobulinas (u otras regiones de inmunoglobulinas), albimina o ferritina.

Se incluyen en la invencion las proteinas y los polipéptidos con una identidad del 50% como minimo, determinada
por métodos conocidos por los expertos en la materia (por ejemplo, los métodos descritos por Smith y Waterman,
1981, Ad. Appl. Math., 2:482-489; o Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48: 443-453), con los polipéptidos de
la invencion descrita aqui. En una realizacion, un polipéptido de la invencion tiene una identidad como minimo
aproximadamente de un 50%, como minimo aproximadamente de un 55%, preferiblemente como minimo
aproximadamente de un 60%, como minimo aproximadamente de un 65%, como minimo aproximadamente de un
70%, como minimo aproximadamente de un 75%, mas preferiblemente como minimo aproximadamente de un 80%,
como minimo aproximadamente de un 85%, como minimo aproximadamente de un 90% o como minimo
aproximadamente de un 95% con los polipéptidos descritos aqui. En una realizacion, la identidad se extiende a una
region como minimo de 5 o como minimo de 20 aminoacidos contiguos.

A menos que se indique lo contrario, las técnicas de ADN recombinante empleadas en la presente invenciéon son
procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la materia. Ejemplos de estas técnicas se explican en
la bibliografia, en fuentes como Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984);
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); y Ausubel et
al. (editores), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience (1988,
incluidas todas las actualizaciones hasta el momento actual) y se incorporan aqui como referencias.

Las Rho GTPasas incluyen miembros de la familia de proteinas Rho, Rac y Cdc42. La presente invencién atafie a
miembros de la familia Rho de la clase Rho. Las proteinas Rho comprenden diferentes variantes codificadas por
diferentes genes. Por ejemplo, las células PC-12 (linea celular de feocromocitoma) expresan RhoA, RhoB y RhoC.
Para inactivar las proteinas Rho en el interior de las células, los antagonistas de la Rho de la familia C3 son eficaces
porque inactivan todas las formas de Rho (p. €j., RhoA, Rho B, etc.). En cambio, las técnicas de terapia genética,
como la introduccién de un miembro dominante negativo de la familia RhoA en una célula enferma, solo inactivaran
dicho miembro especifico de la familia RhoA.

Las proteinas C3 recombinantes o las proteinas C3 que conservan la actividad de ribosilacién también son eficaces
en el sistema de liberacién presentado y estan cubiertas por esta invencion. Ademas, las Rho cinasas son una diana
bien conocida para la Rho activa y la inactivacion de la Rho cinasa tiene el mismo efecto que la inactivacion de Rho,
como minimo, en cuanto al crecimiento de neuritas o axones.

Las proteinas de la presente invencion pueden prepararse a partir de extractos celulares bacterianos o mediante
técnicas recombinantes. En general, las proteinas C3 de acuerdo con la invencion pueden producirse por
transformacion (transfeccion, transduccion o infeccion) de una célula huésped con la totalidad o una parte de un
fragmento de ADN que codifica la C3 en un vehiculo de expresion adecuado. Los vehiculos de expresion adecuados
son conocidos en la practica y como ejemplos, entre otros, figuran, por ejemplo: plasmidos, particulas viricas y
fagos. Para las células de insectos los vectores de expresion de baculovirus son adecuados. La totalidad o parte del
vehiculo de expresion pueden integrarse en el genoma de la célula huésped. En algunas circunstancias, es
deseable emplear un vector de expresién inducible.

Las células hospedadoras que albergan el vehiculo de expresion pueden cultivarse en medios nutrientes
convencionales adaptados a las necesidades para la activacion de un gen seleccionado, la represion de un gen
seleccionado, la selecciéon de transformantes o la amplificacion de un gen dado. Un sistema de expresion es el
fibroblasto hospedador murino 3T3 transfectado con un vector de expresion pMAMneo (Clontech, Palo Alto, Calif.).

Los expertos en el campo de la biologia molecular comprenderan que puede emplearse una diversidad de sistemas
de expresion para la proteina recombinante. La célula hospedadora exacta no es critica para la invencién. Las
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proteinas C3 y analogas de C3 pueden producirse en un hospedador procariético (p. €j., E. coli o B. subtilis) o en un
hospedador eucariotico (p. €j., Saccharomyces o Pichia; células de mamifero, p. ej., células COS, NIH 3T3, CHO,
BHK, 293 o Hela o células de insectos).

Las células vegetales también pueden producir proteinas y polipéptidos. Para las células vegetales, son adecuados
los vectores de expresion viricos (p. €j., el virus del mosaico de la coliflor o el virus del mosaico del tabaco) y los
vectores de expresion plasmidicos (p. €j., plasmido Ti). Dichas células pueden obtenerse de una diversidad de
procedencias (p. €j., la American Type Culture Collection, Rockland, Md.). Los métodos de transformacion o
transfeccion y la eleccion del vehiculo de expresion dependeran del sistema hospedador seleccionado.

Los polipéptidos C3 pueden producirse como proteinas de fusion. Por ejemplo, los vectores de expresion pueden
emplearse para crear proteinas de fusién lacZ. Los vectores pGEX pueden usarse para expresar polipéptidos no
propios como proteinas de fusion con glutation S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusidon son
solubles y pueden purificarse facilmente por adsorcién en granulos de glutation-agarosa, seguida de elucién en
presencia de glutation libre. Los vectores pGEX estan disefiados para incluir sitios de escision de trombina o factor
Xa proteasa para que el producto genético diana clonado pueda ser liberado de la parte GST. Otra estrategia para
fabricar proteinas de fusion consiste en emplear el sistema de etiquetas de His.

En un sistema de expresion de células de insecto, se emplea el virus de la polihedrosis nuclear de la Autographa
californica (AcNPV), que crece en células de Spodoptera frugiperda, como vector para expresar genes no propios.
Puede clonarse individualmente una secuencia codificante de C3 en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de
la polihedrina) del virus y colocar bajo control de un promotor del AcNPV, por ejemplo, el promotor de la polihedrina.
La insercion con éxito de un gen que codifica la C3 o una proteina analoga de C3 (polipéptido) dara como resultado
la inactivacion del gen de la polihedrina y la producciéon de virus recombinantes no ocluidos (es decir, virus que
carecen de la cubierta proteica codificada por el gen de la polihedrina). Estos virus recombinantes se emplean
seguidamente para infectar células de Spodoptera frugiperda, en las que se expresa el gen insertado.

En células hospedadoras de mamifero pueden utilizarse diversos sistemas de expresion basados en virus. Si se
emplea un adenovirus como vector de expresion, la secuencia de acidos nucleicos de C3 puede ligarse a un
complejo de control de transcripcion/traduccion de un adenovirus, p. €j., la secuencia promotora tardia y tripartita
inicial. El gen quimérico puede ser insertado en ese momento en el genoma del adenovirus mediante recombinacion
in vitro o in vivo. La insercién en una regién no esencial del genoma virico (p. €j., region E1 o E3) dara como
resultado un virus recombinante viable y capaz de expresar un producto del gen C3 en los hospedadores infectados.

Pueden necesitarse también sefiales especificas de inicio para una traduccion eficaz de las secuencias insertadas
de acidos nucleicos. Estas sefiales incluyen el codon de iniciacion ATG y las secuencias adyacentes. Estas sefiales
de control de la traduccioén y los codones de iniciacion externos pueden tener varios origenes, tanto naturales como
sintéticos. La eficacia de la expresion puede potenciarse por la inclusion, p. ej., de elementos adecuados de
potenciacioén de la transcripcion o terminadores de la transcripcion, etc.

Ademas, puede seleccionarse una célula hospedadora que module la expresién de las secuencias insertadas o
modifique y procese el producto genético de una manera deseada especifica. Dichas modificaciones (p. €j.,
glicosilacion) y procesamiento (p. €j., escision) de productos proteicos pueden ser importantes para la funcién de la
proteina. Diferentes células hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento
postraduccional y modificacion de las proteinas y productos genéticos. Pueden seleccionarse lineas celulares o
sistemas hospedadores adecuados para garantizar la modificacion y procesamiento correctos de la proteina extrafa
expresada. Para este objetivo, pueden emplearse células hospedadoras eucariéticas que posean la maquinaria
celular para el adecuado procesamiento del transcrito primario, glicosilacion y fosforilacion del producto genético.

Alternativamente, puede producirse una proteina C3 por una linea de células de mamifero transfectadas de manera
estable. Se dispone publicamente de diversos vectores adecuados para la transfeccién estable de células de
mamiferos; también estan al alcance del publico los métodos para la construccién de dichas lineas celulares. En un
ejemplo, puede clonarse el ADNc que codifica la proteina C3 en un vector de expresion que incluya el gen de la
dihidrofolato reductasa (DHFR). Se selecciona la integracion del plasmido y, por tanto, el gen que codifica la C3 o la
proteina analoga C3 en el cromosoma de la célula hospedadora incluyendo metotrexato 0,01-300 yM (micromoles)
al medio de cultivo celular (como describieron Ausubel et al., ver mas arriba). Esta seleccion dominante se puede
realizar en la mayoria de tipos celulares. La expresion de proteinas recombinantes puede aumentarse mediante la
amplificacion mediada por DHFR del gen transfectado. Los métodos para seleccionar lineas celulares portadoras de
amplificaciones genéticas son conocidos en la practica; dichos métodos generalmente implican cultivo ampliado en
medios que contienen concentraciones gradualmente crecientes de metotrexato. Los vectores de expresion que
contienen DHFR frecuentemente utilizados para este propdsito son pCVSEI-DHFR y pAdD26SV(A). Entre las
células hospedadoras preferidas para la seleccion de DHFR de una linea celular transfectada establemente o la
amplificacion genética mediada por DHFR estan cualquiera de las células hospedadoras descritas mas arriba o,
preferiblemente, una linea celular CHO con deficiencia de DHFR (p. ej., células CHO DHFR, n° de acceso de la
ATCC n.° CRL 9096).
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Pueden emplearse diversos sistemas de seleccion, entre otros, los genes de la timidina cinasa, la hipoxantina-
guanina fosforribosiltransferasa y la adenina fosforribosiltransferasa del virus del herpes simple en células tk, hgprt o
aprt, respectivamente. Ademas, pueden emplearse gpt, que confiere resistencia al acido micofendlico, neo, que
confiere resistencia al aminoglucosido G-418 e higro, que confiere resistencia a la higromicina.

Alternativamente, puede purificarse facilmente cualquier proteina de fusién con un anticuerpo especifico para la
proteina de fusidon expresada. Por ejemplo, un sistema descrito en Janknecht et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 88, 8972, permite la facil purificacion de proteinas de fusién no desnaturalizadas expresadas en lineas
celulares humanas. En este sistema, se subclona el gen de interés en un plasmido de recombinacion de vaccinia de
modo que la estructura abierta de lectura del gen se fusiona traduccionalmente a una etiqueta aminoterminal que
consiste en seis residuos de histidina. Los extractos de células infectadas con el virus vaccinia recombinante se
cargan en columnas de acido NiZ* nitriloacético-agarosa y las proteinas con las etiquetas de histidina se eluyen
selectivamente con tampones que contienen imidazol.

Alternativamente, la proteina C3 o analogos de la proteina C3 o una parte (fragmento) de estas puede fusionarse a
un dominio Fc de inmunoglobulina. Esta proteina de fusidon puede purificarse facilmente con una columna de
proteina A.

Para determinar la actividad relativa y eficaz del antagonista de Rho de las composiciones de esta invencion, puede
utilizarse un sistema de bioensayos de cultivos de tejidos. Por ejemplo, una proteina de fusién como la SEQ ID No: 8
en un intervalo de concentraciones de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 pg/ml (microgramos por
mililitro) es util y no es téxico para las células.

Un compuesto puede confirmarse como un antagonista de Rho en una de las siguientes maneras, por ejemplo:

a. Se cultivan las células en un sustrato de inhibicion del crecimiento, como arriba, y se exponen al candidato a
antagonista de Rho;

b. Las células del paso a) son homogeneizadas y se realiza un ensayo de extraccion. Este ensayo se basa en la
capacidad de la GST-Rhotecina para unirse a la Rho unida a la GTP. Se afiade GST-Rhotecina recombinante o
dominio de unidon a GST rhotecina (GST-RBD) al homogeneizado celular hecho a partir de las células
cultivadas como se describe en a). Se ha observado que los sustratos inhibidores activan Rho y que esta Rho
activada es extraida por el GST-RBD. Los antagonistas de Rho bloquearan la activacion de Rho y, por tanto,
un antagonista efectivo de Rho bloqueara la detecciéon de Rho cuando las células se cultivan como se describe
en a) arriba; o

c. Un método alternativo para este ensayo de extraccion seria el uso de la proteina activadora de la GTPasa,
Rho-GAP, como cebo para la extraccién de Rho activada.

Otro método para confirmar que un compuesto es un antagonista de Rho es el siguiente: cuando se afiaden a
células vivas, los antagonistas que inactivan Rho por ADP-ribosilaciéon del dominio efector pueden identificarse por la
deteccién de un desplazamiento del peso molecular en Rho. El desplazamiento del peso molecular puede detectarse
después del tratamiento de las células con antagonista de Rho mediante homogeneizacion de las células,
separacion de las proteinas en el homogeneizado celular por electroforesis en gel de SDS poliacrilamida. Se
transfieren las proteinas a papel de nitrocelulosa y se detecta Rho seguidamente con anticuerpos anti-Rho
especificos mediante una técnica de inmunoelectrotransferencia.

Otros agentes de transporte que pueden emplearse en conjugados de la presente invencion son conocidos en la
practica. Por ejemplo, los polipéptidos de la presente invencién pueden incluir un agente de transporte como el
subdominio de la proteina Tat del VIH o un homeodominio de Antennapedia. La secuencia de transporte puede
incluir una region consistente en amindacidos basicos, como la secuencia de poliarginina. El agente de transporte
puede repetirse mas de una vez en un polipéptido. El agente de transporte puede localizarse en la region
aminoterminal o en la regidon carboxiterminal o en ambas regiones del conjugado. La duplicacion de un agente de
transporte puede afectar (p. ej., aumentar) la captacion del conjugado por una célula.

En una realizacion, un agente de transporte facilita la captacion de un agente activo por un mecanismo
independiente de receptor. En otra realizacion, los ejemplos de secuencias de transporte incluyen, entre otros, SEQ
ID NO: 45-51. Otros agentes de transporte comprendidos en la presente invencion incluyen, entre otros, la tercer
hélice del homeodominio de la proteina de Antennapedia (Penetratin®; SEQ ID NO: 52); TAT (SEQ ID NO: 53);
conjugados de silaprolina; oligdmeros de gamma-amino-L-prolina; poliarginina (SEQ ID NO: 54); Transportan (SEQ
ID NO: 55-56); Pep-1 (SEQ ID NO: 57); S443-PV (SEQ ID NO: 58); proteina VP22; MAO (Model sunthic peptide;
SEQ ID NO: 59); Syn B1 (SEQ ID NO: 60); Syn B3 (SEQ ID NO: 61); Syn B5 (SEQ ID NO: 62); b-FGF; sefal de
secuencia FGF-4 (SEQ ID NO: 63); pVEC (SEQ ID NO: 64); SAP (sweet arrow peptide); hCT(9-32)-br péptido
derivado de la calcitonina humana; bPrPp (proteina priénica N-terminal; SEQ ID NO: 65); péptido BagP; proteina de
entrada celular de Mycobacterium (Mce1A); péptidos sintéticos YTA2 e YTA4; SEQ ID NO: 66; C105Y
(correspondiente a los aminoacidos 359-374 de la alfa1-antitripsina; SEQ ID NO: 67), TP10; dinorfinas Ay B y
vectores peptidicos de Diatos (Vectocell®; SEQ ID NO: 68-77).
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Se conocen otras secuencias de transporte que se han analizado en otros contextos (es decir, para demostrar que
actian mediante el uso de secuencias indicadoras). Un péptido de transporte, un dodecamero, AAVLLPVLLAAP
(SEQ ID NO: 3), es rico en prolina. Se construyé como una proteina de fusion GST-MTS y deriva de la region h de la
secuencia sefial FGF de Kaposi. Otro ejemplo es el péptido alfa de la fertilina espérmica,
HPIQIAAFLARIPPISSIGTCILK (SEQ ID NO: 4). Sin embargo, cabe destacar que la propensién a la rotura de la
hélice alfa de los residuos de prolina (Pro) no es una regla general, dado que el presunto péptido de fusion de la alfa
fertilina espérmica muestra un alto contenido de hélices alfa en presencia de liposomas. Sin embargo, se requiere la
secuencia Pro-Pro para la eficacia de las propiedades de fusién de la fertilina. La proteina de fusion de SEQ ID No: 8
analizada cumple los requisitos de tener dos prolinas para el transporte efectivo de péptidos. Por tanto, las
secuencias ricas en prolina y las secuencias aleatorias con propension a la rotura helicoidal que actian como
transportadores eficaces también serian eficaces si se fusionan a C3.

Con referencia a la Figura 1, se ilustra la inactividad intencional de una mutante de la proteina de fusién SEQ ID No:
43, es decir, la SEQ ID NO: 6 inactiva (la secuencia de nucleotidos se corresponde con la de SEQ ID NO: 5),
analizada mediante un bioensayo con células NG-108. Las células NG-108 cultivadas con una proteina de fusion
activa de esta invencion, SEQ ID NO: 43, presentan una aceleraciéon de la gemacion de neuritas; la gemacion de
neuritas es el resultado de la presencia de la SEQ ID NO: 43. Sin embargo, la gemacion de neuritas de las células
tratadas con la SEQ ID NO: 6 mutante intencionalmente inactiva se asemeja a la de las células de control no
tratadas con la proteina adicional. La similitud con el grupo control demuestra que la proteina mutante
intencionalmente inactiva de SEQ ID NO: 6 es inactiva respecto a la estimulacion de la gemacion neuritica.

La inyeccion de una proteina de fusion de esta invencion, la SEQ ID NO: 43, puede evitar (reducir sustancialmente
la tasa observada de) muerte de las células ganglionares retinianas (CGR) inducidas por el aplastamiento del nervio
optico después de una inyeccion Unica. Después de la axotomia o la axotomia del nervio 6ptico con una inyeccion
de vehiculo (salino tamponado con fosfato), las células mueren. Cuando se inyecta la SEQ ID NO: 6, una mutante
intencionalmente inactiva de la SEQ ID NO: 43, en el 0jo, no es capaz de evitar la muerte de las CGR. Una unica
inyeccion de la SEQ ID NO: 43 evita la muerte celular y el nimero de células supervivientes es similar a la de las
retinas de control no axotomizadas. Los resultados demuestran que SEQ ID NO: 43 como proteina de fusion de esta
invencion puede evitar la muerte de las neuronas retinianas; la actividad neuroprotectora de SEQ ID NO: 43 requiere
que se conserve la actividad enzimatica de la proteina de fusion C3.

La administracion de una composicién farmacéutica que comprenda una proteina de fusién de la invencién a un
paciente que requiere tratamiento por degeneracion macular puede reducir o evitar sustancialmente la angiogénesis
asociada a la neovascularizacion subretiniana, la neovascularizacion coroidea subyacente a la macula y la
proliferacion de tejido neovascular en la coroides subretiniana proximal a la macula en el ojo del mamifero
hospedador. En un aspecto, la invencion se refiere a un método de tratamiento de la degeneracién macular. En otro
aspecto, las composiciones de la invencién son Uutiles para inhibir o reducir sustancialmente la tasa de
neovascularizacion subretiniana y proliferacion de tejido neovascular relacionados con la degeneracion macular. El
método puede ser util como tratamiento profilactico para prevenir el inicio o la progresion de la degeneracion
macular en un ojo. En otro aspecto, el método puede ser util como tratamiento profilactico para prevenir el depdsito
de drusas y la muerte de las células en la macula. En otro aspecto, el método puede prevenir la muerte de las
células fotorreceptoras (las células fotorreceptoras se denominan aqui también fotorreceptores) en el ojo de un
paciente al actuar sobre mecanismos intracelulares de la regulacion de la muerte celular. El método también puede
ser util para prevenir el inicio o la progresion de la degeneracion macular en un ojo que no presenta sintomas de
degeneracion macular como deterioro visual, especialmente si el otro ojo del paciente presenta sintomas de
deterioro visual por degeneracion macular.

En otro aspecto de la invencion, un método de tratamiento de la degeneracion macular comprende la administracion
por inyeccion o implantacion en el tejido proximal al ojo de una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido
de la invencion. Ademas, la invenciéon comprende la administracién de una composicion farmacéutica estéril de la
invencion adecuada para la administracion inyectable y que comprende un polipéptido de la invencién y un portador
adecuado para uso inyectable (p. €j., estéril, esterilizable e isoténico con la sangre); el polipéptido o la composicion
farmacéutica puede prevenir o retrasar el inicio de la angiogénesis asociada al grupo consistente en
neovascularizacion subretiniana, neovascularizacion coroidea subyacente a la macula y proliferacion de tejido
neovascular en la coroides subretiniana proximal a la macula en el ojo del paciente promedio en una poblacion
estadisticamente relevante de pacientes para producir un retraso medio del inicio de la pérdida visual. El retraso del
inicio de la pérdida de vision puede resultar del retraso de dicha angiogénesis y el retraso medio del inicio
determinado en relaciéon con el tiempo medio del inicio de la pérdida de visién que se produce en un paciente
promedio en la poblacién estadisticamente relevante de pacientes en ausencia de dicha cantidad de polipéptido, el
retraso medio del inicio de la pérdida de vision comprende un periodo como minimo de 1 mes y mas preferiblemente
un periodo como minimo de 6 meses y mas preferiblemente un periodo superior a 6 meses.

La inhibicion de la angiogénesis por una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion de esta
invencion como la SEQ ID NO: 8 (correspondiente secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7) o SEQ ID NO: 10
puede evaluarse en un sistema in vitro que también puede ser util para el estudio de la angiogénesis en el
crecimiento de un tumor, es decir, un sistema que comprende el cultivo de células endoteliales en presencia de un
extracto de membrana basal (MATRIGEL®) como modelo para la angiogénesis y para la neovascularizacion y
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proliferacion de tejido neovascular en el ojo de un mamifero. En condiciones experimentales, pueden verse al
microscopio las estructuras similares a capilares o tubulos asociadas a la angiogénesis o formacion de vasos
sanguineos capilares. El efecto inhibidor de una proteina de fusién de esta invencion como SEQ ID NO: 8 o SEQ ID
NO: 10 sobre la progresic’m de la angiogénesis o0 sobre la formacién de una red de capilares o sobre la interrupcion
del proceso o progresion de la angiogénesis asomada a los tumores puede observarse al seguir la desaparicion de
las estructuras tubulares en un ensayo de MATRIGEL®.

La matriz MATRIGEL® (BD Biosciences) es una preparacion de membrana basal solubilizada extraida del sarcoma
murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), un tumor rico en proteinas de la matriz extracelular (MEC). Sus
componentes principales son Iamlnlna colageno 1V, proteoglicanos de heparan sulfato y entactina. A temperatura
ambiente, la matriz BD MATRIGEL® se polimeriza para producir material de matriz biolégicamente activa que puede
imitar la membrana basal celular de los mamlferos donde las células pueden comportarse in vitro de forma similar a
como lo harian in vivo. La matriz MATRIGEL® puede proporcionar un entorno f|S|oIog|camente relevante para
estudios de morfologia, migracion, invasion o funcion bioquimica celulares y expresion génica.

En un ensayo de MATRIGEL®, se descongela MATRIGEL® (aproximadamente 12,5 mg/ml) aproximadamente a

4 °C. Se afnade matriz (aproximadamente 50 microlitros (uL)) a cada pocillo de una placa de 96 pocillos yse permite
que se solidifique durante 10 minutos aproximadamente a 37 °C. Los pocillos que contienen MATRIGEL® sélido se
incuban durante 30 minutos con célula endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) en una concentracion
aproximadamente de 15.000 células por pocillo. Cuando las células se adhieren, se retira el medio y se sustituye por
medio fresco complementado con una proteina de fusién de esta invencion como SEQ ID NO: 8 se incuban a 37 °C
durante aproximadamente 6 a aproximadamente 8 horas. Los pocillos de control se incuban solo con medio. Para
analizar el crecimiento, puede visualizarse la formacién de tubos por microscopia, por ejemplo a un aumento de 50X.
La longitud relativa media, Yx, de una red capilar derivada por angiogénesis observada en una evaluacion de una
composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusién, x, de esta invencién puede cuantificarse con el
programa informatico Northern Eclipse de acuerdo con las instrucciones.

Construccion de SEQ ID NO: 10, una variante truncada de SEQ ID NO: 43

La SEQ ID NO: 10, con la correspondiente secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 9, es un derivado de la SEQ ID
NO: 43 (Figura 2). La SEQ ID NO: 43 es un derivado de SEQ ID NO: 8, sin la secuencia GST.

La exoenzima C3 no posee los dominios especificos de union de receptores y de translocacion tipicos de otras
toxinas bacterianas. Por tanto, la captacion celular es lenta e inespecifica y esta dirigida principalmente por
pinocitosis. La SEQ ID NO: 44 es una proteina de fusion obtenida por la unién de la exoenzima C3 a una secuencia
de transporte rica en prolina que facilita el paso a través de la membrana plasmatica de manera independiente de
receptor. Se ha demostrado que esta proteina de fusion genomanipulada es > 100 veces mas eficaz que la C3 al
analizarse in vitro mediante el ensayo de crecimiento de las neuritas.

Para mejorar la pureza y el rendimiento de las preparaciones de C3, la SEQ ID NO: 44 se elimina de la proteina de
fusion GST el vector pGEX-4T y se transfiere a un vector pET. La proteina de fusion resultante, la SEQ ID NO: 43,
esta purificada por cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) mediante los pasos cromatograficos
convencionales. La proteina purificada es pura en > 95%, pobre en endotoxinas (< 2 unidades/mg), estable a -70 °C
durante > 2 afios y equivalente a altas actividades de glucohidrolasa y de crecimiento de neuritas en comparacion
con SEQ ID NO: 44.

Para estabilizar el producto final de acuerdo con las BPF, se constituye una variante adicional, la SEQ ID NO: 10. Se
elimina una secuencia de 15 aminoacidos, compuesta por 8 residuos de la secuencia de sefial natural de C3 y 7
aminoacidos derivados de un sitio de clonacion multiple vestigial, del N-terminal de SEQ ID NO: 44. El N-terminal de
la resultante SEQ ID NO: 10 es practicamente idéntica a la de la enzima de tipo natural (WT) después de la escision
enddgena de la secuencia de sefal natural por C. botulinum. Una alineacion de los extremos N-terminales de la
exoenzima WT C3, (entrada Swiss-Prot P15879), SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 43; los aminoacidos indicados en
cursiva representan el péptido sefial escindido endégenamente de la exoenzima WT C3, mientras que los que estan
en negrita se han obtenido por ingenieria genética, presentado en la Figura 2A. Ademas, se presenta una
representacion esquematica de las variantes en la Figura 2B.

La SEQ ID NO: 10 es mas estable que su predecesora la SEQ ID NO: 44. Aunque la SEQ ID NO: 44 producida a
escala de laboratorio no ha demostrado signos de degradacién, incluso después de varias semanas de
almacenamiento a 4 °C, esto no es asi para la SEQ ID NO: 44 producida a gran escala. La HPLC con exclusion de
tamafio o la SDS-PAGE no reductora demostraron que la SEQ ID NO: 44 formaba espontaneamente dimeros
sensibles al agente reductor ditiotreitol (Figura 2C). Mas especificamente, se presenta en la Figura 2C un gel de
gradlente al 12% preparado (no reductor) que demostroé la dimerizacion de la SEQ ID NO: 44 en que la banda 1 =

Bio-Rad® proteinas convencionales de peso molecular de bajo rango, banda 2 = SEQ ID NO: 44 a escala de
laboratorio tomada de la conservada a -80 °C, banda 3 = SEQ ID NO: 44 a escala de laboratorio conservada durante
5 dias a 4 °C, banda 4 = SEQ ID NO: 44 a escala de laboratorio conservada durante 5 dias a 4 °C en presencia de
0,5 mM DTT. Estos datos indican que la unién disulfuro intermolecular se produce por el Unico residuo de cisteina en
el extremo N-terminal. Mientras que nunca se ha observado que la dimerizacion influya sobre la actividad funcional
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de la SEQ ID NO: 44, su eliminacion facilitaria significativamente el proceso de la purificacion a gran escala, al
eliminar la necesidad de agentes reductores. Ademas, después de la purificacion de la SEQ ID NO: 44 de las
fermentaciones biorreactivas de alta densidad, se observa una segunda banda principal en la SDS-PAGE que, por
analisis de espectroscopia de masas se confirma que se debe a una escision del extremo N-terminal en lisados
bacterianos (Figura 2D). Mas especificamente, en el gel de gradiente al 12% preparado (reductor) se demuestra la
estabilidad potenciada de la SEQ ID NO: 10 en que la banda 1 = Bio-Rad® proteinas convencionales de peso
molecular de bajo rango, banda 2 = SEQ ID NO: 44 a escala de laboratorio tomada de la conservada a -80 °C,
banda 3 = SEQ ID NO: 44 generada por biorreactor conservada durante 8 semanas a 4 °C, banda 4 = SEQ ID NO:
44 generada por biorreactor conservada durante 10 semanas a 4 °C, banda 5 = SEQ ID NO: 10 generada por
biorreactor tomada de la conservada a -80 °C y banda 6 = SEQ ID NO: 10 generada por biorreactor conservada
durante 2 semanas a 4 °C (Figura 2D). Por tanto, se cred una variante truncada en el extremo N-terminal, SEQ ID
NO: 10, que no demostré degradacion ni dimerizacion (Figura 2D) después de la conservacion a 2 - 8 °C. El analisis
a largo plazo confirmé que esta variante conserva actividad y estabilidad plenas incluso después de mas de 18
meses de conservacion a -70 °C y 2-8 °C (datos no presentados). La proteina purificada es pura en > 95% y pobre
en endotoxinas (<2 unidades/mg) (Figura 2E). Se muestra un gel de gradiente al 12% preparado (reductor) que
muestra la purificacion representativa de la variante (SEQ ID NO: 44) en la Figura 2E, en la que banda 1 = Bio-Rad®
proteinas convencionales de peso molecular de bajo rango, banda 2 = lisado de células brutas, banda 3 =
sobrenadante después del tratamiento con polimina p, banda 4 = granulos resuspendidos después del tratamiento
con sulfato de amonio, banda 5 = carga de columna desaladora PD-10, banda 6 = carga SP-XL, banda 7 = pico de
eluato SP-XL, banda 8 = pico de eluato Superdex-75, banda 9 = eluato desalador HiPrep, banda 10 = eluato Q-
sefarosa y banda 11 = conjunto final concentrado.

La SEQ ID NO: 10 fabricada a gran escala es funcionalmente intercambiable con sus predecesoras, las SEQ ID NO:
43 y 44, con las mismas actividades enzimaticas y biolégicas o superiores, pero menos impurezas, como
endotoxina.

Construccion de variantes truncadas de la SEQ ID NO: 10

Las variantes de la SEQ ID NO: 10 se derivaron suprimiendo grupos sucesivos de residuos de aminoacidos tanto del
extremo N -terminal como del extremo C-terminal, sin incluir la secuencia del péptido de transporte. Estas variantes
se ilustran en la Figura 3. Las variantes se crearon por mutagénesis dirigida al emplazamiento, con métodos
convencionales de biologia molecular, para truncar el ADNc codificador de la SEQ ID NO: 10, tanto en el extremo N-
terminal como en el extremo C-terminal, dejando intacta la secuencia de transporte. La actividad de las variantes
truncadas mostradas aqui puede verificarse con cualquiera de los métodos descritos aqui, p. €j., en los ejemplos 9-
13 y 18. Sin desear estar sujetos a la teoria, se cree que las variantes truncadas pueden penetrar mas facilmente en
las células y, por tanto, se requiere una dosis inferior. En una realizacion de la invencion, por tanto, un fragmento
mas corto o truncado de la SEQ ID NO: 10 biolégicamente activa se administra a un sujeto que lo requiere.

Ademas, las caracteristicas fisicas de las variantes de la SEQ ID NO: 10 se presentan en la Tabla 1.
Tabla 1

Caracteristicas fisicas de las variantes truncadas de la SEQ ID NO: 10.

Variantes de la Numero de % de identidad de Peso Coeficiente de extincion Pl teérico’
SEQID NO aminoacidos la secuencia con molecular teodrico
la SEQ ID NO: 43 tedrico (Abs 0,1% a 280 nm)?
(kDa)'
10 232 94 25,9 0,72 9,7
13 222 90 24,6 0,65 9,8
14 212 86 23,6 0,44 9,8
15 202 82 22,4 0,34 9,7
16 192 78 21,2 0,3 9,8
17 182 74 20,2 0,32 9,7
18 154 62 17 0,38 9,5
19 121 49 13,3 0,38 9,9
20 203 82 22,7 0,76 9,8
21 214 87 24 0,77 9,7
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Variantes de la Nlmero de % de identidad de Peso Coeficiente de extincion Pl tedrico'
SEQID NO aminoacidos la secuencia con molecular tedrico
la SEQID NO: 43 teodrico (Abs 0,1% a 280 nm)?
(kDa)'
22 224 91 25 0,74 9,7

1 Dela pagina web Expasy ProtParam (http://ca.expasy.org/cgi-bin/protparam);

2 Nuevo algoritmo en la pagina web ProtParam cambia los valores obtenidos previamente.

Los mutantes de delecion o variantes se preparan mediante una reaccion en cadena de la polimerasa y se
subclonan al vector pET9a. Se disefian dos oligonucleétidos por variante para eliminar los aminoacidos deseados
mediante mutagénesis dirigida al emplazamiento usando el kit QuikChange (Stratagene). La reaccion en cadena de
la polimerasa se realiza con el conjunto adecuado de cebadores de mutantes (ver Tabla 2). El programa de ciclo es
el siguiente: 95 °C durante 30 s, 18 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 1 minuto y 68 °C durante 10 minutos
y mantener a 4 °C.

Tabla 2

Cebador y secuencia de informacion para las variantes truncadas de la SEQ ID NO: 10.

Variantes de la Numero de Cebadores de
SEQID NO Conjunto de cebadores secuencia de ADN SEQID NO

10 - AJ5858-2

13 MD3-13F/ MD3-13R MD13-2 23-24
14 MD3-23F/ MD3-23R MD23-1 25-26
15 MD3-33F/MD3-33R MD33-1 27-28
16 MD3-43F/ MD3-43R MD43-3 29-30
17 MD3-53F/ MD3-53R MD53-2 31-32
18 MD3-81F/ MD3-81R MD81-1 33-34
19 MD3-114F/ MD3-114R MD114-1 35-36
20 MD183-211F/ MD183-211R MD183-1 37-38
21 MD194-211F/ MD194-211R MD194-1 39-40
22 MD204-211F/ MD204-211R MD204-1 41-42

Los cebadores para los mutantes de truncado se sintetizaron en Bio S&T y se suministraron como polvo liofilizado.
Después de la resuspension, las concentraciones de los cebadores se verificaron por espectrofotometria. Se realizd
una reaccion de mutagénesis con los citados cebadores de acuerdo con las instrucciones del kit QuikChange. Los
andlisis de las reacciones en un gel de agarosa al 0,8% verificaron que las reacciones eran correctas.

La digestion Dpnl y la transformacion de XL1-Blue Supercompetent Cells con 1 yL de este producto se realiza
conforme a las instrucciones del fabricante. Se permite el crecimiento de tres clones de cada transformacion durante
una noche para una miniprep de plasmido. Se envia una muestra de ADN de cada mutante truncada de SEQ ID NO:
10 para la secuenciacion de ADN. Los datos de secuenciacion se analizan con el programa informatico de analisis
de secuencias del NCBI, Blast2, y se observa una alineacion del 100% con las secuencias tedricas de codificacion
de la variante C3, excepto para MD43-1.

Cada una de las muestras verificadas de ADN se emplea para transformar las células competentes BL21(DE3)
(One-Shot BL21(DE3), Invitrogen) con ADN plasmidico conforme a las instrucciones del fabricante. Se transfieren
tres colonias de cada clon en medios LB separados con kanamicina 30 ug/ml para los analisis de induccion a
miniescala. Se realizan los geles de proteina y se cuantifican las bandas tefidas con Coomassie mediante
densitometria.
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Se inocula el clon con mejor expresion de cada mutante truncado para la expresion a gran escala y la purificacion.
Primero, se inocula un frasco de 0,51 de caldo de Luria con glucosa con 2 viales de células del banco de
investigacion (RCB) y se dejan crecer durante una noche. El cultivo de partida se diluye 10 veces en 8 frascos, cada
uno de los cuales contiene 500 ml del medio de cultivo. Los frascos se incuban a 37 °C y después de 1 hora
20 minutos, se afade isopropiltio-B-D-galactésido (IPTG) para aumentar la expresion de la variante. Tras otras
4 horas, las células se recogen por centrifugacion y se almacenan a -80 °C hasta su uso. Se analiza una muestra del
cultivo recogido para determinar el contenido de variantes truncadas de SEQ ID NO: 10. Seguidamente, los
agregados de células se descongelan y sonican en tampdn de extraccion. Estos extractos brutos se purifican hasta
una pureza aproximadamente del 90% mediante columnas SP-Sepharose Fast-Flow de 1 ml (HiTrap SP FF,
Pharmacia). Las soluciones proteicas resultantes se concentran por ultrafiltracion y seguidamente se pasan a través
de una membrana de filtracion de 0,2 micrémetros antes de la congelaciéon. Se analizan alicuotas por Azso para
determinar la concentracion de proteinas y se someten a densitometria de muestras en geles de SDS-poliacrilamida
tefiidos con azul de Coomassie para determinar la pureza. La actividad biolégica se analiza mediante un ensayo
enzimatico basado en fluorescencia (glicohidrolasa) y un ensayo de crecimiento de neuritas basado en células.

La bioactividad de las variantes de C3 puede determinarse mediante un ensayo de glicohidrolasa que mide la
formacion de e-ADP-ribosa producida como resultado de la hidrélisis de e-NAD por variantes de la C3. La actividad
glicohidrolasa de las variantes de C3 convierte e-NAD"* en e-ADP-ribosa, una molécula con una fluorescencia 10
veces mas intensa en las longitudes de onda seleccionadas. La intensidad de la fluorescencia de e-ADP-ribosa se
emplea para medir la cantidad de e-ADP ribosa formada usando una curva estandar de fluorescencia de
concentraciones conocidas de e-AMP. Las intensidades de fluorescencia de e-AMP y e-ADP-ribosa se miden
excitando la reaccion a 305 nm y registrando la emisién a 410 nm. Una unidad de actividad se define como nmoles
de ADP-ribosa formados en 30 minutos a 37 °C. El ensayo es lineal con un minimo de 12 ug de la proteina variante
C3 y un minimo de 180 minutos de tiempo de incubacion. Se ha observado que este ensayo es preciso, exacto y
reproducible. Asimismo, se ha observado que este ensayo es util para medir las reducciones de la actividad
enzimatica tras la incubacion a 70 °C y puede considerarse indicador de la estabilidad si se emplea en un estudio de
estabilidad bien disefiado. Otros métodos que pueden emplearse para medir la bioactividad de las variantes de C3
se describen en la practica (por ejemplo, ver Winton et al., 2002, J Biol Chem, 277: 32820-32829).

La bioactividad de las variantes de C3 también puede determinarse con un bioensayo de crecimiento de neuritas
NG108. El procedimiento del bioensayo comprende la incubacion de células de NG-108 durante 4 horas con una
alicuota de una solucién tamponadora que contiene la variante C3. Se realiza simultdneamente un ensayo idéntico
como control positivo, en el que se usa la SEQ ID NO: 10 en vez de la variante C3. A continuacién, las células se
fijan con paraformaldehido, se tifien con violeta de cresilo y se determina el porcentaje de células en cada pocillo
que presentan neuritas de longitud superior a la de un soma mediante recuento con microscopio. Los resultados
presentados (Tabla 3) se basan en determinaciones por triplicado como minimo de dos experimentos separados.

Tabla 3

Actividades eNAD glicohidrolasa y crecimiento de neuritas de mutantes con truncado en N-terminal y C-terminal de
SEQ ID NO: 10.

GH Crecimiento de neuritas
Muestra (Act. media muestra) (Media control en multiplos)
SEQID NO: 10 29 70
SEQ ID NO: 13 26 73
SEQ ID NO: 14 2 35
SEQ ID NO: 15 0 0
SEQ ID NO: 16 0 -
SEQ ID NO: 17 25 22

Estos datos indican que el tamafo funcional minimo demostrado de SEQ ID NO: 10 truncada en el extremo N-
terminal es de 212 aminoacidos y que la de SEQ ID NO: 10 truncada en el extremo C-terminal es de 224
aminoacidos. La doble deleciéon esperada de aminoacidos de ambos términos produciria una variante funcional de
poco mas de 204 aminoacidos. Los ejemplos de variantes de doble delecion comprendidas en la presente invencion
incluyen, entre otras, las SEQ ID NO: 78 y 79.

Variantes PEGiladas de la SEQ ID NO: 10
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La SEQ ID NO: 10 esta modificada por el acoplamiento quimico a partes de polietilenglicol para potenciar las
propiedades de permanencia bioldgica (Tabla 4). La PEGilacion es la accidon de unir covalentemente una estructura
de PEG a otra molécula mayor, por ejemplo, una proteina o polipéptido terapéuticos (que entonces se denomina
“PEGilado”). Como se conoce en la practica, cuando el polietilenglicol se une a diversas proteinas o polipéptidos
puede retrasar el aclaramiento de la proteina transportada de la sangre, lo que puede prolongar el efecto medicinal
y/o reducir la toxicidad y, por tanto, permitir la prolongacion de los intervalos posoldgicos. La actividad de las
variantes PEGiladas mostradas aqui puede verificarse con cualquiera de los métodos descritos aqui, p. €j., en los
ejemplos 9-13 y 18.

Tabla 4
Variantes PEGiladas de SEQ ID NO: 10

PM observado
Variante Aducto de PEG (kDa)
SEQID NO: 10 - 27
BA-220 Mono-2,4 kDa 33
BA-225 Mono-6,3 kDa 39
BA-230 Mono-21 kDa 61
BA-231 Di-21 kDa 83
BA-235 Mono-30 kDa 64
BA-236 Di-30 kDa 112
BA-240 Mono-40 kDa 86

PEGilacion y purificacién de SEQ ID NO: 10 con mPEG-ButyrALD

La PEGilacion del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 10 puede realizarse mediante reactivos de mPEG-
butiraldehido comercializados (Nectar Therapeutics) suministrados en alicuotas prepesadas y precintadas. Una
reaccion tipica comienza con la dilucion de la SEQ ID NO: 10 (en tampdn de citrato sédico, pH 6,5) hasta una
concentracion final de 3,3mg/ml en citrato sédico-NaOH 0,1 M desgasificado, 0,5M EDTA a pH 5,0.
Inmediatamente antes de empezar la reaccién de PEGilacion, se disuelven los reactivos mPEG-ButyrALD en agua
MilliQ fresca hasta alcanzar la concentracion deseada. El grado de PEGilacién se controla con una combinacion de
tiempo de reaccion, pH y proporcion de reactivo mPEG-ButyrALD/SEQ ID NO: 10. Por ejemplo, se favorece la mono-
PEGilacion en el extremo N-terminal si la proporcion es de 1:1 a un pH 5,5. Alternativamente, se generan formas di-
o multi-PEGiladas si se aumentan las proporciones de reactivo mPEG-ButyrALD/SEQ ID NO: 10 (130:1 para mPEG-
ButyrALD de 2,4 kDa; 20:1 para mPEG-ButyrALD de 6,3 kDa y 2:1 para mPEG-ButyrALD de 21 kDa).

Se afiade una alicuota de la solucion de mMPEG-ButyrALD a la solucién de SEQ ID NO: 10, se mezcla suavemente y
se incuba 1 hora a 37 °C con inversion a intervalos de 30 minutos. Después de 1 hora, y nuevamente después de
2 horas, las reacciones se complementan con alicuotas frescas del reactivo de PEGilaciéon. Se permite la incubacién
de las reacciones durante una tercera hora, después de la cual, se neutralizan con la adicion de 85 uL de
cianoborohidruro sddico [Na(CN)BHs] 1 M y se deja en incubacion durante una noche a TA para reducir la base de
Schiff intermedia a una unién estable de amina secundaria. Bajo condiciones 6ptimas, puede obtenerse una
conversion ~ 25% de SEQ ID NO: 10 a SEQ ID NO: 10 PEGilada (ver Tabla 5).

Tabla 5

Rendimiento de diversas variantes de BA-210 PEGilada.

Volumen Concentracion Rendimiento % de SEQ ID NO: 10
Muestra (ml) (mg/ml) (mg) inicial
BA-230 0,82 5,80 4,76 24
BA-231 0,08 4,54 0,36 2

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2439772 T3

Volumen Concentracion Rendimiento % de SEQ ID NO: 10
Muestra (ml) (mg/ml) (mg) inicial
BA-235 0,51 8,22 4,19 21
BA-236 0,16 3,55 0,57 3
BA-240 0,72 5,46 3,89 19

Se emplean columnas de intercambio cationico SP-Sepharose Fast-Flow 1 ml (HiTrap SP FF, Pharmacia) para
purificar la SEQ ID NO: 10. Antes de la reaccién, la SEQ ID NO: 10 no PEGilada se une fuertemente a la resina; las
formas PEGiladas de la SEQ ID NO: 10 (en funcion del niumero de partes PEG unidas) se unen con menos fuerza a
la resina. El tampdn de union consistio en HEPES 0,05 M, NaCl 0,075 M y EDTA 0,5 mM, pH 7,5. Se eluye por
adiciéon gradual de NaCl empleando un gradiente lineal de NaCl 0-0,16 M. Se agrupan las fracciones FPLC que
contienen las diversas formas PEGiladas, se concentran con Amicon YM-10 s y seguidamente se dializan frente a
citrato sédico 5 mM, pH 6,5, usando un cartucho de dialisis Slide-A-Lyzer con un valor discriminativo de 10 kDa. El
analisis de geles SDS-PAGE teifidos con Coomassie demostré que algunas de las muestras concentradas
purificadas todavia contenian una pequefia cantidad de SEQ ID NO: 10 sin reaccionar en las tres purificaciones. Por
tanto, las muestras concentradas se vuelven a purificar por FPLC empleando columnas HiTrap SP FF 1 ml. El perfil
de elucién de la repurificacion de una muestra PEGilada de 2 kDa demostré picos semirresueltos, mientras que en
una muestra de 6 kDa se observaron dos picos bien separados (Figuras 5A y B). Las fracciones de tres
purificaciones se analizan en geles NUPAGE y se agrupan las fracciones puras.

Propiedades antimetastasicas de una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusién de esta
invenciéon

En otro aspecto de la presente invencién, una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusion de
esta invencion puede administrarse, por ejemplo, por inyeccion o mediante aplicacion tépica como método de
recubrimiento u otro método como se describe aqui, a un tejido proximal a un primer tumor o que contiene un primer
tumor en un mamifero que requiere tratamiento y puede inhibir la migracion de una célula de un tumor metastasico
en un mamifero, la célula tumoral que se origina en un sitio del primer tumor en un mamifero, a un sitio en el tejido
sano o normal del mamifero relacionado funcionalmente y proximal al tejido en el que se asienta el primer tumor. Por
ejemplo, una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusion de esta invencion puede
administrarse a un tejido renal proximal a un tumor renal o que contiene un tumor renal en un mamifero y puede
inhibir la migracion de una célula tumoral renal metastasica del tumor en el rifidn al tejido sano en el mismo rifién en
el que se asienta el primer tumor.

En otro aspecto, una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusiéon de esta invencién puede
administrarse, por ejemplo, por inyeccion o por recubrimiento u otro método como se describe aqui, a un tejido
proximal a un primer tumor o que contiene un primer tumor en un mamifero que requiere tratamiento y puede inhibir
la migracion de una célula de un tumor metastasico en un mamifero, la célula tumoral que se origina en un sitio del
primer tumor en un mamifero, a un sitio en el tejido u 6rgano sanos o normales del mamifero funcionalmente
separados o distantes del tejido en el que se asienta el primer tumor. Por ejemplo, una composiciéon farmacéutica
que comprende una proteina de fusion de esta invencion puede administrarse a un tejido en el cerebro que contiene
un tumor cerebral y puede inhibir la migracion de una célula de un tumor cerebral metastasico a tejidos sanos en
otra localizacion del organismo, como el tejido hepatico, esplénico o pulmonar.

En otro aspecto, tras la administracion de una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusion de
esta invencion a un paciente que necesita tratamiento, se previene o inhibe la migracién metastasica de una célula
tumoral maligna, y puede reducir sustancialmente o prevenir completamente la formacion de un tumor secundario,
asi como prevenir la diseminacion de un cancer maligno en un paciente.

Demostracion de que una proteina de fusidon de esta invencion, por ejemplo, SEQ ID NO: 43 puede reducir la
motilidad celular

La eficacia terapéutica de una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusiéon de esta invencion
(como la SEQ ID NO: 44) como agente antimetastasico se puede demostrar, por ejemplo de forma cuantitativa,
mediante un ensayo de invasion celular bidimensional in vitro. En un ensayo de este tipo, la inhibicion de la
capacidad de migracién metastasica de una célula maligna puede medirse mediante el uso de camaras de Boyden
adquiridas. Las camaras de Boyden tienen 2 compartimentos, donde los compartimentos superior e inferior estan
separados por una membrana. La extension de la migracion celular se mide preparando en placas un nimero total
de células en el compartimento superior, y contando la fraccion del numero total de células que migran al
compartimento inferior. Se pueden afiadir factores de crecimiento al compartimento inferior para potenciar la
migracion celular. Este modelo es util como modelo de migracidon de células cancerosas in vivo en un mamifero.
Para probar la capacidad de una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusién de esta invencion
(como la SEQ ID NO: 43 en una solucién salina estéril amortiguada con fosfatos que es isotdnica con la sangre de

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2439772 T3

un mamifero) para bloquear la migracién de células tumorales, la composicion que comprende la SEQ ID NO: 43 se
afade a diferentes concentraciones de SEQ ID NO: 43 a las células cancerosas en el compartimento superior. Se
cuenta la fraccion del numero total de células que migran al compartimento inferior en presencia de la composicion
de la proteina de fusion y se comparan con los controles en los que la proteina de fusion tiene una concentracion de
cero. El numero de células cancerosas que migran en un experimento de control modela dicha migraciéon en un
paciente con cancer que no recibe tratamiento con una composiciéon de esta invenciéon. El nimero de células
cancerosas que migran en presencia de una alicuota de una composicion de esta invencion modela dicha migracion
en un paciente con cancer que recibe tratamiento con una alicuota de una composicién de esta invencion. La
diferencia entre el ultimo y los numeros de migracion celular experimental de control se puede expresar en
porcentaje y pueden oscilar entre el 100% (es decir, inhibicion completa de la migracion de una célula mestastasica)
y alrededor del 5%, preferentemente entre el 100% y alrededor del 50%, mas preferentemente entre alrededor del
100% y alrededor del 75%, y mas preferentemente entre alrededor del 100% y alrededor del 90%. Se puede
observar una cantidad del 0% al comparar un primer vehiculo de control con un segundo vehiculo de control, que
puede ser el mismo que el primer vehiculo de control. Una manera de calcular este porcentaje consiste en resolver
la expresion = {(numero de células que migran en el control menos nuimero de células que migran en presencia de
una proteina de fusion) dividido por (nimero de células que migran en el control)} multiplicado por 100%.

La eficacia terapéutica de una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusidon de esta invencion
(como la SEQ ID NO: 44) como un agente antimetastasico se puede demostrar al menos cualitativamente y en un
aspecto mediante un ensayo de invasion celular tridimensional in vitro. En un ensayo de este tipo, la inhibicion de la
capacidad de migracion metastasica de una célula maligna se puede medir medlante el cambio en la capacidad
relativa de una célula maligna para migrar a través de una matriz MATRIGEL® tras el tratamiento de la célula con
una formulacion farmacéuticamente aceptable de esta invencidon que comprende una proteina de fusién de esta
invencion en un vehiculo portador en relacion con la capacidad de la célula maligna de migrar a través de la matriz
MATRIGEL® tras el tratamiento con el vehiculo portador como un control de referencia, donde el vehiculo portador
no contiene ninguna proteina de fusién. En un aspecto, una proteina de fusion de esta invencion puede inhibir la
migracion de una célula tumoral metastasica en un modelo de matriz tisular para producir un cambio inhibidor como
una reduccion en la velocidad de migracion de la célula o como una reduccion en la distancia de la migracion de la
célula en un periodo.

El cambio relativo en la distancia de la migracion de una célula maligna a través de una matriz modelo es igual a la
diferencia en la distancia de la migraciéon de una célula en presencia de la proteina de fusién mas el vehiculo y la
distancia de migracion de la célula en presencia de un vehiculo de control en ausencia de la proteina de fusion,
dividiendo la diferencia por la distancia de migracién del vehiculo de control. Los cambios relativos se pueden
expresar en porcentaje y pueden oscilar entre el 100% (inhibicion completa de la migracion de una célula
metastasica) y alrededor del 5%, preferentemente entre el 100% y alrededor del 50%, mas preferentemente entre
alrededor del 100% y alrededor del 75%, y mas preferentemente entre alrededor del 100% y alrededor del 90%. Se
puede observar una cantidad del 0% al comparar un primer vehiculo de control con un segundo vehiculo de control,
que puede ser el mismo que el primer vehiculo de control.

En una realizacion, la comparacion de eficacias de dos proteinas de fusion A y B de esta invencion, donde las
proteinas de fusion difieren una de la otra en su secuencia de aminoacidos, como por ejemplo en su respectiva
secuencia de potenciacion de la penetracion en la membrana, puede proporcionar distintos porcentajes observados
de inhibiciéon de la migracién de un tipo de célula tumoral dado causada por A y por B. Las diferencias relativas (o
bien un porcentaje absoluto como el 100% por A frente al 80% por B, o bien diferencias cualitativas como A es mejor
que B) en la inhibicién puede ser la misma de tipo tumoral a tipo tumoral o puede cambiar de tipo tumoral a tipo
tumoral.

En un aspecto, una proteina de fusion de esta invencién puede inhibir sustancialmente (100%) la migracién
metastasica de al menos un tipo de célula tumoral.

En otro aspecto, una proteina de fusion de esta invencion puede inhibir sustancialmente (100%) la migracién
metastasica de al menos dos tipos de células tumorales.

Un ensayo Util se basa en la capaC|dad observada de una célula tumoral invasiva de migrar a través de una
membrana basal artificial (MATRIGEL ). En este ensayo, el cambio en la capacidad de distintos tipos de células
cancerosas, cada uno con una capacidad diferente de migrar a través de la MATRIGEL® en ausencia de tratamiento
con una composicion de esta invencion, y por tanto una capacidad de invasién metastasica diferente se evaluan
mediante exposicion de una concentracion o intervalo posolégico de una proteina de fusion de esta invencion de
0,1 yg/ml a 100 yg/ml. Un |ntervalo de concentracion preferida es alrededor de 0,0001 microgramos de proteina de
fusién por centimetro cubico (cm ) de tejido hasta alrededor de 100 microgramos por centimetro cubico de tejido.

La matriz MATRIGEL® (BD Biosciences) es una preparacion de membrana basal solubilizada extraida del sarcoma
murino EHS, un tumor con gran cantidad de proteinas ECM. Sus componentes principales son Iamlnlna colageno
IV, proteoglicanos de heparan sulfato y entactina. A temperatura ambiente, la matriz BD MATRIGEL® se polimeriza
para producir material de matriz biolégicamente activa que puede imitar la membrana basal celular de los mamlferos
donde las células pueden comportarse in vitro de forma similar a como lo harian in vivo. La matriz MATRIGEL®
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puede proporcionar un entorno fisiolégicamente relevante para estudios de morfologia celular, migracion, invasion o
funcién bioquimica, y expresion génica.

La demostraciéon de que una proteina de fusion de esta invencién, como la SEQ ID NO: 43, puede influir en multiples
aspectos de los fenotipos de células malignas se puede observar monitorizando la incorporacion de timidina tritiada
a células que estan creciendo y proliferando, donde la timidina tritiada afiadida al medio de cultivo celular se
transporta al interior de las células y se convierte en parte de la reserva de trifosfato de timidina que se encuentra alli
y que cada célula usa para sintetizar ADN. La timidina tritiada queda incorporada de forma covalente en las
macromoléculas de ADN de cada una de las células. En células que no estan creciendo o en células que estan
muriendo por apoptosis o necrosis, o bien la timidina tritiada no se transporta al interior de la célula, o bien se libera
al medio celular tras la lisis de la célula. La incorporacion de timidina tritiada puede usarse como medicion global del
efecto de una proteina de fusién de esta invencién, como SEQ ID NO: 43, en el crecimiento celular, divisiéon celular,
estasis celular y muerte celular. Las lineas celulares en que SEQ ID NO: 43 induce un descenso en la composicion
de 3H-timidina: linea celular HEC 1B de cancer endometrial humano, linea celular CaCo2 de cancer colorrectal
humano, linea celular Sk-MEL-2 de cancer de melanoma humano y linea celular A-172 de cancer del SNC humano.

Los datos de la Tabla 6 ilustran los efectos de los cambios en las cantidades posoldgicas de una composicion que
comprende una proteina de fusion de esta invencioén, la SEQ ID NO: 43, administrada a cada una de las tres lineas
celulares de cancer humano representativas, sobre la incorporacion de timidina tritiada a las ocho lineas celulares de
cancer humano: HEC 1B, Caco-2, SK-MEL-1, HT1080, MCF7, SW480, 293S y A172. La dosis de SEQ ID NO: 43
administrada oscilé en 50 veces entre alrededor de 1 microgramo por mililitro a alrededor de 10 microgramos por
mililitro a alrededor de 50 microgramos por mililitro (ug/ml).

Tabla 6

Datos de respuesta de lineas celulares de tumores humanos respecto a la administracién de una proteina de fusion,
BA-07, medida segun la incorporacion de timidina tritiada.

Dosis de SEQ ID NO: 43 en microgramos por mililitro

Linea celular de cancer humano 50 10 1

% de crecimiento en presencia de una proteina de fusién en relaciéon con
el porcentaje en la presencia de un unico vehiculo como control

HEC 1B 10 13 30
Caco-2 21 17 30
SK-MEL-1 34 30 33

Se ha observado de forma inesperada que estas lineas de células tumorales humanas muestran una proliferacion
celular reducida en presencia de la proteina de fusién. En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de crecimiento
comparado con un valor de control del 100%.

Las lineas de células tumorales se pueden dividir en tres grupos separados en lo que respecta a la incorporacion de
timidina tritiada. Una composicion de la invencion que comprende la SEQ ID NO: 43 muestra un efecto pronunciado
sobre la proliferacién celular en la linea celular HEC 1B, que es una linea celular de carcinoma endometrial, con una
inhibicién de la proliferacion relacionada con una concentracion inhibidora del 50% (ICso) de menos de 1 pg/ml.
Ademas de la inhibicién, existe un efecto de respuesta a la dosis consistente en una mayor inhibiciéon con la
concentracion mayor de SEQ ID NO: 43.

En las lineas celulares Caco 2 y SK-MEL-1, que aparecen en la Tabla 6, una proteina de fusién muestra un efecto
inhibidor sobre la proliferacion celular evidenciado por un nivel menor de incorporacién de timidina tritiada al interior
de las células de cada linea celular.

Composiciéon farmacéutica

A modo de ejemplo, la composicion farmacéutica de la presente invencion se puede preparar mezclando la SEQ ID
NO: 10 (30 mg/ml de disolucién madre o disolucion diluida) con un componente portador fluido capaz de formar in
vivo una matriz terapéuticamente aceptable, como por ejemplo adhesivos tisulares, como por ejemplo un adhesivo
de fibrina o un gel de colageno.
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En una realizacion, la composicién farmacéutica de la presente invencion se puede preparar mezclando la SEQ ID
NO: 10 (30 mg/ml de disolucién madre o disolucion diluida) con los cuatro componentes del kit Tisseel® (sellador de
fibrina):

° Trombina liofilizada;

° 1 ml de CaCly/solucién de reconstitucion amortiguadora para reconstituir la trombina;
e  Fibrindgeno liofilizado; y

° 1 ml de solucion amortiguadora para reconstituir el fibrinogeno.

El sellador de fibrina tiene tres componentes basicos: concentrado de fibrindgeno, cloruro de calcio y trombina. Se
pueden afadir otros componentes para influir en las propiedades de la formacion de gel. Los componentes afiadidos
se pueden usar para modular el tiempo que tarda el gel de fibrina en formar, a partir de los componentes solubles, el
tamafio de la red de proteinas que se forma y la resistencia del gel, y los inhibidores de proteasas ralentizan la
eliminacion del gel después de haber sido colocado en el cuerpo. Existen varias preparaciones comerciales
diferentes en forma de kits. Los ejemplos no limitantes de estas incluyen Tissucol/Tisseel (Immuno AG, Viena, en la
actualidad comercializado por Baxter), Beriplast P (Hoechst, Alemania Occidental) y Hemaseel (Haemacure Inc.,
Kirkland, Quebec).

Para hacer un gel de fibrina, la trombina soluble y el fibrindgeno se mezclan en presencia de cloruro de calcio.
Cuando los componentes se mezclan, se forma un gel adhesivo de fibrina debido a que la trombina degrada la
molécula de fibrinégeno para formar monémeros de fibrina. Los monémeros de fibrina polimerizan de forma
espontanea para formar una red tridimensional de fibrina, una reaccién que imita la via comun final de la cascada de
coagulacion, es decir, la conversion de fibrinégeno en sellador de fibrina. La clave para preparar las preparaciones
comerciales consiste en mantener separados los componentes de fibrinbgeno y trombina hasta su uso, de manera
que se pueda controlar la polimerizacién con el ritmo adecuado antes o después de colocarlo en el cuerpo.

Hoy en dia, este uso de la fibrina como adhesivo biolégico ha sido aceptado ampliamente y aplicado en muchos
campos de la cirugia. El Hemaseel o Tisseel VH se usa como ayuda para la hemostasia en cirugias que requieren
un baipas cardiopulmonar y tratamiento de lesiones esplénicas debido a traumatismo cerrado o penetrante en el
abdomen cuando el control de la hemorragia mediante técnicas quirdrgicas convencionales, incluido sutura, ligadura
y cauterizacion, no resulta eficaz ni practico. La accion de estos geles de fibrina también se utiliza para detener la
hemorragia en procedimientos quirdrgicos que requieren un baipas cardiopulmonar o una reparacién esplénica. Se
ha demostrado que Tisseel VH también es un sellador eficaz como ayuda en el cierre de las colostomias.

Tal como se ha mencionado anteriormente y en la patente estadounidense n.° 7.141.428, cuyo contenido total, por la
presente, se incorpora como referencia, el sellador de fibrina tiene tres componentes basicos: concentrado de
fibrindgeno, cloruro de calcio y trombina. Se pueden afiadir otros componentes para influir en el tiempo de formacion
de coagulos y en el tamafo de la red de proteinas que se forma. Por lo general, al mezclar los componentes, se
forma un coagulo de fibrina en el que la molécula de fibrindgeno es degradada por la acciéon de la trombina para
formar monémeros de fibrina, que polimerizan de forma espontanea para formar una red tridimensional de fibrina,
que principalmente se mantiene unida mediante enlaces de hidrégeno. Esto corresponde a la ultima fase de la
cascada de coagulacion sanguinea natural, siendo la velocidad de coagulacion dependiente de la concentracion de
trombina usada. A fin de mejorar la resistencia a la fractura, se ha proporcionado una reticulacion covalente entre las
cadenas de fibrina mediante la introduccion del factor XlIl en la composicion selladora. En presencia de iones de
calcio, la trombina activa el factor XllI a factor Xllla. El factor Xllla activado, junto con la trombina, cataliza el enlace
cruzado de la fibrina y aumenta la resistencia del coagulo. La resistencia del coagulo de fibrina se mejora aun mas
mediante la adicion de fibronectina a la composicion, donde la fibronectina mantiene una reticulacion y esta unida a
la red de fibrina formada. Durante la cicatrizacion, el material del coagulo sufre una lisis gradual y se absorbe por
completo. Para prevenir una degradacion demasiado temprana del coagulo de fibrina mediante fibrindlisis, la
composicion selladora de fibrina puede comprender un inhibidor activador del plasmindgeno o un inhibidor
plasmatico, como la aprotinina. Un inhibidor de este tipo también reducira la actividad fibrinolitica derivada de
cualquier plasminégeno residual en la composicion de fibrindgeno. De forma similar, las composiciones pueden
incluir acido hialurénico (u otros polisacaridos), y estas también pueden comprender un inhibidor de hialuronidasa,
como uno o mas flavonoides (o los inhibidores correspondientes para otros polisacaridos), a fin de prevenir la
degradacion (es decir, prolongar la duracion) del componente de acido hialurénico mediante la hialuronidasa que
siempre esta presente en los tejidos contiguos. El acido hialurénico puede, tal como se ha mencionado
anteriormente, tener un enlace cruzado, siendo el Hylan® (disponible en Biomatrix, Ritchfield, N.Y., EE. UU.) un
ejemplo disponible comercialmente. Las composiciones de acido hialurénico pueden, por ejemplo, tener la forma de
geles, soluciones, etc.

Los coagulos de fibrina se pueden usar para aplicar una sustancia farmacéuticamente activa. Al afiadir un farmaco,
como un antibiético, un factor de crecimiento, etc., al adhesivo tisular quedara contenido en la red de fibrina formada
al aplicar el adhesivo tisular. Por tanto, se garantizara que el farmaco se encuentre en el lugar de aplicacién mientras
se libera de forma controlada desde la composicion.
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Los productos selladores de fibrina preparados a partir del factor Xlll/fibrinégeno plasmatico humano estan
disponibles comercialmente. Un producto es un adhesivo tisular denominado Tisseel Fibrin Sealant (Baxter Hyland
Immuno Corporation; Tissucol/Tisseel, Immuno AG, Viena). Otro producto es el Beriplast P (Hoechst, Alemania
Occidental). Un e&emplo de una formulacion congelada de un adhesivo de fibrina acompafiado de un sistema de 2
jeringas es Evicel™; fabricado por Omrix (Nueva York, EE. UU.).

En una realizacion, el sellador de fibrina que se usa para formular/administrar la composiciéon farmacéutica de la
presente invencion es TISSEEL VH, sellador de fibrina de dos componentes, calentado a vapor, kit (TISSEEL VH
Fibrin Sealant), fabricado por Baxter Healthcare Corporation. El kit TISSEEL VH Fibrin Sealant contiene fibrindbgeno
(concentrado de proteina selladora) y trombina como ingredientes activos principales. También contiene solucion de
cloruro de calcio y solucion inhibidora de la fibrindlisis (aprotinina, bovina). Los dos componentes de dilucion, la
solucion de proteina selladora y la soluciéon de trombina, se mezclan y aplican por via topica. Mezclar la solucion de
proteina selladora y la solucidon de trombina produce una solucién viscosa que forma rapidamente un coagulo
elastico. La trombina es una proteasa muy especifica que transforma en fibrina el fibrinégeno contenido en el
concentrado de proteina selladora. La mayor parte de la trombina es absorbida por la fibrina asi formada. El exceso
de trombina, si lo hubiera, queda inactivado por los inhibidores de la proteasa presentes en la sangre. La solucion
inhibidora de la fibrindlisis (aprotinina) es un inhibidor de proteasas polivalente que previene la degradacion
prematura de la fibrina.

Otros selladores de flbrlna que pueden usarse para formular/admlnlstrar la composicién farmaceutlca de la presente
|nvenC|on son Cebus®, Ateles® oY Proleus® (PlasmaSeal); Vlvostat (Vivolution); CryosSeaI FS® (Thermogenesis);
CoSeaI (Angiotech); Duraseal (Confluent Surgical); Poliphase® (Avalon Medical); Bioglue® (Cryolife Inc.); Avitene
Flour® (Davol) Dermabond® (Johnson & Johnson); Hemaseel Hemaseel HMN y Hemaseel-Thrombin (Haemacure);
Beriplast-P® (Aventis); Fibrocaps® (Profibrix), y Crosseal®, Evicel® y Thrombin (Omrix Pharmaceuticals).

De forma alternativa, otros selladores de fibrina que también se pueden usar en los métodos y composiciones de la
invencion han quedado descritos en las patentes estadounidenses n.° RE39.298; RE39.321; 4.427.650; 4.427.651;
4.414.976; 4.640.834; 5.290.552; 5.607.694; 5.714.370; 5.750.657; 5.773.418; 5.962.405; 5.962.420; 6.117.425;
6.162.241; 6.262.236; 6.780.411; en la publicacion de la solicitud de patente estadounidense n.° 2005/0271646, y en
la patente europea n.° 0 804 257, todas las cuales, por la presente, se incorporan por referencia en su totalidad. Las
formulaciones de adhesivos tisulares también estan descritas en la patente estadounidense n.° 7.141.428, que, por
la presente, se incorpora como referencia en su totalidad.

Se debe entender que estos adhesivos tisulares se mencionan a modo de ejemplo y no son limitantes. Se debe
entender que cualquier adhesivo tisular farmacéuticamente aceptable, como una fibrina o gel de colageno, puede
usarse en los métodos y composiciones de la invencion.

Componentes de Tisseel VH

Tisseel VH contiene las siguientes sustancias en cuatro viales separados:

1. Concentrado de proteina selladora (humana), calentado a vapor, liofilizado;
2. Solucién inhibidora de fibrindlisis (bovina);

3. Trombina (humana), calentada a vapor, liofilizada, y

4.  Solucién de cloruro de calcio.

El concentrado de proteina selladora (humana), calentado a vapor, esta formulado como una preparacion en polvo,
calentada a vapor, liofilizada, no pirogénica y estéril, hecha de mezcla de plasma humano. La solucién inhibidora de
fibrindlisis (bovina) esta formulada como una solucién no pirogénica y estéril, que contiene 3.000 unidades de
inhibidor de calicreina (KIU)/ml de aprotinina, un inhibidor de proteasas que incluye plasmina. Tras preparar el
concentrado de proteina selladora liofilizado en la solucién inhibidora de fibrindlisis, la solucién resultante de
proteinas selladoras contiene:

Proteinas totales: 100 — 0130 mg/ml;
Fibrinégeno: 75 — 0115 mg/ml;

Inhibidor de fibrindlisis: 2250 — 3750 KIU/ml, y
Excipientes.

La trombina (humana), calentada a vapor, esta formulada como una preparacidon en polvo, calentada a vapor,
liofilizada, no pirogénica y estéril, hecha de mezcla de plasma humano. La solucion de cloruro de calcio esta
formulada como una solucion no pirogénica y estéril que contiene 40 pmol/ml de CaCl2. Tras preparar la trombina
liofilizada en la solucién de cloruro de calcio, la solucién de trombina resultante contiene:

32



10

15

20

25

30

35

40

ES 2439772 T3

Trombina (humana): 400 — 600 Ul/ml;
Cloruro de calcio: 36 — 044 ymol/ml, y
Excipientes: véase la Tabla 4.

La solucién de proteina selladora y la solucién de trombina se combinan entonces usando el sistema de preparacion
y aplicaciéon DUPLOJECT o un dispositivo de administracion equivalente autorizado por la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) para su uso con TISSEEL VH Fibrin Sealant, para formar el
sellador de fibrina. TISSEEL VH Fibrin Sealant se suministra en cuatro tamanos diferentes de kit de 0,5 ml; 1,0 ml;
2,0 mly 5,0 ml, que contienen los siguientes componentes que se presentan a continuacion.

El plasma original obtenido en centros estadounidenses de recoleccion de plasma autorizados se usa para producir
el concentrado de proteina selladora y el polvo FEIBA®, el material inicial de la trombina. Para obtener el
concentrado de proteina selladora, se lava el crioprecipitado derivado del plasma humano, se disuelve en solucién
amortiguadora, se filtra y se liofiliza. La solucion inhibidora de la fibrindlisis se produce a partir de una solucion de
aprotinina, no pirogénica y estéril, obtenida en Bayer. La trombina se prepara disolviendo el polvo FEIBA® e
incubando la solucién con cloruro de calcio a fin de activar la protrombina a trombina, seguido por ultra/diafiltracion,
filtracion estéril y liofilizacion. La solucion de cloruro de calcio se prepara a partir de cloruro de calcio de conformidad
con las especificaciones que figuran en la farmacopea estadounidense (USP).

El concentrado de proteina selladora y la trombina estan hechos a partir de mezcla de plasma humano. Se ha
observado que el tratamiento de calentamiento a vapor en dos pasos que se usa para su fabricacion permite lograr
una reduccion virica significativa. En la técnica se conocen otros selladores de fibrina que pueden usarse en la
presente invencion. Por ejemplo, los selladores de fibrina que se describen en la solicitud estadounidense n.° RE
39.299 y en las patentes estadounidenses n.° 6.162.241; 6.780.411; 5.773.418; 5.290.552; 5.607.694; 4.414.976;
4.427.650 y 4.427.651, documentos que, por la presente, se incorporan por referencia.

La invencion se ilustra aun mas en varias realizaciones y aspectos mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

Experimento analitico con Matrigel

Los datos de un experimento analitico tipico con Matrigel, por ejemplo, relacionado con el efecto de una composicion
farmacéutica que comprende una proteina de fusion designada SEQ ID NO: 8 sobre la longitud de los tubulos
capilares derivados de la angiogénesis se resumen en la Tabla 7. En estos datos se observa que la formacion de la
red fue inhibida en aproximadamente del 13% a alrededor del 20% en las condiciones de formulacién y dosis usadas
frente a la inhibiciéon producida por un vehiculo de control en que la inhibicién cero proporciona un crecimiento del
100%. Este efecto sobre la angiogénesis puede potenciarse usando dosis mayores de proteina de fusién y por
incubacion previa de las células HUVEC con SEQ ID NO: 8 antes de afiadir las células a Matrigel. El efecto de
antiangiogénesis de una composicion que comprende un polipéptido de esta invencidon que comprende una
secuencia de aminoacidos de un agente transportador enlazado de forma covalente a una secuencia de
aminoacidos de un agente activo, donde la secuencia de aminoacidos del agente activo retiene una actividad de
ADP-ribosilo transferasa, puede ser util para inhibir o reducir sustancialmente la velocidad de neovascularizacion
subretiniana y la proliferacion de tejido neovascular en los ojos de un receptor mamifero cuando la composicion se
administra al mamifero conforme a los métodos de esta invencion.

Tabla 7

Efecto de antiangiogénesis de una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion, la SEQ ID NO:
8, sobre la longitud media de una red capilar en un ensayo de matriz Matrigel.

Longitud media de una red capilar
asociada a angiogénesis

Longitud media relativa de una red
capilar producida en presencia de un
vehiculo control

Longitud media relativa de una red
capilar producida en presencia de
una composicion farmacéutica que
comprende SEQ ID NO: 8, con una
concentracion de 10 microgramos
por mililitro

Y1 100 86,4
Y2 100 78,2
Y3 100 86,7
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Ejemplo 2
Preparaciéon de SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 10

La SEQ ID NO: 43 se prepara mediante una reacciéon en cadena de la polimerasa y se subclona al vector pET9a
para crear la SEQ ID NO: 10. Los dos oligonucleétidos estan disefiados para eliminar los aminoacidos 3-17
mediante mutagénesis dirigida al emplazamiento usando el kit QuikChange (Stratagene). La reaccion en cadena de
la polimerasa se lleva a cabo en un reciclador térmico con 50 ng de la variante pET9a-C3, usando cebadores
mutantes de 42 meros: cebador 2029F 5-GGA GAT ATA CAT ATG TC*G GCT TAT TCA AAT ACT TAC CAG GAG-
3’ (SEQ ID NO: 11); y cebador 2029R 5°-CTC CTG GTA AGT ATT TGA ATA AGC C*GA CAT ATG TAT ATC TCC-
3’(SEQ ID NO: La SEQ ID NO: 12). El simbolo (*) indica la interseccién en que se produce la delecién del nucledtido
45,

La digestion de Dpnl se lleva a cabo conforme a las instrucciones del fabricante; se usé 1 pL de este producto para
transformar XL1-Blue Supercompetent Cells (InVitrogen). A continuacion, estas placas se incuban durante la noche
a 37 °C. Se seleccionan los clones de la supuesta SEQ ID NO: 10 y se amplifica y purifica su ADN plasmidico
usando el kit Qiagen Midi-Prep. Los plasmidos purificados se someten a analisis de digestion con restriccion. EI ADN
de los tres clones candidatos se secuencia en BioS&T (Lachine, Quebec) usando los cebadores T7 y T7T. Se
confirma el mutante AJC311-2 para contener la mutacion y el ADN se usa para transformar las células BL21 (DE3)
(Invitrogen) y preparar un banco de células de investigacion (RCB, research cell bank).

La SEQ ID NO: 10 purificada se prepara a partir de E. coli. En primer lugar, un matraz de 0,5 | de caldo Luria con
glucosa se incuba con 2 viales del banco de células de investigacion (RCB) y se cultiva durante la noche. El cultivo
de partida se diluye 10 veces en 8 matraces, cada uno de los cuales contiene 500 ml del medio de cultivo. Los
matraces se incuban a 37 °C y, después de 1 hora y 20 minutos, se afiade isopropiltio-B-D-galactésido (IPTG) para
aumentar la expresion de la SEQ ID NO: 10. Tras otras 4 horas, las células se recolectan por centrifugacion y se
almacenan a -80 °C hasta su uso. Se analiza una muestra del cultivo recolectado para determinar el contenido de
SEQ ID NO: 10. A continuacion, las células se descongelan y se someten a una recuperacion primaria, que en el
proceso a escala de investigacion para la produccién de SEQ ID NO: 10 consiste en la homogeneizacion con
ultrasonidos en el tampdn de extraccion. El extracto sin elaborar se trata con polimeros cargados positivamente para
eliminar los acidos nucleicos y con sulfato de amonio para eliminar algunas proteinas y reducir el volumen. Se
elimina el exceso de sal; y la proteina se sigue purificando haciéndola atravesar cuatro columnas de cromatografia.
La purificacion final y los pasos de aislamiento consisten en la concentracion de la solucion de proteinas purificada
resultante (se puede usar ultrafiltracion), la filtracion de la solucion de proteinas (por ejemplo, a través de una
membrana de filtracion de 0,2 micrometros que puede ser util para esterilizar la solucion de proteinas), la
dispensacion de la solucion en tubos estériles, la congelacion de la solucion de proteinas y la liofilizacion de la
solucién congelada para dejar la proteina formulada en forma de polvo. Cuando la SEQ ID NO: 10 ya esta
purificada, se analiza la proteina de fusién para determinar la cantidad de proteina que se ha producido, su pureza,
su potencia y su actividad bioldgica (por ejemplo, la actividad relacionada con la ADP-ribosil transferasa para
detectar excrecencias de neuritas). La pureza se mide mediante densitometria de los geles de poliacrilamida con
SDS, tefiidos con azul de Coomassie. La actividad de la SEQ ID NO: 10 se determina mediante un ensayo de
excrecencia de neuritas a las 4 horas con la célula NG108. El procedimiento del bioensayo comprende la incubacion
de células NG-108 durante 4 horas con una alicuota de una solucién amortiguadora que contiene SEQ ID NO: 10.
Se realiza simultdaneamente un ensayo idéntico como control positivo, en el que se usa SEQ ID NO: 8 en vez de
SEQ ID NO: 10. A continuacion, las células se fijan con paraformaldehido, se tifien con violeta de cresilo y se
determina el porcentaje de células en cada pocillo que presentan neuritas de longitud superior a la de un soma
mediante recuento con microscopio. Cada uno de los datos puntuales se determina por triplicado.

Ejemplo 3

Preparacion de la proteina de fusion SEQ ID NO: 10

La SEQ ID NO: 10 deriva de la variante exoenzimatica C3 que penetra en las células, la SEQ ID NO: 44. La SEQ ID
NO: 44 se transfiere del vector pGEX-4T al vector pET9a para mejorar la expresion y eliminar el marcador de fusion
GST. La variante resultante, la SEQ ID NO: 43, se purifica mediante FPLC con un Akta Explorer® (Amersham
Biosciences, Montreal, QC). Para lograr un proceso fiable de fabricacion de cGMP, se utiliza mutagénesis dirigida al
emplazamiento para retirar los residuos en el extremo N y eliminar los residuos sensibles a las proteasas a fin de
obtener la SEQ ID NO: 10.

Las SEQ ID NO: 44 o 10 se purifican mediante técnicas estandar conocidas en la técnica. Por ejemplo, las SEQ ID
NO: 44 o0 10 se expresan en células BL21 (DE3) de E. coli cultivadas en 4 matraces. Tras la induccién con IPTG, las
células se extraen mediante homogeneizacion con ultrasonidos y se precipitan con polietilenimina y sulfato de
amonio o se filtran para eliminar los acidos nucleicos. Los lisados atraviesan una columna SPXL a un pH neutro.
Tras este paso, la variante eluida tiene una pureza >85%. Se siguen eliminando contaminantes mediante filtracion
de gel (Superdex® 75, Amersham Biosciences, Montreal, QC) y un paso de intercambio de aniones (Q Sepharose®,
Amersham Biosciences, Montreal, QC). El paso de purificacion final consiste en una ultrafiltracion por membrana
seguida de una filtracion estéril. Las alicuotas purificadas se almacenan a -70 °C. La endotoxina residual, evaluada
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con la prueba de lisado de amebocitos de Limulus; kit BioWhittaker QCL-1000, es inferior a 2 UE/mg. La
concentracion de proteina se evalua o bien mediante espectroscopia ultravioleta (A280), o bien mediante la reaccion
de Bradford (reactivo Coomassie® Plus, Pierce), mientras que la identidad e integridad de la proteina se establecen
mediante una tincién con Coomassie de los geles en gradiente de acrilamida al 4-12% (NuPAGE Bis-Tris; Invitrogen,
Burlington, ON) con o sin la adicion del agente reductor. La actividad de glucohidrolasa de las variantes se determina
mediante un ensayo de fluorescencia que cuantifica la descomposicién de NAD a ADP-ribosa y nicotinamida (Lasko
y McKerracher, 2006, Methods Enzymol., 406: 512-520). La actividad neuritogénica se evalia mediante un ensayo
de excrecencias de neuritas con células NG-108.

Ejemplo 4

Método general para determinar la inhibicidon de la angiogénesis

Con referencia a la Figura 33, la formacion de nuevos vasos sanguineos se puede estudiar en un modelo de cultivo
celular cultivando células endoteliales en presencia de una matriz de membrana basal (Matigel). Las células
endoteliales de venas umbilicales humanas (HUVEC) se recogen de los cultivos madre por tripinizacién, y se
vuelven a suspender en un medio de cultivo compuesto por EBM-2 (Clonetlcs) FBS, hidrocortisona, hFGF, VEGF,
R3-IGF-1, aC|do ascorbico, hEGF, GA-1000 y heparina. MATRIGEL® (12,5 mg/ml) se descongela a 4 °C, y 50 ml de
MATRIGEL® se afiaden a cada pocillo de una placa de 96 pocillos; se dejan solidificar durante 10 minutos a 37 °C.
Se afiaden a cada pocillo las células del medio de cultivo a una concentracion de 15.000 células por pocillo, y se
deja que se adhieran durante 6 horas. Una proteina de fusion de esta invencion, por ejemplo, la SEQ ID NO: 8, en
una solucion salina tamponada con fosfato (PBS) se afiade al pocillo a unos 10 mg/ml; en otros pocillos, la PBS se
afiade como control. Los cultivos se dejan reposar durante otras 6 a 8 horas. El crecimiento de los tubos se puede
observar mediante microscopia con un aumento de 50X, y la longitud media de la red capilar se cuantifica con el
software Northern Eclipse. El tratamiento de las células en el ensayo de Matrigel con una proteina de fusion de esta
invencion (por ejemplo, la SEQ ID NO: 8) reduce la formacion de tubos (véase la Figura 33).

Ejemplo 5

Una formulacion liofilizada

Una solucidon que comprende una cantidad de dosificacién unitaria de una composicion de esta invencién que
comprende una proteina de fusion como la SEQ ID NO: 8 disuelta en un medio acuoso isotonico farmacéuticamente
aceptable que comprende una sal amortiguadora farmacéuticamente aceptable y/o un carbohidrato
farmacéuticamente aceptable facilmente hidrosoluble (preferentemente un azucar no reductor farmacéuticamente
aceptable o una ciclodextrina) se filtra de forma estéril (por ejemplo, con un filtro de 0,2 micras) en condiciones
asépticas; el filtrado se coloca en un vial esterilizado; el filirado se congela; la solucion acuosa congelada se liofiliza
de forma aséptica a presion reducida en una liofilizador farmacéuticamente aceptable para dejar una matriz seca
que comprende la proteina de fusion en el vial; el vial se devuelve a la presion atmosférica en una atmosfera inerte y
estéril, y el vial se sella con un tapén estéril (por ejemplo, junto con una tapa de rosca). El vial sellado se etiqueta
con el contenido y la cantidad de dosificacion, y se coloca en un kit junto con un segundo vial, estéril y sellado, que
contiene agua esterilizada para inyectar en una cantidad que permita transferirla al primer vial, que contiene la
proteina de fusion liofilizada, para reconstituir la matriz de la proteina de fusién hasta obtener una solucién en forma
de dosificacion unitaria. En otra realizacion, la proteina de fusiéon se puede disolver en un volumen inicial de un
medio acuoso que comprende un medio acuoso hipertdnico, la solucion estéril filtrada, y el filtrado traspasado a un
vial y liofilizado para formar una matriz seca. La matriz seca se puede disolver o reconstituir en un volumen de agua
estéril mayor que el original, siendo el volumen mayor suficiente para formar una solucion isotdnica para inyeccion,
como una inyeccion y/o infusién intravenosa. De forma alternativa, se puede usar una solucidon hiperténica para
administrar mediante infusidon a una bolsa de goteo que contiene un volumen mayor de medio acuoso isotonico de
forma que la solucién hipertonica se diluya sustancialmente. De forma opcional, un vial que contiene un volumen de
agua estéril en una cantidad adecuada para reconstituir la matriz hasta una forma de dosificacion unitaria se
distribuye como kit con la proteina liofilizada. Preferentemente, la composicion reconstituida comprende una solucion
isotonica. La proteina de fusion se puede usar para la administracion y/o la infusion intravenosa y/o la inyeccion
directa en el tejido del ojo o del tejido proximal al ojo con esta formulacion.

Ejemplo 6

Procedimiento general para determinar la capacidad de neuroproteccion relativa en la retina de una proteina de
fusién de esta invencion

En el aparato visual, las células ganglionares retinianas mueren tras una lesion del nervio 6ptico. La gravedad (es
decir, el numero de células que mueren) y la velocidad de muerte celular dependen de la proximidad de la lesion
axonal al ojo. Para estudiar los efectos de la inactivacion de Rho sobre la supervivencia de las células ganglionares
retinianas, se usan dos derivados que penetran la membrana celular (es decir, son permeables a las membranas
celulares) de la transferasa C3 (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 43). De forma similar, se pueden usar las versiones
truncadas de la SEQ ID NO: 10 (Figura 3) o las variantes BA pegiladas (Figuras 4A y 4B).
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Se anestesia a las ratas con isoflurano al 2-3%. Las células ganglionares retinianas se marcan de forma retrégada
desde el tubérculo cuadrigémino superior con Fluorogold (Fluorchrome Inc, Denver, CO). Se expone el mesencéfalo
derecho de una rata haciendo una pequefia abertura circular en el hueso, seguido de aspiracion del cortex y
eliminacién de la piamadre superpuesta a los tubérculos superiores. Un trozo pequefio de Gelfoam empapado en un
medio acuoso que comprende fluorgold al 2% y DMSO al 10% se coloca en la superficie del tubérculo cuadrigémino
superior derecho. Siete dias después de aplicar el Fluorogold, el nervio éptico izquierdo se corta transversalmente a
una distancia de 1 mm a partir del ojo. Se accede al nervio 6ptico dentro de la érbita haciendo una incision
parasagital en la piel que cubre el borde superior del hueso de la orbita, teniendo cuidado de dejar la vena
supraorbitaria intacta. Después de la reseccion parcial o reflexion de la glandula lagrimal, los musculos extraoculares
superiores se extienden con un pequefio separador o una sutura de seda 6-0. El nervio 6ptico queda expuesto y la
vaina circundante se corta longitudinalmente para evitar cortar vasos sanguineos al exponer el nervio optico. Se
corta la piamadre del nervio 6ptico, se mueve el nervio éptico con suavidad para desplazarlo y, después, se deslizan
las tijeras de forma tangencial bajo el nervio éptico para hacer un corte limpio a una distancia de 1 mm desde el ojo.
En los animales utilizados para estudios sobre niveles de citocinas, se efectia una lesién por microaplastamiento.
En estos estudios la pia se deja intacta; el nervio dptico se levanta de la vaina y se aplasta a 1 mm de distancia del
globo por constriccién con una sutura 10,0 mantenida durante 60 segundos.

Los animales anestesiados reciben inyecciones unicas de SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 43 en un tampo6n acuoso
después de cortar el nervio 6ptico, o 4 dias después. Las inyecciones intraoculares se realizan con una jeringa de
10 I unida a una micropipeta de vidrio. Se hace un agujero en la retina nasal superior aproximadamente a una
distancia de 4 mm del disco éptico con una aguja de 30 g antes de introducir la pipeta de vidrio para inyectar 5 ul de
proteina de fusion (por ejemplo, SEQ ID NO: 43) o un tampdn de control. La aguja se retira lentamente para permitir
que la solucién se difunda en los espacios vitreos. A continuacioén, la esclerética se sella con adhesivo tisular
(Indermil, Tyco Heathcare, Mansfield, EE. UU.). Se tiene cuidado para no dafar el cristalino durante la inyeccion a fin
de evitar la formacion de cataratas y el consiguiente aumento de la supervivencia de las células ganglionares
retinianas. Se cierra la piel y se evalla la integridad de la vasculatura retiniana mediante un examen oftalmoscopico
postoperatorio. Las ratas con vasculatura afectada o las ratas que desarrollen cataratas no se incluyen en los
resultados experimentales.

Las retinas marcadas con Fluorogold se preparan para el recuento 7 o 14 dias después de la axotomia. Se perfunde
a los animales con paraformaldehido (PFA) al 4%, y los ojos se extraen y se fijan posteriormente en PFA al 4% tras
puncionar la cérnea. A continuacion, los ojos se aclaran con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante 1
hora. Se realizan incisiones en cada ojo, en los cuatro cuadrantes retinianos, y las retinas se extraen y se montan
planas en portas de vidrio. El exceso de vitreo se elimina con bastoncillos de papel. Se colocan cubres en los portas,
sobre las retinas preparadas, y las células ganglionares retinianas se examinan con un filtro ultravioleta (365/420).
Las células ganglionares retinianas marcadas se cuentan en el microscopio con un aumento de 20X y la ayuda de
una insercion rectangular en un campo ocular de vision del microscopio para ofrecer una superficie de campo
rectangular de 0,375 mm x 0,1125 mm. Cuatro areas rectangulares estandar de retina se cuentan a una distancia de
1mm y 2mm del disco. El ndmero de células marcadas en cada area se divide por 0,04125 (area rectangular
contada en mmz), y la densidad promedio de cada retina se calcula como células ganglionares retinianas por mm-.
Los recuentos de células los efectiia el mismo investigador, que no debe conocer el tratamiento. Tras la axotomia,
Fluorogold también esta presente en las células endoteliales y en los microgliocitos. Estas células, que se identifican
por la morfologia, quedan excluidas de los recuentos de células ganglionares retinianas. Se efectian estadisticas
con Excel y los resultados de los animales tratados se comparan con los resultados de los controles mediante la
prueba de la t.

Una unica inyeccion de SEQ ID NO: 8 purificada mediante FPLC tiene un efecto neuroprotector y salva todas las
células ganglionares retinianas a los 7 dias de la axotomia; una Unica inyeccién de SEQ ID NO: 43 purificada
mediante FPLC tiene un efecto neuroprotector y salva todas las células ganglionares retinianas a los 7 dias de la
axotomia. Para determinar si la supervivencia de las células ganglionares retinianas tras la inyeccion de SEQ ID NO:
43 aumenta debido a otras propiedades de SEQ ID NO: 43 distintas de su actividad de ribosilacién de Rho, se
analiza el efecto de la SEQ ID NO: 6 sobre la supervivencia de las células ganglionares retinianas. La proteina
mutante, SEQ ID NO: 6, se purifica mediante FPLC, y se inyecta 1 ug inmediatamente después de la axotomia de la
forma utilizada para la SEQ ID NO: 43. La supervivencia celular tras administrar SEQ ID NO: 6 no es
significativamente diferente de la supervivencia celular tras la axotomia solamente, y si es significativamente
diferente del efecto de SEQ ID NO: 43. Por lo tanto, la actividad neuroprotectora de SEQ ID NO: 43 se debe a la
presencia de ADP-ribosil transferasa en la proteina de fusion y, en consecuencia, a la inactivacién de Rho, y no por
otros efectos (no se muestran los datos).

Se puede producir isquemia en la retina de la rata Lewis albina aumentando la presion intraocular mediante
inyeccion intraocular de solucion salina (Unoki y LaVail, Invest Opthalmol Vis. Sci. 35:907, 1994). La supervivencia
de las células ganglionares retinianas se puede evaluar contando las células ganglionares retinianas marcadas de
forma retrograda con Florogold en piezas retinianas completas, tal como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 7

Neuroproteccién de células ganglionares retinianas en un modelo de glaucoma

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2439772 T3

La eficacia de la inactivacion de Rho como tratamiento neuroprotector se puede probar en un modelo preclinico de
glaucoma. Por ejemplo, se puede usar un modelo animal de hipertension ocular, que comparte muchas similitudes
con el glaucoma humano, como el modelo de hipertensién ocular en ratas Norway Brown desarrolladas por el Dr. J.
Morrison y colaboradores en el Casey Eye Institute (Portland, Oregén) (Morrison et al., 1997, Exp. Eye Res., 64: 85-
96). La presion intraocular es una medida de la presion del liquido que se encuentra dentro del ojo. Este liquido,
denominado humor acuoso, circula y se drena por vias de drenaje especializadas. Si el sistema de drenaje no
funciona adecuadamente, como en las formas prevalentes de glaucoma, aumenta la presion dentro del ojo. El
modelo de Morrison requiere la inyeccion de solucion salina hipertonica en una vena epiescleral, lo que provoca el
bloqueo de las vias de drenaje del humor acuoso. Este procedimiento da lugar a un aumento gradual de la presién
en el ojo y la muerte progresiva de las células ganglionares retinianas. Es de importancia que la atrofia retiniana
interior, la degeneracion del nervio 6ptico y la remodelacion de la cabeza del nervio 6ptico que se observan en este
modelo sean similares a las observadas en el glaucoma humano. Por este motivo, el modelo de Morrison se
considera el mejor modelo preclinico de glaucoma con roedores (Morrison et al., 2005, Progress in Retinal and Eye
Research, 217-240).

El modelo de Morrison se puede usar para determinar si las variantes C3 de la invencién ofrecen proteccion a las
células ganglionares retinianas en el glaucoma. Por ejemplo, los polipéptidos de la invencion o la solucion salina
(control) se pueden inyectar en la camara vitrea del ojo sometido a cirugia de hipertension ocular. Se puede contar
el nimero de células ganglionares retinianas que han sobrevivido tras la inyeccion a fin de determinar si el
polipéptido ofrece una neuroproteccion significativa a las células ganglionares retinianas en el modelo de glaucoma
en ratas con hipertensién ocular.

Ejemplo 8

Procedimiento para medir |la eficacia a la hora de prevenir la muerte de células fotorreceptoras en los modelos de
ratas de degeneracion fotorreceptora

Los animales se manipularon de conformidad con las directrices del Consejo Canadiense de Proteccion de los
Animales. Los animales fueron alojados con un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad y acceso libre a agua y comida.
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho y hembra exentas de patégenos (8 semanas). El dia de la cirugia, los
animales fueron asignados al azar a sus grupos respectivos mientras se enmascaraban los grupos de tratamiento
para el equipo quirtrgico. Los tratamientos postoperatorios incluyeron solucién salina al 0,9% por via subcutanea
para rehidratacion, Buprenex para aliviar el dolor y Baytril para prevenir las infecciones. Las inspecciones diarias
consistieron en evaluar el funcionamiento de la vejiga y la miccién, el examen del lugar en que se realizo la
laminectomia para detectar signos de infeccion y la presencia de autofagia. Ninguno de los animales asignados
inicialmente a los estudios quedd excluido de los analisis.

Se inyecto a las ratas (Sprague-Dawley) en la camara posterior del ojo derecho 5 pl de solucién salina o el ojo
izquierdo con 5 pl (1 ug) de SEQ ID NO: 10 utilizando una jeringa Hamilton/capilar. Tras las inyecciones, se coloco a
la ratas en jaulas y fueron expuestas a luz constante (~ 2000 lux) durante 1 o 2 dias. Se aplicé atropina una vez al
dia o segun fuera necesario durante la exposicion a la luz. A continuacion, las ratas fueron devueltas a las
instalaciones habituales y mantenidas durante otros 5 o 7 dias. Se extrajeron los ojos y se diseccionaron del tejido
conjuntivo, se fijaron en Bouin durante 24 horas y se incluyeron en parafina para seccionar. Los fotorreceptores se
visualizaron mediante tincion H&E (Figura 6). El efector destructor de los fotorreceptores de los tratamientos
luminicos es evidente en el panel medio como un adelgazamiento sustancial de la capa receptora(*). El
correspondiente efecto de rescate de la SEQ ID NO: 10 es evidente debido al mayor nimero de células
fotorreceptoras, con la consiguiente capa mas gruesa, en animales tratados con 1 uyg de SEQ ID NO: 10 (panel
derecho).

El rescate de las células fotorreceptoras se puede demostrar en ratas del Real Colegio de Cirujanos (RCS, por sus
siglas en inglés), que han heredado degeneracion retiniana (Faktorovich et al, Nature 347:83, 1990). Las
inyecciones intraoculares de SEQ ID NO: 8 en tampodn acuoso se realizan con una jeringa de 10 pl unida a una
micropipeta de vidrio. Se hace un agujero en la retina nasal superior aproximadamente a una distancia de 4 mm del
disco 6ptico con una aguja de 30 g antes de introducir la pipeta de vidrio para inyectar 5 pl de 1 ug de SEQ ID NO: 8
o un amortiguador de control. La aguja se retira lentamente para permitir que la solucién se difunda en los espacios
vitreos, y la esclerética se sella con adhesivo tisular. Se tiene cuidado para no dafar el cristalino durante la
inyeccion, ya que esto puede dar lugar a la formacion de cataratas y al consiguiente aumento de la supervivencia de
las células ganglionares retinianas. Se cierra la piel y se evalla la integridad de la vasculatura retiniana mediante un
examen oftalmoscopico postoperatorio. Las ratas con vasculatura afectada o las ratas que desarrollen cataratas no
se incluyen en los resultados experimentales.

Un analisis histologico util para evaluar la supervivencia de los fotorreceptores en ratas RCS que han recibido o no
han recibido tratamiento terapéutico comprende las etapas de perfusion vascular de un animal anestesiado, incluir el
ojo del animal en parafina y tefiir secciones con un grosor de 6 micras con hemotoxilina y eosina o azul de toluidina.
En los ojos de ratas RCS que no han recibido tratamiento, a los 53 dias tras el nacimiento (P53), la capa nuclear
externa, que contiene las células fotorreceptoras, disminuye de grosor hasta solo unas pocas filas de células
(aproximadamente el 20% del grosor que se encuentra en ratas normales de la misma edad). Una dosis
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terapéuticamente eficaz de SQ ID NO: 8, administrada mediante administracion intravitrea (por ejemplo, una Unica
inyeccion que comprende un microgramo de proteina) puede recuperar el grosor de la capa nuclear externa y, por
tanto, rescatar las células fotorreceptoras.

De forma alternativa, el rescate de las células fotorreceptoras se puede demostrar con ratas Sprague-Dawley de 2 a
3 meses de edad en un modelo de exposicion a luz constante (115-200 limenes por pie cuadrado) durante 1
semana ftras realizar los procedimientos de LaVail et al. (1992, PNAS USA 89: 11249). Se puede inyectar una
solucion amortiguadora acuosa de SEQ ID NO: 8 (1 ug de proteina) en el espacio subretiniano o en el humor vitreo
48 horas antes de comenzar con la iluminaciéon continua. El examen histolégico y el andlisis de las retinas tras un
periodo fijo de recuperacion (generalmente, 10 dias) permite evaluar la muerte o el dafio, asi como el rescate o la
supervivencia de las células fotorreceptoras.

El desprendimiento de retina también conlleva la muerte de las células fotorreceptoras. EI modelo animal que
describe Erickson et al. (1992, J Struct. Biol., 108: 148) puede demostrar el efecto de la administraciéon de SEQ ID
NO: 8 para potenciar la supervivencia de las células retinianas in vitro en relacién con la administracién del
amortiguador de control, una proteina mutada para eliminar la actividad de ADP-ribosilacién, y de controles sin
tratamiento.

Ejemplo 9

Procedimiento para medir la eficacia de una proteina de fusion de la invencién con el objetivo de prevenir la muerte
de células fotorreceptoras en modelos de ratones transgénicos de degeneracién fotorreceptora

Puesto que se ha demostrado que la SEQ ID NO: 10 tiene un efecto neuroprotector respecto a las células
ganglionares retinianas, sus propiedades neuroprotectoras fueron estudiadas con poblaciones de neuronas
retinianas usando un modelo de degeneracion retiniana genética en raton (rd). Estos modelos, que albergan
mutaciones genéticas similares a las que se pueden encontrar en pacientes con retinitis pigmentaria, muestran una
pérdida progresiva de células fotorreceptoras. Aunque estos modelos rd no representan de forma adecuada la
naturaleza multifactorial de los cambios que se observan en la degeneracién macular humana (por ejemplo, la
acumulacion de drusas), estos modelos animales permiten conocer la supervivencia fotorreceptora tras el
tratamiento. Los ratones homocigoéticos para la mutacion Rd7 presentan una degeneracion retiniana de inicio
temprano debida a una mutacion del gen Pde6b que codifica la subunidad beta de la fosfodiesterasa-cGMP
expresada en fotorreceptores retinianos. Esta mutacion produce la acumulacion del segundo mensajero cGMP en el
cuerpo celular, que desencadena la muerte celular por apoptosis. En ratones Rd1, la degeneracién comienza los
dias (P) 7-9 siguientes al nacimiento, con la desaparicion completa de la capa nuclear externa en menos de 4
semanas (Chang et al., 2002).

A cuatro ratones por grupo se les inyectd dos veces en el ojo derecho dosis diferentes de SEQ ID NO: 10 (de 0,001
a 0,1 ug) (el dia 7 tras el nacimiento y el dia 14 tras el nacimiento), y el dia 21 se extrajeron los tejidos. En todos los
ojos izquierdos se inyectd solucién salina o BA-304 (la secuencia nucleotidica se corresponde con la de SEQ ID NO:
80; la secuencia de aminoacidos se corresponde con la de SEQ ID NO: 81) (mutante enzimaticamente inactivo) y se
utilizaron como controles quirirgicos.

Los resultados de la Figura 7 representan la densidad celular (recuentos medios superiores a una longitud de
100 micras) de tres regiones de las retinas murinas (retinas central, media y periférica) en el grupo que recibid
0,01 ug 21 dias después de nacer. Tal como se esperaba, en los ratones Rd7 sacrificados 3 semanas después del
nacimiento quedaban muy pocos fotorreceptores. La capa nuclear externa (CNE) se redujo a 1 capa, y en la mayoria
de los animales habian desaparecido casi por completo los segmentos exteriores. La degeneracion era muy
uniforme en toda la retina con alrededor de 17 nucleos fotorreceptores por longitud de 100 micras en la CNE en
comparacion con alrededor de 200 en un ratén normal. El tratamiento con 0,01 uyg de SEQ ID NO: 10 antes de que
comenzara la apoptosis en ratones Rd1 permitié salvar los fotorreceptores de todas las regiones de la retina. El
efecto neuroprotector fue mas drastico en la retina periférica, con un aumento de alrededor del 50% en la
supervivencia de los fotorreceptores. No se observé ningun efecto protector para la dosis menor de 0,001 ug y para
el mutante enzimaticamente inactivo BA-304 (SEQ ID NO: 81). No se obtuvo ningun beneficio adicional con las dosis
de 0,1 pg (no se muestran los resultados).

También se estudio el efecto protector a corto plazo de la SEQ ID NO: 10 en el periodo de degeneracion activa
(P13-16). La Figura 8 muestra imagenes representativas de retinas del mismo animal con un grosor mayor de la
capa nuclear externa (CNE) en el ojo que recibio una inyeccion de 0,05 ug de SEQ ID NO: 10.

A fin de correlacionar la supervivencia de los fotorreceptores con el alcance de la apoptosis, también se tifieron
preparaciones de los mismos animales usadas en los recuentos de fotorreceptores (Figura 8) para evaluar el
alcance de la apoptosis en la CNE. Se cont6 el numero total de fotorreceptores marcados con TUNEL en longitudes
de 100 micras y se mostré en la Figura 9A.

Se observé una reduccion significativa del niumero de células apoptéticas en todas las regiones de las retinas
murinas en las que se inyecté SEQ ID NO: 10 (Figura 9B).
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Los resultados de los ratones Rd1 son prometedores y muestran neuroproteccion de los fotorreceptores asociada a
los efectos antiapoptoticos en un modelo animal de degeneracion retiniana rapida y grave. El tiempo de evolucion de
degeneracion de la enfermedad es bien conocido, con un maximo de apoptosis en torno a P14. Cuando la SEQ ID
NO: 10 se inyect6 en este periodo de apoptosis maxima, el nimero de fotorreceptores apoptoticos se redujo en
alrededor del 40% en toda la retina. En todos los ratones examinados 3 dias después de la inyeccion, los ojos
tratados con SEQ ID NO: 10 siempre presentaron CNE mas gruesas, compuestas por mas filas de fotorreceptores,
en comparacion con el ojo de control en el que se inyectd un vehiculo (solucion salina). La inactivacion de Rho en la
fase activa de la degeneracion ralentizé la muerte celular por apoptosis de los fotorreceptores en este modelo de
degeneracion retiniana grave.

Los resultados indicados aqui demuestran que SEQ ID NO: 10 presenta una serie de actividades biologicas
interesantes. Sus potentes efectos antiangiogénicos, combinados con la inhibicion de la apoptosis de
fotorreceptores, podria conllevar una prolongacién de la vision en pacientes humanos con degeneracién macular.

Se pueden usar varios modelos genéticos de ratones con degeneracion fotorreceptora (por ejemplo, el mutante rd
de la subunidad B de fosfodiesterasa cGMP y el mutante rds de la periferina) con los modos de administracion
descritos anteriormente, a fin de demostrar los efectos in vivo de la supervivencia potenciada de las células
fotorreceptoras relacionada con proteinas de fusion (por ejemplo, la SEQ ID NO: 8).

Los ratones con mutacion rd y los ratones con mutacién rds presentan degeneracion retiniana en un plazo de pocas
semanas después de nacer. Tras administrar una inyeccion intravitrea de una proteina de fusion (por ejemplo, la
SEQ ID NO: 8) como se ha descrito anteriormente, los tejidos se analizan con los métodos histolégicos descritos
mas arriba.

En los explantes retinianos procedentes de ratones con mutacion rd, cultivados en un medio que contiene SEQ ID
NO: 8, se puede analizar el grosor de la capa nuclear externa con los métodos que se describen en Caffe et al.
(1993, Curr. Eye Res., 12: 719). Asi pues, se somete a las crias de ratén a enucleacion 48 horas después de nacer,
y se tratan con proteinasa K. Después del tratamiento enzimatico, la retina neural, con el epitelio pigmentario
retiniano (EPR) unido, se aisla, se coloca en una placa de cultivo multipocillos y se incuba en 1,2 ml de medio de
cultivo (por ejemplo, R16) durante un maximo de 4 semanas a 37 °C con CO; al 5%. Se usa tincion
inmunocitoquimica para la opsina de secciones fijas (por ejemplo, paraformaldehido al 4%) a fin de evaluar la
degeneracion y el rescate de las células fotorreceptoras. En los ratones con mutacion rd, la capa nuclear externa
(células fotorreceptoras) degenera después de 2 a 4 semanas en cultivo. Los medios se pueden complementar con
un intervalo de dosis de SEQ ID NO: 8 a fin de provocar un efecto en la funcién celular retiniana, como el rescate de
la capa nuclear externa de la degeneracion. Los efectos de supervivencia también se pueden demostrar usando el
método TUNEL en secciones de la retina analizadas en los modelos que se han descrito anteriormente.

Ejemplo 10

Procedimiento para determinar la eficacia de una proteina de fusién a fin de prevenir la neovascularizacion de la
retina

Para confirmar el efecto angiostatico in vitro que se observé en ensayos de cultivos celulares, se evalué la SEQ ID
NO: 10 en distintos modelos de animales de angiogénesis ocular. El primer modelo que se estudio fue la
angiogénesis fisioldgica retiniana en ratas recién nacidas. La retina de las ratas no presenta vascularidad al nacer, lo
que supone una oportunidad a la hora de evaluar el potencial angiostatico del farmaco.

La SEQ ID NO: 10 se inyectd en un ojo, mientras que en el ojo contralateral de la misma rata se inyect6 BA-304
(SEQ ID NO: 81), una version inactiva de la proteina, en el dia cuatro después del nacimiento. La SEQ ID NO: 10
inhibié de forma significativa la angiogénesis fisioldgica en la retina de las crias de rata después de administrar una
inyeccion intravitrea de 0,1 ug si se compara con el 0jo en que se inyecto la proteina inactiva (Figura 10). Las dosis
inferiores no provocaron una disminucion de la extension de la vascularizacién, ni tampoco cambio la cubierta de
pericitos de los vasos retinianos con el tratamiento de SEQ ID NO: 10 (no se muestran los resultados).

A fin de estudiar el efecto de la inactivacion de Rho en la angiogénesis patolégica, la neovascularizacion corneal fue
inducida mediante quemaduras por sustancias alcalinas en ratones C57. A los animales se les dosificé por via topica
3 veces al dia, desde el dia 3 hasta el dia 8 después de la lesidn, o bien con solucion salina, BA-304 (SEQ ID NO:
81) o SEQ ID NO: 10. En todos los ratones lesionados, se observé una invasion de nuevos vasos sanguineos en la
cérnea normalmente avascular (Figura 11). Sin embargo, la aplicacion repetida de SEQ ID NO: 10 a 2 pg/ul redujo
significativamente el area vascularizada de la cérnea. La proteina inactiva BA-304 (SEQ ID NO: 81) no tuvo ningun
efecto en el crecimiento vascular.

La neovascularizacion coroidea es una de las causas principales de pérdida de visién central en pacientes con
DMAE. En respuesta a un aumento de los factores angiogénicos producidos localmente, como el VEGF, en una
zona lesionada, los vasos se extienden entre la membrana de Bruch y el EPR, asi como en el espacio subretiniano.
Para completar la prueba preliminar de eficacia para el uso de SEQ ID NO: 10 como inhibidor de la angiogénesis en
los ojos, se us6 una ruptura inducida por laser de la membrana de Bruch. Este método ofrece un modelo muy fiable
para la neovascularizacion que se origina en la coroides. El laser se aplicé en ambos ojos de cuatro ratones y, 3 dias
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mas tarde, se inyectd SEQ ID NO: 10 en el ojo derecho, mientras que el izquierdo recibia la misma dosis de proteina
inactiva. Se obtuvieron imagenes de las secciones que contenian la respuesta neovascular maxima en cada
aplicacién de laser, y la zona de vascularizacion se midio 10 dias después de la lesion.

En la Figura 12 se observa que la SEQ ID NO: 10 inhibia significativamente la expansion de vasos subretinianos
inducida por la fotocoagulacion laser con las dos dosis analizadas (1 y 0,2 ug), en comparacion con las inyecciones
de BA-304 (SEQ ID NO: 81) en los mismos animales. En la Figura 12 se muestran las imagenes representativas de
las lesiones en ambos ojos del mismo animal tratados con 1 pg.

Asi pues, los resultados de los estudios in vitro en células endoteliales quedaron confirmados en modelos animales,
puesto que la SEQ ID NO: 10 inhibi6 la angiogénesis en todos los modelos (ratas y ratones) usados en estudios
preclinicos. La inhibiciéon de neovascularizacion subretiniana indica claramente que la SEQ ID NO: 10 penetra en la
retina para llegar al lugar de expansion de los vasos coroideos. Ademas, demuestra que existe un potente efecto
continuo en la formacién de vasos patolégicos tras una unica dosis.

La angiogénesis retiniana no controlada puede contribuir a la patologia de degeneracién macular himeda. La
produccion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) aumenta por hipoxia en la
retina, lo que induce la neovascularizacion de la retina.

Un modelo murino de neovascularizacion retiniana inducida por isquemia incluye ratones C57BL/6J recién nacidos a
los que se expone a O, al 75% desde el dia (P) 7 al P12 después de nacer, junto con las madres lactantes, seguido
de una vuelta al oxigeno ambiental. Para llevar esto a cabo, se pesa a los ratones y el dia P7 se colocan en una caja
de plexiglas que sirve de camara de oxigeno, junto con comida y agua suficiente para 5 dias, hasta el P12. Durante
los 5 dias se mantiene un caudal de oxigeno de 1,5 I/min en la caja. El caudal se comprueba dos veces al dia con un
analizador de oxigeno Beckman (modelo D2, Irvine CA). La camara no se abre durante los 5 dias de hiperoxia. El
dia P12 se administra una inyeccion intraocular de una proteina de fusion (por ejemplo, la SEQ ID NO: 8), y se
traslada a los ratones al oxigeno ambiental, lo que provoca hipoxia. El dia P17 se sacrifica a los animales mediante
perfusion cardiaca con solucién salina seguida de paraformaldehido (PF) al 4%, y los ojos se extraen y fijan en PF
durante la noche. A continuacion, los ojos se aclaran, se les pasa por una serie de alcoholes con distintas
graduaciones y se cortan en secciones radiales de 6 um de grosor. Las secciones que atraviesan la cabeza del
nervio optico se tifien con acido peryddico/reactivo de Schiff y hematoxilina. Las secciones con una distancia de
30 um entre si se evalian durante un recorrido de 300 um a través de la retina. En cada seccién se cuentan todos
los nudcleos vasculares retinianos anteriores a la membrana interior limitante. Se determina la media de 10 secciones
contadas para conocer el numero promedio de nucleos neovasculares por seccion y ojo. No se observa ningun
nucleo celular vascular anterior a la membrana limitante en animales normales, que no han sido manipulados. La
administracion de una proteina de fusion reduce significativamente el nimero de nucleos vasculares retinianos en
relaciéon con el niumero observado en ausencia de proteina de fusion.

Ejemplo 11

La inyeccioén intravitrea de SEQ ID NO: 44 o SEQ ID NO: 43 estimula la regeneracién del nervio éptico

Para evaluar si el tratamiento de los cuerpos celulares de las células ganglionares retinianas fomenta la
regeneracion in vivo, se pueden inyectar antagonistas de Rho en el vitreo inmediatamente después de microlesionar
el nervio 6ptico 1 mm por detras del disco 6ptico. En un primer experimento, se usa la SEQ ID NO: 4 (n = 4). Los
animales de control reciben una inyeccion de PBS (n = 5) o se someten a una uUnica microlesion (n = 5). La
regeneracion axonica del nervio éptico se evalla a los 14 dias, después de administrar una inyeccién del marcador
anterogrado CTg.

Dos semanas después de la microlesion, no se detecta practicamente ningin axén con CTR en los animales del
control (Figura 13A), mientras que se observa un gran nimero de axones detras del lugar de la lesion en ratas
tratadas con la SEQ ID NO: 44 (Figura 13B) y la SEQ ID NO: 43 (Figura 13C). EI modelo de lesion por
microaplastamiento proporciona un lugar de lesion claramente definido con poca o ninguna cavitacion, que se
identifica mediante microscopia de campo oscuro y/o tincién con CTR. A continuacion, se cuenta el nimero de
axones presentes a varias distancias detras del lugar de lesion. Los animales tratados con SEQ ID NO: 44 (Figura
13D) o SEQ ID NO: 43 (Figura 13E) presentan un numero significativamente mayor de axones regenerandose por
seccion que los controles, a distancias de 50, 100 y 250 ym del lugar de lesion. La regeneraciéon en animales a los
que se ha inyectado SEQ ID NO: 43 es similar a la de los animales tratados con SEQ ID NO: 44, pero se observa un
numero mayor de axones mas largos en algunos animales tratados con la SEQ ID NO: 43, mucho mas purificada
(Figura 13C). La SEQ ID NO: 44 también se usa para evaluar la regeneracion 4 semanas después de realizar la
microlesion. Los resultados indican que la aplicacion de antagonistas de Rho, las SEQ ID NO: 44/43 a los cuerpos
celulares de las células ganglionares retinianas puede fomentar la regeneracion del nervio 6ptico tras una
microlesién. Para examinar si el tratamiento provoca un efecto sostenido sobre el crecimiento axoénico, se puede
comparar la longitud promedio del axdn mas largo de los nervios 6pticos tratados 2 y 4 semanas después de la
axotomia. No se detectd ninguna diferencia significativa en la longitud de los axones al cabo de 4 semanas y de 2
semanas (no se muestran los datos), lo que indica que un Unico tratamiento no conlleva un crecimiento sostenido a
largo plazo. Para examinar la ubicacion de la SEQ ID NO: 43 tras administrar la inyeccion en el ojo, se inyectaron
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5 pug de SEQ ID NO: 43 en el ojo tras realizar la microlesion del nervio éptico. Los homogeneizados de nervio 6ptico
y retina se preparan para inmunoelectrotransferencia (western blot) 3 dias después y se analizan con un anticuerpo
anti-C3. La banda especifica de la SEQ ID NO: 43 se compara con la proteina SEQ ID NO: 43 recombinante que se
ejecuta en una banda independiente (no se muestran los datos).

Ejemplo 12

El tratamiento diferido con SEQ ID NO: 43 estimula la regeneracién en la cicatriz de la lesion

Para determinar si un tratamiento diferido con SEQ ID NO: 43 estimula la regeneracién de células ganglionares
retinianas en la cicatriz de la lesion, la SEQ ID NO: 43 se puede inyectar (n = 8) en el vitreo 4 dias tras la microlesién
del nervio 6ptico, y la regeneracion se examina 10 dias después. Los animales del control recibieron inyecciones de
PBS (n = 5). Se puede observar un gran numero de axones con CT( detras del lugar de lesion en animales tratados,
mientras que se observan muy pocos en los controles que han recibido PBS (Figura 14A). Los animales tratados con
SEQ ID NO: 43 presentan un numero significativamente mayor de axones regenerandose por seccion que los
controles, a distancias de 50, 100, 250 y 500 ym del lugar de lesion (Figura 14B). Al comparar el nimero de axones
por seccion, se observan cantidades similares de axones regenerandose en animales tratados de forma inmediata
(Figura 13D) o diferida (Figura 14B) con una inyeccion de SEQ ID NO: 43. El axén mas largo promedio es
significativamente mas largo en los animales que han recibido o bien un tratamiento inmediato, o bien un tratamiento
diferido con la SEQ ID NO: 43, que en los controles que han recibido PBS (Figura 14C). Estos resultados
demuestran la existencia de un margen terapéutico para el tratamiento con antagonistas de Rho tras una lesién del
nervio optico, e indican que la inactivacion de Rho permite que los axones de las células ganglionares retinianas se
extiendan por la cicatriz de la lesion.

Ejemplo 13

La inyeccidn intravitrea de SEQ ID NO: 43 aumenta la supervivencia de las células ganglionares retinianas

Tras una lesion en el nervio 6ptico, aproximadamente la mitad de las células ganglionares retinianas mueren por
apoptosis al cabo de 1 semana. Para determinar si una Unica inyeccion intravitrea de SEQ ID NO: 43 protege a las
células ganglionares retinianas de la muerte celular, la supervivencia de las células ganglionares retinianas se puede
examinar en piezas retinianas completas. Las células ganglionares retinianas se marcan de forma retrégada con
Fluorogold 1 semana antes de la axotomia del nervio Optico, y las células ganglionares retinianas que han
sobrevivido se cuentan 7 o 14 dias después en animales tratados con SEQ ID NO: 43 (n=7 el dia 7; n =5 el dia 14)
o con un vehiculo de control (n = 3 el dia 7; n = 4 el dia 14). El tratamiento con SEQ ID NO: 43 rescata por completo
las células ganglionares retinianas 1 semana después de la axotomia, en comparacion con el 40% de supervivencia
en animales a los que se ha inyectado el vehiculo (Figura 15). La supervivencia de las células ganglionares
retinianas tras una unica inyeccion no es sostenida, ya que las cantidades de células ganglionares retinianas
disminuyen después de 1 semana. Sin embargo, a los 14 dias, la supervivencia celular aun es significativamente
mejor con el tratamiento de SEQ ID NO: 43, con mas de dos veces el nimero de células ganglionares retinianas en
animales tratados que en los controles.

Ejemplo 14

La administracién repetida de un antagonista de Rho aumenta la supervivencia de las células ganglionares
retinianas

Se pueden cuantificar las densidades de células ganglionares retinianas al cabo de 2 semanas tras la axotomia en
ojos a los que se administré 1, 2 o 3 inyecciones de 1 ug de C3-11. Se pueden aplicar los siguientes regimenes
terapéuticos con la SEQ ID NO: 43: (i) una unica inyeccion en el momento en que se realiza la lesion en el nervio
optico (dia 0); (ii) 2 inyecciones (dia 0 y dia 5 tras la lesion en el nervio), y (iii) 3 inyecciones (dias 0, 5 y 10). El
numero de punciones en la escleroética se limita a un maximo de 2 eligiendo el mismo lugar de inyeccion para todas
las inyecciones realizadas después del dia 0. Esto es importante, ya que las lesiones retinianas, como los cortes o
las punciones en la retina, pueden aumentar el nivel de ARNm para el factor neurotréfico ciliar (CNTF), el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y el receptor 1 del FGF (FGFR-1) en roedores; se ha observado que tanto el
CNTF como el bFGF fomentan la supervivencia o la regeneracion de las células ganglionares retinianas tras una
lesion en el nervio éptico.

Ejemplo 15

La administracion repetida de un antagonista de Rho aumenta la regeneracion de las células ganglionares retinianas

Para determinar si la administracion repetida de inyecciones del inhibidor de Rho fomenta aun mas la regeneracion
axonica, se ha establecido un protocolo experimental en el que se administran inyecciones multiples de SEQ ID NO:
43 (1 pg) durante un periodo de 2 semanas. La microlesiéon del nervio 6ptico se efectiia el dia O; los grupos de
tratamiento son: (i) 3 inyecciones (dias 0, 5 y 10 tras la lesion del nervio); (ii) 2 inyecciones tardias (dias 4 y 10), y (iii)
2 inyecciones tempranas (dias 0 y 5). El disefio del protocolo de 2 inyecciones se basa en un calendario de
administraciones tempranas y tardias, ya que se ha observado con anterioridad que el alcance de la regeneracion es

41



10

15

20

25

30

35

ES 2439772 T3

similar cuando se administra una Unica inyeccion el dia 0 que cuando se administra el dia 4 (Bertrand et al., 2005, J
Neurosci, 25: 1113-1121).

Ejemplo 16

Actividad de las variantes BA

Se evalud la actividad de la GH en las variantes pegiladas tal como se ha descrito anteriormente. Se llevé a cabo
una evaluacion semicuantitativa de la capacidad de ribosilacién del ADP de Rho de las variantes PEGiladas de la
SEQ ID NO: 10 mediante células PC-12 en cultivo (Tabla 8). A nivel molecular, el tratamiento con la exoenzima C3
de células in vitro da lugar a la ribosilacion del ADP de RhoA a 41Asn, lo que conlleva una inactivacion irreversible.

Tal como se ha indicado en la Tabla 3, existe una correlacion entre la actividad de la GH de la variante C3 y su
capacidad para fomentar la neuritogénesis de las células NG108. Esta correlacion se confirmé mediante la C3
inactivada térmicamente, que habia perdido su capacidad de ADP-ribosilacion y de GH y, consecuentemente, no
habia logrado fomentar la neuritogénesis. Se han observado hallazgos similares in vivo, en los que una variante
mutante de C3 a la que se le habia extraido la capacidad tanto de ADP-ribosilacién como de GH fue incapaz de
ofrecer neuroproteccion o neuroregeneracion tras una lesion en el nervio dptico.

Para evaluar la ADP-ribosilacion, se puede obtener ventaja del hecho de que el grupo ADP-ribosa enlazado de
forma covalente aumenta el peso molecular aparente de las Rho GTPasas en SDS-PAGE, y se puede observar
facilmente en inmunoelectrotransferencias (western blots) usando anticuerpos anti-Rho. El cambio en el peso
molecular aparente de la Rho GTPasa confirma la adicién esperada de un grupo ADP-ribosa a las moléculas de
Rho. Todas las variantes de PEG-SEQ ID NO: 10 mostraron una banda de peso molecular alto de RhoA ADP-
ribosilado, lo que indica que conservaron su capacidad inherente de ADP-ribosilacion junto con la capacidad de
penetrar en las células PC-12

Tabla 8

Actividad de la GH en las variantes PEGiladas

Variante PEG-SEQ ID Actividad especifica de la ADP-ribosilacion

NO: 10 GH, U

SEQID NO: 10 31,8 +
BA-220 26,9 +
BA-225 25,9 +
BA-230 27,5 +
BA-231 27,2 +
BA-235 30,4 +
BA-236 22,5 +/-
BA-240 28,2 +

Ejemplo 17

Aplicaciones in vivo de las variantes PEGiladas de la SEQ ID NO: 10

La SEQ ID NO: 10 proporciona neuroproteccion de las células retinianas en varios modelos animales de glaucoma 'y
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE). En relaciéon con la Figura 18, los estudios de farmacocinética
ocular realizados con ratas Sprague-Dawley demuestran que la SEQ ID NO: 10 inyectada intraocularmente se
distribuy6 rapidamente en el tejido retiniano con concentraciones maximas alcanzadas en un plazo de 1 hora tras la
administracion. A las 24 horas, la proteina ya casi no se podia detectar en la retina. A fin de desarrollar tratamientos
viables con inyecciones intraoculares para enfermedades que avanzan lentamente a lo largo de los afios, sera
necesario disponer de formulaciones de liberacion sostenida o duradera. Un posible medio para lograr esto
consistiria en prolongar el tiempo de permanencia biolégica de las proteinas inyectadas mediante PEGilacion. El
caso de Macugen®, un aptamero terapéutico PEGilado que ha sido comercializado recientemente para la DMAE
himeda, demuestra la utilidad de esta estrategia. Teniendo esto en mente, las formas PEGiladas de la SEQ ID NO:
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10 se prueban en estudios de farmacocinética ocular con ratas para evaluar si las modificaciones darian lugar a
tiempos mas largos de permanencia en la retina.

En el primer conjunto de experimentos en los que se evallan las variantes pegiladas de la SEQ ID NO: 10, las
retinas se extraen 24 horas después de administrar una inyeccion intraocular (en el humor vitreo de la camara
posterior con una jeringa Hamilton de 10 pl) de 10 ug de cada proteina diluida en solucion salina isoténica de 5 pyl (3
ratas en cada grupo). En los ojos del control se inyect6 el vehiculo (solucién salina isotonica). Se sacrifico a los
animales mediante sobredosis anestésica y se perfundieron con soluciéon salina; se extrajeron los ojos y se
prepararon para diseccion. Se homogeneizaron las retinas y se extrajeron las proteinas en un amortiguador de
solubilizacion. Las concentraciones de proteinas de cada extracto se determinaron mediante un ensayo de Lowry
modificado. Los niveles tisulares de las variantes se midieron con un ELISA sensible de tipo sandwich. Brevemente,
se absorbe un anticuerpo de captura policlonal especifico de la SEQ ID NO: 10 y se coloca en una microplaca para
crear la fase sélida. Después de bloquear la placa con albumina sérica bovina (ASB), las muestras de prueba, los
estandares y los controles de calidad se incuban junto con el anticuerpo de fase cubierta que captura la variante
presente en la solucién. Tras la incubacién con el mismo anticuerpo policlonal conjugado a biotina, la deteccion se
lleva a cabo con estreptavidina HRP y su solucién sustrato (por ejemplo, tetrametilbenzidina (TMB)/peréxido de
hidrégeno). El desarrollo del color es proporcional a la cantidad de variante BA unido, y la intensidad del color se
cuantifica mediante espectrofotometria.

Las concentraciones de proteina medidas para BA-220 y BA-225 son equivalentes a las de SEQ ID NO: 10, lo que
indica perfiles farmacocinéticos similares. Por el contrario, BA-231 muestra un aclaramiento tisular menor y, por
tanto, un tiempo de permanencia mayor (figura 16). Este resultado alentador dio lugar a la sintesis de aductos PEG
mas largos de SEQ ID NO: 10.

Ejemplo 18
Perfil farmacodinamico de la SEQ ID NO: 10 y variantes PEGiladas

Para estudiar el perfil farmacodinamico de la SEQ ID NO: 10 y las variantes PEGiladas respecto a su diana bioldgica
Rho, se visualiza la ADP-ribosilacion de la RhoA retiniana usando el ensayo de cambio de gel (descrito
anteriormente). Respecto a la Figura 17, los tejidos se recolectan como se ha descrito anteriormente para los ELISA,
y las proteinas retinianas se extraen por lisis en un tampon RIPA que contiene inhibidores de proteasas. Los
extractos posnucleares se obtienen por centrifugacién y se resuelven (muestras de 30 ug) con el SDS-PAGE
(Laemmli 1970) en geles de poliacrilamida al 12,5%. Todas las variantes estudiadas tienen capacidad para la ADP-
ribosilacion de la Rho intracelular, lo que indica que conservaron la actividad biolégica ademas de penetrar en los
tejidos y las células (Figura 17).

A fin de comparar los perfiles farmacocinéticos entre la proteina precursora y las variantes pegiladas, se inyectaron
10 ug de cada proteina en una solucion salina de 5 pl (3 ratas en cada grupo) y se recolectaron los tejidos retinianos,
tal como se ha descrito anteriormente, en momentos predeterminados para los ELISA.

Los periodos comparativos de aclaramiento retiniano se analizaron con di-PEG-21 kDa-BA-231. En todos los
momentos evaluados, esta variante mostré una mayor retencion tisular que la proteina precursora (Figura 18). Por lo
tanto, la pegilacion aumenta significativamente el tiempo de permanencia total de la SEQ ID NO: 10 en el ojo, al
menos hasta las 48 horas.

También se puede estudiar el perfil farmacocinético de otros diversos aductos con un peso molecular mayor tal
como se ha descrito anteriormente (variante de 10 ug en una solucion salina de 5 pl con 3 ratas en cada grupo). La
adicién de grupos PEG de 21, 30 y 40 kDa a la SEQ ID NO: 10 aumenta de forma significativa los niveles de tejido
retiniano tanto a las 24 horas como a las 48 horas, en comparacion con la variante no pegilada (Figura 19).

Las mismas muestras de tejido se pueden analizar con un ensayo de cambio de gel, como el descrito anteriormente,
para confirmar la actividad bioldgica in vivo de las variantes. Todas las variantes analizadas tienen capacidad para la
ADP-ribosilacion de Rho en los dos momentos evaluados (Figura 20).

Ejemplo 19
Capacidad neuroprotectora de BA-231 (variante PEGilada de SEQ ID NO: 10)

Se puede evaluar la posible capacidad neuroprotectora de BA-231 en una cepa murina que sea propensa a sufrir
una degeneracion retiniana lenta. El ratén rds presenta una forma espontanea y heredada de retinitis pigmentaria
que guarda relacion con las mutaciones humanas dentro del gen fotorreceptor de la periferina-RDS. La
degeneracion en este modelo comienza tempranamente y avanza despacio; a los 4 meses se conservan alrededor
del 50% de los fotorreceptores. Estos ratones representan un modelo in vivo bien caracterizado y reproducible para
estudiar el potencial neuroprotector de las variantes BA en el modelo de degeneracion retiniana.

0,1 ug de SEQ ID NO: 10 o BA-231 se inyectan en el ojo derecho de los ratones (5 en cada grupo) en el momento
del destete (3 semanas) y cada 2 o 3 semanas hasta que los ratones tienen 4 meses de edad. En el ojo izquierdo se
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administra el mismo programa con inyecciones salinas repetidas para que sirva de control. Tras anestesiarlos con
isoflurano, se aplican inyecciones intraoculares con un microinyector a un volumen de dosis de 1 pl. Se sacrifica a
los animales mediante sobredosis anestésica, y los ojos se extraen y se incuban en fijador de Bouin antes de
meterlos en parafina. Los globos oculares se cortan en secciones seriadas de 5 ym y se tifien con hematoxilina y
eosina. Se fotografian las secciones retinianas realizadas cerca del nervio 6ptico y se cuentan los fotorreceptores en
6 a 8 imagenes distintas por animal para cada estado. Los recuentos deben ser representativos de cada hemisferio
de la retina en un area de 100 x 100 uym de longitud (de 3 a 4 areas por hemisferio).

Tal como se indica en la tabla que viene a continuacién (Tabla 9), la variante PEGilada, en comparacién con la SEQ
ID NO: 10 no modificada, mejora de forma significativa la supervivencia de los fotorreceptores periféricos en las
retinas de los ratones mutantes rds (los resultados se expresan como porcentaje de la supervivencia de los
fotorreceptores entre los ojos tratados y los ojos del control de cada ratén). Estos datos respaldan que la variante
PEGilada de la SEQ ID NO: 10, con un mayor tiempo de permanencia ocular, ofrece un potencial terapéutico
beneficioso de una mayor neuroproteccién en un modelo crénico que requiere una dosificacion repetida y la
exposicién continua al farmaco.

Tabla 9

Neuroproteccion de fotorreceptores mediante inyecciones intraoculares repetidas en un modelo murino de
degeneracion retiniana progresiva (rds).

Variante BA Régimen terapéutico % del aumento en la supervivencia de los
fotorreceptores periféricos frente al ojo
inyectado con vehiculo

SEQ ID NO: 10 0,01 ug cada 2 semanas 0
0,01 ug cada 3 semanas 0

BA-231 0,01 pg cada 2 semanas 13% (p < 0,05)

0,01 pg cada 3 semanas 15% (p < 0,05)

Ejemplo 20

Método general de captacién de timidina tritiada como medida de proliferacién celular, util para demostrar que la
proteina de fusion de la SEQ ID NO: 43 reduce la proliferacién de las células cancerosas.

Antes de comenzar los estudios, se analizaron las lineas celulares para detectar micoplasma y se obtuvieron
resultados negativos. Las lineas celulares se obtienen de ATCC. La linea HEC-1B se cultiva en E-MEM
complementado con FBS al 10% y HEPES al 1%. La linea Caco-2 se cultiva en E-MEM complementado con FBS al
20%, HEPES al 1%, 1 mM de piruvato sddico y 0,1 mM de aminoacido no esencial. La linea SK-MEL-1 se cultiva en
McCoy y se complementa con FBS al 10% y HEPES al 1%.

Volumenes de 100 pl de cada solucion de trabajo 2X de proteina de fusion, controles de vehiculo y positivos se
colocan por triplicado en placas de 96 pocillos de microvaloracién que contienen células (4 x 10% /100 ul), siendo el
volumen final de 200 pl. Las placas se colocan en el incubador a 37 °C con una humedad del 100% y CO; al 5%.
Después de aproximadamente 54 horas de incubacién, se afiade a cada pocillo un volumen de 20 pl de timidina
tritiada (3H-timidina) (ICN, Montreal, Canada) que contiene 1,0 uCi. La °H-timidina se prepara en RPMI-1640
complementado con FBS al 10%. Los cultivos se incuban en las mismas condiciones que las descritas anteriormente
durante otras 18 horas. Al final de la incubacion, las células se cosechan con una cosechadora de cultivo celular
automatizada (Tomtec), y los recuentos por minuto (cpm) incorporados de ®H-timidina se miden con un contador de
centelleo para microplacas (TopCount NXT, Packard).

La demostracion de que una proteina de fusién de esta invencién, tal como SEQ ID NO: 43, puede influir en
multiples aspectos de los fenotipos de las células malignas se obtiene monitorizando la incorporacién de timidina
tritiada en las células que estan proliferando y creciendo, donde la timidina tritiada afiadida al medio de cultivo
celular entra en las células y se convierte en parte de la mezcla de trifosfato de timidina alli presente, que cada
célula usa para sintetizar el ADN. La timidina tritiada se incorpora de forma covalente a las macromoléculas de ADN
en cada una de las células. En las células que no estan creciendo o en las células que estan muriendo por apoptosis
0 necrosis, o bien la timidina tritiada no entra en la célula, o bien se libera al medio celular tras la lisis celular. La
incorporacion de timidina tritiada se puede usar como una medida global del efecto que una proteina de fusion de
esta invencion, como la SEQ ID NO: 43, tiene sobre el crecimiento celular, la division celular, la estasis celular y la
muerte celular. Las lineas celulares en las que SEQ ID NO: 43 induce un descenso de la 3H-timidina comprenden:
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linea celular HEC 1B de cancer endometrial humano, linea celular CaCo2 de cancer colorrectal humano, linea
celular SK-MEL-2 de cancer de melanoma humano, y linea celular A-172 de cancer del SNC humano (véanse las
Figuras 21 a 28).

Ejemplo 21
SEQ ID NO: 10ADP-ribosila RhoA

El tratamiento con la exoenzima C3 de las células in vitro da lugar a la ADP-ribosilacién de RhoA, By C a 41Asn, lo
que conlleva su consiguiente inactivacion. El grupo ADP-ribosa unido de forma covalente aumenta el peso molecular
aparente de las Rho GTPasas en SDS-PAGE, y se puede observar facilmente por inmunoelectrotransferencia
(western blot) usando anticuerpos anti-Rho. El cambio en el peso molecular aparente de la Rho GTPasa en las
inmunoelectrotransferencias anti-RhoA de HUVEC tratadas con SEQ ID NO: 10 (Figura 30) indica la adicién
esperada de un grupo ADP-ribosa a las moléculas de Rho. Concentraciones iguales de SEQ ID NO: 10 tan bajas
como 1 uyg/ml, junto con duraciones de tratamiento de 30 minutos, son suficientes para producir una ADP-
ribosilacion completa de RhoA. Estos hallazgos demuestran claramente que dosis relativamente bajas de SEQ ID
NO: 10 son suficientes para penetrar con eficacia en el citoplasma de las HUVEC cultivadas.

Ejemplo 22

La SEQ ID NO: 10 disminuye la formacién tubular in vitro por parte de las HUVEC

Haciendo referencia a la Figura 31, para evaluar la importancia de la via de sefalizacion Rho-Rock en la
angiogénesis, se usa tranilast (10 pg/ml y 50 pg/ml) como control positivo. Se sabe que tranilast bloquea una de las
rutas principales de la angiogénesis, es decir, la via del VEGF. La union del VEGF con el VEGF-R estimula la
autofosforilacion dela tirosina de uno de los receptores que inician una via de sefalizacién, en parte, mediante la
PKC. El tranilast actua inhibiendo la activacion de la PKC dependiente del VEGF. En la Figura 31A se observa que
las HUVEC no tratadas (Ctl) formaron estructuras similares a capilares en cuanto al grosor y bien cerradas. SEQ ID
NO: 10, con las dos concentraciones estudiadas, produjo tubos inmaduros que eran delgados y no estaban
completamente cerrados, en comparacion con los encontrados en las células de control (Figura 31A). Se obtuvo una
morfologia similar con el inhibidor de ROCK Fasudil, con las dos concentraciones estudiadas. Tranilast, tal como se
esperaba, produjo con ambas concentraciones un descenso en la formacién tubular, caracterizada también por
estructuras capilares inmaduras y muchas colonias sin elongacion. La medicion de la longitud capilar mostré que la
SEQ ID NO: 10 y tranilast provocaron un descenso significativo (p < 0,05 o p < 0,01) de al menos el 51% de la
longitud de los tubos, dependiendo de la concentracion, mientras que Fasudil provocé un descenso significativo (p <
0,05) en la formacion tubular del 58%, pero solo con una dosis alta (50 uM) (Figura 31B).

Todos los resultados presentados anteriormente indican que Rho puede actuar sobre la angiogénesis mediante su
capacidad de regular el citoesqueleto en mayor medida que sobre sus efectos en la proliferacion y la migracion.

Ejemplo 23

La SEQ ID NO: 10 disminuye la angiogénesis en anillos adrticos de rata

Las aortas toracicas de las ratas (Sprague-Dawley) se cortaron en pequefios anillos de 1 mm de grosor, se
envolvieron con ECmatrix® solidificada (matrigel) y, a continuacion, se incubaron sin (Ctl) o con 10 ug/ml de la SEQ
ID NO: 10, desde el dia 0 hasta el dia 7-8, en medios basales endoteliales-2 (EBM-2) complementados con hEGF,
GA-1000, VEGF, hFGF-B, r3-IGF-‘I, acido ascorbico y heparina (correspondiente a EGM-2 menos FBS e
hidrocortisona). El dia 4 se reabastecieron los medios (sin y con SEQ ID NO: 10). La angiogénesis de los anillos se
observé en microscopio invertido de contraste de fases con una ampliacion de 25 X (panel superior) y 100 X (panel
inferior). Las imagenes se obtuvieron con las ampliaciones indicadas usando el software Northern Eclipse. Los
analisis microscopicos de contraste de fases con una ampliacion baja (25 X) mostraron excrecencias celulares
extensas en los anillos de control (Figura 29A, panel 1). Con una ampliacién mayor (100 X) se veian claramente
estructuras similares a capilares, bien formadas, compuestas por cadenas y cordones de células elongadas unidas
(Figura 29A, panel 3). Por el contrario, una visién con una ampliacién baja de los anillos tratados con la SEQ ID NO:
10 mostrd considerablemente menos excrecencias celulares (Figura 29A, panel 2) que en los anillos de control. Con
una ampliacién mayor, se observé que la red capilar estaba gravemente afectada, compuesta por tubulos mucho
mas cortos y delgados (Figura 29A, panel 4) que los de los anillos de control.

La longitud de los tubulos se midio y registré como la media + EEM (Figura 29B). Los resultados son representativos
de 3 experimentos independientes analizados como minimo por triplicado. El simbolo * indica una diferencia
significativa (p < 0,05) con respecto a los anillos de control. Estos andlisis cuantitativos de longitud tubular indicaron
una disminucion del 30% (p < 0,05) en la longitud de los vasos, causada por el tratamiento con la SEQ ID NO: 10.
En conjunto, estos datos muestran claramente que la SEQ ID NO: 10 puede ser un mediador en la inhibiciéon de la
angiogénesis en un modelo ex vivo robusto.

Ejemplo 24
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La SEQ ID NO: 10 tiene efectos minimos sobre la proliferaciéon y migracién de las HUVEC

En los cultivos de HUVEC sembradas en pocillos recubiertos de colageno, la SEQ ID NO: 10, incluso en dosis muy
altas (hasta 100 pyg/ml durante 72 horas) no produce ningun efecto discernible en la tasa de proliferacion, evaluada
con tincion azul de Alamar (Figura 32). Por comparacion, tanto el inhibidor de cinasas Rho Fasudil, como tranilast,
provocan reducciones significativas (p < 0,01) en la proliferacion de las HUVEC a las 24 horas y a las 72 horas.
Dado que la SEQ ID NO: 10 ribosila con eficacia RhoA vy, por tanto, inhibe su actividad en estas condiciones, parece
que la proliferacion de las HUVEC en este sistema, junto con esta parte de la secuencia angiogénica, tiene lugar
independientemente de la actividad de RhoA. Por el contrario, parece que la proliferacién de las HUVEC depende de
la actividad de cinasas Rho, asi como de la actividad de estas dianas, incluido posiblemente la proteina cinasa C,
bloqueada por Tranilast.

Otra funcion celular y parte del proceso angiogénico que queda perturbado por la inhibicion de la Rho GTPasa es la
migracioén celular endotelial. A fin de evaluar el efecto de la SEQ ID NO: 10 sobre la migracion de las HUVEC, las
células se siembran en el lado superior de una insercion transpocillo, junto con los componentes de prueba
deseados; a continuacion, se induce la migracion con 10 ng/ml de VEGF en el lado inferior del inserto. Tras 20 horas
de migracion, las células que atraviesan la membrana de la insercién se marcan con una sonda de calceina-AM y se
detectan mediante fluorescencia. Tal como se esperaba, 10 ng/ml de VEGF estimulan significativamente (p < 0,001)
la migracion de las HUVEC en 2,2 veces (Figura 33A), en comparacion con las células del control que no han
recibido ningun tratamiento. Tranilast, un control positivo que inhibe la migracion inducida por VEGF, disminuye
significativamente la migracion de las HUVEC a 10 pg/ml (45%, p < 0,05) y 50 pg/ml (72%, p < 0,001). SEQ ID NO:
10 apenas disminuye la migraciéon de las HUVEC en las dos concentraciones evaluadas, mientras que 50 uM de
Fasudil disminuyen la migracion en un 66% (p < 0,001). Solo después de un tratamiento previo de 24 horas con
50 pg/ml de SEQ ID NO: 10, se observa un descenso (17%, p < 0,05) en la migraciéon de las HUVEC dependiente
del VEGF (Figura 33B). Las notables diferencias entre inhibir o bien las Rho GTPasas, o bien la Rho cinasa, con
respecto tanto a la proliferacion como a la migracion de las HUVEC indica la participacion de vias celulares distintas.

Combinados, estos resultados, que implican la inactivacion de Rho con la SEQ ID NO: 10, indican que la
proliferacion y la migracion dependiente del VEGF de las células endoteliales no son los principales acontecimientos
que regulan la disminuciéon de la formacion tubular in vitro de las HUVEC. Presumiblemente, otros pasos del proceso
de angiogénesis se deben ver afectados tras la inhibicién de la Rho GTPasa o la Rho cinasa.

Ejemplo 25

Método general para demostrar el efecto que una proteina de fusién provoca en la inhibiciéon de la proliferacién de
las células cancerosas

Se ha desarrollado un ensayo de tincion de proteinas con sulforodamina B (SRB, disponible en Molecular Probes)
para la medicion in vitro del contenido de proteina celular, que, por consiguiente, fue adoptado para su uso rutinario
en la deteccion antitumoral in vitro del NCI (Skehan et al., 1990). La SRB se une a los aminoacidos basicos de la
proteina celular; la evaluacion colorimétrica ofrece una estimacion de la masa de proteina total que guarda relacion
con el numero de células. Este ensayo esta basado en la premisa de que las células muertas o lisan y son
eliminadas durante el procedimiento o, por el contrario, no contribuyen al criterio de valoracién colorimétrico. El
ensayo con SRB puede sobrestimar la fraccion de células que sobreviven.

Protocolo para el ensayo con SRB

Estos analisis se llevan a cabo con un panel de 60 lineas celulares del NCI. Las células se cultivan en medios RMPI-
L 640 complementados con suero de feto de bovino al 5% y L-glutamina de conformidad con las recomendaciones
de la ATCC para cada linea celular. Las células en crecimiento logaritmico se tripsinizan y se cuentan. Las células
se inoculan en una microplaca de 96 pocillos, dependiendo del tiempo de duplicacion de cada linea celular en 100 pl
de medios de crecimiento. Las microplacas se incuban a 37 °C, con CO; al 5% y una humedad relativa del 100%
durante 24 horas, a fin de que se reanude el crecimiento exponencial. Después de 24 horas, dos placas de cada
linea celular se fijan in situ con TCA para representar una medicion de la poblacién celular de cada linea celular en
el momento de afiadir la sustancia de prueba (Ty). Se extrae el TCAy las placas se incuban a temperatura ambiente
durante un minimo de 24 horas para que se sequen.

Se prepara una proteina de fusién de esta invencion y se conserva congelada como polvo liofilizado. Se puede
reconstituir con agua estéril para formar una composicion farmacéutica a alrededor de 4,42 microgramos de proteina
de fusion por microlitro en 10 mM de fosfato sédico, tampén a pH 7,4. En cada momento de dosificacién, se
preparan diluciones en serie de la solucion madre con un medio completo que contiene 50 ug/ml de gentamicina
para ofrecer una proteina de fusién a 200 ug/ml, 20 pg/ml, 2 yg/ml, 0,2 ug/ml y 0,02 yg/ml. Las alicuotas de 100 pl
de estas diluciones con sustancia de prueba se afiaden a un pocillo adecuado que ya contenga 100 pyl de medio
para lograr una serie de dosis de diluciones logaritmicas finales para la proteina de fusion.

Después de afadir la proteina de fusion (es decir, el farmaco), las microplacas se incuban durante un periodo
adicional a 37 °C, CO2 al 5% y una humedad relativa del 100%. El ensayo termina tras fijar la proteina de las células
en el fondo de los pocillos con acido tricloroacético (TCA). Se secan las placas y, a continuacion, se afiaden a cada
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pocillo 100 yl de solucién con SRB a 0,4% (m/v) en acido acético al 1%. Las placas se incuban con la tincion de
union a las proteinas durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Tras la tincion, el colorante que no se ha unido se elimina lavando con acido acético al 1%, y las placas se secan. El
colorante unido se solubiliza afiadiendo 200 pyl de 10 mM de base Trizma, mientras las placas se mezclan con
suavidad. La cantidad de colorante se mide leyendo la densidad 6ptica con un lector de microplacas a una longitud
de onda de 515 nm.

Los datos se analizan en una hoja de célculo de Excel.
To = Absorbancia media en el momento de afadir la proteina de fusion (tiempo 0);
C = Absorbancia media para el control (ninguna sustancia de prueba que contenga farmaco);

Ti = Absorbancia media para la sustancia con la proteina de fusion (distintos momentos de dosificacién en series de
dilucion);

Gl = Inhibicién del crecimiento;
TGI = Inhibicién total del crecimiento;
CLso = Concentracion letal (letal para el 50% de la poblacion total).

Se calcula el porcentaje del crecimiento para cada una de las concentraciones de la sustancia de prueba:

% de crecimiento = w X100
(C-To)
para concentraciones donde T; > Tp
% de inhibicién del crecimiento = w X100
To)

para concentraciones donde T; < To.

El % de la inhibicion del crecimiento se puede usar para preparar un grafico en el que se compare el efecto que
producen dosis diferentes. Se trazan graficas del porcentaje de crecimiento, y los puntos en los que las curvas de
respuesta a las dosis cruzaron los valores PG de +50, 0 y -50 se usan para calcular la Glsg, TGl y CLso. La Glso, 0
concentracion necesaria para inhibir el crecimiento en un 50%, es el parametro relevante para la proteina de fusion.

Ejemplo 26

Uso especifico del ensayo con SRB para demostrar la inhibicién del crecimiento celular de las lineas celulares de
cancer humano

Tabla 10

GI50 (concentracion para una inhibicion del 50% del crecimiento celular) tras un tratamiento con proteina de fusion,
medida mediante el ensayo con SRB

Linea celular Tipo de cancer GI50 (ug/ml)
Caki-1 Renal 0,054
TK-10 Renal 0,52

SF-268 SNC 0,326
HOP-62 Carcinoma no microcitico de pulmén 0,269
NCI-H226 Carcinoma no microcitico de pulmén 48,2

HS 578T Mama 36,6
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Una proteina de fusion de esta invencion, la SEQ ID NO: 43 produce un efecto sobre 4 de las 6 lineas celulares
tumorales humanas analizadas con 3H-timidina, y un efecto sobre aproximadamente el 10% de las lineas celulares
del espectro NCI. En la prueba con SRB, parecen observarse propiedades citostaticas; el crecimiento se encuentra
inhibido en comparacion con los controles, aunque la cantidad total de proteina no disminuye en comparacion con la
cantidad medida en el momento cero (Tz). Estos resultados concuerdan con los datos in vivo que demuestran que la
transferasa C3 no tiene una gran toxicidad en animales. Los valores de Glso observados se encuentran en el
intervalo nanomolar a micromolar, dado un peso molecular de aproximadamente 27 kDa para la proteina de fusién
(Tabla 10).

Ejemplo 27

Deteccién de Rho activada mediante un ensayo de inmunoprecipitacién

Las células NG108 se cultivan en cultivo celular en presencia de suero de feto de bovino (FBS) al 5% y penicilina-
estreptomicina (P/S) al 1%. Después de que las células se hayan asentado (3-6 horas a 37 °C), se afiade BA-05 a
los cultivos. Para lisar las células, se lavan con solucion salina tamponada con tris (TBS) enfriada en hielo y se lisan
en un tampoén RIPA modificado (50 mM de Tris con un pH de 7,2; Tritén X-100 al 1%; deoxicolato sédico al 0,5%;
SDS al 0,1%; 500 mM de NaCl; 10 mM de MgClz; 10 ug/ml de leupeptina; 10 ug/ml de aprotinina, y 1 mM de
fenilmetil-sulfonil fluoruro (PMSF)). Los lisados celulares se aclaran mediante centrifugacion a 13.000 g, durante 10
minutos, a 4 °C, y se conservan a -80 °C.

El dominio de unién GST-Rho (GST-RBD) se purifica con los lisados celulares, que se descongelan y se vuelven a
suspender en 500 pl de tampdn RIPA por 1 millon de células. Para preparar el dominio de unién GST-Rho (GST-
RBD), las bacterias que expresan el GST-RBD en un vector PGEX se cultivan en L-Broth (LB) con 100 pl/ml de
ampicilina. Los cultivos, que se han dejado reposar toda la noche, se diluyen en una proporcion 1:10 en 3600 ml de
LB y se incuban en un incubador bacteriano con agitaciéon a 37 °C durante 2 horas. A continuacién, se afade
isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (0,5 mM) a los cultivos en incubacién, durante 2 horas. Después, se recogen las
bacterias mediante centrifugacion a 5.000 g durante 15 minutos. Los sedimentos se vuelven a suspender en 40 ml
de tampdn de lisis (50 mM de Tris con un pH de 7,5; Triton-X al 1%; 150 mM de NaCl; 5 mM de MgCly; 1 mM de
DTT; 10 yg/ml de leupeptina; 10 ug/ml de aprotinina, y 1 mM de PMSF). Tras la homogeneizacion con ultrasonidos,
los lisados se centrifugan a 14.000 rpm, durante 30 minutos, a 4 °C.

El cultivo celular congelado se homogeneiza en tampén RIPA (50 mM de tris con un pH de 7,2; Tritén X-100 al 1%;
desoxicolato sédico al 0,5%; SDS al 0,1%; 500 mM de NaCl; 10 mM de MgCl,; 10 ug/ml de leupeptina; 10 ug/ml de
aprotinina, y 1 mM de PMSF). Los homogeneizados y lisados celulares se aclaran mediante dos centrifugaciones de
10 minutos a 13.000 g, a 4 °C. A continuacion, se incuban durante 50 minutos a 4 °C con GST-RBD, hasta unirse en
perlas de glutation agarosa (Sigma, Oakville, Canada). Las perlas se lavan 4 veces y se eluyen en tampon de
muestra. La Rho unida a GTP y la Rho total presentes en los homogeneizados tisulares se detectan mediante
inmunoelectrotransferencia (western blot). Las proteinas se transfieren a nitrocelulosa y se analizan con un
anticuerpo monoclonal especifico de RhoA (Santa Cruz, Santa Cruz, California). Las bandas se visualizan con
anticuerpos secundarios unidos a la peroxidasa (Promega, Madison, Wyoming) y una reacciéon de
quimioluminiscencia basada en HRP (Pierce, Rockford, lllinois). Se efectia un analisis de densitometria para
cuantificar la sefial de cada banda.

Ejemplo 28

Uso del ensayo de inmunoprecipitaciéon de Rho como diagndstico para diagnosticar o determinar qué tumores
pueden responder mejor a un tratamiento con proteina de fusion usando la SEQ ID NO: 43 como ejemplo

Se extraen muestras tumorales de biopsia mediante reseccion quirirgica de un tejido de mamifero (por ejemplo, un
paciente humano) para dejar tejido residual en el borde del tumor extirpado al extraer todo el tumor. Las muestras se
congelan en nieve carbdnica o en nitrégeno liquido. Las muestras del tejido extraido, de aproximadamente 5 mm?,
se homogeneizan en 500 ul de amortiguador RIPA (50 mM de Tris con un pH de 7,2; Triton X-100 al 1%; 0,5% de
deoxicolato sédico; 0,1% de SDS; 500 MM de NaCl; 10 mM de MgCI2; 10 mg/ml de leupeptina; 10 mg/ml de
aprotinina, y 1 mM de PMSF). Los homogeneizados se aclaran en dos centrifugaciones de 10 minutos a 13.000 g, a
4 °C, para disponer de muestras para analisis posteriores. A continuacién, las muestras se incuban durante 50
minutos, a 4 °C, con GST-RBD, hasta unirse en microperlas de agarosa de glutation. La Rho unida a GTP y la Rho
total presentes en los homogeneizados tisulares se detectan mediante inmunoelectrotransferencia (western blot).

Para detectar qué células de la muestra de biopsia tienen Rho activada, se preparan secciones criéstatas. Los
lisados bacterianos de RBD-GST se aclaran mediante centrifugacion a 14.000 rpm, durante 30 minutos, a 4 °C. La
Rho activada se detecta incubando la seccion con el lisado bacteriano que contiene RBD-GST. Las criosecciones de
muestra de biopsia (con un grosor aproximado de 16 ym) se incuban, tras una fijacién posterior con PFA al 4%, con
el lisado bacteriano, durante la noche, a 4 °C. A continuacion, las secciones se lavan 3 veces en TBS, se bloquean
en BSA al 3% durante 1 hora a temperatura ambiente y se incuban con anticuerpos anti-GST (sefalizacion celular,
New England Biolabs, Mississauga, Canada) y con anticuerpos especificos del tipo celular. En caso de un tumor
cerebral, se puede usar un anticuerpo especifico de neuronas (NeuN) o un anticuerpo especifico de astrocitos
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(GFAP) para detectar el tipo celular con la Rho activada y ayudar a diagnosticar el tumor. Las secciones se lavan en
TBS y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios conjugados con FITC, rojo
de Texas o rodamina (Jackson ImmunoResearch, Mississauga, Canada).

Ejemplo 29

Método general para detectar la reduccién de la actividad de la metaloproteinasa (MMP)

La actividad de la metaloproteinasa se detecta mediante cimografia, en la que la actividad proteolitica de las
enzimas se separa en geles de poliacrilamida en condiciones no reductoras. Para detectar la actividad de la
metaloproteinasa, la actividad gelatinolitica en medios de cultivo de crecimiento de células de carcinoma de colon
Caki-1 se detecta mediante cimografia de gelatina. Las células Caki-1 se incuban con SEQ ID NO: 43 a 0,1; 1,0 o
10 yg/ml o un tampdén como control durante 24 horas. Una alicuota (25 pl) de los medios de cultivo se somete a
SDS/PAGE con poliacrilamida al 7,5% que contiene 1 mg/ml de gelatina, y los polipéptidos se separan en
condiciones no reductoras. Para evaluar la actividad de la MMP, se extrae el SDS mediante incubacién durante 30
minutos, a temperatura ambiente, en Triton X-100 al 2,5% (v/v). Este paso se repite, seguido de cinco aclarados con
ddH20. Después, el gel se incuba durante 20 horas, a 37 °C, en un tampon que contiene 50 mM de tris-HCI, con un
pH de 7,6; 0,2 M de NaCl; 5 mM de CaCly, y Brij-35 al 0,02% (v/v). El gel se tinta con azul brillante de Coomassie R-
250, y se destinta. La actividad enzimatica sobre el sustrato de gelatina se puede detectar como bandas
transparentes en un fondo azul. La identidad de la enzima de MMP con la actividad de gelatinasa se evalta con un
control positivo, tal como, en estos experimentos, el HT-1080.

Ejemplo 30

Método general para tratar un margen tumoral extirpado

Se puede usar una composicion de la invenciéon que comprende una proteina de fusién, como la SEQ ID NO: 43,
formulada en una crema farmacéuticamente aceptable, para tratar un lugar de extirpacion en la piel. Un ejemplo es
el tratamiento del melanoma maligno, en el que esta crema se aplica en la piel que rodea el lugar de extirpacion del
tumor. En un aspecto, esta formulacion de una crema que contiene la proteina de fusién, como la SEQ ID NO: 43, se
puede administrar en la piel antes de extraer el tumor y usar para tratar el tumor entre el periodo de la primera
biopsia y antes del diagndstico histoldgico positivo. La crema, cuando se aplica en el lugar del tumor, puede prevenir
la diseminacion y la metastasis del tumor.

Ejemplo 31

Prevencién de un seqgundo tumor que crece en un margen tumoral

Se puede usar una composicion de esta invencion que comprende una proteina de fusién, como la SEQ ID NO: 43,
por ejemplo, una solucién acuosa como la descrita anteriormente o como la formulada en un gel adhesivo quirtrgico,
como un adhesivo de fibrina o un hidrogel, para tratar el area de reseccion quirdrgica de un tumor. Un ejemplo es el
tratamiento de un colon sano tras una colonectomia para un cancer de colon. El tejido de colon sano que rodeaba la
region tumoral antes de la extirpacion del tumor se puede tratar con una composicion de proteina de fusion como la
SEQ ID NO: 43, tras la extirpacién del tumor y el tejido asociado, en un gel quirdrgico como un sellador de fibrina, y
sera Util para prevenir la formacién de lesiones adicionales en el tejido residual.

Ejemplo 32

Método general para demostrar la eficacia preclinica en un mamifero

Una linea celular de melanoma se implanta de forma subcutanea en un primer grupo de ratones atimicos (Charles
River Laboratories). Los tumores se hacen crecer en ratones adultos del primer grupo de ratones, se extraen y
trasplantan individualmente en cada raton (un tumor por ratén) de un segundo grupo de ratones. Una inyeccion
diaria de una composiciéon farmacéutica de esta invencidon que comprende una dosis eficaz de una proteina de
fusion, como la SEQ ID NO: 43, de la que se calcula que se encuentra en el intervalo de 10-100 ug/ml del volumen
tumoral, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, se administra a cada ratén del segundo grupo de ratones. A
los animales del control se les inyecta un vehiculo como control. Se mide el crecimiento del tumor y se efectia un
examen histoloégico para medir los marcadores de queratinocitos malignos, como la inmunoproteina gamma 10
(IP10). La composicion que comprende la proteina de fusion previene o inhibe sustancialmente el crecimiento de los
tumores del segundo grupo de ratones.

Ejemplo 33

Uso de una composicion que comprende una proteina de fusién aplicada a la superficie de un dispositivo mamario
implantado para prevenir la recurrencia de un cancer de mama

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica de esta invencién que comprende una
proteina de fusién se aplica sobre la superficie de una implante mamario farmacéuticamente aceptable. Se extirpa
un tumor del tejido mamario de un paciente, opcionalmente con administracion conjunta (preoperatoria y/o
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postoperatoria) de una composicion farmacéutica de esta invencion tal como se ha descrito anteriormente. El vacio
creado por la extraccion del tumor se rellena al menos en parte con el implante mamario recubierto con una
composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion, y se cierra la herida creada por la escision y/o
implante. Se previene o inhibe sustancialmente el crecimiento de un segundo tumor en el tejido del margen tumoral
residual.

Ejemplo 34

Preparacion de una composicion farmacéutica para administracién a un paciente

Una composicion farmacéutica de la presente invencién se puede preparar mezclando la SEQ ID NO: 10 (30 mg/ml
de solucién madre o solucién diluida) con los cuatro componentes del kit Tisseel® (sellador de fibrina):

. Trombina liofilizada;

. 1 ml de CaCly/solucién de reconstitucion amortiguadora para reconstituir la trombina;
. Fibrindgeno liofilizado, y

. 1 ml de solucion amortiguadora para reconstituir el fibrinogeno.

La soluciéon madre de la SEQ ID NO: 10 se conserva a -20 °C, congelada hasta 1 hora antes de usar. La solucion
madre de la SEQ ID NO: 10 se descongela colocando el vial en la palma de las manos durante unos pocos minutos.
Se extraen 0,3 ml de la solucion madre de la SEQ ID NO: 10 con una jeringa de 1 ml, y se inyectan en un vial vacio.
Se afiaden 0,15 ml de agua estéril con una jeringa estéril. Se mezclan haciéndolos girar suavemente. Con una
jeringa de 1 ml, se extraen 0,3 ml de la solucion de CaCl; (del kit Tisseel®) y se desechan. Con la misma jeringa, se
extraen 0,3 ml de la solucién de trabajo apropiada de la SEQ ID NO: 10, se inyectan en el vial con CaCl,, y se
mezclan haciéndolos girar suavemente. Se extrae el volumen total del vial con CaCl,/ SEQ ID NO: 10 con una
jeringa de 1 ml, y se inyecta en el vial con la trombina reconstltmda La solucion de trombina se conserva a 37 °C
hasta su uso. El concentrado de proteina selladora Tisseel® se debe preparar y reconstituir conforme a las
instrucciones del fabrlcante antes de su uso. Se extraen la trombina/SEQ ID NO: 10 y las solumones con proteina
selladora Tisseel®, con sus respectivas jeringas Duploject, y se realiza la aplicacién de Tisseel® para la formacion de
coagulos.

Ejemplo 35

Distribucion de la SEQ ID NO: 10 tras su aplicaciéon extradural

Haciendo referencia a la Figura 34, la distribucion de la SEQ ID NO: 10 se puede caracterizar en las médulas
espinales de ratas normales y heridas. La penetracion y distribucion de la SEQ ID NO: 10 en los tejidos de la médula
espinal se evalian mediante inmunoelectrotransferencia (western blot) del tejido obtenido de cada rata (n = 3-5 ratas
en cada experimento). En todas las inmunoelectrotransferencias se cargaron 50 ug de proteina en cada carril. Tras
la separacion en SDS-PAGE al 12%, las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa, se bloquearon y se analizaron con
un anticuerpo policlonal dirigido contra la SEQ ID NO: 10. Las bandas se visualizaron con anticuerpos secundarios
unidos a peroxidasa (Promega) y una reaccion de quimioluminiscencia basada en HRP (Pierce Chemical Co.). Se
midi6 la densitometria de las inmunoelectrotransferencias con un densitémetro personal laser S| (Molecular
Dynamics) y las imagenes de bandas se analizaron con el software ImageQuant, version 5.0 (Molecular Dynamics).
El software mide la densidad de pixeles en la imagen de bandas tras sustraer el fondo, y el valor de densitometria se
proporciona en unidades arbitrarias.

Para la inmunohistoquimica, las médulas espinales introducidas en OCT se procesan en secciones de 10 um sobre
portas de vidrio Super Frost y, posteriormente, se fijan en PFA al 4%. Tras una incubacion de una hora en solucion
bloqueadora (suero caprino normal al 5%, y BSA al 3% en PBS), la SEQ ID NO: 10 se detecta usando un anticuerpo
monoclonal y se visualiza tras una incubacién de una hora con anticuerpo secundario de cabra dirigido contra IgG de
ratéon, conjugado con FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Los portaobjetos se examinan con un
microscopio fluorescente Zeiss Axioskop 2. Las imagenes de las secciones tisulares se obtienen con el software
Northern Eclipse. En este experimento se usan como control ratas a las que se solo se aplica PBS en Tisseel, a fin
de evaluar la especificidad de anticuerpos y la interferencia de fondo.

En experimentos de evolucion temporal, la capamdad de la SEQ ID NO: 10 (50 ug) de penetrar en el tejido de la
médula espinal se verifica en combinacién con Tisseel® al aplicarlo en la duramadre de ratas laminectomizadas sin
lesiones. La duramadre se deja intacta y se extrae 1 cm de tejido del lugar de aplicacion una hora después de la
cirugia. Al contrario que el tipo C3 natural, que carece de la secuencia de transporte, se ha observado que la SEQ ID
NO: 10 penetra rapidamente en la médula espinal (Figura 34A). La administracion en bolo de la matriz Tisseel
provoco niveles maximos y constantes en la médula espinal durante las 2 primeras horas posteriores a la aplicacion,
seguido de una fase de liberacion lenta con niveles residuales que aun se detectaban al cabo de 7 dias.
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La Rho es una proteina ubicua, importante en el funciona miento celular normal. Su inhibicién sistémica podria
dar lugar a efectos secundarios importantes. Por lo tanto, es preferible que la administracion de la SEQ ID NO: 10 se
restrinja localmente a la médula espinal lesionada, a fin de limitar la exposicion sistémica. Tras la aplicacion
extradural, se detectaron niveles bajos de la SEQ ID NO: 10 en tejidos proximos al lugar de aplicacion, como la piel y
musculos de la espalda (menos del 5% de la dosis |n|C|aI) Sin embargo, cuando se administré por via tdpica con
Tisseel®, la SEQ ID NO: 10 (hasta 50 pg) no provocé ningtin efecto demostrable en la cicatrizacion de heridas con
las d03|s empleadas. Se encontrd una exposicion limitada en la circulacion sistémica (alrededor del 0,5% de la dosis
inicial; Cmax al cabo de 1 hora) y no se observo que la proteina se concentrara en ningun sistema de érganos (no se
muestran los datos). En otro experimento, se observé que el rifidén era responsable de la eliminacion (1% de la dosis
inicial detectada en el tejido al cabo de 1 hora), y que la proteina se detecta en la orina durante las primeras horas
posteriores a la aplicacion. SEQ ID NO: 10 también se detecta en el higado poco después de la dosificaciéon, aunque
en cantidades mas pequefias que las encontradas en el rifion.

Ademas, se evaluo la distribucion dorsoventral y rostrocaudal de la SEQ ID NO: 10. Veinticuatro horas después de la
administracion, la proteina se detecta en la médula espinal contusionada tanto dorsal como ventral de las ratas
tratadas que tenian o bien una duramadre intacta, o bien una duramadre abierta (Figura 34A). Se observo que el
traumatismo de la médula espinal no influye en la distribucion de la SEQ ID NO: 10 en las condiciones
experimentales de los inventores. Dos horas después de la aplicacion de 50 uyg de SEQ ID NO: 10 en la médula
espinal normal laminectomizada, se observé una difusion tanto caudal como rostral desde el lugar de la aplicacion
que cubria una distancia de aproximadamente 2 cm (Figura 34B). La inmunohistoquimica confirmé que 24 horas
después de su aplicacion en la médula espinal contusionada, la SEQ ID NO: 10 administrada de forma exdgena se
absorbe vy distribuye dentro de la sustancia gris y blanca de la médula espinal. La inmunotincion se detecta en su
mayoria en la parte dorsal, dentro de la duramadre y con intensidad en el epicentro de la lesion. Las secciones de
médula espinal, extraidas de animales tratados con vehiculo, no muestran ningun marcador (Figura 34C).

Ejemplo 36

Inactivacién de Rho dependiente del tiempo y la dosis con un tratamiento de SEQ ID NO: 10

Haciendo referencia a la Figura 35, la ventaja terapéutica de la SEQ ID NO: 10 depende de su capacidad para
bloquear la activacion de Rho que se produce después de una LM. Por lo tanto, tras establecer la distribucion de la
SEQ ID NO: 10 en la médula espinal después de una aplicacion extradural, los niveles de Rho activa se pueden
medir en el tejido medular contusionado usando una precipitacion por afinidad con el dominio de unién a RhoA de la
proteina efectora rotequina, seguido de una deteccion de RhoA por inmunoelectrotransferencia (western blot). Los
niveles de Rho activa se determinan mas especificamente usando ensayos de inmunoprecipitacion o
inmunotransferencia. La densidad de pixeles de los niveles de Rho activa en los tejidos de médulas espinales
contusionadas se usa para calcular los niveles de Rho activa normalizados de las muestras de médulas espinales
tratadas. En los estudios de respuesta a la dosis y reversibilidad, el promedio de los resultados se calcula para 3 a 9
ratas por grupo.

Se obtiene una curva de respuesta a la dosis para la inactivacién de Rho a f|n de determinar la dosis eficaz minima
de la SEQ ID NO: 10. Las dosis de SEQ ID NO: 10 se aplican en Tisseel® sobre la médula espinal de las ratas
inmediatamente después de la LM inducida mediante contusion moderada (se deja caer un peso de 10 g desde una
altura de 25 mm), y los niveles de Rho activa (en estado de union a GTP) se determinan a las 24 horas después de
la lesion.

Tal como se ha mostrado anteriormente en el presente documento, la lesiéon por contusién produce una activacion
de Rho consistente en todas las ratas. Este nivel de activaciéon se usa para normalizar los niveles de Rho activa
observados en distintas condiciones. Se ha observado que el nivel de Rho unida a GTP en la médula espinal de
ratas normales es de aproximadamente el 15% de la observada en ratas contusionadas. La cirugia de referencia
(laminectomia) no induce de forma significativa la activacion de Rho. La SEQ ID NO: 10 en Tisseel® bloquea la
activacion de Rho causada por la lesion de contusion a los niveles basales observados en la médula espinal de ratas
normales sin lesiones o laminectomizadas. Esta inhibicién de la activacion de Rho es maxima al administrar una
dosis unica de 15 pg de la SEQ ID NO: 10. Se ha seleccionado la dosis de 15 pg para estudios de eficacia, ya que
proporciona de forma constante una inactivacion de Rho reproducible y consistente. El analisis de regresion de la
curva de respuesta a la dosis (r = 0,97) muestra que la dosis necesaria para obtener una inactivacion de Rho del
50% en la médula espinal de ratas es de aproximadamente 2 ug.

Para determinar el tiempo que el farmaco permanece in vivo a niveles terapéuticos, la SEQ ID NO: (50 pg) se aplica
en la duramadre sin lesionar la médula espinal. La herida se vuelve a abrir y la médula espinal se lesiona mediante
hemiseccion en el lugar de administracion de la SEQ ID NO: 10 en distintos momentos tras la aplicacion de la SEQ
ID NO: 10 (2 horas, 24 horas, 2 dias, 4 dias y 7 dias). Se sacrifica a los animales 4 horas después. El tratamiento
previo con la SEQ ID NO: 10 hasta 4 dias antes de la LM permite prevenir la activacion de Rho tras su aplicacion
extradural (Figura 35B). La inhibicion es evidente en el grupo de tratamiento previo a Ias 2 horas, lo que resalta la
absorcion de la SEQ ID NO: 10 en la médula espinal después de su aplicacion en Tisseel®. Los niveles terapéuticos
de la SEQ ID NO: 10 se mantienen durante un minimo de 4 dias tras la administracion, mientras que 7 dias después
de la aplicacion, el tratamiento previo con la SEQ ID NO: 10 no previene la activacion de Rho después de la LM.
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Aunque la ADP-ribosilacién de Rho catalizada por la SEQ ID NO: 10 es irreversible, el recambio proteinico normal de
Rho en las células puede explicar la reversibilidad observada.

Ejemplo 37

El tratamiento diferido con la SEQ ID NO: 10 mejora la recuperacion funcional en ratones

Haciendo referencia a la Figura 36, después de optimizar la SEQ ID NO: 10 permeable a las células, se repiten los
experimentos en el modelo de ratéon con hemiseccién y se demuestra que 1 pg es suficiente para fomentar la
recuperacion funcional. Los pacientes con LM suelen ser sometidos a cirugia para descomprimir y estabilizar o fijar
la médula espinal hasta unos pocos dias después de la lesién. Por lo tanto, es importante comprender el intervalo
necesario para una intervencion terapéutica. Debido a la recuperacion funcional mas rapida de los ratones y a la
facilidad de manipulacion, se estudié en este modelo el intervalo para la administracién de SEQ ID NO: 10 después
de una LM. La recuperacién conductual se evalla mediante la puntuaciéon de los movimientos de las extremidades
traseras durante 2 semanas con una escala BBB modificada (Dergham et al., 2002, J Neurosci, 22: 6570-6577). La
SEQ ID NO: 10 en la funcién locomotriz tras una recuperacion inmediata o diferida se compara usando una dosis de
1 ug administrada en Tisseel®. Mas especificamente, la funcién motriz de los animales se evalla usando la escala
de valoracion del aparato locomotor Open Filed de Basso, Beattie y Bresnahan (BBB) en 11 ratas tratadas con 15 ug
de la SEQ ID NO: 10, y 12 ratas del control. Dos observadores evaluan la puntuacion de la BBB durante 4 minutos y
otro observador graba la locomociéon con una camara de video. Se calcula el promedio de las puntuaciones de
ambas extremidades traseras para obtener la puntuacién de cada sesion. La puntuacion de la BBB se registra cada
vez en hojas separadas, sin conocer los grupos de tratamiento. La recuperacion locomotriz del movimiento de las
extremidades traseras en ratones se mide usando la puntuacién de la BBB en 4 a 6 ratones por grupo de
tratamiento. Al contrario que en las ratas, en los ratones no se observa arrastre de pies, y la escala BBB se ha
modificado de 21 puntos para las ratas a 17 puntos.

Cada grupo de tratamiento tiene su propio control para tener en cuenta la variabilidad en la segunda cirugia diferida
que requiere administrar el tratamiento a las 24 o 72 horas. La lesion inicial de la médula espinal se considero dia O.

El grupo de animales con administracion inmediata es sometido a una sola cirugia y recibe tratamiento con la SEQ
ID NO: 10 o con PBS en Tisseel®. Existe una mejoria rapida durante las etapas postraumaticas tempranas de la
recuperacion en el grupo tratado, en un plazo de 24 horas, probablemente debido al efecto neuroprotector de la SEQ
ID NO: 10. Dieciséis dias después de la lesion, los animales tratados lograron una marcha automatica plantar
frecuente con apoyo de peso (BBB de 10), en comparacion con el barrido con movimientos de 2-3 articulaciones
(BBB de 6) en los ratones de control (Figura 36A).

Los animales tratados 24 horas después de la lesion fueron anestesiados; se abrieron la piel y los musculos, y el
tratamiento se aplicé en la superficie lesionada de la médula espinal. Si el tratamiento se retrasa 24 horas, aun se
observa en los ratones tratados una mejor recuperacion funcional (Figura 36B). Los animales tratados con la SEQ ID
NO: 10 muestran una mejoria significativa de 3 puntos respecto a los ratones del control, a los 16 dias. Tal como se
ha observado en el grupo de tratamiento inmediato, esos animales también pueden lograr una marcha plantar con
apoyo de peso consistente. Sin embargo, en este experimento, la fase de recuperacion temprana no esta tan
marcada como en el grupo de tratamiento inmediato. Este efecto puede quedar oculto por el hecho de que los
ratones sufrieron dos anestesias generales en un plazo de 24 horas.

Los animales que recibieron SEQ ID NO: 10 setenta y dos horas después de la hemiseccion de la médula espinal
mostraron una mejoria significativa transitoria hasta 3 dias después de la administracion diferida, y una tendencia
general a lograr una mejor recuperacion (Figura 36C). Sin embargo, tras esta mejoria inicial, la pendiente de
recuperacion decrecio; las puntuaciones promedios finales no muestran una diferencia significativa respecto a los
ratones del control al cabo de 16 dias (Figura 36C).

Ejemplo 38

El tratamiento extradural con el antagonista de Rho SEQ ID NO: 10 es bien tolerado

Haciendo referencia a la Figura 37, se pueden llevar a cabo experimentos con ratas para evaluar la seguridad y la
recuperacion funcional tras un tratamiento con SEQ ID NO: 10 o con las variantes descritas en las Figuras 3y 4. A
fin de evaluar la recuperacion funcional después de una contusién en la médula espinal de las ratas, se operd a un
total de 25 animales machos, que fueron asignados de forma aleatoria a dos grupos de tratamiento: vehiculo (PBS
en Tisseel®) o 15 ug de SEQ ID NO: 10 en Tisseel®. Tras la cirugia, se realizaron cuidados postoperatorios que
incluian la expresion manual de las vejigas dos veces al dia hasta que se recuperd la funcién vesical. Todas las
ratas recuperaron la funcion vesical auténoma el dia 10 a 15, independientemente del grupo de tratamiento. El
analisis del peso corporal muestra que todos los grupos (tratados con SEQ ID NO: 10 o con el vehiculo) de animales
ganaron peso de forma normal (Figura 37A). No se observa ninguna diferencia significativa entre los grupos. En otro
conjunto de experimentos, en las ratas tratadas con una dosis de 50 ug también se observa que ganaron peso
corporal de forma normal a lo largo de un periodo de observacién de 1,5 meses.
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Usando un conjunto separado de ratas, se verifica la seguridad a largo plazo de la aplicacion extradural de la SEQ
ID NO: 10 en Tisseel® sobre la médula espinal de ratas sometidas a una laminectomia vertebral similar al
procedimiento necesario en los humanos. Se extrajo tejido 3 meses después de una Unica apllcacmn de 10 0 50 Hg.
El analisis histologico exhaustivo de las médulas espinales tratadas con SEQ ID NO: 10/Tisseel® no presenta ningun
cambio celular o morfolégico (médulas espinales normales, control con cirugia de referencia, tratadas con vehiculo
de control o con SEQ ID NO: 10, con duramadre abierta o intacta). Las Figuras 37B y 37C muestran un corte
longitudinal representativo de una médula espinal de rata tras una cirugia y el tratamiento de un animal tratado con
vehiculo y con 50 pg de SEQ ID NO: 10 al cabo de 3 meses después de la cirugia.

Ejemplo 39

El tratamiento con SEQ ID NO: 10 mejora la recuperacién locomotriz en ratas

Haciendo referencia a la Figura 38, se pueden realizar experimentos con ratas para evaluar la recuperacion
funcional tras un tratamiento con SEQ ID NO: 10 o con las variantes secuenciales descritas en las Figuras 3y 4. La
profundidad de la compresion en la médula espinal se monitoriza como medida de la reproducibilidad de la lesién de
contusion. No se ha observado ninguna diferencia en la profundidad de compresion entre los grupos con SEQ ID
NO: 10 y del control.

Se operd a los animales y se les asigné de forma aleatoria a dos grupos de tratamiento: el vehiculo (PBS) (n = 12
ratas) y 15 ug de SEQ ID NO: 10 (n = 11 ratas). Todos los tratamientos se aplican en un sellador de fibrina. Los
animales se someten a cuidados postoperatorios que incluyen la expresion manual de las vejigas dos veces al dia
hasta que se recupera la funcién vesical. Todas las ratas recuperaron la funcién vesical auténoma el dia 10 a 15,
independientemente del grupo de tratamiento. Un dia después de la contusion, todas las ratas muestran paralisis
flacida de las extremidades traseras asociada a una puntuacién de BBB inferior a 1.

El analisis del peso corporal mostré que los dos grupos de tratamiento (tratados con SEQ ID NO: 10 o con vehiculo)
ganaron peso de forma normal (Figura 38A). No existe ninguna diferencia significativa entre los grupos en el peso
ganado a lo largo del estudio de 8 semanas (P = 0,98; ANOVA bilateral con mediciones repetidas). En otro conjunto
de experimentos, en las ratas tratadas con una dosis de 50 ug de SEQ ID NO: 10 también se observd que ganaron
peso de forma normal a lo largo de un periodo de observacion de 1,5 meses.

Existe una mejoria significativa en las puntuaciones de locomocion en las ratas tratadas con SEQ ID NO: 10, en
comparacion con los animales tratados con vehiculo/PBS. La recuperacion es tipicamente mas rapida en las ratas
tratadas con SEQ ID NO: 10. Una semana después de la cirugia, los animales tratados obtuvieron una puntuacion
de BBB > 4, asociada a movimientos en las 3 articulaciones de cadera, rodilla y tobillo. En comparacion, la
puntuacion de BBB es entre 2 y 3 para los animales del control, ya que solo se ha observado movimiento en dos
articulaciones. La puntuacién de BBB para los animales del control se estabilizé en la semana 4, mientras que las
ratas tratadas siguen mejorando. Cinco o seis semanas después de la lesion, todas las ratas alcanzaron la mejoria
maxima de la funcion locomotriz. La Figura 38C muestra una vision general de la velocidad de progresion y de las
puntuaciones finales obtenidas, por ratas tratadas frente a ratas del control. En general, las ratas tratadas progresan
mas rapido y recuperan parte del uso funcional de las extremidades traseras. El porcentaje de ratas que logran una
colocacion plantar con apoyo del peso corporal a las 6 semanas con una puntuacién de BBB > 9 es del 75% de las
ratas tratadas en comparacién con el 35% de los controles. Ademas, 6 semanas después de la lesion, las ratas
tratadas son capaces de dar pasos plantares con apoyo de peso de forma ocasional (BBB = 10) o continua (BBB =
11), en comparacion con ninguna de las ratas de control. Por el contrario, la mayoria de los animales del control
muestran movimiento en solo 3 articulaciones y se mueven con barrido sin apoyo de peso (BBB < 9) (Figura 38C).

Ejemplo 40

LM y administracién de antagonista de Rho en matriz de fibrina

Los animales se manipularon de conformidad con las directrices estipuladas por el Consejo Canadiense de
Proteccion de los Animales. Los animales fueron alojados con un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad y acceso libre a
agua y comida. Se utilizaron ratones hembra Balb-c (4 semanas).

Se anestesio6 a los ratones hembra Balb-c con 0,4 ml/kg de Hypnorm y 5 mg/kg de diazepam. Tras la laminectomia,
se efectud una hemiseccion dorsal de tres cuadrantes de médula (over-hemisection) a la altura de la T7 con tijeras
de resorte. Se administr6é una Unica dosis en bolo de SEQ ID NO: 10 (1 pg en 4 pl) o vehiculo (PBS) sobre la médula
expuesta, en sellador de fibrina, mezclando 15 pl de trombina en 15 pl de fibrindgeno (kit de Tisseel® VH, Baxter
Corporation, Ontario). Se deja que la solucién polimerice unos pocos minutos antes de suturar la piel y los musculos.

Bajo anestesia con isoflurano (3-5%), las ratas son sometidas a una laminectomia a la altura de la T9. La LM se
induce dejando caer una barra de 10 g de peso desde una altura de 25 mm sobre la médula espinal expuesta
usando un impactador de contusion NYU. En los experimentos de inactivacion de la Rho, se lesiona a algunas ratas
mediante hemiseccion dorsal de tres cuadrantes de médula. Se registran la velocidad de la barra y la compresion
obtenidas en el impactador. Esta técnica provoca paralisis de las extremidades traseras de forma gradual y
reproducible. La operacion de referencia consiste en una laminectomia solamente. SEQ ID NO: 10 (a diferentes
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concentraciones) o el vehiculo de control (PBS) en el mismo volumen de 5 pl se mezcla con 15 pl de trombina y
15 yl de fibrinogeno (kit de Tisseel® VH, Baxter Corporation, Ontario). Tras aplicar el compuesto de prueba, se
suturan la piel y los musculos que recubren.

Para la evaluacién morfologica, las ratas de los grupos de estudio conductual se sacrifican con una sobredosis
anestésica y se perfunden cardiacamente con solucion salina al 0,9%, seguido de paraformaldehido (PFA) al 4%
tamponado con fosfatos. El tejido de la médula espinal en torno a la T9 se extrae de la columna y, posteriormente,
se fija en PFA al 4% toda la noche. Diez segmentos de 1 mm de médula espinal, tanto en el lado rostral como en el
caudal, se introducen en bloques de parafina y se seccionan transversalmente en un microtomo que se usa para
medir areas tisulares preservadas. Se extraen también los tejidos de la médula espinal y se incluyen en parafina
para obtener cortes longitudinales tintados con hematoxilina y eosina en otro conjunto de experimentos. En los
experimentos de inmunohistoquimica con cortes criostaticos, 1 cm de médula espinal (epicentro) se fija
posteriormente en PFA al 4% y se transfiere a una solucién de sacarosa al 30%. Al dia siguiente, los tejidos se
congelan rapidamente en isopentano frio y se introducen en OCT.

Para las inmunoelectrotransferencias (western blots) y los ensayos de inmunoprecipitacion, se sacrifica a los
animales con una sobredosis anestésica y se perfunden solamente con una solucion salina al 0,9%. El tejido de la
médula espinal se separa en la parte dorsal y la ventral, o en segmentos diferentes de las partes rostral a caudal.
Los tejidos se lavan en solucion salina y la duramadre se extrae. En los ensayos de inmunoprecipitacion, el tejido
medular de 8 mm se congela in situ vertiendo nitrégeno liquido en el lugar de la laminectomia. Las muestras
congeladas de médula espinal se homogeneizan usando un homogeneizador Vari-Mix Il (Dentsply Caulk, Toronto,
Canada) y se solubilizan en un amortiguador de lisis NP-40 helado para la inmunoelectrotransferencia (western blot).

Ejemplo 41

La SEQ ID NO: 10 reduce el volumen de la lesion en la médula espinal contusionada de ratas

Haciendo referencia a la Figura 39, el analisis histologico del tejido medular lesionado, tratado con SEQ ID NO: 10 o
con las variantes proteinicas, se puede usar para medir la neuroproteccion.

Se sacrifica a las ratas sometidas a evaluaciones a campo abierto y el tejido se prepara para histologia. El area
preservada de sustancias gris y blanca, y todo el area transversal de la médula espinal se miden usando tres cortes
transversales de 5 ym por nivel. Se obtienen muestras de multiples niveles a intervalos de 1 mm a lo largo de un
area de 2 cm en torno al epicentro. Las imagenes se obtienen con Axioskop mas microscopio 6ptico (Carl Zeiss,
Alemania) y una camara digital QICAM (Qimaging, BC, Canada), y se analizan con el software Northern Eclipse
(Empix, ON, Canada). El area tisular preservada de sustancias gris y blanca se determina con la ecuacion Sgp% =
(Gsp + Wsp)/Ts*100, donde (Gsp) y (Wsp) son las areas preservadas de sustancias gris y blanca, respectivamente, y
(Ts) es el area total del corte espinal. El analisis se lleva a cabo sin conocer los grupos de tratamiento.

Tras la lesion de la médula espinal se produce una pérdida masiva de tejido, puesto que las cascadas de
sefializacion desencadenan muerte celular apoptética de neuronas y neuroglias. La amplitud de la pérdida tisular
durante este proceso tiene lugar en los dias posteriores a la lesidn, y determina en gran medida el alcance de la
recuperacion funcional posterior a la lesién. Por este motivo, se evalta si la SEQ ID NO: 10 posee propiedades
neuroprotectoras y se verifica el tamario de la lesién en el lugar de la contusion. El porcentaje de sustancias gris y
blanca que permanecen se analiza 2 meses después de la lesion mediante estudios por imagenes de los cortes
obtenidos a intervalos de 1 mm a lo largo de la médula espinal caudal y rostral, en una longitud total de 2 cm que
cubren el lugar de lesidon de 1 cm. Se incluye en el analisis a todas las ratas de los grupos de recuperacion funcional
(n = 23). Existe una diferencia significativa en el area total de lesién entre los grupos, donde los animales tratados
con SEQ ID NO: 10 presentaron una disminucion del 25% de pérdida tisular frente al grupo del control. Esta
diferencia estd mas marcada en el lado rostral al epicentro (Figura 39A; 25%), mientras que los cambios producidos
de forma caudal al lugar del impacto son menos pronunciados (10%). Dos meses después de la contusion, gran
parte de la médula espinal a la altura de T9 de los animales de control esta ocupada por una gran cavidad quistica
en la que no se observa sustancia gris y menos del 10% de sustancia blanca permanece en el epicentro (Figura
39A). Por el contrario, la médula espinal en el epicentro de las ratas tratadas presenta un aumento promedio del
10% en la sustancia blanca residual, que consiste en un margen periférico. Este aumento de sustancia blanca
preservada en ratas tratadas alcanzé el 22% en los primeros 4 mm de forma rostral al epicentro. La sustancia gris
también se preservo de forma significativa en las ratas tratadas a una distancia de entre 2 y 4 mm del epicentro de la
lesiéon. Se observé una diferencia significativa global en la extension del tejido medular que permanecia en el lugar
de lesion, tanto de sustancia blanca (P < 0,0001) como de sustancia gris (P = 0,038), entre las ratas tratadas y las
de control usando un ANOVA bidimensional con mediciones repetidas. La extensién de la lesiéon preservada se
siguid caracterizando mediante el célculo de las areas bajo la curva para cada rata, a fin de representar el area total
de la lesion. En la Figura 39B se observa que las ratas tratadas mostraron un descenso del 25% en el area ocupada
por la lesién. De forma similar a los humanos, la formacién de cavidades quisticas en el lugar de lesion tras una LM
en las ratas es algo comun. La tincién con azul de Luxol rapido mostré que las ratas tratadas tenian una mielina
compacta mas abundante en una cavidad mas pequefia que la de los animales de control. Esto también se refleja en
una menor longitud longitudinal de la lesién en las ratas tratadas (10,3 + 0,7 mm en los controles frente a 7,8 +
0,7 mm en las ratas tratadas, P < 0,01, prueba de la t de Student para datos independientes) (no se muestran los
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datos). Finalmente, el analisis de regresion lineal (Deming) muestra que existe una correlacion significativa entre el
area total de la lesion y las puntuaciones de BBB finales en las ratas tratadas con la SEQ ID NO: 10 (P = 0,02) (no
se muestran los datos).

Ejemplo 42

El tratamiento de la SEQ ID NO: 10 no tuvo ningun efecto en la alodinia de las ratas

Haciendo referencia a la Figura 40, la SEQ ID NO: 10 o las variantes proteinicas se pueden evaluar en un modelo
animal de dolor neuropatico para estudiar los efectos secundarios indeseados. Se sabe que la gemacion axonal
anomala provoca el desarrollo de dolor neuropatico tras un traumatismo de médula espinal. Se usa la retirada de
extremidades en respuesta a los filamentos de Von Frey de diametro creciente para analizar la sensibilidad a los
estimulos mecanicos. Las ratas se colocan en una caja de plexiglas sobre una pantalla metdlica fina y elevada, y se
aclimatan durante 60 minutos antes de la prueba. El filamento se aplica en la superficie plantar de cada extremidad
trasera. El umbral del filamento de Von Frey (cantidad de gramos de fuerza) se registra como la fuerza necesaria
para ocasionar una retirada tres a cuatro de cuatro veces. Se hace un promedio de los datos obtenidos para las
extremidades traseras derecha e izquierda. Los observadores no conocen los grupos de tratamiento. En cada grupo
de tratamiento se evaltan entre 5y 7 ratas.

Se puede examinar el efecto de la SEQ ID NO: 10 sobre la respuesta sensitiva de las ratas lesionadas. La prueba de
Von Frey se usa para verificar si existe alguna diferencia en la sensibilidad a la estimulacion mecanica después de
que los animales hayan alcanzado su meseta de recuperacion locomotriz 6 semanas tras una contusiéon grave. La
respuesta de retirada de la pata a la estimulacion sensorial se mide en ambas extremidades traseras con sondas
calibradas. En las ratas lesionadas se desarrolla el mismo nivel de alodinia tactil, independientemente del grupo de
tratamiento al que pertenezcan. Los tratamientos con vehiculo o con SEQ ID NO: 10 a 15 o 50 ug no tienen ningun
efecto en el umbral de retirada de la pata seis semanas después de la lesion (Figura 40).

Ejemplo 43

La SEQ ID NO: 10 modifica la expresion y localizacién de cadherinas y ocludinas

La siguiente parte del proceso angiogénico que se estudioé fue la de las uniones o los puntos de contacto intercelular,
cuya funcién adecuada es necesaria para formar y mantener los tubulos capilares. La participacion de Rho GTPasas
en la integridad de las uniones entre célula y célula ha quedado demostrada (Hirase et al., 2001; Braga et al., 2002;
Wojciak-Stothard y Ridley, 2003), especialmente en lo relativo a las proteinas de unién cadherina y ocludina. A fin de
estudiar el estado de estas proteinas en los cultivos de HUVEC, se vuelven a colocar en portas cubiertos con
colageno y se tratan con la SEQ ID NO: 10 (o PBS como control) durante 24 horas. A continuacion, los portas se
fijan e incuban con un anticuerpo especifico de pan-cadherina, seguido de una incubaciéon con un anticuerpo
secundario fluorescente. La microscopia de inmunofluorescencia indica que en las HUVEC de control, las
cadherinas se encuentran a lo largo de las zonas de contacto celular en densidades de siembra celular tanto bajas
(2 x 10°) como altas (2 x 10%) (flechas pequefias en la Figura 41A, panel de la izquierda). Sin embargo, en las
incubaciones de 24 horas llevadas a cabo en presencia de 25 ug/ml de SEQ ID NO: 10, parece que existe menos
tincion de cadherina asociada a la membrana en general, asi como menos zonas intercelulares de tincion de
cadherina (flechas pequefias en la Figura 41A, panel de la derecha), lo que es incluso mas notable con una
densidad baja de siembra celular. Ademas, las uniones intercelulares aparecen desorganizadas, especialmente con
una densidad alta de siembra celular, lo que da lugar a huecos visibles entre las células (flechas largas en la Figura
41A, panel de la derecha). Por tanto, aunque aun se puede observar tincion de cadherina en algunas regiones de
contacto intercelular en las HUVEC tratadas con SEQ ID NO: 10, la integridad de las fronteras intercelulares se
encuentra dafiada y presenta un aspecto mas puntiforme que continuo, en comparacién con las células sin tratar.

Un examen ulterior de las figuras revela que la intensidad de la sefial de inmunofluorescencia de la cadherina es
menos intensa en las células tratadas con SEQ ID NO: 10 que en las células del control. Este hallazgo indica que la
inactivacion de la Rho GTPasa por parte de la SEQ ID NO: 10 puede cambiar no solo la localizacion de las
cadherinas, sino también sus niveles de expresion. Esta hipotesis se estudia mediante inmunoelectrotransferencia
(western blot) en extractos de HUVEC subconfluentes que han sido tratadas con 10 o 25 pg/ml de SEQ ID NO: 10
durante 24 horas. De nuevo, la inmunodeteccién se logra usando un anticuerpo especifico de pan-cadherina.
Aunque se cargan cantidades equivalentes de proteina de extracto celular en cada banda de los geles, la eficacia de
la transferencia de las proteinas desde los geles a las membranas se vigila usando un anticuerpo para las proteinas
Erk, cuya expresion es independiente tanto de las cadherinas como de las Rho GTPasas. Ambas concentraciones
de SEQ ID NO: 10 producen un descenso significativo (~ 40% para 10 pg/ml, y ~ 70% para 25 pg/ml; p < 0,001) en
el nivel de cadherina en comparacion con las células del control (Figura 41B).

Se han llevado a cabo experimentos similares para estudiar los efectos que la SEQ ID NO: 10 produce en la
localizacion y expresion de la proteina de la unién oclusiva ocludina. Dado que la sefal de inmunofluorescencia de la
ocludina es relativamente débil, solo se estudian las HUVEC sembradas con una densidad celular alta (2 x 10*
células). Los hallazgos son muy similares a los obtenidos con la cadherina y muestran que la ocludina esta situada
en una banda bastante continua a lo largo de las zonas de contacto celular en las HUVEC del control (indicado por
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flechas en la Figura 42A, panel de la izquierda). Tras el tratamiento con 25 pyg/ml de SEQ ID NO: 10 durante 24
horas, apenas se observa ninguna zona de contacto celular. Parece que la mayor parte de la sefial de la ocludina se
corresponde con una distribucion intracelular (Figura 42A, panel de la derecha). Sin embargo, al contrario que en las
cadherinas, no existe ningun descenso obvio en la intensidad de las ocludinas por inmunoelectrotransferencia
(western blot) tras un tratamiento de las HUVEC, de 24 horas, con 25 yg/ml de la SEQ ID NO: 10 (Figura 42B, panel
de la izquierda). Si el tratamiento con SEQ ID NO: 10 se extiende a 48 horas, se observa un descenso significativo
(~ 40%; p < 0,001) en el nivel de ocludina en comparaciéon con las células del control (Figura 42B, panel de la
derecha). De nuevo, el control de transferencia/carga de Erk confirma que existen niveles celulares de proteina
similares en las muestras.

En los experimentos de inmunofluorescencia mencionados anteriormente, las HUVEC se siembran en portas de
camara de 8 pocillos, cubiertos con colageno |, que se dejan adherir durante 16-24 horas. Tras incubar con el agente
del tratamiento, las células o bien se fijaron en formalina al 10% y después se permeabilizaron durante 30 minutos
con Tritén X-100 al 0,2% (para visualizar la actina y cadherina), o bien se fijaron durante 5 minutos con MeOH
enfriado en hielo al 100% (para visualizar la ocludina). Para tefiir la actina, las células se bloquearon con BSA al 3%
durante 45 minutos y después se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con faloidina conjugada a
rodamina (1/300). Para tefir la cadherina, las células fijas se bloquearon durante 30 minutos con suero caprino al
10% y después se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo monoclonal de ratén
dirigido contra pan-cadherina (1/400). La deteccién se realiza mediante anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de
ratéon conjugado con FITC (1/400), durante 1 hora, a temperatura ambiente. Para tefir la ocludina, las células se
fijaron y bloquearon al igual que para detectar la cadherina y después se incubaron durante 120 minutos a
temperatura ambiente con anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra ocludina (1/50). La deteccion se realiza
mediante anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo conjugado con FITC (1/400). El glicerol SlowFade®
antiatenuacion se usa para disminuir la atenuacion inmunofluorescente. Los portas se examinan con un microscopio
de fluorescencia invertida (Carl Zeiss, Alemania Occidental). Se tomaron micrografias con el software Northern
Eclipse.

Considerados junto con los resultados de la caderina, estos datos relativos a la ocludina indican que la inhibicion
mediada por la SEQ ID NO: 10 de la formacion tubular in vitro de las HUVEC implica una interrupciéon de la
integridad de la region de contacto intercelular en lo que respecta a las proteinas de union cadherina y ocludina.
Estas proteinas de union no solo se distribuyen de forma diferente, sino que parece que sus niveles de expresion
general disminuyen significativamente. Los hallazgos presentados aqui indican que la SEQ ID NO: 10 interfiere
principalmente con la etapa de tubulogénesis de la angiogénesis, y que la reduccion inducida por la SEQ ID NO: 10
en la tubulogénesis guarda relacién con la pérdida de contactos intercelulares y con el descenso regulado de las
moléculas de union cadherina y ocludina.
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REIVINDICACIONES
El polipéptido con SEQ ID NO: 10.
El polipéptido de la reivindicacion 1, donde dicho polipéptido esta PEGilado.

Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido conforme a una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2 y un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 3, donde la composicion farmacéutica es estéril
Oesterilizable o esta esterilizada.

La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 3 o 4, donde la composicién farmacéutica esta en un vial en
una forma farmacéutica unitaria o en un multiplo integral de una forma farmacéutica unitaria.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, donde la composicién
farmacéutica comprende una matriz.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, donde la composicién
farmacéutica esta seca o comprende una matriz deshidratada o comprende una proteina de fusiéon en una
matriz liofilizada.

La composiciéon farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde el portador comprende un
adhesivo tisular, donde el adhesivo tisular es preferentemente fibrina o un sellador de fibrina, seleccionandose
dicho sellador de fibrina opcionalmente del grupo compuesto gor Tisseel®, Cebus®, Ateles®, Proleus®,
Vivostat®, CryoSeal FS®, CoSeaI®, Duraseal®, Poliphase®, Bioglue™, Avitene FIour®, Dermabond®, Hemaseel,
Beriplast-P®, Fibrocaps®, Crosseal®, Evicel® y Trombina.

Polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 o composicion de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8 para usar en el tratamiento de una lesion de médula espinal en un sujeto que lo necesite.

Polipéptido o composicién de la reivindicacion 9 para usar en el tratamiento de una lesién de médula espinal en
un sujeto que lo necesite, donde

a) dicho sujeto tiene una enfermedad neurolégica o neurodegenerativa, opcionalmente seleccionada del
grupo compuesto por enfermedad de Stargardt, amaurosis congénita de Leber, enfermedad de Best,
coroideremia, retinosquisis, sindrome de Bardet-Biedl, neuropatia éptica isquémica anterior, retinopatia de
Purtscher, neuritis 6ptica, edema de disco 6ptico, enfermedad de Coats y/o aneurisma miliar de Leber,
neuropatia inmune y periférica, esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, neuropatia axonal gigante,
neuralgia del trigémino, neuralgia glosofaringea, paralisis de Bell, miastenia grave, distrofia muscular,
atrofia muscular progresiva, atrofia muscular bulbar progresiva hereditaria, sindromes por herniacion,
ruptura o prolapso de discos vertebrales, espondilosis cervical, trastornos del plexo, sindromes de
destruccion de la salida toracica, acrilamidas, gamma-dicetonas (neuropatia de adicciéon al pegamento),
disulfuro de carbono, dapsona, garrapatas, porfiria, sindrome de Gullain-Barré, corea de Huntington,
demencia por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), enfermedades pridnicas y glaucoma; o

b) dicho sujeto tiene dafiado el sistema nervioso como consecuencia de un accidente cerebral vascular,
cirugia, infarto, infeccién, exposicion a agentes toxicos, sindromes de neoplasia maligna o
paraneoplasicos, traumatismo o lesién accidental.

Polipéptido o composicion de la reivindicacién 9 para usar en el tratamiento de la lesiéon de médula espinal en
un sujeto que lo necesite, donde dicho sujeto tiene una lesion cerebral traumatica.

Polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 o composicion de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8 para usar en el tratamiento de la degeneracidon macular en un sujeto que lo necesite, o
para usar en la inhibicion o reduccién de la tasa de neovascularizacion sub-retiniana y/o proliferacion de tejido
neovascular asociado a degeneracion macular en el ojo de un sujeto que lo necesite, o para usar en la
proteccion de fotorreceptores retinianos frente a la muerte celular asociada a degeneracion macular en el ojo
de un sujeto que lo necesite.

Polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 o composicion de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8 para usar en la prevencién o tratamiento del cancer, o para usar en la prevencién o
inhibicién de la proliferacién no controlada o diseminaciéon o migracion de una célula neoplasica metastasica de
un cancer en un sujeto, o para usar en la prevencion o inhibicion de la proliferaciéon no controlada o
diseminacion o migracion, dentro de un margen de reseccion de un tejido hospedador proximal al lugar de
extirpacion de un tumor de un cancer en un sujeto, de una célula neoplasica metastasica que reside en el
margen de reseccion, donde el polipéptido o la composicion esta adaptado opcionalmente para administrar
directamente en la superficie del margen de reseccion o por debajo de la superficie del margen de reseccién o
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dentro del tejido proximal al margen de reseccion que permanece en el sujeto; donde el cancer es seleccionado
del grupo compuesto por cancer de mama, cerebral, de colon, de piel, renal y hepatico.

Polipéptido o composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 para usar en el tratamiento de una
lesion de médula espinal en un sujeto que lo necesite, donde el polipéptido o la composicion esta adaptado
para administracion mediante inyeccion, aplicacion topica o implantacion.

Polipéptido o composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14 para usar en el tratamiento de una
lesion de médula espinal en un sujeto que lo necesite, donde el sujeto es un mamifero, preferentemente un ser
humano.

Polipéptido o composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para usar en el tratamiento de una
lesion de médula espinal en un sujeto que lo necesite, donde se fomenta el crecimiento o regeneracion axonal
o neuritica, o se inhibe la angiogénesis, en dicho sujeto.

Polipéptido conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 o la composicién de una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 8 para usar como un medicamento.
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Nivel de variante BA
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Niveles de Rho GTP (% del control)
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Peso corporal (g)
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Tejido preservado remanente (%)
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