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DESCRIPCION
Métodos para inhibir la union de endosialina a ligandos
Campo

La invencioén se refiere en general al campo de los productos inmunoterapéuticos. De manera mas especifica, la
invencion se refiere a composiciones para la alteracion de la interaccion de endosialina con sus sustratos para inhibir
funciones celulares, que incluyen la angiogénesis y la motilidad celular.

Antecedentes

A lo largo de la memoria descriptiva se citan diversas publicaciones, que incluyen patentes, solicitudes publicadas,
articulos técnicos y articulos académicos.

La angiogénesis es un proceso regulado que implica la formacién de vasos sanguineos nuevos. Desempefia un
papel esencial en el crecimiento normal, el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de heridas, y otros procesos
fisiolégicos (Yancopoulos et al. (2000) Nature, 407:242-8). En el capilar en desarrollo, las proteinas de la matriz
extracelular (ECM) sirven como armazoén estructural para los tejidos endoteliales y tumorales en proliferacion, y
proporcionan soporte para el crecimiento de las células tumorales. La angiogénesis de novo esta implicada en varios
estados patoldgicos, que incluyen el cancer, en los que la formacion de nuevos vasos sanguineos "similares a los
embrionarios" (denominada neovascularizacion en la presente memoria) parece que difiere de la vasculatura normal
con respecto a la estructura y la funcion (Hanahan et al. (2000) Cell, 100:57-70). Varios estudios in vivo e in vitro han
demostrado las diferencias biologicas entre la vasculatura normal y la vasculatura asociada a enfermedades
mediante el uso de diversos sistemas de modelos de angiogénesis, lo que ha generado la posibilidad de nuevos
compuestos anti-angiogénicos que pueden inhibir de manera selectiva la formacién de vasos de células endoteliales
de tipo embrionario asociadas a tumores para la terapia de una enfermedad neovascular. En vista de estas
oportunidades para la terapia, se esta llevando a cabo una busqueda intensa de posibles objetivos que puedan
inhibir de manera especifica el crecimiento y la funcion de las células endoteliales o estromales asociadas a tumores
y a otras enfermedades neovasculares (fibroblastos, pericitos, etc.).

En un intento de identificar tales objetivos, se han disefiado estrategias para identificar los antigenos de la superficie
celular del estroma tumoral asi como de proteinas especificas aisladas o ARN que se expresan en las células
estromales tumorales (Rettig et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10832-6; St. Croix et al. (2000) Science,
289:1197-1202). Estas estrategias han identificado una proteina de la superficie celular que parece expresarse de
manera especifica en las células estromales tumorales denominada endosialina (0 marcador endotelial tumoral 1
(TEM1) o CD248).

El examen de los patrones de expresion de genes en el tejido normal y en el neoplasico indica la estimulacion de la
expresion del mMARN de endosialina en los neovasos tumorales. (St Croix et al. (2000) Science, 289:1197-1202). Se
observaron niveles de expresion de endosialina similares en el cancer colorrectal humano (Rmali et al. (2005) World
J. Gastroenterol., 11:1283-1286), tejidos de cancer de mama (Davies et al. (2004) Clin. Exp. Metastasis, 21:31-37), e
histiocitomas (Dolznig et al. (2005) Cancer Immun., 5:10). Se ha observado la expresion de endosialina humana en
el glioblastoma sumamente invasivo, los astrocitomas anaplasicos, y los carcinomas metastasicos, que incluyen los
melanomas (Brady et al. (2004) J. Neuropathol. Exp. Neurol., 63:1274-1283; Huber et al. (2006) J. Cutan. Pathol.,
33:145-155).

El uso de anticuerpos en estudios de inmunohistoquimica ha descubierto una expresion intensa de endosialina en
varias células endoteliales neovasculares, fibroblastos y/o pericitos (Virgintino et al. (2007) Angiogenesis, 10:35-45)
en tejidos cancerosos, mientras la expresion es limitada en lineas celulares derivadas de cultivos endoteliales
similares a los embrionarios tales como, pero sin limitacion, HUVEC (células endoteliales de vena umbilical humana)
o HMVEC (células endoteliales microvasculares dérmicas neonatales). El analisis de los anticuerpos, polipéptidos o
ligandos no proteicos que se pueden unir a endosialina ha identificado un subgrupo de tales moléculas que pueden
inhibir la capacidad de la endosialina de unirse a su sustrato y/o inhibir las actividades intracelulares que conducen a
la estasis o muerte celular.

Rettig et al. describié anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos en vasos en diversos tipos de cancer
(Rettig et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10832-6). Uno de estos se denomino FB5 y se generd por medio
de la inmunizacién de ratones con fibroblastos embrionarios humanos. FB5 reconoce una proteina de ~100 kDa en
la superficie de una linea celular de neuroblastoma, LA1-5s (patente de EE.UU. n° 5.342.757). FB5 es un anticuerpo
murino (IgG1) que se une a endosialina, y se ha demostrado que reconoce las células endoteliales asociadas a una
diversidad de diferentes tipos de cancer. El estudio estructural ha clasificado la endosialina como una proteina
integral de membrana similar a lectina de tipo C compuesta de cinco dominios extracelulares globulares (que
incluyen un dominio de lectina de tipo C, un dominio con similitud hacia el patréon Sushi/ccp/scr, y tres repeticiones
de EGF). La proteina contiene también una region similar a mucina, un segmento transmembrana, y una cola
citoplasmatica corta. La proteina parece ser una glicoproteina. El analisis de carbohidratos demuestra que la
proteina central de endosialina tiene una abundante glicosilacion con unién en O (Christian et al. (2001) J. Biol.
Chem., 276:48588-48595). El trabajo posterior combiné las regiones determinantes de la complementariedad
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(CDRs) de FB5 de ratén en un esqueleto de IgG1 humana para crear un anticuerpo humanizado que se une a vasos
en los tejidos cancerosos asi como a un subgrupo de células en cultivos de HMVEC.

Los ratones con inactivacion de Tem1 se desarrollan normalmente y exhiben una cicatrizacién normal de heridas, lo
que sugiere que la endosialina no es necesaria para la neovascularizacion durante el desarrollo fetal o la reparacion
de heridas. (Nanda et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3351-3356). Cuando se implantaron células de
cancer colorrectal en sitios abdominales de ratones con inactivacion de Tem1, sin embargo, la pérdida de expresion
de endosialina se correlaciond con una reduccion del crecimiento tumoral, la invasion, y la metastasis en
comparacion con los animales originarios. Se ha demostrado que la ausencia de expresion de endosialina reduce el
crecimiento, la invasion, y la metastasis de xenoinjertos de tumores humanos en un ratén con inactivacion de
endosialina. (Nanda et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3351-3356). Ademas, la carencia de endosialina
condujo a un incremento de vasos sanguineos inmaduros pequefios y un numero disminuido de vasos tumorales
medios y grandes.

La neovascularizacion esta asociada a varios estados patoldgicos. En el cancer, se cree que la neovascularizacion
es importante para suministrar sangre a los tumores. En las enfermedades no oncolégicas o cancerosas, tales como
retinopatia y degeneracion macular, la neovascularizacion incontrolada provoca la pérdida de vista (Wilkinson-Berka
(2004) Curr. Pharm. Des., 10:3331-48; Das y McGuire (2003) Prog. Retin. Eye Res., 22:721-48). Ademas, varios
informes han identificado un papel de la neovascularizacién en la enfermedad inflamatoria (Paleolog y Miotla (1998)
Angiogenesis, 2(4):295-307). Los métodos para entender las rutas moleculares en las células precursoras y
endoteliales similares a las embrionarias, asi como las células asociadas endoteliales (pericitos, fibroblastos, etc.)
asociadas a estos estados patolégicos conduciran al desarrollo de farmacos nuevos para tratar estas enfermedades.
A la inversa, la neovascularizacion esta asociada a la cicatrizacion de heridas (Galiano et al. (2004) Am. J. Pathol.,
164:1935-47). La identificacion de las rutas moleculares que estimulan la vascularizacién para la cicatrizacion de
heridas puede ofrecer la capacidad de identificar farmacos y factores que pueden estimular estos procesos para
potenciar el tratamiento de heridas asociadas a traumatismos, quemaduras e infecciones.

Un problema dificil en la terapia eficaz antiangiogénica y proangiogénica es la naturaleza indefinida de los procesos
bioldgicos, de las moléculas y las rutas asociadas que son importantes para activar los procesos celulares asociados
a la neovascularizacion (Bagley et al. (2003) Cancer Res., 63:5866-73). La capacidad de identificar y dilucidar las
moléculas y su funcién en la regulaciéon de una ruta dada puede conducir al aislamiento de compuestos eficaces que
tienen actividad estimuladora o inhibidora en las enfermedades asociadas a procesos neovasculares tales como el
cancer, la inflamacion, enfermedad ocular, enfermedad cardiovascular, y cicatrizacion de heridas. La capacidad de
aislar y estudiar estos compuestos por medio de ensayos moleculares proporcionaria una utilidad adicional para
determinar sus efectos para inhibir o estimular de manera especifica la biologia normal de las células implicadas en
la neovascularizacion en contraste con las células endoteliales similares a las adultas asociadas a vasos en el tejido
adulto normal (Asahara y Kawamoto (2004) Am. J. Physiol. Cell Physiol., 287:C572-9).

Sumario

La invencion presenta anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos para inhibir la interaccion de
una célula que expresa endosialina con un ligando de endosialina.

Los ligandos de endosialina implicados en la presente invencion son colageno o fibronectina. El ligando puede ser
colageno | o colageno IV. La célula puede ser una célula de mamifero. La regulacion de la expresion de endosialina
a nivel genético se puede llevar a cabo mediante cualquier medio adecuado en la técnica, tal como una molécula de
acido nucleico inversa, ARN bicatenario, ribozimas, ribozimas en cabeza de martillo, oligonucleétidos sefiuelo, y
similares. La regulacién de la expresion de endosialina también se puede llevar a cabo inactivando el gen que
codifica la endosialina.

En un aspecto, los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno de los mismos obstruyen fisicamente la
endosialina expresada en la superficie de una célula que expresa endosialina, por lo que inhiben la interaccién de la
célula con un ligando de endosialina. Los ligandos de endosialina son colageno (p.ej., colageno | o colageno IV) o
fibronectina.

La obstruccion de la endosialina en la superficie celular se puede llevar a cabo mediante cualquier medio adecuado
en la técnica, tal como los anticuerpos que se unen de manera especifica a endosialina. Se pueden emplear
inhibidores competitivos para inhibir la interaccién de endosialina o una célula que expresa endosialina con un
ligando de endosialina. Los inhibidores competitivos pueden ser ligandos de endosialina, fragmentos de unién a
endosialina de ligandos de endosialina, por ejemplo, fragmentos de unidn a endosialina de colageno o fibronectina.
Los inhibidores competitivos preferidos son fragmentos de unién a endosialina de colageno |, colageno IV, o
fibronectina. Los inhibidores competitivos mas preferidos son el fragmento N-terminal de 70 kDa de fibronectina, el
fragmento de unién a gelatina de 45 kDa de fibronectina, y el fragmento de uniéon a heparina de 30 kDa de
fibronectina.

Los anticuerpos adecuados pueden ser anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
completamente humanos, fragmentos de unién al antigeno que se unen de manera especifica al antigeno, y
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similares. En ciertas realizaciones, la afinidad del anticuerpo por el antigeno es preferiblemente menor de alrededor
de 1 x 107 M, mas preferiblemente menor de alrededor de 1 x 108 M, aun mas preferiblemente menor de alrededor
de 1x10° M, y lo mas preferiblemente menor de alrededor de 1 x 10"° M. En ciertas realizaciones preferidas, el
anticuerpo es un anticuerpo anti-endosialina o un fragmento de unién al antigeno que reconoce de manera
especifica endosialina. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno comprende una
cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de SEQ ID N°:28, 30, y 32, respectivamente, y una cadena
ligera que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de SEQ ID N°: 13, 15, y 17, respectivamente. En ciertas realizaciones,
los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden comprender una cadena pesada que comprende un
dominio variable de SEQ ID N°: 34 y una cadena ligera que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 19. En
ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden comprender una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°22 6 26 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°11. Los anticuerpos M4 y M4.1 son anticuerpos humanizados hacia
endosialina humana. Aunque los anticuerpos M4 y M4.1 comparten una secuencia de la cadena ligera, difieren en su
cadena pesada por una secuencia de un Unico aminoacido mostrada, por ejemplo, en el residuo 429 de SEQ ID
N°:20 respecto del residuo 429 de SEQ ID N°:24. El cambio del aminoacido es el resultado de una alteracion de un
Unico nucledétido mostrada, por ejemplo, en el nucledtido 1286 de SEQ ID N°: 19 respecto del nucledtido 1286 de
SEQ ID N°:23. En ciertas realizaciones, los anticuerpos que se pueden usar de acuerdo con la invenciéon se
producen mediante células que tiene el n° de acceso de la ATCC PTA-7554 o n° de acceso de la ATCC PTA-9017.

La inhibicion de la interaccion de endosialina con los ligandos de endosialina puede afectar a rutas, cascadas, y
efectos posteriores provocados por la interaccion normal. Por ejemplo, la obstruccion o inhibicion de la interaccion de
una célula que expresa endosialina con un ligando de endosialina puede inhibir la activacién de las integrinas, la
activacion de las metaloproteasas de la matriz, y/o la expresion de las metaloproteasas de la matriz. Se puede inhibir
la motilidad celular. Se inhibe la angiogénesis o la neovascularizacion.

En ciertas realizaciones, la inhibicion de la interaccion de la célula que expresa endosialina con su ligando inhibe la
activacion de las integrinas 1, 2, o 3. En ciertas realizaciones, la inhibiciéon de la interaccion de la célula que
expresa endosialina con su ligando inhibe la migracion de la célula. En ciertas realizaciones, la inhibicion de la
interaccion de la célula que expresa endosialina con su ligando inhibe la activacién o la expresion de una
metaloproteasa de la matriz. En las realizaciones preferidas, la metaloproteasa de la matriz es MMP-9.

Los anticuerpos o los fragmentos de union al antigeno de los mismos pueden estar implicados en la inhibicion in vitro
e in vivo de la angiogénesis o la neovascularizacion. En ciertos aspectos, se puede administrar un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno que se une de manera especifica a endosialina o una composicién que obstruye la
endosialina expresada en la superficie de una célula en una composicion de forma que se inhibe la interaccién de la
célula con un ligando de endosialina. Esta inhibicién inhibe la angiogénesis y/o la neovascularizacién de un tejido,
organo, o neoplasia en el sujeto al que se administra la composiciéon. Los ligandos de endosialina pueden ser
proteinas de la matriz extracelular tales como colageno (p.ej., colageno | o colageno IV) o fibronectina. La
composicion puede comprender cualquier molécula, tal como las descritas y ejemplificadas en la presente memoria,
que pueden obstruir fisicamente la interaccion de endosialina de la superficie celular con al menos un ligando de
endosialina. Los ejemplos de tales moléculas incluyen, sin limitacién, los inhibidores de moléculas pequefas,
inhibidores polipeptidicos, anticuerpos que se unen de manera especifica a endosialina, anticuerpos que se unen de
manera especifica a un ligando de endosialina, fragmentos de unién al antigeno, y similares. Los anticuerpos
adecuados pueden ser anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos completamente humanos,
fragmentos de anticuerpos, y similares.

Se pueden identificar los agentes que aumentan ("agonistas") o reducen ("antagonistas") la interaccion de
endosialina con un ligando de endosialina mediante diversos métodos, que pueden comprender poner en contacto
endosialina con un compuesto de ensayo, por lo que se forma un complejo endosialina-compuesto de ensayo, poner
en contacto el complejo endosialina-compuesto de ensayo con un ligando de endosialina, y medir de manera
cuantificable la interaccion de endosialina con el ligando en presencia y ausencia del compuesto de ensayo, en el
que una disminucion del nivel de interaccion de endosialina con el ligando en presencia del compuesto de ensayo
indica que el compuesto de ensayo es un antagonista de la interaccion de endosialina con el ligando. Los métodos
para identificar los agonistas o antagonistas de la interaccion de endosialina con un ligando de endosialina
comprenden poner en contacto endosialina con un ligando de endosialina en presencia y ausencia de un compuesto
de ensayo y medir de manera cuantificable la interaccion de endosialina con el ligando, en los que un incremento o
una disminucién del nivel de interacciéon de endosialina con el ligando en presencia del compuesto de ensayo indica
que el compuesto de ensayo es un agonista o antagonista, respectivamente, de la interaccion de endosialina con el
ligando. La endosialina puede estar unida a una membrana celular, un fragmento de membrana celular, una bicapa
lipidica artificial, o un soporte solido. El ligando puede estar unido a un soporte sélido. Los ligandos de endosialina
pueden ser proteinas de la matriz extracelular tales como colageno o fibronectina.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A y 1B muestran analisis inmunohistoquimicos de células positivas para endosialina de tejido
canceroso. Se aislaron tumores de pacientes con cancer colorrectal y se congelaron instantaneamente en nitrégeno
liquido. Se realizaron cortes finos de las muestras y se tifieron con anticuerpo anti-endosialina o de control de
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isotipo. Como se muestra, los vasos del tumor (Figura 1A) se tifieron positivamente para endosialina mientras el
corte en serie tefiido con el anticuerpo de control de isotipo fue negativo (Figura 1B).

Las Figuras 2A y 2B muestran analisis inmunohistoquimicos de células positivas para endosialina de tejido normal.
Se aislaron tejidos normales de pacientes mediante biopsia y se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido.
Se realizaron cortes finos de las muestras y se tifieron con anticuerpo anti-endosialina o de control de isotipo. Como
se muestra, el tejido normal contuvo pocas EPCs (flecha, Figura 2A) mientras los cortes en serie tefiidos con el
anticuerpo de control de isotipo fueron negativos (Figura 2B). Muchos tejidos normales ensayados tuvieron pocas
EPCs tal como se determind mediante tincion in situ o con anticuerpo.

La Figura 3 muestra el aislamiento de células positivas para endosialina de cultivos endoteliales primarios. Los
cultivos de HMVEC se enriquecieron en EPCs mediante cribado. Los cultivos cribados por endosialina se
compararon después con los cultivos originarios de HMVEC en cuanto al porcentaje de células que expresaban
endosialina. Como se muestra, el cultivo cribado tuvo un nimero mucho mayor de células positivas para endosialina
en comparacion con el cultivo originario sin cribar, tal como se determina mediante inmunotincién por medio de un
anticuerpo anti-endosialina seguido de un anticuerpo secundario conjugado fluorescente. EI niumero de células de
cada campo se determiné mediante microscopia optica.

La Figura 4 muestra que la endosialina recombinante (Fc-TEM1) se une a las proteinas de la matriz extracelular
(EMPs). Las placas de ELISA, prerrevestidas con las EMP fibronectina (FN), colageno (COL; que incluye colageno
de tipo | (COL 1) y colageno de tipo IV (COL 1V)), vitronectina (VN), laminina (LN), o gelatina (Gel), se bloquearon con
tampon de ensayo de ELISA antes de la adicidon de la proteina purificada Fc-TEM1 a concentraciones crecientes.
Después de una incubacion de dos horas, las placas se lavaron y se ensay6 la unién mediante el uso de un mAb
secundario anti-ratén de cabra unido a HRP especifico de la cola de Fc mediante el uso de las condiciones
habituales de ELISA. Las placas se lavaron y se revelaron, y después se ensayaron mediante el uso de un lector de
placas a una DO de 450 nm. Como se muestra en la Figura 4A, el Fc-TEM1 se unié fuertemente a FN y COL, a la
vez que se observé una union débil con LM, VN, o Gel. Para la Figura 4B, se pre-revistid una placa de ELISA
durante la noche con los antigenos siguientes: enterotoxina B de Staphylococcus (STEB), ovalbumina (OVA),
gamma globulina bovina (BGG), antigeno de glicoproteina de 90 kDa asociado a tumores expresado en la mayoria
de las células de melanoma (TA90), lisozima de huevo de gallina (HEL), toxoide tetanico (TT), 1% de BSA,
mesotelina humana, GM-CSF humana, IgG de cabra, e IgG de raton. Fc-TEM1 se afiadié en cantidades crecientes
(5, 10, 50 ug/ml) y se dejo adherir durante 2 horas. Las placas se lavaron después y se afadié anticuerpo anti-raton
de cabra conjugado a HRP para detectar el Fc-TEM1 unido.

La Figura 5 muestra la cartografia de los dominios de unién de fibronectina (FN) a endosialina. Los fragmentos
proteoliticos y recombinantes derivados de fibronectina (FN) se estudiaron en cuanto a la capacidad de mantener la
union de TEM-1. Los fragmentos de FN estudiados incluyen: el fragmento N-terminal de 70 kDa (Cat. de Sigma N°
F0287) (obtenido mediante la digestion con catepsina D de fibronectina); el fragmento de unién a heparina de 30
kDa (Cat. de Sigma N° F9911); el fragmento de unién a gelatina de 45 kDa (Cat. de Sigma N° F0162) (ambos
obtenidos de la digestion con tripsina del fragmento de 70 kDa); el fragmento de 120 kDa que contiene el dominio de
union a células ("el fragmento de 120 kDa"); y dos fragmentos recombinantes: Fn2, que contiene los primeros 7
dominios de FN de tipo Ill, y Fn4, que contiene el sitio de enlaces disulfuro intercatenarios y el dominio de unién a
integrina a4B1. El diagrama de la estructura de FN se adapté de Wierzbicka-Patynowski et al. (2003) J. Cell Sci.,
116:3269-76.

La Figura 6 muestra la union de Fc-TEM1 recombinante a EMP y fibronectina en presencia de inhibidores. M4 es un
anticuerpo humanizado hacia endosialina humana, mientras rbtTEM1 es un anticuerpo de conejo hacia endosialina
humana. El ensayo se llevd a cabo como se describié en la Figura 4, excepto porque se afiadieron anticuerpos para
medir la capacidad de alterar o bloquear la unién de Fc-TEM1 a FN. Como se muestra en esta figura, M4 fue capaz
de inhibir la unién de Fc-TEM1 a FN, mientras un control inespecifico (HulgG) no lo hizo.

La Figura 7 muestra la union de endosialina a fragmentos de EMP vy la inhibicién de la misma mediante compuestos
inhibidores de endosialina-EMP. Los fragmentos de fibronectina se ilustran en la Figura 5. La Figura 7A muestra la
union a fragmentos de proteina derivados de FN nativo. La Figura 7B muestra la unién a fragmentos de proteina
derivados de FN desnaturalizado. Para las Figuras 7A y 7B, el fragmento de FN se revistié en una placa de ELISA a
las concentraciones indicadas. Se us6 un anticuerpo policlonal anti-FN seguido de la adicion de anticuerpo
secundario anti-conejo de cabra conjugado a HRP para detectar las proteinas unidas intactas. Se afiadié Fc-TEM1
(1,25 ug/ml) y se dej6 unirse durante 2 horas. Las placas se lavaron después y se afiadio anticuerpo anti-ratéon de
cabra conjugado a HRP para detectar el Fc-TEM1 unido. La barra sombreada (Fc-TEM1-nativo) de la Figura 7B
representa la union de Fc-TEM1 a FN sin desnaturalizar. Como se muestra, la endosialina se une a la region N-
terminal de fibronectina, ya que se detecté poca o ninguna unién para la unién a los fragmentos FN-2, FN-4, o 120
kDa. Los anticuerpos policlonales hacia fibronectina se unieron a todos los fragmentos. Las Figuras 7C y 7D
muestran la unién de Fc-TEM1 al fragmento de 70 kDa de FN y la inhibicién de la interaccién mediante los
compuestos inhibidores de endosialina-EMP. Se revistié FN completo y la proteina de FN de 70 kDa en una placa de
ELISA a una concentracion fija de ~15 nmol/pocillo para ambas proteinas. Fc-TEM1 (1,25 ug/ml) se preincub6 a 4°C
durante 1 hora con cantidades crecientes de anticuerpo M4 anti-endosialina o IgG de control de isotipo. Los
complejos Fc-TEM1/M4 (Figura 7C) o Fc-TEM1/IgG (Figura 7D) se afiadieron a pocillos revestidos con FN y 70 kDa
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y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. La proteina Fc-TEM1 unida se detecté mediante la adicién
de anticuerpo secundario anti-ratéon de cabra conjugado a HRP.

La Figura 8 ilustra un cambio en la morfologia celular en una mezcla de proteina gelatinosa comercializada con el
nombre comercial MATRIGEL (BD Biosciences) tras la expresion de endosialina. Se sembraron 8E4 células CHO-K1
o CHO-TEM1 en una placa de 96 pocillos revestidos con MATRIGEL y se incubaron a 37°C. Tras la incubacion
durante la noche, las células se fotografiaron para el examen macroscopico de la formacion de tubulos.

La Figura 9 muestra la unién celular mediada por endosialina a fragmentos de EMP. Se transfectaron células CHO
con un vector que expresaba endosialina o cADN simulado. Se confirmé que las células expresaban endosialina en
la superficie celular (CHOTEM1) mientras las transfectadas con la molécula simulada (CHOK1) no la expresaban.
Para la Figura 9A, se afiadieron células de ovario de hamster chino (CHO) a una placa de 96 pocillos pre-revestidos
que contenian diversas proteinas de ECM. Las células se dejaron adherir durante 1 hora a 37°C y los pocillos se
lavaron exhaustivamente para eliminar cualquier célula unida débilmente. Se determiné el nimero de células unidas
mediante el uso del Ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente CELLTITER-GLO. Abreviaturas: Col, Colageno; FN,
fibronectina; LN, laminina; TN, tenascina; VN, vitronectina; Neg, albimina de suero bovino. Para la Figura 9B, se
transfectaron células de ovario de hamster chino (CHO) con un vector que expresaba endosialina o cADN simulado.
Se confirmd mediante analisis FACS que las células expresaban endosialina en la superficie celular (CHOTEM1)
mientras las transfectadas con la molécula simulada (CHOK1) no la expresaban. Después las células se ensayaron
con respecto a la capacidad de unirse a la EMP fibronectina sola o en combinacién con el anticuerpo M4 anti-
endosialina o IgG de control. La Figura 9B muestra que el anticuerpo M4 anti-endosialina reduce la adhesion celular
mediada por endosialina a FN. Las células (1,5E5) se preincubaron durante 1 hora a 4°C con el anticuerpo M4 (100
ug/ml) o un anticuerpo de control de isotipo IgG (100 ug/ml). Para la Figura 9C, las células se ensayaron con
respecto a la capacidad de unirse a FN de tamafio completo o fragmentos de fibronectina. Como se muestra en la
Figura 9A, el numero de células CHO-TEM1 adherentes fue 6 veces mayor que el nimero de células CHO-K1
originarias en los pocillos revestidos con FN. No se observaron diferencias significativas en la adhesion entre CHO-
K1 y CHO-TEM1 en las superficies revestidas con laminina o vitronectina, mientras la adhesiéon a colagenos y
tenascina fue demasiado débil para calcular ninguna diferencia valiosa (Figura 9A). El pretratamiento de las células
CHO-TEM1 con el anticuerpo M4 dio como resultado una reduccion del 50% de la adhesion celular dependiente de
TEM1-FN, mientras el anticuerpo de control de IgG no tuvo ningin efecto (Figura 9B). El tratamiento con el
anticuerpo M4 no afecto a la adhesion celular dependiente de FN, independiente de endosialina (adhesion inicial) de
las células CHO-K1 originarias. Las células CHO-TEM1 mostraron una adhesion incrementada de 3 a 5 veces a FN,
fragmentos de 70 kDa, y 30 kDa en comparacion con las células CHO-K1 originarias, mientras no se observd una
adhesion significativa a fragmentos de 45 kDa o Fn2. Las células CHO-TEM1 se unieron a MATRIGEL cinco veces
mejor que CHO-K1 (Figura 9C).

La Figura 10 muestra la identificaciéon de compuestos inhibidores de endosialina-EMP colageno. Se transfectaron
células CHO con un vector que expresaba endosialina o cADN simulado. Se confirmé que las células expresaban
endosialina en la superficie celular (CHOTEM1) mientras las transfectadas con la molécula simulada (CHOK1) no la
expresaban. Después las células se ensayaron con respecto a la capacidad de unirse a la EMP Colageno de Tipo |
(COL 1) solo o en combinacion con el anticuerpo M4 anti-endosialina o IgG de control. Como se muestra, la sobre-
expresion de endosialina da como resultado una unién celular incrementada a COL |, que se puede bloquear
mediante inhibidores de endosialina tales como M4, en contraste con la molécula de control (IgG). RbtTEM1 también
inhibio la union de Fc-TEM1 a COL | (datos no mostrados).

La Figura 11 muestra la unién celular mediada por endosialina a EMP colageno. Se transfectaron células CHO con
un vector que expresaba endosialina o cADN simulado. Se confirmé que las células expresaban endosialina en la
superficie celular (CHOTEM1) mientras las transfectadas con la molécula simulada (CHOK1) no la expresaban.
Después se ensayaron las células con respecto a la capacidad de unirse a EMP colageno de tipo I. Como se
muestra, la sobre-expresion de endosialina da como resultado una unién celular incrementada a COL |.

La Figura 12 muestra la mediacion de la migracion celular por endosialina y la inhibicién de la misma mediante el
anticuerpo M4 anti-endosialina. Se determiné la capacidad de M4 de inhibir la migracion de las células CHO-TEM1 y
CHO-K1 a través de membranas revestidas de MATRIGEL (Figura 12A) o FN (Figura 12B). Las células se afadieron
a la camara superior y se dejaron migrar durante 48 horas a 37°C. La membrana se elimind, y se determind el
numero de células migradas mediante el uso del Ensayo de Viabilidad Celular mediante Luminiscencia CELLTITER-
GLO. Donde se indica, las células se trataron con M4 o control de isotipo IgG durante el experimento. Como se
muestra en la Figura 12A, las células CHO-K1 exhibieron una migracion celular moderada, mientras las células
CHO-TEM1 mostraron una migracion incrementada >10 veces. El tratamiento con el anticuerpo M4, pero no con la
IgG de control, elimind la migracion de las células CHO-TEM1. Se observaron resultados similares en los
experimentos de migracion mediante el uso de camaras Transwell revestidas con FN (Figura 12B).

La Figura 13 muestra el incremento mediante endosialina de las rutas celulares. Se transfectaron células CHO con
un vector que expresaba endosialina o cADN simulado. Se confirmé que las células expresaban endosialina en la
superficie celular (CHOTEM1) mientras las transfectadas con la molécula simulada (CHOK1) no la expresaban.
Después se ensayaron las células con respecto a la capacidad de estimular las rutas celulares. Una de dichas rutas
es la ruta de MMP9, que desempefia un papel en la migracion celular. Como se muestra, la sobre-expresion de
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endosialina da como resultado una actividad incrementada de MMP-9 en contraste con las células de control.

La Figura 14 muestra el efecto del bloqueo de endosialina sobre la activaciéon de {3 integrina. Se transfectaron células
de rifldn embrionario humano 293 (HEK293) con un vector que expresaba endosialina o un cADN simulado. Se
confirmo que las células expresaban endosialina en la superficie celular (293TEM1), mientras las transfectadas con
la molécula simulada (293T) no la expresaban. Después se ensayaron las células con respecto a la capacidad de
estimular las rutas celulares. Una de dichas rutas es la ruta de integrinas, que desempefia un papel en la migracion
celular. Como se muestra, la sobre-expresion de endosialina da como resultado una actividad incrementada de
integrina B1 (Figura 14B) en contraste con las células de control, mientras el efecto directo sobre la expresion de 31
en la superficie celular no cambia (Figura 14A). El tratamiento de las células con el inhibidor de endosialina M4 dio
como resultado una actividad inhibida de integrinas, mientras no se observé ningun efecto sobre los niveles de la
superficie celular (Figura 14B). Estos datos demuestran la capacidad de usar inhibidores de endosialina para inhibir
la funcién de las integrinas en las células que expresan endosialina.

La Figura 15 ilustra que el anticuerpo M4.1 reconoce TEM-1 humano sin reducir en células CHO-TEM-1 y pericitos
primarios humanos, pero no TEM-1 murino en células 2H11 de ratéon. El anticuerpo policlonal de conejo hacia TEM-1
humano (rabPAb TEM-1) reconoce TEM-1 humano en células CHO-TEM-1 y pericitos humanos, pero también TEM-
1 murino en células 2H11 de ratén. Ni M4.1 ni rabPAb TEM-1 reaccionaron hacia los lisados de células CHO-K1
originarias o células NSO y MS1 de ratdn debido a la ausencia de expresion de TEM-1 en estas células. Solamente
rabPAb TEM-1 reaccioné con TEM-1 humano reducido, aunque en menor grado en comparacién con TEM-1 sin
reducir.

Descripcion detallada de las realizaciones ilustrativas

Se usan diversos términos relacionados con los métodos y otros aspectos de la presente invencioén a lo largo de la
memoria descriptiva y de las reivindicaciones. A tales términos se les debe dar su significado habitual en la técnica a
menos que se indique de otra manera. Otros términos definidos de manera especifica se deben considerar de
manera coherente con la definicién proporcionada en la presente memoria.

Se debe entender que esta invencién no se limita a métodos, reactivos, compuestos, composiciones o sistemas
bioldgicos particulares, que por supuesto pueden variar. También se debe entender que la terminologia usada en la
presente memoria tiene el propdsito de describir realizaciones particulares Unicamente, y no pretende ser limitante.

Tal como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un",
"uno/una”, "el/la" incluyen las referencias en plural, a menos que el contenido lo dicte claramente de otra manera.
Asi, por ejemplo, la referencia a "una célula" incluye una combinacién de dos o mas células, y similares.

Cada intervalo enumerado en la presente memoria incluye todas las combinaciones y sub-combinaciones de
intervalos, asi como los nimeros especificos contenidos en ellos.

El término "alrededor de", tal como se usa en la presente memoria cuando se refiere a un valor medible tal como una
cantidad, una duracion temporal, y similares, pretende abarcar variaciones de +20% o +10%, mas preferiblemente
+5%, aun mas preferiblemente +1%, y todavia mas preferiblemente +0,1% del valor especificado, ya que tales
variaciones son adecuadas para llevar a cabo los métodos descritos.

"Ensayo especifico de endosialina” (ESA) se refiere a los ensayos que se pueden usar para identificar los
compuestos que pueden alterar directamente o indirectamente la expresion o la actividad biolodgica de endosialina, lo
que da como resultado una unién directa o indirecta modificada de las células que expresan endosialina o
endosialina a EMPs por medio de endosialina o mecanismos mediados por integrinas, asi como modificar rutas
enddgenas celulares tales como, pero sin limitacion, metaloproteasas de la matriz (MMPs) y/o la proliferacion o
supervivencia celular.

"Polinucleétido”, denominado de forma sinénima "acido nucleico” o "molécula de acido nucleico", se refiere a
cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN
modificado. Los "polinucledtidos” 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
monocatenarias o, mas generalmente, bicatenarias o una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias.
Ademas, "polinucledtido” se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. El
término polinucledtido incluye ademas ADNs o ARNs que contienen una o mas bases modificadas y ADNs o ARNs
con esqueletos modificados por estabilidad o por otras razones. Las bases "modificadas” incluyen, por ejemplo,
bases tritiladas y bases poco habituales tales como inosina. Se puede hacer una diversidad de modificaciones en el
ADN y ARN; asi, "polinucleétido” abarca las formas modificadas quimicamente, enzimaticamente o metabdlicamente
de polinucledtidos tal como se hallan en general en la naturaleza, asi como las formas quimicas del ADN y ARN
caracteristicas de virus y células. "Polinucleétido" también abarca cadenas de acido nucleico relativamente cortas, a
menudo denominadas oligonucledtidos.

Un "vector" es un replicén, tal como plasmido, fago, cdsmido, o virus al que se le puede insertar de manera operable

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2452929 T3

otro segmento de acido nucleico para provocar la replicacion o expresion del segmento.

"Polipéptido”, "péptido", y "proteina" se usan de manera intercambiable en la presente memoria para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacidos son una molécula mimética quimica artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi
como a polimeros de aminoacidos que se dan de manera natural y polimeros de aminoacidos que no se dan de
manera natural. Los polipéptidos de la invencioén incluyen las variantes modificadas de manera conservativa. Un
experto reconocera que las sustituciones, deleciones o adiciones en una secuencia de acido nucleico, péptido,
polipéptido, o proteina que alteran, afiaden o eliminan un Gnico aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos
en la secuencia codificada es una "variante modificada de manera conservativa" en la que la alteracién da como
resultado la sustitucion de un aminoacido con un aminoacido quimicamente similar. Las tablas de sustituciones
conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares se conocen muy bien en la técnica. Tales
variantes modificadas de manera conservativa son adicionales, y no excluyen las variantes polimérficas, homélogos
interespecie, y alelos de la invencion.

El término "expresar", "expresado”, o "expresion" de una molécula de acido nucleico se refiere a la biosintesis de un
producto de un gen. El término abarca la transcripcion de un gen hasta ARN. Por ejemplo, pero no a modo de
limitacién, un gen regulador tal como un acido nucleico inverso o un acido nucleico de interferencia se puede
expresar mediante transcripcion en forma de ARN inverso o ARNi o shARN. El término también abarca la traduccién
de ARN hasta uno o mas polipéptidos, y abarca todas las modificaciones post-transcripcionales y post-
traduccionales que se dan de manera natural.

Una célula se ha "transformado" o "transfectado" mediante acidos nucleicos exégenos o heterdélogos tales como
ADN cuando se ha introducido tal ADN dentro de la célula. EI ADN transformante se puede integrar o no (unido de
manera covalente) en el genoma de la célula. En los procariotas, células de levadura, y de mamifero, por ejemplo, el
ADN transformante se puede mantener en un elemento episémico tal como un plasmido. Con respecto a las células
eucaridticas, una célula transformada de manera estable, o "célula estable", es una en la que el ADN transformante
se ha integrado en un cromosoma de forma que es heredado por las células hijas a través de la replicacion del
cromosoma. Esta estabilidad se demuestra mediante la capacidad de la célula eucariética de establecer lineas
celulares o clones compuestos de una poblacion de células hijas que contienen el ADN transformante. Un "clon" es
una poblacion de células procedentes de una Unica célula o progenitor comun mediante mitosis. Una "linea celular”
es un clon de una célula primaria que es capaz de tener un crecimiento estable in vitro durante muchas
generaciones.

Tal como se usa en la presente memoria, un "compuesto de ensayo" se refiere a cualquier molécula purificada,
molécula sustancialmente purificada, moléculas que son uno o mas componentes de una mezcla de compuestos, o
una mezcla de un compuesto con cualquier otro material que se puede utilizar segun la presente invencion. Los
compuestos de ensayo pueden ser productos quimicos organicos o inorganicos, o biomoléculas, y todos los
fragmentos, analogos, homologos, conjugados, y derivados de los mismos. Las "biomoléculas" incluyen proteinas,
polipéptidos, acidos nucleicos, lipidos, monosacaridos, polisacaridos, y todos los fragmentos, analogos, homologos,
conjugados, y derivados de los mismos. Los compuestos de ensayo pueden ser de origen natural o sintético, y se
pueden aislar o purificar de sus fuentes naturales, o se pueden sintetizar de novo. Los compuestos de ensayo se
pueden definir en cuanto a la estructura o composiciéon, o pueden ser indefinidos. EI compuesto puede ser un
producto aislado de estructura desconocida, una mezcla de varios productos conocidos, o una composicion
indefinida que comprende uno o mas compuestos. Los ejemplos de composiciones indefinidas incluyen extractos de
células y tejidos, medio de crecimiento en el que se han cultivado células procaridticas, eucaridticas, y
arqueobacterias, caldos de fermentacion, bibliotecas de expresion de proteinas, y similares.

"Inactivado” se refiere a una célula u organismo que tiene una expresion reducida de uno o mas genes. Como
apreciaran los expertos en la técnica, una inactivacién exhibira una reduccién de la expresion de al menos alrededor
de un 50%, preferiblemente exhibira una reduccion de la expresion de al menos alrededor de un 67%, y mas
preferiblemente exhibira una reduccion de la expresion de al menos alrededor de un 75%, aunque son posibles
reducciones mayores, que incluyen una reduccion de la expresion de al menos alrededor de un 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 mas.

"Inhibir" o "inhibicién" o "interferir" significa reducir, disminuir, bloquear, prevenir, retrasar, reprimir, inactivar,
desensibilizar, detener, o reducir la actividad bioldgica o la expresion de un gen, producto génico (p.ej., polipéptido),
o ruta de interés.

La inhibicion de la expresion o actividad biolégica de una proteina o ruta de interés, por ejemplo, endosialina o ruta
de migracion celular, se refiere a una disminucién (inhibicion o reduccion) mayor de alrededor del 50% a alrededor
del 99%, y de manera mas especifica, alrededor del 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%,
61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 mas.
La inhibicion puede ser directa, es decir, ejercida sobre la molécula o ruta de interés propiamente dicha, o indirecta,
es decir, ejercida sobre una molécula o ruta que afecta a la molécula o ruta de interés.
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"Recombinante”, cuando se usa con referencia, p.€j., a una célula, o acido nucleico, proteina, o vector, indica que la
célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado mediante la introduccién de un acido nucleico o proteina
heteréloga o la alteracion de un acido nucleico o proteina nativa, o que la célula procede de una célula asi
modificada. Asi, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se hallan en la forma nativa (no
recombinante) de la célula, o expresan genes nativos que se expresan por otra parte de manera anormal, que se
expresan en menor medida o que no se expresan en absoluto.

"Cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" se usan de manera intercambiable en la presente memoria, y
se refieren a una cantidad de un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno, o composicion, tal como se describe en
la presente memoria, eficaz para llevar a cabo un resultado biolégico particular tal como, pero sin limitacion,
resultados biolégicos revelados, descritos, o ejemplificados en la presente memoria. Tales resultados pueden incluir,
pero sin limitacion, el tratamiento de una enfermedad asociada a la angiogénesis o la neovascularizacion, tal como
se determina mediante cualquier medio adecuado en la técnica.

Tal como se usa en la presente memoria, "medir" o "determinar" se refiere a cualquier determinacién cualitativa o
cuantitativa.

"Ligando de endosialina" se refiere a cualquier producto quimico, biomolécula, complejo, o analogo, homdlogo, o
derivado de los mismos que se puede unir a, interaccionar con, estimular, y/o alterar la expresion de la endosialina.

Excepto cuando se indique, "sujeto” o "paciente” se usan de manera intercambiable y se refieren a mamiferos tales
como pacientes humanos y primates no humanos, asi como a animales experimentales tales como conejos, perros,
gatos, ratas, ratones, y otros animales. Por lo tanto, "sujeto" o "paciente”, tal como se usa en la presente memoria,
significa cualquier paciente o sujeto mamifero al que se pueden administrar las composiciones de la invencion.

"Angiogénesis" se refiere a la formacion de vasos sanguineos nuevos.

"Neovascularizacion" se refiere a una proliferacion patoldgica de vasos sanguineos nuevos en tejido(s) u 6rgano(s)
que normalmente no contiene(n) vasos sanguineos, o una proliferacion patolégica de vasos sanguineos de un tipo o
cantidad diferente de la normal para un tejido u 6rgano particular.

"Epitopo" se refiere a un determinante inmunoldégico de un antigeno que sirve como sitio de unién al anticuerpo. Tal
como se usa en la presente memoria, el término "epitopo conformacional" se refiere a un epitopo discontinuo
formado por una relacion espacial entre aminoacidos de un antigeno distinto de una serie ininterrumpida de
aminoacidos.

"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" del estado natural. Si una molécula o composicion se da en la
naturaleza, ha sido "aislada" si se ha cambiado o extraido de su medio original, o ambos. Por ejemplo, un
polinucleétido o un polipéptido presente de manera natural en una planta o animal vivo no esta "aislado", pero el
mismo polinucleétido o polipéptido separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta "aislado" tal
como se emplea el término en la presente memoria.

"Sustancialmente el mismo", con respecto al acido nucleico o a las secuencias de aminoacidos, significa al menos
alrededor del 65% de identidad entre dos o mas secuencias. Preferiblemente, el término se refiere a al menos
alrededor del 70% de identidad entre dos o mas secuencias, mas preferiblemente al menos alrededor del 75% de
identidad, mas preferiblemente al menos alrededor del 80% de identidad, mas preferiblemente al menos alrededor
del 85% de identidad, mas preferiblemente al menos alrededor del 90% de identidad, mas preferiblemente al menos
alrededor del 91% de identidad, mas preferiblemente al menos alrededor del 92% de identidad, mas preferiblemente
al menos alrededor del 93% de identidad, mas preferiblemente al menos alrededor del 94% de identidad, mas
preferiblemente al menos alrededor del 95% de identidad, mas preferiblemente al menos alrededor del 96% de
identidad, mas preferiblemente al menos alrededor del 97% de identidad, mas preferiblemente al menos alrededor
del 98% de identidad, y mas preferiblemente al menos alrededor del 99% o mas identidad.

Se ha descubierto de acuerdo con la presente invencién que la endosialina interacciona de manera especifica con
las proteinas de la matriz extracelular fibronectina o colageno. También se ha descubierto que esta interaccion
estimula la migracién celular y ademas estimula y facilita la angiogénesis. Ademas de estas observaciones, se ha
descubierto que la alteracién de la interaccion entre la endosialina y las proteinas de la matriz extracelular puede
inhibir la migracion celular y puede inhibir la angiogénesis. Por lo tanto, la invencion presenta anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno de los mismos para inhibir la interaccién de endosialina con los ligandos de
endosialina.

En un aspecto, la invencion presenta anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos para inhibir la
interaccion de la endosialina expresada por una célula que expresa endosialina con un ligando de endosialina.
También se puede inhibir la expresion de endosialina por la célula. La inhibicién de la expresion de endosialina se
puede dar a nivel del gen o a nivel de la proteina. Por ejemplo, la inhibicion de la expresion de endosialina puede
comprender seleccionar como objetivo el ADN que codifica endosialina, o seleccionar como objetivo el transcrito de
mARN del gen de endosialina.
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Se conocen los métodos de regulacion génica y se ponen en practica facilmente en la técnica. Por ejemplo, en
células modificadas de manera especifica para expresar un transgén que codifica endosialina (p.ej., SEQ ID N°:1, 3,
0 5), el transgén se puede colocar bajo control de un promotor inducible. Los expertos en la técnica conoceran los
promotores inducibles adecuados para el uso en este método.

Los genes que codifican endosialina se pueden inhibir por medio del uso de una diversidad de otras técnicas de
silenciamiento génico post-transcripcional (silenciamiento del ARN). El silenciamiento del ARN implica el
procesamiento del ARN bicatenario (dsARN) hasta fragmentos pequefios de 21-28 nucledtidos mediante una enzima
basada en la RNasa H ("Dicer" o "similar a Dicer"). Los productos de escision, que son siARN (ARN pequefio de
interferencia) o miARN (micro-ARN) se incorporan en complejos efectores de proteinas que regulan la expresion
génica de una manera especifica de secuencia.

La interferencia de ARN (ARNi) es un mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional mediado por ARN
bicatenario (dsARN), que es diferente de las aproximaciones basadas en moléculas inversas y basadas en ribozimas
(véase Jain, Pharmacogenomics (2004) 5:239-42, para una revision del ARNi y siARN). La interferencia de ARN es
util en un método para inhibir la expresion de endosialina en una célula o en un animal tal como un ser humano
transformando la célula o administrando al animal un acido nucleico (p.ej., dsARN) que se hibrida en condiciones
rigurosas con un gen que codifica endosialina, y atentia la expresion del gen seleccionado como objetivo. La
interferencia de ARN proporciona shARN o siARN que comprenden multiples secuencias que seleccionan como
objetivo una o mas regiones del gen de endosialina. Se cree que las moléculas de ARN bicatenario (dsARN) (shARN
o siARN) dirigen la degradacién especifica de secuencia del mARN en células de diversos tipos después de haber
experimentado primero un procesamiento por una enzima similar a RNasa Il denominada DICER (Bernstein E et al.
(2001) Nature 409:363-366) hasta moléculas de dsARN mas pequefias compuestas de dos cadenas de 21 nt, cada
una de las cuales tiene un grupo fosfato en 5' y un hidroxilo en 3', e incluye una regiéon de 19 nt exactamente
complementaria a la otra cadena, de forma que existe una region doble de 19 nt flanqueada por salientes en 3' de 2
nt. EI ARNi esta asi mediado por ARNs cortos de interferencia (siARN), que comprenden en general una region
bicatenaria de una longitud de aproximadamente 19 nucledtidos con salientes en 3' de 1-2 nucledtidos en cada
cadena, lo que da como resultado una longitud total de entre aproximadamente 21 y 23 nucleétidos. En las células
de mamifero, el dsARN mas largo de aproximadamente 30 nucledtidos induce en general la degradacion
inespecifica del mMARN por medio de la respuesta al interferén. Sin embargo, la presencia de siARN en las células de
mamifero, en vez de inducir la respuesta al interferén, da como resultado el silenciamiento del gen especifico de la
secuencia.

Los vectores virales o los vectores de ADN codifican ARN corto en horquilla (shARN), que se procesan en el
citoplasma celular hasta ARN corto de interferencia (siARN). En general, un ARN corto de interferencia (siARN)
comprende un ARN doble que preferiblemente tiene una longitud de aproximadamente 19 pares de bases y
opcionalmente comprende ademas uno o dos salientes o giros monocatenarios. Un siARN puede comprender dos
cadenas de ARN hibridadas entre si, o puede comprender de manera alternativa una Unica cadena de ARN que
incluye una porcion de autohibridacion. Los siARNs pueden incluir uno o mas extremos de cadenas libres, que
pueden incluir grupos fosfato y/o hidroxilo. Los siARNs incluyen en general una porcidon que hibrida en condiciones
rigurosas con un transcrito seleccionado como objetivo. Una cadena del siARN (o la porcién de autohibridacion del
siARN) en general es exactamente complementaria a una region del transcrito seleccionado como objetivo, lo que
significa que el siARN hibrida con el transcrito seleccionado como objetivo sin un solo emparejamiento incorrecto.
Cuando no se alcanza una complementariedad perfecta, en general se prefiere que cualquier emparejamiento
incorrecto esté localizado en o cerca de los extremos del siARN.

Se ha demostrado que los siARNs inhiben la expresion génica cuando se transfieren a células de mamifero
mediante métodos tales como la transfeccion, electroporacion, transfeccion mediada por liposomas catiénicos, o
microinyeccion, o cuando se expresan en células por medio de cualquiera de una diversidad de aproximaciones
basadas en plasmidos. La interferencia de ARN mediante el uso de siARN se revisa, p.ej., en Tuschl (2002) Nat.
Biotechnol. 20:446-8; Yu J-Y et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99:6047-52; Sui G et al. (2002) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 99:5515-20; Paddison et al. (2002) Genes and Dev., 16:948-58; Brummelkamp et al. (2002)
Science, 296:550-3, 2002; Miyagashi et al. (2002) Nat. Biotechnol., 20:497-500; y Paul et al. (2002) Nat. Biotechnol.,
20:505-8. Como se describe en estas y otras referencias, el siARN puede consistir en dos cadenas de acido nucleico
individuales o en una Unica cadena con una regiéon autocomplementaria capaz de formar una estructura de horquilla
(tallo-giro). Diversas variaciones en la estructura, longitud, nimero de emparejamientos incorrectos, tamario del giro,
identidad de los nucledtidos en los salientes, etc.,, son coherentes con un silenciamiento génico eficaz
desencadenado por el siARN. Aunque no se desea limitarse por ninguna teoria, se cree que el procesamiento
intracelular (p.ej., mediante DICER) de una diversidad de precursores diferentes da como resultado la produccion de
siARN capaz de mediar de manera eficaz en el silenciamiento génico. En general se prefiere seleccionar como
objetivo exones en vez de intrones, y también puede ser preferible seleccionar secuencias complementarias a
regiones dentro de la porcion de 3' del transcrito seleccionado como objetivo. En general se prefiere seleccionar
secuencias que contienen aproximadamente una proporcion equimolar de los diferentes nucleétidos y evitar los
tramos en los que se repite un Unico residuo varias veces.

Los siARNs pueden comprender asi moléculas de ARN que tienen una regién bicatenaria de una longitud de
aproximadamente 19 nucleotidos con salientes en 3' de 1-2 nucleétidos en cada cadena, lo que da como resultado
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una longitud total de entre aproximadamente 21 y 23 nucledtidos. Tal como se usa en la presente memoria, los
siARNs también incluyen diversas estructuras de ARN que se pueden procesar in vivo para generar tales moléculas.
Tales estructuras incluyen cadenas de ARN que contienen dos elementos complementarios que hibridan con otros
para formar un tallo, un bucle, y opcionalmente un saliente, preferiblemente un saliente en 3'. Preferiblemente, el
tallo tiene una longitud de aproximadamente 19 pb, el bucle tiene una longitud de alrededor de 1-20, mas
preferiblemente alrededor de 4-10, y lo mas preferiblemente alrededor de 6-8 nt y/o el saliente tiene una longitud de
alrededor de 1-20, y mas preferiblemente alrededor de 2-15 nt. El tallo tiene una longitud de como minimo 19
nucledtidos y puede tener una longitud de hasta aproximadamente 29 nucleétidos. Los bucles de 4 nucledtidos o
mas tienen una probabilidad menor de estar sometidos a limitaciones estéricas que los bucles mas cortos, y por lo
tanto se pueden preferir. El saliente puede incluir un fosfato en 5' y un hidroxilo en 3'. El saliente puede, pero no
necesita, comprender una diversidad de residuos de U, p.ej., entre 1 y 5 residuos de U. Los siARNs clasicos como
se describieron anteriormente desencadenan la degradacion de los mMARNS a los que seleccionan como objetivo, por
lo que también reducen la velocidad de sintesis de proteinas. Ademas de los siARNs que actian por medio de la
ruta clasica, ciertos siARNs que se unen a la UTR de 3' de un transcrito molde pueden inhibir la expresion de una
proteina codificada por el transcrito molde mediante un mecanismo relacionado pero diferente de la interferencia de
ARN clasica, p.ej., reduciendo la traduccién del transcrito en vez de disminuir su estabilidad. Tales ARNs se
denominan microARNs (miARNS) y tienen en general una longitud de entre aproximadamente 20 y 26 nucledtidos,
p.ej., una longitud de 22 nt. Se cree que proceden de precursores mayores conocidos como ARNs temporales
pequefos (stARNs) o precursores de mARN, que tienen en general una longitud de aproximadamente 70 nt con un
bucle de aproximadamente 4-15 nt (Grishok et al. (2001) Cell, 106:23-4; Hutvagner et al. (2001) Science, 293:834-8;
Kitting et al. (2001) Genes Dev., 15:2654-9). Se han identificado ARNs enddgenos de este tipo en varios organismos
que incluyen mamiferos, lo que sugiere que este mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional puede
estar muy extendido (Lagos-Quintana et al. (2001) Science, 294:853-8, 2001; Pasquinelli (2002) Trends Gen.,
18:171-3). Se ha demostrado que los microARNs bloquean la traduccion de los transcritos seleccionados como
objetivo que contienen sitios seleccionados como objetivo en células de mamifero (Zeng et al. (2002) Mol. Cell,
9:1327-33).

Los siARNs tales como los mARNSs naturales o artificiales (es decir, disefiados por seres humanos) que se unen en
la UTR de 3' (o en otra parte en un transcrito seleccionado como objetivo) y que inhiben la traduccién pueden tolerar
un nimero mayor de emparejamientos incorrectos en la molécula doble siARN/molde, y en particular pueden tolerar
emparejamientos incorrectos en la region central de la molécula doble. De hecho, existen pruebas de que ciertos
emparejamientos incorrectos pueden ser deseables 0 necesarios, ya que los stARNs que se dan de manera natural
exhiben con frecuencia tales emparejamientos incorrectos al igual que los mMARNs que se ha demostrado que
inhiben la traduccioén in vitro. Por ejemplo, cuando hibridan con el transcrito seleccionado como objetivo, tales
siARNs incluyen con frecuencia dos tramos de complementariedad perfecta separados por una region de
emparejamientos incorrectos. Es posible una diversidad de estructuras. Por ejemplo, el mARN puede incluir
multiples areas de ausencia de identidad (emparejamientos incorrectos). Las areas de ausencia de identidad
(emparejamientos incorrectos) no necesitan ser simétricas ya que tanto el objetivo como el mARN incluyen
nucledtidos sin emparejar. En general, los tramos de complementariedad perfecta tienen una longitud de al menos 5
nucledtidos, p.ej., una longitud de 6, 7, o mas nucleédtidos, aunque las regiones de emparejamientos incorrectos
pueden tener, por ejemplo, una longitud de 1, 2, 3, o 4 nucledtidos.

Las estructuras en horquilla disefiadas para imitar los siARNs y los precursores de mARN se procesan de manera
intracelular hasta moléculas capaces de reducir o inhibir la expresion de los transcritos seleccionados como objetivo
(McManus et al. (2002) RNA 8:842-50). Estas estructuras en horquilla, que se basan en siARNs clasicos que
consisten en dos cadenas de ARN que forman una estructura doble de 19 pb se clasifican como horquillas de clase |
o clase Il. Las horquillas de clase | incorporan un bucle en el extremo 5' o 3' de la cadena de siARN inversa (es decir,
la cadena complementaria al transcrito seleccionado como objetivo cuya inhibicion se desea), pero son por otra parte
idénticas a los siARNs clasicos. Las horquillas de clase Il se parecen a los precursores de mARN ya que incluyen
una region doble de 19 nty un bucle en el extremo 3' 0 5' de la cadena inversa de la molécula doble ademas de uno
0 mas emparejamientos incorrectos de nucleétidos en el tallo. Estas moléculas se procesan de manera intracelular
hasta estructuras dobles de ARN pequefio capaces de mediar en el silenciamiento. Parecen ejercer su efecto a
través de la degradacion del mARN seleccionado como objetivo en vez de a través de la inhibicidn traduccional, tal
como se cree que es el caso para los mMARNSs y siARNs naturales.

Asi, es evidente que un grupo diverso de moléculas de ARN que contienen estructuras dobles es capaz de mediar
en el silenciamiento por medio de diversos mecanismos. Cualquier ARN similar, una porcién del cual se une a un
transcrito seleccionado como objetivo y reduce su expresion, desencadenando la degradacion, inhibiendo la
traduccién, o mediante otros medios, se considera que es un siARN, y cualquier estructura que genere tal siARN (es
decir, que sirva como precursor del ARN) es util en los métodos descritos anteriormente.

Un método adicional de interferencia de ARN es el uso de ARNs de horquilla corta (shARN). Se administra un
plasmido que contiene una secuencia de ADN que codifica una secuencia de siARN deseada particular a una célula
seleccionada como objetivo por medio de transfeccion o infeccion mediada por virus. Una vez en la célula, la
secuencia de ADN se transcribe continuamente hasta moléculas de ARN que giran sobre si mismas y forman
estructuras en horquilla por medio del emparejamiento de bases intramolecular. Estas estructuras en horquilla, una
vez procesadas por la célula, son equivalentes a las moléculas de siARN transfectadas y son usadas por la célula
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para actuar como mediadores en el ARNi de la proteina deseada. El uso de shARN tiene una ventaja sobre la
transfeccion con siARN, ya que el primero puede conducir a una inhibicién estable a largo plazo de la expresion de
proteinas. La inhibicién de la expresion de proteinas por los siARNs transfectados es un fenémeno transitorio que no
se da durante periodos de tiempo mayores de varios dias. En ciertos casos, esto se puede preferir y desear. En los
casos en los que sean necesarios periodos mas largos de inhibicion de proteinas, es preferible la inhibicion mediada
por shARN. Se prefiere especialmente el uso de shARN. En general, los vectores que codifican siARN son
construcciones que comprenden un promotor, una secuencia del gen seleccionado como objetivo a silenciar en la
orientacion "directa”, un espaciador, la inversa de la secuencia del gen seleccionado como objetivo, y un terminador.

La inhibicion de la expresion de endosialina se puede efectuar también mediante otros medios que son conocidos y
que se ponen en practica facilmente en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar acidos nucleicos inversos. Los
transcritos de ARN inversos tienen una secuencia de bases complementaria a parte o a la totalidad de cualquier otro
transcrito de ARN en la misma célula. Se ha demostrado que tales transcritos modulan la expresién génica por
medio de una diversidad de mecanismos que incluyen la modulacion del corte y empalme del ARN, la modulacion
del transporte del ARN y la modulacién de la traduccion del mMARN (Denhardt (1992) Ann. N Y Acad. Sci., 660:70-6,
1992; Nellen et al. (1993) Trends Biochem. Sci., 18:419-23; y Baker et al. (1999) Biochim. Biophys. Acta., 1489: 3-
18). Por lo tanto, la inhibicion de endosialina en una célula se puede llevar a cabo expresando una molécula inversa
de acido nucleico en la célula.

Los acidos nucleicos inversos son en general acidos nucleicos monocatenarios (ADN, ARN, ADN modificado, o ARN
modificado) complementarios a una porcion de un acido nucleico seleccionado como objetivo (p.€j., un transcrito de
mARN), y por lo tanto capaces de unirse al objetivo para formar una molécula doble. En general, son
oligonucledtidos que tienen una longitud que oscila de 15 a 35 nucledtidos, pero pueden tener una longitud que
oscila de 10 hasta aproximadamente 50 nucleétidos. La unién reduce o inhibe en general la funcion del acido
nucleico seleccionado como objetivo, tal como un gen que codifica endosialina. Por ejemplo, los oligonucleétidos
inversos pueden bloquear la transcripcion cuando se unen al ADN gendmico, inhibir la traduccion cuando se unen al
mARN, y/o conducir a la degradacion del acido nucleico. La inhibicién de la expresion de endosialina se puede
conseguir mediante la administracion de acidos nucleicos inversos o acidos nucleicos de péptidos que comprenden
secuencias complementarias a las del mMARN que codifica la proteina endosialina. La tecnologia de acidos nucleicos
inversos y su aplicaciones son muy conocidas en la técnica, y se describen en Phillips (ed.) Antisense Technology,
Methods Enzymol., 2000, Volumenes 313 y 314, Academic Press, San Diego, y las referencias mencionadas en ese
documento. Véase también Crooke (ed.) "ANTISENSE DRUG TECHNOLOGY: PRINCIPLES, STRATEGIES, AND
APPLICATIONS" (12 Edicion) Marcel Dekker y las referencias citadas en él.

Se pueden sintetizar oligonucledtidos inversos con una secuencia de bases que es complementaria a una porcién de
cualquier transcrito de ARN de la célula. Los oligonucledtidos inversos pueden modular la expresion génica por
medio de una diversidad de mecanismos que incluyen la modulacion del corte y empalme del ARN, la modulacion
del transporte del ARN y la modulacion de la traduccion del mMARN. Se pueden alterar diversas propiedades de los
oligonucledtidos inversos que incluyen la estabilidad, toxicidad, distribucion tisular, y absorcion celular y afinidad de
union por medio de modificaciones quimicas que incluyen (i) la sustitucion del esqueleto fosfodiéster (p.ej., acido
nucleico peptidico, oligonucledtidos de fosforotioato, y oligonucledtidos de fosforamidato), (ii) la modificacion de la
base de carbohidrato (p.ej., 2'-O-propilribosa y 2'-metoxietoxirribosa), y (iii) la modificacion del nucleésido (p.ej., C-5
propinil U, C-5 tiazol U, y fenoxazina C) (Wagner (1995) Nat. Medicine, 1:1116-8; Varga et al. (1999) Immun. Lett.,
69:217-24; Neilsen (1999) Curr. Opin. Biotech., 10:71-5; y Woolf (1990) Nucleic Acids Res., 18:1763-9).

La inhibicion de la expresion génica de endosialina se puede efectuar también mediante el uso de ribozimas. Se ha
demostrado que ciertas moléculas de acido nucleico denominadas ribozimas o desoxirribozimas catalizan la escision
especifica de secuencia de moléculas de ARN. El sitio de escision esta determinado por el emparejamiento
complementario de nucleétidos en la enzima de ARN o ADN con los nucleétidos del ARN seleccionado como
objetivo. Asi, las enzimas de ARN y ADN se pueden disefiar para escindir cualquier molécula de ARN, por lo que se
incrementa su velocidad de degradacién (Cotten et al. (1989) EMBO J., 8:861-6; y Usman et al. (1996) Curr. Opin.
Struct. Biol., 1:527-33). Las ribozimas en cabeza de martillo también se usan de forma rutinaria en la regulacion
génica (Lyngstadaas (2001) Crit. Rev. Oral Biol. Med., 12:469-78).

Las células seleccionadas como objetivo mediante los métodos anteriores se pueden transformar de manera
especifica con acidos nucleicos de silenciamiento de la transcripcion tales como shARN o siARN, o se puede
transformar con vectores que codifican tales acidos nucleicos de forma que la célula expresa las moléculas
inhibidoras de acido nucleico. La transformacion de las células se puede llevar a cabo segun cualquier medio
adecuado en la técnica, que incluye los descritos y ejemplificados en la presente memoria.

Los oligonucledtidos sefiuelo también son adecuados para regular la expresion de los genes que codifican
endosialina. Los ensayos clinicos recientes han ensayado la capacidad de los oligonucleétidos sefiuelo de
secuestrar proteinas patdgenas. Los oligonucleétidos sefiuelo contienen en general un elemento potenciador que
puede penetrar en las células, y una vez dentro de las células, los oligonucledétidos sefiuelo se unen a las proteinas
de unién al ADN especificas de secuencia e interfieren con la transcripcion (Fichou et al. (2006) Trends Biotechnol.,
24:563-70; Nakamura et al. (2002) In Vivo, 16:45-8; Tomita et al. (1997) Exp. Nephrol., 5:429-34).
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La regulacion genética de la expresion de endosialina también se puede efectuar mediante la inactivacion del gen
que codifica endosialina. Como apreciaran los expertos en la técnica, se puede usar la secuencia del gen de
endosialina (de cualquier organismo de interés), por ejemplo, SEQ ID N°: 1, 3, o 5, para generar moléculas de acido
nucleico y vectores para inactivar la expresion del gen de endosialina. Consideradas en cuanto a sus secuencias, las
moléculas de acido nucleico que codifican las secuencias reguladoras, en particular inhibidoras, derivadas de SEQ
ID N°s: 1, 3, y 5, incluyen las variantes alélicas, homologos, y mutantes naturales de SEQ ID N°s: 1, 3, y 5. Debido a
que se espera que tales variantes y homologos posean ciertas diferencias en la secuencia de nucledtidos, se
pueden usar polinucleétidos aislados que tienen al menos alrededor del 60%, preferiblemente al menos alrededor
del 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% o 70%, mas preferiblemente al menos alrededor del 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, o 80%, aun mas preferiblemente 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, y aun mas preferiblemente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, y lo mas preferiblemente 96%, 97%,
98% y 99% o mas identidad con cualquier acido nucleico de inactivacion derivado de SEQ ID N°s: 1, 3, 0 5. Debido a
que la variacion de secuencias naturales existe probablemente entre los genes que codifican estas secuencias
reguladoras en los diferentes organismos, un experto en la técnica esperaria hallar este nivel de variacién, a la vez
que se mantienen todavia las propiedades Unicas de los polinucleétidos de inactivacion. Por lo tanto, tales variantes
y homadlogos se consideran sustancialmente iguales entre si.

Las moléculas de acido nucleico de inactivacion se pueden preparar mediante dos métodos generales: (1) se
pueden sintetizar a partir de trifosfatos de nucleétidos adecuados, o (2) se pueden aislar a partir de fuentes
bioldgicas. Ambos métodos utilizan protocolos muy conocidos en la técnica.

La disponibilidad de informaciéon de secuencias de nucleétidos, tal como la secuencia de acido nucleico completa de
endosialina, por ejemplo, SEQ ID N°s:1, 3, y 5, permite la preparacion de una molécula de acido nucleico aislada
mediante sintesis de oligonucleétidos. Se pueden preparar oligonucleotidos sintéticos mediante el método de
fosforamidita empleado en el sintetizador de ADN de Applied Biosystems 38A o dispositivos similares. La
construccion resultante se puede purificar segun los métodos conocidos en la técnica, tales como cromatografia
liqguida de alto rendimiento (HPLC). Una molécula de ADN sintética asi construida se puede clonar después y
amplificarla en un vector adecuado.

Los acidos nucleicos de inactivacion se pueden mantener en forma de ADN en cualquier vector de clonacion
adecuado. Los clones se pueden mantener en un vector plasmidico de clonacién/expresion, cualquiera de los cuales
se puede propagar en una célula hospedadora procariética o eucariética adecuada.

Las moléculas de acido nucleico de inactivacion incluyen cADN, ADN gendmico, ARN, y fragmentos de los mismos
que pueden ser monocatenarios, bicatenarios o incluso tricatenarios. Asi, se pueden usar oligonucleétidos (cadenas
directas o inversas de ADN o ARN) que tienen secuencias capaces de hibridar con al menos una secuencia de una
molécula de acido nucleico como se discutid anteriormente, en particular, SEQ ID N°: 1, 3, o 5. Tales
oligonucledtidos son Utiles como sondas para detectar genes que codifican endosialina, o para la regulacion positiva
0 negativa de la expresion de genes que codifican endosialina en o antes de la traduccion del mARN hasta la
proteina. Los métodos en los que se pueden usar oligonucledtidos o polinucleétidos como sondas para tales
ensayos incluyen, pero sin limitacion: (1) hibridacion in situ; (2) hibridacion de Southern (3) hibridacién de Northern; y
(4) reacciones de amplificacion diversas, tales como reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) y reaccion en
cadena de la ligasa (LCR).

Se pueden usar vectores y equipos para producir células hospedadoras transgénicas que comprenden un
polinucledtido que codifica una secuencia reguladora para inhibir la expresion de endosialina, u homologos,
analogos o variantes de la misma en una orientacion directa o inversa, o una construccion bajo el control de
promotores especificos de células o tejidos y/u otras secuencias reguladoras. Tales vectores son adecuados para
modular, y preferiblemente inhibir, la expresiéon de endosialina.

Las células hospedadoras adecuadas incluyen, pero sin limitacion, células vegetales, células bacterianas, células de
levadura y otras células fungicas, células de insecto y células de mamifero que expresan endosialina. Las células se
pueden transformar de manera neoplasica. Las mas preferidas son las células humanas.

Los vectores para transformar una amplia diversidad de estas células hospedadoras son muy conocidos por los
expertos en la técnica. Estos incluyen, pero sin limitacion, plasmidos, fagémidos, césmidos, baculovirus, bacmidos,
cromosomas artificiales bacterianos (BACs), cromosomas artificiales de levadura (YACs), asi como otros vectores
bacterianos, de levadura y virales.

La regién codificante de una secuencia reguladora se puede colocar bajo un promotor constitutivo potente, tal como
los promotores de los genes siguientes: hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT), adenosina desaminasa,
piruvato quinasa, beta-actina, miosina humana, hemoglobina humana, creatina de musculo humano, y otros.
Ademas, muchos promotores virales funcionan de manera constitutiva en las células eucaridticas y son adecuados
para el uso en la presente invencion. Tales promotores virales incluyen, sin limitacién, el promotor temprano
inmediato de Citomegalovirus (CMV), los promotores tempranos y tardios de SV40, el promotor del virus del tumor
mamario de raton (MMTYV), las repeticiones terminales largas (LTRs) del virus de la leucemia de Moloney, el virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV), el virus de Epstein-Barr (EBV), el virus del sarcoma de Rous (RSV), y otros
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retrovirus, y el promotor de timidina quinasa del virus Herpes Simplex. Los expertos en la técnica conocen otros
promotores. La region codificante de la secuencia reguladora se puede colocar bajo un promotor inducible tal como
el promotor de metalotioneina, promotor inducible de tetraciclina, promotor inducible de doxiciclina, promotores que
contienen uno o mas elementos de respuesta a la estimulacion por interferon (ISRE) tales como proteina quinasa R
2' 5'-oligoadenilato sintetasas, genes Mx, ADAR1, y similares. Los expertos en la técnica conoceran otros
promotores inducibles adecuados.

Los vectores de inactivacion se pueden usar para transformar diversas células que expresan endosialina con
secuencias reguladoras de acidos nucleicos. Se conocen numerosos métodos en la técnica para la introduccion de
genes exogenos en las células, y se pueden usar para construir células recombinantes con el fin de llevar a cabo los
métodos anteriores. La técnica usada deberia posibilitar la transferencia estable de la secuencia génica heterdloga
en la célula hospedadora, de forma que la secuencia génica heteréloga sea heredable y expresable por la
descendencia de la célula, y de forma que no se altere el desarrollo y las funciones fisioldgicas necesarias de las
células receptoras. Las técnicas que se pueden usar incluyen, pero sin limitacion, la transferencia de cromosomas
(p.€j., fusion de células, transferencia de genes mediada por cromosomas, transferencia de genes mediada por
microcélulas), métodos fisicos (p.ej., transfeccion, fusién de esferoplastos, microinyeccion, electroporacion,
liposomas portadores), transferencia de vectores virales (p.ej., virus de ADN recombinante, virus de ARN
recombinante) y similares (descritas en Cline (1985) Pharmac. Ther., 29:69-92).

Se pueden crear células con inactivaciéon con una expresion inhibida de endosialina inhibiendo la traduccion del
mARN que codifica la proteina de transporte mediante "silenciamiento génico post-transcripcional". El gen de la
especie seleccionada como objetivo para la inhibicién, o un fragmento del mismo, se puede utilizar para controlar la
produccién de la proteina codificada. Se pueden usar moléculas inversas de tamaifo completo para este propdsito.
De manera alternativa, se pueden utilizar oligonucleétidos inversos dirigidos a regiones especificas del mARN que
son criticas para la traduccion. Se pueden proporcionar moléculas inversas in situ transformando células con una
construccion de ADN que, tras la transcripcion, produce las secuencias de ARN inversas. Tales construcciones se
pueden disefiar para producir secuencias inversas de tamafo completo o parcial. Este efecto de silenciamiento
génico se puede aumentar mediante la sobreproduccion transgénica del ARN directo e inverso de la secuencia
génica codificante de forma que se produce una cantidad elevada de dsARN (por ejemplo, véase Waterhouse et al.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 95:13959-64). A este respecto, se ha descubierto que el dsARN que contiene
secuencias que corresponden a parte o la totalidad de al menos un intrén es especialmente eficaz. Se puede
expresar parte o la totalidad de la cadena inversa de la secuencia codificante mediante un transgén. Las cadenas
directa e inversa hibridantes de parte o la totalidad de la secuencia codificante de una endosialina se pueden
expresar de manera transgénica.

Las células que se pueden seleccionar como objetivo o usar de otra manera en los métodos anteriores incluyen las
células que expresan endosialina que expresan de manera natural endosialina o las células transfectadas con un
plasmido recombinante que expresan endosialina. Las células que expresan endosialina de manera primaria se
pueden aislar a partir de tejidos o adquirir de vendedores que comercializan células endoteliales, tales como, pero
sin limitacion, HUVEC o HMVEC asi como fibroblastos primarios y cultivados. Las células transfectadas incluyen
cualquier linea celular de expresion de insectos conocida, tal como, por ejemplo, células de Spodoptera frugiperda.
Las lineas celulares de expresion pueden ser también lineas celulares de levadura, tales como, por ejemplo, células
de Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. Las células de expresion pueden ser también células
de mamifero tales como, por ejemplo, ovario de hamster chino, células de rifidn de crias de hamster, linea de rifidn
embrionario humano 293, lineas celulares de rifion de perro normal, lineas celulares de rifion de gato normal, células
de rifidn de mono, células de rifién de mono verde africano, células COS, y células G8 de mioblasto de ratén no
tumorigénicas, lineas celulares de fibroblastos, lineas celulares de mieloma, células NIH/3T3 de ratén, células LMTK,
células de sertoli de raton, células de carcinoma de cuello uterino humano, células de higado de rata comun, células
de pulmén humano, células de higado humano, células de tumor mamario de ratén, células TRI, células MRC 5, y
células FS4.

La inhibicién de la expresion de endosialina inhibe la interaccion de endosialina con cualquier ligando de endosialina.
Los ligandos de endosialina incluyen las proteinas de la matriz extracelular tales como fibronectina y colageno.

También se presentan de acuerdo con la presente invencion anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los
mismos para inhibir la interacciéon de la endosialina expresada por una célula que expresa endosialina con un
ligando de endosialina que comprenden bloquear u obstruir la expresion de endosialina por la célula. Asi, por
ejemplo, una barrera fisica sirve para inhibir, impedir, o de otra manera dificultar la interaccion de la endosialina
expresada con un ligando de endosialina. Cualquier producto quimico o biomolécula puede servir para obstruir esta
interaccion.

En ciertas realizaciones preferidas, la inhibicién de la interacciéon de una célula que expresa endosialina con un
ligando de endosialina comprende inhibir la unién del ligando de endosialina a la endosialina expresada. Por
ejemplo, la interaccion entre endosialina y su ligando se dificulta, bloquea, impide, u obstruye de otra manera con
una barrera molecular. De esta manera, se dificulta, inhibe, bloquea, impide, obstruye o previene el acceso a la
célula por el ligando. La obstruccidon de la endosialina se puede dar mediante cualquier medio adecuado en la
técnica, tal como con un producto quimico o biomolécula.
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Los productos quimicos incluyen, pero sin limitacion, estructuras de aminoacidos, esteroides, ciclinas, antracenos,
metales pesados, quinilona, terpenos, productos fendlicos, glicésidos, alquiloides, lipidos, etc., o mezclas de los
mismos que pueden ejercer un efecto bioldgico sobre las células que expresan endosialina. Los productos quimicos
se pueden generar mediante sintesis quimica o pueden proceder de biocatalisis o pueden proceder de fluidos
biolégicos. Los productos quimicos pueden proceder de fuentes humanas, de mamiferos no humanos, plantas,
levaduras, hongos y/o fuentes procaritticas.

Se pueden emplear inhibidores competitivos para inhibir la interacciéon de endosialina o una célula que expresa
endosialina con un ligando de endosialina. Un "inhibidor competitivo" compite con el ligando por el sitio de unién a
endosialina. Los inhibidores competitivos pueden ser ligandos de endosialina, por ejemplo, colageno (p.€j., colageno
| o IV) o fibronectina, o fragmentos de unién a endosialina de los mismos. Los inhibidores competitivos mas
preferidos son el fragmento N-terminal de 70 kDa de fibronectina, el fragmento de unién a gelatina de 45 kDa de
fibronectina, y el fragmento de unién a heparina de 30 kDa de fibronectina.

Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos se usan para obstruir la interaccion de la
endosialina expresada con los ligandos de endosialina. Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden
ser especificos para un epitopo de endosialina, o pueden ser especificos para un epitopo de un ligando de
endosialina. Se prefieren mas los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de los mismos especificos de
endosialina. Los anticuerpos hacia ligandos tales como fibronectina, colageno, y similares estan disponibles
comercialmente.

Los anticuerpos adecuados pueden ser policlonales o monoclonales, o pueden ser derivados o fragmentos de
anticuerpos que conservan la especificidad hacia endosialina o un ligando de endosialina. Los anticuerpos pueden
ser de cualquiera de las cinco clases de anticuerpos, es decir, los isotipos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Los anticuerpos
adecuados también incluyen el isotipo IgY hallado en general en el suero de gallinas y pavos y en la yema de huevo
de gallinas y pavos.

Los derivados de anticuerpos y fragmentos de union al antigeno son adecuados para el uso en los métodos
inventivos, y tales derivados comprenden porciones de anticuerpos intactos que conservan la especificidad de union
al antigeno de la molécula de anticuerpo originaria. Por ejemplo, los derivados pueden comprender al menos una
region variable (una region variable de la cadena pesada o de la cadena ligera). Los ejemplos de derivados y
fragmentos de anticuerpos adecuados incluyen, sin limitacién, anticuerpos con especificidad poliepitopica,
anticuerpos biespecificos, diacuerpos, y moléculas de cadena simple, asi como moléculas Fab, F(ab')2, Fd, Fabc, y
Fv, anticuerpos de cadena simple (Sc), cadenas ligeras de anticuerpos individuales, cadenas pesadas de
anticuerpos individuales, fusiones quiméricas entre cadenas de anticuerpos y otras moléculas, monémeros o
dimeros de cadenas pesadas, monomeros o dimeros de cadenas ligeras, dimeros que consisten en una cadena
pesada y una ligera, y similares. Se pueden usar todos los isotipos de anticuerpos para producir los derivados y
fragmentos de anticuerpos. Se pueden producir derivados y fragmentos de anticuerpos de manera recombinante.

Los anticuerpos pueden proceder de cualquier especie. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser de raton, rata,
cabra, caballo, cerdo, ganado bovino, pollo, conejo, burro, ser humano, y similares. Para el uso en los métodos de
tratamiento, o para la administracién a seres humanos, los anticuerpos que no proceden de humanos se pueden
alterar estructuralmente para que sean menos antigénicos tras la administracion a un paciente humano.

Asi, en ciertas realizaciones de la invencion, los anticuerpos usados son anticuerpos quiméricos. Los anticuerpos
quiméricos y los métodos para producirlos se conocen bien y estan establecidos en la técnica. Por ejemplo, un
anticuerpo quimérico puede comprender un dominio de unién al antigeno de ratéon con un Fc humano u otro dominio
estructural similar.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos son anticuerpos humanizados. Los anticuerpos humanizados pueden ser
inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab',
F(ab')2 u otras subsecuencias de union al antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia minima
derivada de una inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en los que los residuos de una region determinante de la
complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por residuos de una CDR de una especie no humana
(anticuerpo donante) tal como raton, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad, y capacidad deseadas. En
ciertos casos, los residuos de la region estructural Fv (FWR) de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los
residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no
se hallan ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de las CDR o estructurales importadas. Estas
modificaciones se hacen para perfeccionar y optimizar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo. En general,
el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todo de al menos uno, y en general dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de la inmunoglobulina no
humana y todas o sustancialmente todas las regiones FWR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana.
El anticuerpo humanizado también comprendera de manera 6ptima al menos una porciéon de una regidon constante
de inmunoglobulina (Fc), en general la de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véase Jones et
al. (1986) Nature, 321:522-5; Reichmann et al. (1988) Nature, 332:323-9; y Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol.,
2:593-6.
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En los aspectos preferidos de la invencion, los anticuerpos son completamente humanos. Esto significa que el
anticuerpo es Unicamente de origen humano, o consiste de otra manera en una secuencia de aminoacidos idéntica a
una forma humana del anticuerpo.

Los anticuerpos de la invencidon se pueden marcar o conjugar de otra manera a diversos restos quimicos o
biomoléculas, por ejemplo, para aplicaciones terapéuticas o de diagndstico. Los restos pueden ser citotoxicos, por
ejemplo, toxinas bacterianas, toxinas virales, radiois6topos, y similares. Los restos pueden ser marcadores
detectables, por ejemplo, marcadores fluorescentes, radiomarcadores, biotina, y similares. Los restos adicionales
incluyen, pero sin limitacion, glicosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, y amidacion. Los anticuerpos de la
invencion se pueden derivatizar ellos mismos mediante grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision
proteolitica, unién a un ligando celular u otras proteinas, y similares.

Los expertos en la técnica reconoceran que la especificidad de los anticuerpos esta determinada principalmente por
las seis regiones CDR, especialmente la CDR3 de la cadena H (Kala et al. (2002) J. Biochem., 132:535-41; Morea et
al. (1998) J. Mol. Biol., 275:269-94; y Chothia ef al. (1987) J. Mol. Biol., 196:901-17). Las regiones estructurales de
los anticuerpos, sin embargo, pueden desempefiar un papel en las interacciones antigeno-anticuerpo (Panka et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:3080-4), en particular con respecto a su papel en la conformacion de los
bucles de las CDRs (Foote et al. (1992) J. Mol. Biol., 224:487-99). Asi, los anticuerpos pueden comprender cualquier
combinacién de regiones CDR o FWR de la cadena H o L que confieren especificidad al anticuerpo hacia
endosialina o los ligandos de endosialina.

En ciertas realizaciones, la invencion contempla el uso de anticuerpos humanos aislados y fragmentos de unién al
antigeno de los mismos que se unen de manera especifica a endosialina. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
adecuados o los fragmentos de unién al antigeno pueden comprender una cadena pesada que comprende CDR1,
CDR2, y CDR3 de SEQ ID N°:28, 30, y 32, respectivamente, y una cadena ligera que comprende CDR1, CDR2, y
CDR3 de SEQ ID N°: 13, 15, y 17, respectivamente. Las CDR1, CDR2, y CDR3 de la cadena pesada pueden estar
codificadas por las secuencias de nucledtidos de SEQ ID N°:27, 29, y 31, respectivamente. Las CDR1, CDR2, y
CDR3 de la cadena ligera pueden estar codificadas por las secuencias de nucleétidos de SEQ ID N°:12, 14, y 16,
respectivamente. En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno pueden comprender
una cadena pesada que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 34 y una cadena ligera que comprende un
dominio variable de SEQ ID N°: 19. El dominio variable de la cadena pesada puede estar codificado por la secuencia
de nucledtidos de SEQ ID N°:33. El dominio variable de la cadena ligera puede estar codificado por la secuencia de
nucleotidos de SEQ ID N°:18. En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unioén al antigeno pueden
comprender una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:22 6 26 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:11. La cadena pesada puede estar codificada por
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID N°21 6 25 y la cadena ligera puede estar codificada por la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID N°:10. Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden comprender una cadena
pesada que comprende SEQ ID N°20 6 24 y una cadena ligera que comprende SEQ ID N°9. Los anticuerpos
pueden comprender una cadena pesada codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID N°:8 6 23. Los
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden comprender una cadena ligera codificada por la secuencia de
acido nucleico que comprende SEQ ID N°:7.

Las células productoras de anticuerpos que producen anticuerpos que se pueden usar de acuerdo con la invencion
se han depositado en la Amer. Type Cult. Coll. (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) el 24 de
abril de 2006 y el 11 de marzo de 2008 y se les han asignado los n°s de acceso PTA-7554 y PTA-9017,
respectivamente.

Se debe entender que, debido a la variacion natural de secuencias que probablemente existe entre las cadenas
pesadas y ligeras y los genes que las codifican, un experto en la técnica esperaria hallar cierto nivel de variacion
dentro de las secuencias de aminoacidos o los genes que las codifican, a la vez que todavia se mantienen las
propiedades de unién unicas (p.ej., especificidad y afinidad) de los anticuerpos de la presente invencion. Tal
expectativa se debe en parte a la degeneracion del cédigo genético, asi como al éxito evolutivo conocido de las
variaciones de secuencias de aminoacidos conservativas, que no alteran de manera apreciable la naturaleza de la
proteina codificada. Por lo tanto, tales variantes y homdlogos se consideran sustancialmente iguales entre si, y se
incluyen dentro del alcance de la presente invencion.

Las variantes que tienen sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos simples o multiples, que conservan
las propiedades biolégicas (p.ej., afinidad de unién o actividad efectora inmunitaria) de los anticuerpos descritos en
la presente memoria se contemplan para el uso en la invenciéon. La persona experta puede producir variantes que
tienen sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos simples o multiples. Estas variantes pueden incluir, por
ejemplo: (a) variantes en las que uno o mas residuos de aminoacidos se sustituyen con aminoacidos conservativos o
no conservativos, (b) variantes en las que uno o mas aminoacidos se afiaden o se eliminan del polipéptido, (c)
variantes en las que uno o mas aminoacidos incluyen un grupo sustituyente, y (d) variantes en las que el polipéptido
se fusiona con otro péptido o polipéptido tal como una molécula de fusién, una etiqueta proteica u otro resto quimico,
que puede conferir propiedades utiles al polipéptido, tal como, por ejemplo, un epitopo para un anticuerpo, una
secuencia de polihistidina, un resto de biotina y similares. Los anticuerpos de la invenciéon pueden incluir variantes en
las que los residuos de aminoacidos de una especie se sustituyen por el residuo correspondiente en otra especie, en
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posiciones conservadas o no conservadas. En otras realizaciones, los residuos de aminoacidos en posiciones no
conservadas se sustituyen con residuos conservativos o no conservativos. Las técnicas para obtener estas
variantes, que incluyen técnicas genéticas (eliminaciones, deleciones, mutaciones, etc.), quimicas, y enzimaticas,
son conocidas para la persona que tiene una experiencia habitual en la técnica.

La presente invencién contempla anticuerpos, o fragmentos de union al antigeno de los mismos, que tienen
secuencias de aminoacidos que son sustancialmente iguales a las secuencias de aminoacidos previamente
descritas. Por ejemplo, tales anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden incluir aquellos en los que las
CDR1, CDR2, y CDR3 de la cadena pesada son al menos un 90% idénticas a SEQ ID N°28, 30, y 32,
respectivamente, y/o en los que las CDR1, CDR2, y CDR3 de la cadena ligera son al menos un 90% idénticas a
SEQ ID N° 13, 15, y 17, respectivamente. En ciertas realizaciones, tales anticuerpos o fragmentos de union al
antigeno pueden incluir aquellos en los que el dominio variable de la cadena pesada es al menos un 90% idéntico a
SEQ ID N°: 34 y/o en los que el dominio variable de la cadena ligera es al menos un 90% idéntico a SEQ ID N°: 19.
En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden incluir aquellos en los que la
cadena pesada es al menos un 90% idéntica a SEQ ID N°:22 6 26 y/o en los que la cadena ligera es al menos un
90% idéntica a SEQ ID N°:11. Los anticuerpos o fragmentos de unidn al antigeno pueden incluir aquellos en los que
la cadena pesada es al menos un 90% idéntica a SEQ ID N°:20 6 24 y/o en los que la cadena ligera es al menos un
90% idéntica a SEQ ID N°9. Por ejemplo, los anticuerpos M4 y M4.1 son anticuerpos humanizados hacia la
endosialina humana. Aunque los anticuerpos M4 y M4.1 comparten una secuencia de la cadena ligera, difieren en su
cadena pesada por una secuencia de un Unico aminoacido mostrada, por ejemplo, en el residuo 429 de SEQ ID
N°:20 respecto del residuo 429 de SEQ ID N°:24. La invencién contempla ademas anticuerpos, o fragmentos de
union al antigeno de los mismos, que compiten por la unién a endosialina con los anticuerpos M4 o M4.1. La
invencion contempla ademas anticuerpos, o fragmentos de unién al antigeno de los mismos, que se unen al mismo
epitopo de endosialina que los anticuerpos M4 o M4.1.

Los anticuerpos de la invencion pueden tener afinidades de unién por el antigeno seleccionado como objetivo, tal
como endosialina o un ligando de endosialina, que incluyen una constante de disociacion (Kp) menor de 1 x 10% M,
menor de 1 x 10° M, menor de 1 x 10* M, menor de 1 x 10 M, o menor de 1 x 10% M. En una realizacion, la Kp es
menor de 1 x 107 M. La Kp puede ser menor de 1 x 108 M, menor de 1 x 10° M, menor de 1 x 107 M, menor de 1 x
10™ M, menor de 1 x 107 M, menor de 1 x 10™ M, menor de 1 x 10™ M, menor de 1 x 10" M.

La especificidad y/o afinidad de los anticuerpos que se unen a endosialina se puede optimizar opcionalmente
mediante evolucion dirigida de las células que producen el anticuerpo, mediante el uso de un alelo negativo
dominante de un gen de reparaciéon de emparejamientos incorrectos tal como PMS1, PMS2, PMS2-134, PMSR2,
PMSR3, MLH1, MLH2, MLH3, MLH4, MLH5, MLH6, PMSL9, MSH1, y MSH2 introducido en las células productoras
de anticuerpos. Las células que contienen los mutantes negativos dominantes se haran hipermutables y acumularan
mutaciones a una velocidad mas elevada que las células de control sin transfectar. Se puede cribar una mezcla de
las células mutantes en busca de los clones que producen una afinidad/especificidad mayor de los anticuerpos o las
proteinas de unioén, o que producen titulos mayores de los anticuerpos o las proteinas de unién, o que simplemente
crecen mas rapido o mejor en ciertas condiciones. La técnica para generar células hipermutables mediante el uso de
alelos negativos dominantes de genes de reparacion de emparejamientos incorrectos se describe en la patente de
EE.UU. n°® 6.146.894. De manera alternativa, la reparacion de emparejamientos incorrectos se puede inhibir
mediante el uso de los inhibidores quimicos de la reparacion de emparejamientos incorrectos descritos en el
documento WO 02/054856. La técnica para incrementar los anticuerpos mediante el uso de los alelos negativos
dominantes de genes de reparacion de emparejamientos incorrectos o inhibidores quimicos de la reparacion de
emparejamientos incorrectos también se puede aplicar a células de expresion de mamifero, levadura, vegetales o
procariéticas que expresan genes de inmunoglobulinas o proteinas clonadas. Las células que expresan los alelos
negativos dominantes o la molécula pequefia se pueden "curar" ya que el alelo negativo dominante se puede
inactivar, si es inducible, eliminar de la célula mientras el producto quimico pequefio se puede eliminar del cultivo, lo
que da como resultado que las células sean genéticamente estables una vez mas y ya no acumulen mutaciones a
una velocidad anormalmente elevada.

La inhibicién de la expresion de endosialina inhibe la interaccion de endosialina con cualquier ligando de endosialina.
Los ligandos de endosialina son fibronectina y colageno. Cualquier subtipo de colageno puede servir como ligando
para endosialina. Se prefiere mas el Colageno | y Colageno IV.

La inhibicion de la interaccion de endosialina con los ligandos de endosialina inhibe rutas y cascadas que estan
aumentadas o activadas de otra manera como resultado de esta interaccion. Por ejemplo, la interaccion de
endosialina con los ligandos de endosialina puede estimular la expresion y/o activacion de moléculas de adhesion
tales como integrinas, que median en la unién de las células a la matriz extracelular o a otras células, y que median
en rutas de sefializacion celular, entre otras cosas.

Las integrinas tienden a existir en forma de heterodimeros que contienen dos cadenas diferentes, una subunidad a
(alfa) y B (beta). Existen aproximadamente 18 subunidades a y 8 subunidades B que han sido caracterizadas.
Ademas, existen varias subunidades de integrinas en forma de variantes por medio de un corte y empalme
diferencial. Las diversas combinaciones de subunidades de integrina alfa y beta da como resultado mas de 24
complejos activos unicos de integrinas (Hynes (2002) Cell, 110:673). Las subunidades de integrina penetran en la
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membrana plasmatica, y en general contienen dominios citoplasmaticos cortos de alrededor de 40-70 aminoacidos.
Fuera de la membrana plasmatica celular, las cadenas alfa y beta estan situadas en estrecha proximidad entre si a
lo largo de una longitud de alrededor de 23 nm. Los extremos aminoterminales de cada cadena de integrina estan
yuxtapuestos en 5 nm entre si para formar una region de unién al ligando para la interaccion con EMP. Las
integrinas se clasifican mediante el uso de varios criterios. Las cadenas alfa se clasifican como tales porque un
subgrupo de las cadenas a tienen elementos estructurales insertados cerca del extremo aminoterminal denominado
dominio alfa-A porque tiene un motivo estructural similar a los dominios A del factor de von Willebrand. Las
integrinas que portan este dominio se pueden unir a colagenos (complejos de integrina a1p1 y a2f1), o actuar como
moléculas de adhesion célula-célula con los complejos que contienen integrinas de la familia 2. Dos funciones
importantes de las integrinas son la unién de la célula a las proteinas de la matriz extracelular y la transduccion de
sefiales mediada por la union EMP-integrina a la célula. Ademas, las integrinas también estan implicadas en una
amplia diversidad de otras actividades bioldgicas que incluyen la unién de virus, tales como adenovirus, Echovirus,
Hantavirus, virus de la glosopeda, asi como la unién a células implicadas en la vigilancia inmunitaria y el contacto
célula-célula para la migracion celular. Las integrinas acoplan las EMPs (lo que depende del complejo de integrinas)
al citoesqueleto dentro de la célula. Se han identificado varios ligandos de las integrinas. Los ligandos mas
habituales son fibronectina, vitronectina, colageno, y laminina. Las interacciones entre integrina, una EMP y los
microfilamentos dentro de la célula estan asociadas por medio de proteinas estructurales que incluyen talina,
paxilina y alfa-actinina. Estas interacciones dan como resultado la regulacién de quinasas similares a FAK (quinasa
de adhesion focal) y miembros de la familia de quinasas Src para fosforilar sustratos tales como p130CAS, por lo
que se reclutan adaptadores de sefializacién tales como Crk para actuar como mediadores en respuestas celulares
que incluyen la activacion de rutas, la proliferacion y/o la supervivencia celular. Cualquiera de estas funciones
asociadas a las integrinas se puede ensamblar en forma de un ensayo de cribado para monitorizar la actividad de
integrinas en funcion de la actividad de endosialina para los ensayos para identificar los agentes farmacolégicos o
las moléculas de selecciébn como objetivo de endosialina eficaces de esta invencion. Ademas, en vista de la
invencion descrita en el presente documento, la seleccion como objetivo de las integrinas con agentes
farmacoldgicos hacia endosialina en las células que expresan endosialina es una gran oportunidad para la inhibicion
de la infeccién viral mediada por integrinas y otras patologias.

Asi, la inhibicion de la interaccion de endosialina con un ligando de endosialina inhibe la expresién y/o activacion de
las moléculas de integrina en la célula que expresa endosialina. La expresion o activacion de integrina 1, 2, o B3
se puede reprimir mediante la inhibicion.

Otras moléculas y rutas cuya expresion y/o activacion se ven afectadas por la inhibicion de la interaccion de
endosialina con los ligandos de endosialina incluyen las metaloproteinasas de la matriz (MMPs). Las MMPs son
proteasas dependientes de zinc que desempefian un papel, entre otras cosas, en la degradacion de proteinas de la
matriz extracelular, receptores de la superficie celular, y similares. Las MMPs desempefian un papel en la migracion
celular, proliferacion, y angiogénesis, entre otras cosas. La familia MMP de enzimas tiene un motivo de unién de zinc
comun (HExxHxxGxxH) en su sitio activo, y una metionina conservada tras el sitio activo. Las MMPs se clasifican por
su homologia mutua, especificidad por el sustrato y parcialmente por su localizacion celular. Se agrupan en lineas
generales en 4 clases: colagenasa, estromelisinas, gelatinasa, y las MMPs de tipo membrana (MT-MMPs). Las
MMPs de tipo colagenasa son capaces de degradar colagenos fibrilares de triple hélice hasta fragmentos
caracteristicos. Estos colagenos son los componentes principales del hueso y cartilago, y esta clase de MMPs son
las Unicas enzimas de mamifero conocidas capaces de degradarlos. Estas incluyen MMP-1 (colagenasa intersticial);
MMP-8 (colagenasa de neutréfilos); MMP-13 (colagenasa 3); y MMP-18. Las enzimas MMP de tipo estromelisina
exhiben una capacidad amplia para escindir EMPs, pero son incapaces de escindir los colagenos fibrilares de triple
hélice. Esta clase incluye MMP-3 (estromelisina 1); MMP-10 (estromelisina 2); MMP-11 (estromelisina 3); MMP-12
(metaloelastasa de macréfagos); MMP-19 (RASI-1, también denominada estromelisina-4); y MMP-20 (enamelisina);
MMP-22 (C-MMP) y MMP-27. Las MMPs de tipo gelatinasa degradan principalmente colageno de tipo IV y gelatina,
y se distinguen por la presencia de un dominio adicional insertado en el dominio catalitico. Esta regién de unién a
gelatina esta colocada inmediatamente antes del motivo de unién de zinc, y forma una unidad de plegamiento
distinta que no altera la estructura del dominio catalitico. Esta clase incluye MMP-2 (gelatinasa de 72 kDa,
gelatinasa-A); MMP-9 (gelatinasa de 92 kDa, gelatinasa-B). Finalmente, las MMPs asociadas a la membrana son
aquellas que se unen a la membrana celular externa. Estas incluyen: La MMP-23 con serie de cisteinas
transmembrana de tipo II; las MMPs 17 y 25 unidas a través de glicosil fosfatidilinositol (MT4-MMP y MT6-MMP,
respectivamente); y las MMPs 14, 15, 16, 24 transmembrana de tipo | (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, y MT5-
MMP, respectivamente). Todas estas MMPs tienen un sitio de escision de furina en el pro-péptido, que es una
caracteristica compartida también por MMP-11.

Asi, la inhibicion de la interaccion de endosialina con un ligando de endosialina inhibe la expresion y/o activacion de
las MMPs en la célula que expresa endosialina. En ciertas realizaciones preferidas, la expresion o activacion de
MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13, o MMP-18 se elimina mediante la inhibicién.

Sin pretender limitarse por ninguna teoria particular o mecanismo de funcionamiento, se cree que la endosialina
actla directamente o indirectamente en la angiogénesis, en particular con respecto a la neovascularizacion y
enfermedades tales como el cancer. Por lo tanto, se cree que la alteraciéon de la unién de endosialina o de las
células que expresan endosialina a los ligandos de endosialina, o la alteracion de la activaciéon mediada por
endosialina de las integrinas, la expresion de MMPs y/o la proliferacion/supervivencia celular pueden inhibir la
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vascularizacion asociada a las enfermedades neovasculares.

Por lo tanto, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los mismos se pueden usar para inhibir la
angiogénesis. Los métodos se pueden llevar a cabo in vivo. Se puede administrar un anticuerpo o un fragmento de
union al antigeno del mismo que obstruye la endosialina expresada en la superficie de una célula, en el que dicha
obstruccion inhibe la interaccion de dicha célula con un ligando de endosialina, y en el que la inhibicién de dicha
interaccion de dicha célula con dicho ligando inhibe la angiogénesis de un tejido, drgano, o neoplasia en el sujeto.

Una célula, cultivo celular, tejido, u 6rgano se puede poner en contacto con una composicion que obstruye la
endosialina expresada sobre la superficie de una célula, en la que dicha obstruccién inhibe la interaccién de dicha
célula con un ligando de endosialina, y en la que la inhibicion de dicha interaccién de dicha célula con dicho ligando
inhibe la angiogénesis de dicha célula, cultivo celular, tejido, u érgano.

La composicién puede comprender al menos un inhibidor competitivo descrito en la presente memoria. Los
inhibidores competitivos pueden ser ligandos de endosialina, por ejemplo, colageno, fibronectina, o fragmentos de
union a endosialina de los mismos. Los inhibidores competitivos preferidos son fragmentos de colageno I, colageno
IV, o fibronectina. Los inhibidores competitivos mas preferidos son el fragmento N-terminal de 70 kDa de
fibronectina, el fragmento de unién a gelatina de 45 kDa de fibronectina, y el fragmento de unién a heparina de 30
kDa de fibronectina.

La composicion puede comprender al menos un anticuerpo que se une de manera especifica a endosialina. Tales
anticuerpos tienen preferiblemente una afinidad hacia endosialina que es menor de alrededor de 1 x 107 M, mas
preferiblemente menor de alrededor de 1 x 108 M, mas preferiblemente menor de alrededor de 1 x 10° M, y mas
preferiblemente menor de alrededor de 1 x 10" M. Los anticuerpos que se unen de manera especifica a endosialina
pueden incluir los anticuerpos cuyas caracteristicas se describen y se ejemplifican en la presente memoria. Por
ejemplo, en ciertos aspectos preferidos, el anticuerpo que se une de manera especifica a endosialina comprende
una cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de SEQ ID N°:28, 30, y 32, respectivamente, y una
cadena ligera que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de SEQ ID N° 13, 15, y 17, respectivamente. Las CDR1,
CDR2, y CDR3 de la cadena pesada pueden estar codificadas por las secuencias de nucleétidos de SEQ ID N°:27,
29, y 31, respectivamente. Las CDR1, CDR2, y CDR3 de la cadena ligera pueden estar codificadas por las
secuencias de nucleotidos de SEQ ID N°:12, 14, y 16, respectivamente. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
pueden comprender una cadena pesada que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 34 y una cadena ligera
que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 19. El dominio variable de la cadena pesada puede estar
codificado por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID N°:33. El dominio variable de la cadena ligera puede estar
codificado por la secuencia de nucledtidos de SEQ ID N°:18. En ciertas realizaciones, los anticuerpos pueden
comprender una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:22 6 26 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:11. La cadena pesada puede estar codificada por
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID N°21 6 25 y la cadena ligera puede estar codificada por la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID N°10. Los anticuerpos pueden comprender una cadena pesada que comprende SEQ ID
N°:20 6 24 y una cadena ligera que comprende SEQ ID N°9. Los anticuerpos pueden comprender una cadena
pesada codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID N°:8 6 23. Los anticuerpos pueden comprender una
cadena ligera codificada por la secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID N°:7. Las células productoras de
anticuerpos que producen anticuerpos que se pueden usar de acuerdo con la invenciéon se han depositado en la
Amer. Type Cult. Coll. (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) el 24 de abril de 2006 y el 11 de
marzo de 2008 y se les han asignado los n°s de acceso PTA-7554 y PTA-9017, respectivamente. Los anticuerpos
pueden ser policlonales, monoclonales, fragmentos de union al antigeno, quiméricos, humanizados, completamente
humanos, y similares como se describié en la presente memoria.

La inhibicion de la expresion de endosialina inhibe la interaccion de endosialina con cualquier ligando de endosialina.
Los ligandos de endosialina implicados en la presente invencién son fibronectina y colageno.

La invencioén se puede usar también para inhibir la neovascularizacién. Los métodos se pueden llevar a cabo in vitro
0 in vivo. Se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que obstruye la
endosialina expresada en la superficie de una célula, en la que dicha obstruccién inhibe la interaccion de dicha
célula con un ligando de endosialina, y en la que la inhibicién de dicha interaccion de dicha célula con dicho ligando
inhibe la neovascularizacion de un tejido, érgano, o neoplasia en el sujeto.

Una célula, cultivo celular, tejido, u 6rgano se puede poner en contacto con una composicién que obstruye la
endosialina expresada sobre la superficie de una célula, en la que dicha obstruccién inhibe la interaccién de dicha
célula con un ligando de endosialina, y en la que la inhibicion de dicha interaccion de dicha célula con dicho ligando
inhibe la neovascularizacién de dicha célula, cultivo celular, tejido, u érgano.

La composicién puede comprender al menos un inhibidor competitivo descrito en la presente memoria. Los
inhibidores competitivos pueden ser ligandos de endosialina, por ejemplo, colageno, fibronectina, o fragmentos de
union a endosialina de los mismos. Los inhibidores competitivos preferidos son fragmentos de colageno I, colageno
IV, o fibronectina. Los inhibidores competitivos mas preferidos son el fragmento N-terminal de 70 kDa de
fibronectina, el fragmento de unién a gelatina de 45 kDa de fibronectina, y el fragmento de unién a heparina de 30
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kDa de fibronectina.

En las realizaciones preferidas, la composicién comprende al menos un anticuerpo que se une de manera especifica
a endosialina. Tales anticuerpos tienen preferiblemente una afinidad hacia endosialina que es menor de alrededor de
1x107 M, mas preferiblemente menor de alrededor de 1 x 108 M, mas preferiblemente menor de alrededor de 1 x
10° M, y mas preferiblemente menor de alrededor de 1 x 10" M. Los anticuerpos que se unen de manera especifica
a endosialina pueden incluir los anticuerpos cuyas caracteristicas se describen y se ejemplifican en la presente
memoria. Por ejemplo, en ciertos aspectos preferidos, el anticuerpo que se une de manera especifica a endosialina
comprende una cadena pesada que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de SEQ ID N°:28, 30, y 32, respectivamente,
y una cadena ligera que comprende CDR1, CDR2, y CDR3 de SEQ ID N°: 13, 15, y 17, respectivamente. Las CDR1,
CDR2, y CDR3 de la cadena pesada pueden estar codificadas por las secuencias de nucleétidos de SEQ ID N°:27,
29, y 31, respectivamente. Las CDR1, CDR2, y CDR3 de la cadena ligera pueden estar codificadas por las
secuencias de nucleotidos de SEQ ID N°12, 14, y 16, respectivamente. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
pueden comprender una cadena pesada que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 34 y una cadena ligera
que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 19. El dominio variable de la cadena pesada puede estar
codificado por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID N°:33. El dominio variable de la cadena ligera puede estar
codificado por la secuencia de nucledtidos de SEQ ID N°:18. En ciertas realizaciones, los anticuerpos pueden
comprender una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:22 6 26 y una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:11. La cadena pesada puede estar codificada por
la secuencia de nucledtidos de SEQ ID N°21 6 25 y la cadena ligera puede estar codificada por la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID N°10. Los anticuerpos pueden comprender una cadena pesada que comprende SEQ ID
N°:20 6 24 y una cadena ligera que comprende SEQ ID N°9. Los anticuerpos pueden comprender una cadena
pesada codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID N°:8 6 23. Los anticuerpos pueden comprender una
cadena ligera codificada por la secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID N°:7. Las células productoras de
anticuerpos que producen anticuerpos que se pueden usar de acuerdo con la invenciéon se han depositado en la
Amer. Type Cult. Coll. (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) el 24 de abril de 2006 y el 11 de
marzo de 2008 y se les han asignado el n° de acceso PTA-7554 y el n® de acceso PTA-9017, respectivamente. Los
anticuerpos pueden ser policlonales, monoclonales, fragmentos de unién al antigeno, quiméricos, humanizados,
completamente humanos, y similares como se describié en la presente memoria.

La inhibicién de la expresion de endosialina inhibe la interaccion de endosialina con cualquier ligando de endosialina.
Los ligandos de endosialina implicados en la invencién son fibronectina, por ejemplo, fibronectina humana (SEQ ID
N°:35) y colageno.

Se pueden identificar agonistas y antagonistas de la interacciéon de endosialina con un ligando de endosialina. La
identificacion puede comprender poner en contacto endosialina con un compuesto de ensayo, poner en contacto el
complejo endosialina-compuesto de ensayo con un ligando de endosialina, y medir de manera cuantificable la
interaccion de endosialina con el ligando en presencia y ausencia del compuesto de ensayo. Un incremento o
disminucion del nivel de interaccion de endosialina con el ligando en presencia del compuesto de ensayo indica que
el compuesto de ensayo es un agonista o antagonista, respectivamente, de la interaccion de endosialina con el
ligando.

La identificacion puede comprender poner en contacto una célula que expresa endosialina con un compuesto de
ensayo, poner en contacto la célula que expresa endosialina con un ligando de endosialina, y medir de manera
cuantificable la expresién o activacion de las moléculas de integrina tales como integrina 1, B2, o B3 en la célula en
presencia y ausencia del compuesto de ensayo. Un incremento o disminucion del nivel de expresion o activacion de
las moléculas de integrina en la célula en presencia del compuesto de ensayo indica que el compuesto de ensayo es
un agonista o antagonista, respectivamente, de la interaccién de endosialina con dicho ligando.

La identificacion puede comprender poner en contacto una célula que expresa endosialina con un compuesto de
ensayo, poner en contacto la célula que expresa endosialina con un ligando de endosialina, y medir de manera
cuantificable la expresion o activaciéon de MMPs tales como MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13, o
MMP-18 en la célula en presencia y ausencia del compuesto de ensayo. Un incremento o disminucién del nivel de
expresion o activacion de las moléculas de MMP en la célula en presencia del compuesto de ensayo indica que el
compuesto de ensayo es un agonista o antagonista, respectivamente, de la interaccion de endosialina con dicho
ligando.

En los ensayos, la endosialina puede estar unida a una membrana celular, preferiblemente una membrana celular de
mamifero, un fragmento de una membrana celular, una bicapa lipidica artificial, o un soporte sélido adecuado. El
ligando de endosialina puede ser una proteina de la matriz extracelular, que incluye, sin limitacion, fibronectina o
colageno.

Una estrategia para generar compuestos de ensayo con una actividad biolégica potencial hacia endosialina o las
células que expresan endosialina, es decir, con una interaccién potencial con endosialina, implica, pero sin
limitacion, cribar bibliotecas de fagos que producen péptidos de la cubierta del fago que se pueden cribar para
identificar polipéptidos en una biblioteca que pueden servir potencialmente para inhibir la interacciéon entre
endosialina y un ligando de endosialina.
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Los ejemplos siguientes se proporcionan para describir la invencion con mas detalle. Pretenden ilustrar, pero no
limitar, la invencion.

Ejemplo 1
Analisis mediante Inmunohistoquimica de la Expresion de Endosialina en Tejido Canceroso

Se mostré el uso de anticuerpos para detectar células que expresan endosialina mediante inmunohistoquimica de
tejidos cancerosos. El anticuerpo anti-endosialina o IgG normal se aplicé a tejidos de cancer colorrectal humano
recién congelados a dos concentraciones (0,5 pg/mL y 2,5 yg/mL). La solucién salina tamponada con fosfato [PBS
(NaCl 0,15 M, pH 7,2)] + 1 % de albumina de suero bovino sirvié6 como diluyente para los anticuerpos primarios. Los
tejidos se incrustaron en medio Tissue-Tek® O.C.T., se congelaron en hielo seco, y se almacenaron en bolsas de
plastico selladas por debajo de -70°C. Los tejidos se cortaron a aproximadamente 5 pym, y se fijaron durante 10
minutos en acetona a temperatura ambiente. Los portaobjetos se almacenaron por debajo de -70°C hasta la tincion.
Justo antes de la tincion, los portaobjetos se fijaron durante 10 segundos en un 10% de formalina tamponada neutra.

Los criocortes se lavaron dos veces en solucion salina tamponada con fosfato (PBS [0,15 M NaCl, pH 7,2]). La
peroxidasa enddgena se bloqued incubando los portaobjetos con la disolucion de peroxidasa proporcionada en el
equipo Dako EnVision™ durante 5 minutos y lavando dos veces en PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2). A continuacion, los
portaobjetos se trataron con un bloqueador de proteinas disefiado para reducir la unién inespecifica durante 20
minutos. El bloqueador de proteinas se preparé como sigue: PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2); 0,5% de caseina; 1% de
albumina de suero bovino (BSA); y 1,5% de suero de cabra normal. Tras el bloqueo de proteinas, se aplico el
anticuerpo primario (articulo de ensayo M4, anticuerpo de control negativo, o nada [tampdn solo como control de
ensayo]) a temperatura ambiente durante una hora. A continuacion, los portaobjetos se lavaron dos veces con PBS
(NaCl 0,15 M, pH 7,2), se trataron con el polimero anti-lgG de cabra marcado con peroxidasa suministrado en el
equipo Dako EnVision™ durante 30 minutos (polimero EnVision™ usado a la concentracion proporcionada por el
fabricante), se lavaron dos veces con PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2), y se trataron con la disoluciéon de sustrato-
cromoégeno (DAB) suministrada en el equipo Dako EnVision™ durante 8 minutos. Todos los portaobjetos se lavaron
en agua, se contratifieron con hematoxilina, se deshidrataron y se les colocé un cubreobjetos para la interpretacion.
Como se muestra, los vasos del tumor (Figura 1A) se tifieron positivamente para endosialina mientras el corte en
serie tefido con el anticuerpo de control de isotipo fue negativo (Figura 1B).

Ejemplo 2
Analisis de Inmunohistoquimica de la Expresién de Endosialina en Tejido Sano

Se mostré el uso de anticuerpos para detectar células que expresan endosialina mediante inmunohistoquimica de
tejidos normales. Brevemente, las muestras de tejido normal se cortaron mediante criostato y se analizo6 la expresion
de endosialina como se describioé anteriormente. Los tejidos normales contuvieron muy pocos fibroblastos/células
similares a dendritas que expresasen endosialina aunque no tan fuertemente u homogéneamente como se observo
en los vasos dentro de los tumores (Figura 2A y B). Estas células son utiles para estudiar los efectos de la
neovascularizacion, y se pueden aislar por la expresién génica para estudiar los perfiles de crecimiento,
diferenciacion, migracion o identificacion de caracteristicas celulares. Se pueden estudiar in vivo, ex vivo o in vitro
mediante el uso de métodos conocidos para los expertos en la técnica, asi como los enumerados mas adelante.

Ejemplo 3
Aislamiento y Enriquecimiento de Células que Expresan Endosialina

Para demostrar que las proteinas que se pueden unir a endosialina son una manera eficaz de enriquecer en células
que expresan endosialina endoteliales o similares a fibroblastos, se cribaron células endoteliales microvasculares
humanas (HMVECs) mediante el uso de un anticuerpo que se puede unir a endosialina para aislar una poblacion
enriquecida de células que expresan endosialina a partir de una mezcla inicial que contenia un 5-10% de células que
expresan endosialina. Sin desear limitarse por el método o los reactivos especificos siguientes, este ejemplo
demuestra el uso de los anticuerpos hacia endosialina que pueden aislar las células que expresan endosialina.

Brevemente, se revistieron placas de 96 pocillos en condiciones estériles con anticuerpo anti-Fcy de IgG humana de
cabra. A continuacion, se afiadieron 20 ug/ml de un anticuerpo M4 humano anti-endosialina a las placas y tres
pocillos (A, B, C) como controles sin el anticuerpo y se incubd durante 1 hr a 4°C. Las HMVECSs se recogieron de
cultivos en placas de Petri de 10 cm con DPBS/EDTA en vez de tripsina para evitar cualquier dafo a las membranas
celulares, y asi se dejaron intactas las proteinas de endosialina de la superficie celular. Las células mezcladas se
colocaron en placas a dos concentraciones diferentes, 100.000 células/pocillo o 50.000 células/pocillo en las placas
de 96 pocillos después de aspirar y lavar cualquier anticuerpo anti-endosialina sin unir. Las células se incubaron en
las placas durante una hora a 4°C. Las placas se lavaron después con DPBS/FBS cuatro veces (hasta que los
pocillos de control A, B, y C no mostraron células en ellos). La placa de 50.000 células/pocillo mostré muy pocas
células, mientras los pocillos de 100.000 células/pocillo contuvieron cierto nimero de células unidas a la placa. Las
células se incubaron después durante tres dias en medios de crecimiento adecuados. Los pocillos de control By C
se recogieron de las placas de 100.000 células/pocillo para la inmunotincién. Se us6 un colorante de calceina AM
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para tefir las células para la visualizacion mediante el uso de un microscopio de fluorescencia Nikon® Eclipse
TS100. Los cultivos cribados positivos se expandieron para el crecimiento y analisis posterior de una expresion de
endosialina homogénea como se describe mas adelante.

Para determinar adicionalmente la capacidad de aislar las células que expresan endosialina, se prepararon células
HMVEC cribadas mediante un anticuerpo anti-endosialina y cultivos de HMVEC sin cribar para la inmunotincion
mediante el uso de un anticuerpo fluorescente anti-endosialina o un anticuerpo fluorescente hacia a-f1-integrina
como control. Como se esperaba, mas de un 90% de las células se tifieron positivamente para a-B1-integrina a partir
de los cultivos cribados y sin cribar (no mostrado), mientras mas de un 90% de las células se tifieron positivamente
para endosialina de los cultivos cribados, mientras solamente un 5-7% de las células se tifieron positivamente para
endosialina en los cultivos de HMVEC sin cribar. Estos datos demuestran la capacidad de aislar y enriquecer las
células viables que expresan endosialina mediante el uso de proteinas de unién a endosialina tales como
anticuerpos.

Como se muestra en la Figura 3, el cultivo cribado tuvo un ndmero mucho mayor de células positivas para
endosialina en comparacion con el cultivo originario sin cribar, tal como se determina mediante inmunotincion por
medio de un anticuerpo anti-endosialina seguido de un anticuerpo secundario conjugado fluorescente. El nimero de
células de cada campo se determiné mediante microscopia 6ptica.

Ejemplo 4
Interaccion de Endosialina con las Proteinas de la Matriz Extracelular

Construccioén de los plasmidos de expresion TEM1 y Fc-TEM-1. Se usé una PCR para amplificar un fragmento de
ADN que representa los aminoacidos 1-685 del marco de lectura abierto de TEM1 (GenBank n® AF279142) del ADN
gendémico LA1-5S. Los amplicones resultantes se digirieron con EcoRl y Xbal y se ligaron en pEF6-V5-HisA
(Invitrogen). Para generar Fc-TEM-1, se fusion6 la region extracelular de TEM1 al dominio Fc, de 1I9G2, murino
monomeérico y se ligd en el vector derivado pEF6-EK-Mm-IgG2b-Fcy-ND que contenia una regidon de reconocimiento
de enteroquinasa (DDDD) seguida por un dominio Fc, de 19G2, murino (bisagra hasta CH3). Para prevenir la
dimerizacion, los cuatro residuos de cisteina responsables de la unién mediante puentes disulfuro entre las cadenas
pesadas se cambaron a serina. La proteina de fusion monomérica secretada resultante consiste en el dominio
extracelular completo de TEM1 y el Fc, de IgG2, murino. La integridad de todas las secuencias de plasmidos se
verific6 mediante el uso del procedimiento quimico Beckman® DTCS (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se
obtuvieron datos en bruto con un secuenciador de ADN CEQ 8000 y se analizaron mediante el uso del programa
informatico VectorNTI® (Invitrogen).

Purificacion de Fc-TEM-1. Las células CHO-TEM1-Fcy se cultivaron a una escala de 25 L en medio IS-CHO-CD
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA), complementadas con L-glutamina 2 mM, Penicilina/Estreptomicina 1X, 6 g/L de
hidrolizado de soja y 2,2 g/L de bicarbonato sédico (Irvine Scientific), en una plataforma Wave20/50EH equipada con
un Cellbag50® (GE Healthcare, Piscataway, NJ), hasta que la viabilidad del cultivo alcanzé un 50-70%. El medio
extracelular acondicionado se aclaré mediante el uso de un sistema piloto de fibra hueca de mesa Flexstand® (GE
Healthcare) equipado con un cartucho de fibra hueca de 0,2 ym (GE Healthcare) hasta que quedaron 0,5 L de
cultivo en el recipiente de retencién. En este punto, la masa de células concentradas se lavé con 4 L de soluciéon
salina tamponada con fosfato (PBS, Fosfato K 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2), para recuperar el liquido extracelular
restante. Los 4 L de lavado se mezclaron con el suministro aclarado. El medio de cultivo aclarado se concentro
después doce veces (29 L hasta 2,5 L); mediante el uso de un equipo de cartuchos de ultrafiliracion Prep/Scale®
Spiral Wound 2.5 ft? 100k en un soporte Prep/Scale® (Millipore, Billerica, MA), y se controlé mediante una bomba
peristaltica a una presion de entrada de 137,9 kPa, y una velocidad de recirculacion de aproximadamente 400
mL/min. El suministro concentrado resultante se esterilizé mediante filiracion por medio de filtros de botellas
equipados con una membrana de 0,2 ym (Nalgene). TEM1-Fcy se capturé mediante cromatografia de afinidad con
proteina A, en una columna de 10x100 mm ProSep-vA® (Millipore), y se eluyd mediante la adicion de 5 volimenes
de columna de tampodn de elucion (citrato 100 mM/acetato 10 mM de pH 3,0). El material eluido se dializé con
tampon QA (Tris-Cl 20 mM de pH 8,0), y se purifico adicionalmente mediante cromatografia de intercambio i6nico en
una columna de 5 mL HiTrap® Q-FF (GE Healthcare). Las proteinas unidas se lavaron con un tampén QB al 15%
(Tris-Cl 20 mM, NaCl 1 M de pH 8,0), seguido de elucién del Fc-TEM-1 unido mediante el uso de tampdn QB al 35%.
Las proteinas eluidas se concentraron mediante ultra-filiracion en un moédulo de ultra-filtracién a presiéon positiva
Modelo 8400 (Millipore) equipado con una membrana de 100 kDa MWCO (Millipore), hasta un volumen final de
aproximadamente 5 mL. El Fc-TEM-1 concentrado se purificd mediante cromatografia preparativa de exclusién por
tamafios en una columna Sephacryl® S-300HR 26 x 60 (GE Healthcare) equilibrada con PBS. Las fracciones que
contenian Fc-TEM-1 purificado se mezclaron, se concentraron hasta un intervalo nominal de 0,1-1 mg/mL mediante
ultra-filtraciéon con el uso de una membrana de 100 kDa MWCO y se almacenaron en alicuotas de un solo uso a -
80°C.

Se cargd el Fc-TEM-1 purificado (2,9 ug) en un gel de Bis-Tris del 4-12% (Invitrogen, Inc.), y se sometid a
electroforesis en tampodn de electroforesis MOPS (MOPS 50 mM, Tris 50 mM, SDS 3,5 mM, EDTA 1 mM de pH 7,7),
durante 40 minutos. Para la tincion, el gel se fij6 durante 15 minutos en disolucion Fix (50% de metanol, 10% de
acido acético), se lavo dos veces durante 10 minutos en agua desionizada, y se tifid durante al menos una hora
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mediante el uso de una tincidn de azul de Coomassie coloidal GelCode (Pierce). El gel se destifid lavando
repetidamente con agua desionizada.

Se usaron placas de 96 pocillos pre-revestidos con Fibronectina (FN), Colageno | (Col 1), Colageno IV (Col V),
Laminina (LN) (BD Biosciences, San Diego CA), Vitronectina (VN), o Gelatina (Gel) (Chemicon Intl.) para estudiar la
union de Fc-TEM-1. La unién de TEM1 a Col |, Col IV, y FN no se debié a contaminantes en cantidades minimas en
la proteina purificada de plasma humano, ya que no se detectdé ni Col | ni Col IV en FN mediante ELISA con
anticuerpo anti-Col, ni se detecté FN en Col (datos no mostrados). Todas las placas se bloquearon con tampon de
ensayo (0,5% de BSA, 0,5% de Tween-20 en PBS) durante 2 h antes de la adicién de la proteina de fusion Fc-TEM-
1, una endosialina soluble generada mediante fusion de la secuencia lider N-terminal y el dominio extracelular
completo de endosialina a una cadena pesada gamma murina. Tras 1 h de incubacién a temperatura ambiente, las
placas se lavaron y se afiadié el anticuerpo anti-lgG (H+L) humana de cabra-HRP (Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA) durante 1 h. El desarrollo de color se determind mediante el uso del sustrato de
peroxidasa SureBlue™ TMB (KPL, Gaithersburg, MD). Se usé BSA y un anticuerpo de control de isotipo humano
como controles negativos. Fc-TEM-1 no se unié a BSA, ni tampoco el isotipo humano se unié a ninguna de las
proteinas de ECM (datos no mostrados).

Como se muestra en la Figura 4A, el Fc-TEM1 se uni6 a fibronectina y colageno | y IV de una manera dependiente
de la dosis, aunque no se observé unién dentro del intervalo de dosis completo a LN o VN. De manera interesante,
aunque Fc-TEM1 se unid a colageno, no se observé una union detectable a gelatina (colageno desnaturalizado
térmicamente). Ninguno de los cuatro anticuerpos IgG de isotipo murino ensayados se pudieron unir a ninguna de
las proteinas de ECM, lo que descarta la posibilidad de que las interacciones estuvieran mediadas por el esqueleto
Fc murino de la proteina de fusién Fc-TEM1 (datos no mostrados). Una proteina de fusién que contiene la cadena
pesada gamma murina y solamente el dominio de lectina de endosialina se une también a FN (datos no mostrados).

Para confirmar la selectividad de la interaccion de Fc-TEM1 y las proteinas de ECM, Fc-TEM1 se aplico a placas de
ELISA revestidas con diferentes proteinas purificadas. Se llevaron a cabo ELISAs especificos de antigeno
revistiendo placas de ELISA TP Immunomini con 1 ug/ml de STEB (vacuna contra la enterotoxina B de
Staphylococcus), 2 ug/ml de gamma globulina bovina, 2 ug/ml de antigeno de glicoproteina de 90 kD asociado a
tumores expresado en la mayoria de las células de melanoma (TA90), 2 ug/ml de lisozima de huevo de gallina,
dilucion 1:500 de toxoide tetanico, 1% de BSA, 0,2 ug/ml de mesotelina humana, 2 ug/ml de ovalbumina (OVA), 1
ug/ml de GM-CSF humano, 2 ug/ml de IgG de cabra, 2 ug/ml de IgG de raton disuelta en tampdn de revestimiento
de bicarbonato (pH 9,6) (Sigma) durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron tres veces con tampoén de lavado
(que contenia un 0,5% de TWEEN-20), se bloquearon con tampén de ensayo 1x durante 2 horas a temperatura
ambiente y se llevé a cabo el ELISA como se describié anteriormente. Como se muestra en la Figura 4B, Fc-TEM1
no se unié a ninguna de las proteinas ensayadas excepto el anti-Fc de raton usado como control positivo.

Ejemplo 5
Inhibicion de la Union de TEM1 a Fibronectina Plasmatica Humana

Se pre-revistieron placas de 96 pocillos con Fibronectina (FN), y se determiné la capacidad de los anticuerpos anti-
TEM-1 de bloquear la adhesion mediada por Fc-TEM-1 mediante ELISA. Brevemente, la placa revestida con FN se
blogued con tampoén de ensayo (0,5% de BSA, 0,5% de Tween-20 en PBS) durante 2 h antes de la adicion de las
proteinas de fusion. Fc-TEM-1 se pre-incubd durante 1 h a 4°C con los anticuerpos M4 (un anticuerpo anti-
endosialina humanizado descrito como ES1 en la publicacion de pat. de EE.UU. n° 20060239911), isotipo humano
(HulgG), o anticuerpo anti-TEM-1 generado en conejos (RbtTEM1). M4 no se une a homodlogos de especie de
endosialina, con la excepcién de primates no humanos. El epitopo de unidon de M4 se ha cartografiado en el dominio
de lectina extracelular de endosialina. EI complejo proteina/anticuerpo se afiadié a la placa revestida con FN y se
dejo adherir durante 1 h a temperatura ambiente, en cuyo momento se lavaron las placas y se afadi6 el anticuerpo
anti-lgG (H+L) humana de cabra-HRP (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) durante 1 h. El
desarrollo de color se determind mediante el uso del sustrato de peroxidasa SureBlue™ TMB (KPL, Gaithersburg,
MD). Como se muestra en la Figura 6, M4 inhibié la unién de Fc-TEM1 a fibronectina, mientras un control
inespecifico (HulgG) no inhibid la unién. RbtTEM1 también inhibié la unién de Fc-TEM1 a fibronectina (datos no
mostrados).

Ejemplo 6
La Endosialina Actia como Mediador en la Adhesién a Fibronectina

Se generaron células CHO-TEM1 que expresaban de manera estable endosialina (verificado mediante FACS con el
anticuerpo M4; datos no mostrados). Las células CHO-K1 se mantuvieron en RPMI complementado con L-glutamina,
1% de aminoacidos esenciales minimos, piruvato sédico, aminoacidos no esenciales, y 10% de FBS inactivado
térmicamente (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células CHO-K1 (3E6) (ATCC, Manassas, VA) se sometieron a
electroporacion con 10 ug de ADN plasmidico linealizado en una cubeta de electroporacion de 0,4 mm. Se
administré un pulso de 170 V/1000 uF mediante el uso de un GENE PULSER (BioRad, Hercules, CA). Las células
sometidas a electroporacion se dejaron recuperar durante 24 horas, tras lo cual se seleccionaron los clones
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resistentes a Blasticidina (5 ug/ml). La expresidon de endosialina se verific6 mediante FACS, y las células se
clasificaron en funcién de una expresién elevada.

Las células (1,5x10° células/pocillo) se lavaron y se suspendieron en PBS que contenia Mg**/Ca®", y se afiadieron
por cuadruplicado a una placa de 96 pocillos revestidos con Fibronectina y se dejaron adherir durante 1 h. Cuando
se indica, las células se pre-incubaron con anticuerpo M4 (100 ug/mL) o isotipo humano (IgG) durante 1 h antes del
inicio de los ensayos. Después de dejar que las células se adhirieran, la placa se lavo 5 veces con PBS y se midio la
viabilidad mediante el uso de CellTiter-Glo® (Promega, Madison, WI). La Figura 9B muestra que la sobreexpresion
de endosialina da como resultado la unién celular incrementada a fibronectina, que se puede bloquear mediante
inhibidores de endosialina tales como el anticuerpo M4, en contraste con controles tales como IgG inespecifica.

Ejemplo 7
Union de Endosialina a Fibronectina y Fragmentos de Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina compleja grande que existe en forma de un dimero unido de manera covalente
mediante un puente disulfuro al extremo C-terminal de la proteina (Ruoslahti et al. (1981) J. Biol. Chem., 256:7277-
7281; Wierzbicka-Patynowski y Schwarzbauer (2003) J. Cell Sci., 116:3269-3276; Magnusson y Mosher (1998)
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 18:1363-1370). Se ha informado que los fragmentos de fibronectina derivados de la
degradacién enzimatica o del corte y empalme alternativo estan asociados a ciertos estados patolégicos y poseen
diferentes funciones bioldgicas (Magnusson y Mosher (1998) Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 18:1363-1370; Labat-
Robert (2002) Semin. Cancer Biol., 12:187-195; Homandberg (1999) Front Biosci., 4:D713-730).

Se estudid la capacidad de Fc-TEM-1 de unirse a diferentes fragmentos de fibronectina. Se diluyeron cantidades
equimolares de proteinas en tampon de revestimiento (carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9,4), se afiadieron a una
placa de ELISA (Greiner Bio-one, Monroe, NC) y se incubaron durante la noche a 4°C. Todas las placas se
bloquearon con tampén de ensayo (0,5% de BSA, 0,5% de Tween-20 en PBS) durante 2 h antes de la adicién de Fc-
TEM-1. Tras 1 h de incubacion a temperatura ambiente, las placas se lavaron y se afiadié el anticuerpo anti-IgG
(H+L) humana de cabra-HRP (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) durante 1 h. El desarrollo de
color se determind mediante el uso del sustrato de peroxidasa SureBlue™ TMB (KPL, Gaithersburg, MD). Para
estudiar la integridad de las proteinas de fibronectina revestidas, se usé el anticuerpo policlonal de conejo dirigido
hacia fibronectina (Ab FN) para detectar que todos los fragmentos de FN fueron reconocibles y se revistieron
uniformemente.

La fibronectina de tamafio completo purificada de plasma humano y los fragmentos de FN de unién celular de 120
kDa se adquirieron de Chemicon Intl. (Temucula, CA), fragmentos proteoliticos de 30 kDa, 45 kDa, 70 kDa de Sigma
(St. Louis, MO), y los fragmentos 2 y 4 de fibronectina humana recombinante (FN2 y FN4, respectivamente) de R&D
Systems (Minneapolis, MN).

Como se muestra en la Figura 7A, Fc-TEM1 se une al fragmento de 70 kDa aminoterminal de FN y sus productos de
escision proteolitica (fragmentos de 45 kDa y 30 kDa). El grado de unién varié entre los diferentes fragmentos y fue
menor del observado con FN completo. En contraste, Fc-TEM1 no se uni6 al fragmento de FN de 120 kDa o los
fragmentos recombinantes Fn2 o Fn4. Es improbable que esta ausencia de unién se deba a un revestimiento o
degradacion irregular, ya que todos los fragmentos de FN se detectaron claramente mediante un anticuerpo
policlonal anti-FN. Esto demuestra que el dominio de FN implicado en la interaccién con endosialina reside en la
porcién aminoterminal de 70 kDa. Para determinar si la capacidad de unién reducida tras la digestion adicional del
fragmento de 70 kDa indica que Fc-TEM1 se une a una region localizada en estrecha proximidad al sitio de escision
proteolitica o que TEM1 reconoce epitopos conformacionalmente dependientes en el extremo aminoterminal de FN
que se altera tras la digestion adicional, se examind la capacidad de Fc-TEM1 de unirse a formas reducidas de
proteinas FN. Aunque el anticuerpo anti-FN fue capaz de reconocer el FN reducido, lo que indica un revestimiento
equivalente, la union de Fc-TEM1 se eliminé completamente tal como se muestra en la Figura 7B. De forma similar
al FN completo, el anticuerpo M4 anti-endosialina bloque6 la unién de Fc-TEM1 al fragmento de 70 kDa de una
manera dependiente de la dosis (Figura 7C), mientras un anticuerpo de control de isotipo no tuvo efecto (Figura 7D).
Estos resultados indican que Fc-TEM1 reconoce epitopos conformacionalmente dependientes localizados en el
extremo aminoterminal de FN que se pueden ver afectados tras la degradacion proteolitica adicional.

Ejemplo 8
Asociacién de fibronectina de la superficie celular con endosialina

Se generaron células CHO-TEM1 que expresaban de manera estable endosialina (verificado mediante FACS con el
anticuerpo M4; datos no mostrados). Las células CHO-K1 se mantuvieron en RPMI complementado con L-glutamina,
1% de aminoacidos esenciales minimos, piruvato sédico, aminoacidos no esenciales, y 10% de FBS inactivado
térmicamente (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células CHO-K1 (3E6) (ATCC, Manassas, VA) se sometieron a
electroporacion con 10 ug de ADN plasmidico linealizado en una cubeta de electroporacion de 0,4 mm. Se
administré un pulso de 170 V/1000 uF mediante el uso de un GENE PULSER (BioRad, Hercules, CA). Las células
sometidas a electroporacion se dejaron recuperar durante 24 horas, tras lo cual se seleccionaron los clones
resistentes a Blasticidina (5 ug/ml). La expresidon de endosialina se verific6 mediante FACS, y las células se
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clasificaron en funcién de una expresién elevada.

El nivel de FN de la superficie celular se examiné mediante citometria de flujo en células CHO-K1 originarias y CHO-
TEM1 mediante el uso de un anticuerpo anti-FN policlonal. Las células se recogieron en Tampén de Disociacion de
Células (Invitrogen, Carlsbad, CA), se lavaron, y se resuspendieron en PBS + 1% de FBS helado. Las células se
incubaron durante 1 hora en hielo con el anticuerpo primario M4 (10 ug/ml), se lavaron, y se incubaron con
anticuerpo secundario anti-humano de cabra conjugado a FITC (Southern Biotech, Birmingham, AL) y se analizaron
en un citdmetro de flujo EASYCYTE (Guava Technologies, Hayward, CA). Se observaron constantemente niveles un
15-20% mayores de FN superficial en las células CHO-TEM1 en comparacion con las células CHO-K1 (datos no
mostrados). Se examiné la asociacion de FN de la superficie celular con endosialina.

Mediante el uso de un anticuerpo anti-FN, se inmunoprecipité FN de lisados de CHO-K1 y CHO-TEM1, seguido de
transferencia de Western mediante el uso del mismo anticuerpo o un anticuerpo anti-TEM1 (M4). Las células (10E7)
se lisaron en tampon de radioinmunoprecipitacion (RIPA) (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, 1% de NP-40, 0,5% de
desoxicolato sddico, NaCl 150 mM, 0,1% de dodecil sulfato sddico [SDS]) complementado con Mezcla de Inhibidores
de Proteasas Mini Completa (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 min
para eliminar los residuos. Se lavaron esferas de Proteina G-Sefarosa 6 Fast Flow (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) 3 veces con PBS y se capturé el anticuerpo anti-FN (1 ug) mediante balanceo suave a 4°C. Se pre-
aclararon cantidades iguales de proteina por muestra mediante la adicion de Proteina G sin unir. Después de 2
horas de incubacion, la Proteina G se elimind y el sobrenadante se afiadié al complejo anticuerpo-Sefarosa y se
incub6 durante la noche a 4°C. Después de un lavado exhaustivo con tampoén RIPA, la proteina unida se eliminé
mediante ebullicién durante 10 minutos en tampoén de muestra NuPAGE® LDS (Invitrogen) que contenia un 5% de
B-mercaptoetanol. Las proteinas se separaron mediante el uso de electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida en un
gel de Bis-Tris del 4-12% (Invitrogen) y se transfirieron a una membrana de PVDF. Se llevé a cabo una
inmunotransferencia mediante el uso de anticuerpos policlonales de conejo especificos de fibronectina (Abcam,
Cambridge, MA) o endosialina (Morphotek, Inc., Exton, PA), se detectaron con un anticuerpo anti-conejo de cabra
conjugado a HRP, y se visualizaron mediante el uso de sustrato quimioluminiscente SUPERSIGNAL West Pico
(Pierce, Rockford, IL). También se monitorizé la integridad y pureza de Fc-TEM1 soluble mediante transferencia de
Western. La proteina (5 ug) se sometié a ebullicion durante 5 min en Tampén de Muestra 4x NUPAGE LDS
(Invitrogen) que contenia un 5% de B-mercaptoetanol, se someti6 a electroforesis en un gel de Bis-Tris NUPAGE del
4-12% (Invitrogen), y se transfiri6 a una membrana de PVDF y se llevd a cabo la inmunotransferencia como se
describi6 anteriormente.

Se descubrid que FN puede inmunoprecipitar la endosialina de lisados de CHO-TEM1 (datos no mostrados). En
contraste, en los lisados celulares inmunoprecipitados con una IgG normal que no precipité FN, no se pudo detectar
endosialina (datos no mostrados). Al menos dos aproximaciones diferentes (ELISA y coinmunoprecipitacion)
proporcionan pruebas sélidas de la interaccion de FN y endosialina. Se obtuvieron resultados similares mediante el
uso de células HEK-293T que expresan de manera ectépica endosialina (datos no mostrados).

Ejemplo 9
Las células que Expresan Endosialina Cultivadas en MATRIGEL Forman Estructuras Similares a Telarafias

Aunque no se observaron diferencias de crecimiento o supervivencia entre las células CHO-K1 originarias y CHO-
TEM1 cultivadas en una superficie de plastico, se observd una morfologia drasticamente diferente cuando estas
células se cultivaron en MATRIGEL. Las células CHO-K1 originarias crecieron en agrupamientos celulares aislados
con protrusiones minimas después de 2 dias de cultivo (Figura 8, paneles superiores), mientras las células CHO-
TEMA1 crecieron en agrupamientos que formaron una red similar a una telarafia (Figura 8, panel izquierdo inferior).
Ademas, las células CHO-TEM1 dentro del agrupamiento exhibieron protrusiones que alcanzaron otros
agrupamientos (Fig. 8, panel derecho inferior). A lo largo del tiempo, las células CHO-TEM1, pero no las células
CHO-K1, se acercaron entre si para formar agrupamientos mayores (datos no mostrados).

Ejemplo 10

La Expresion de Endosialina Incrementa la Adhesion Celular a Fibronectina, y el Extremo N-terminal de 70 kDa o 30
kDa de Fibronectina

Para estudiar la adhesion a fragmentos de FN, se pre-revistieron cantidades equimolares de fragmentos de
proteinas durante la noche y después se bloquearon durante 2 h con PBS que contenia 10 mg/mL de BSA.
MATRIGEL sirvi6 como control positivo. Las células CHO-K1 o CHO-TEM1 (1,5x10° células/pocillo) recogidas en
tampon de disociacion celular se lavaron y se suspendieron en PBS que contenia MgZ+/Ca2+, y se afiadieron por
cuadruplicado a un Equipo de Matriz de Adhesién de Células ECM (Millipore) o se colocaron en placas revestidas
individualmente con FN, LN, Gel, y Col | (BD Biosciences) y se dejaron adherir durante 1 h. Tras la incubacion, cada
pocillo se lavé 5 veces con PBS y se midi6 la viabilidad mediante el uso de CellTiter-Glo®. Donde se indica, las
células se pre-incubaron con anticuerpo durante 1 hora antes del inicio del ensayo. Como se muestra en la Figura
9A, el numero de células CHO-TEM1 adherentes fue 6 veces mayor que el nimero de células CHO-K1 originarias
en los pocillos revestidos con FN. No se observaron diferencias significativas en la adhesion entre CHO-K1 y CHO-
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TEM1 en las superficies revestidas con laminina o vitronectina, aunque la adhesién a colagenos y tenascina fue
demasiado débil para calcular ninguna diferencia valiosa (Figura 9A). El pretratamiento de las células CHO-TEM1
con el anticuerpo M4 dio como resultado una reduccién del 50% de la adhesion celular dependiente de TEM1-FN,
mientras el anticuerpo de control de IgG no tuvo ningun efecto (Figura 9B). El tratamiento con el anticuerpo M4 no
afecto a la adhesion celular dependiente de FN, independiente de endosialina (adhesion inicial) de las células CHO-
K1 originarias.

Las placas se prerrevistieron con cantidades equimolares de FN completo, fragmentos proteoliticos de FN, y
MATRIGEL. Las células CHO-TEM1 mostraron una adhesién incrementada de 3 a 5 veces a FN, fragmentos de 70
kDa, y 30 kDa en comparacion con las células CHO-K1 originarias, mientras no se observd una adhesion
significativa a fragmentos de 45 kDa o Fn2. Las células CHO-TEM1 se unieron a MATRIGEL cinco veces mejor que
CHO-K1 (Figura 9C). Estos datos indican que la endosialina aumenta la adhesion de las células a las matrices
extracelulares y que el extremo aminoterminal de FN esta implicado en estas interacciones.

Ejemplo 11
Endosialina se une a Colageno | y M4 Inhibe Esta Unién

Se us6 una placa de 96 pocillos pre-revestidos con Colageno | para estudiar la capacidad de M4 de bloquear la
union de Fc-TEM-1. La placa se bloqued con tampoén de ensayo (0,5% de BSA, 0,5% de Tween-20 en PBS) durante
2 h antes de la adicion de la proteina a la concentracion indicada (ug/mL). Se pre-incubd Fc-TEM-1 durante 1 h a
4°C con los anticuerpos M4 o isotipo humano (IgG humana). El complejo proteina/anticuerpo se afiadié después a la
placa revestida con Col | y se dejo adherir durante 1 h a temperatura ambiente, en cuyo momento se lavaron las
placas y se afiadio el anticuerpo anti-lgG (H+L) humana de cabra-HRP (Jackson Immunoresearch Laboratories,
West Grove, PA) durante 1 h. El desarrollo de color se determind mediante el uso del sustrato de peroxidasa
SureBlue™ TMB (KPL, Gaithersburg, MD). Como se muestra en la Figura 10, la sobre-expresion de endosialina da
como resultado una unién celular incrementada a COL |, que se puede bloguear mediante inhibidores de endosialina
tales como M4, en contraste con controles tales como IgG inespecifica. RbtTEM1 también inhibié la unién de Fc-
TEM1 a Col | (datos no mostrados).

Ejemplo 12
La Endosialina Incrementa la Adhesion Celular a Colageno

Se lavaron células CHO-K1 o CHO-TEM1 (1,5x10° células/pocillo) y se suspendieron en PBS que contenia
MgZ+/Ca2+, y se afadieron por cuadruplicado a una placa de 96 pocillos revestidos con Colageno | y se dejaron
adherir durante los puntos de tiempo indicados. Después de dejar que las células se adhirieran, la placa se lavo 5
veces con PBS y se midi6 la viabilidad mediante el uso de CellTiter-Glo®. Como se muestra en la Figura 11, la
sobre-expresion de endosialina da como resultado una unién celular incrementada a COL I.

Ejemplo 13
Ensayo de Migracion Celular

Se uso el sistema de invasion tumoral BD BioCoat™ (BD Bioscience) e insertos de cultivo celular de fibronectina
humana (BD Bioscience) para estudiar la migracion de células mediada por TEM1. Las células se recogieron con
tampon de disociacion no enzimatica de células y se diluyeron a una concentracion de 4E5 células/ml en medio de
crecimiento complementado con un 2% de suero bovino fetal (FBS), y se afiadieron 500 ul de suspension de células
a la camara superior del inserto de membrana. Para crear un gradiente, se afiadi® medio de crecimiento que
contenia un 20% de FBS a la camara inferior. Las células se incubaron durante 48 horas, tras lo cual el inserto se
retird y las células que habian migrado a través de la membrana revestida se contaron mediante el uso de
CELLTITER-GLO (Promega). Las células se pretrataron con anticuerpo tal como se indica en la descripcion de la
Figura 12 y se estudi6 la migracion en presencia constante de anticuerpo. Para examinar la formacion de tabulos en
MATRIGEL, se afnadieron células (8E4 células/pocillo) a una placa de 96 pocillos revestidos con MATRIGEL (BD
Bioscience), se incubaron durante la noche y se fotografiaron a un aumento de 200-400x.

Como se muestra en la Figura 12A, las células CHO-K1 exhibieron una migracién celular moderada, mientras las
células CHO-TEM1 mostraron una migracion incrementada >10 veces. El tratamiento con el anticuerpo M4, pero no
con la IgG de control, elimind la migracion de las células CHO-TEM1. Se observaron resultados similares en los
experimentos de migracion mediante el uso de camaras Transwell revestidas con FN (Figura 12B).

Ejemplo 14
La Endosialina Incrementa la Actividad de MMP-9

Se han demostrado que endosialina, MMP-2, y COL IV se localizan en areas de tejido caracterizadas por
protrusiones similares a dedos de las prolongaciones angiogénicas tempranas (Virgintino et al. (2007) Angiogenesis,
10:35-45). Para estudiar la actividad de MMP, se sembraron células en una placa de 6 pocillos y se les privo de
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suero durante 48 h. Se recogio el sobrenadante del cultivo y se aclaré mediante centrifugacion (13.000 rpm, 15 min.)
a 4°C para eliminar cualquier resto. Se sometieron cantidades iguales de proteina a zimografia con gelatina y
caseina en condiciones no reductoras (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. Se usaron controles positivos de
MMP-2 y 9 humano (Chemicon, International) para indicar la migracion de MMP-2 y MMP-9 y se usaron como
referencia para los sobrenadantes de CHOK1 y CHO-TEM-1. Como se muestra en la Figura 13, la actividad de
MMP-9 se incrementé significativamente en las células CHO-TEM1 en comparacion con las células CHO-K1
originarias. La actividad de MMP-9 incrementada se correlacion6 con la secrecion incrementada de la proteina MMP-
9 en el sobrenadante de las células CHO-TEM1 tal como se midié mediante un ELISA especifico de MMP (datos no
mostrados). Estos datos indican que la secrecion inducida de MMP-9 contribuye a la capacidad de migracion
incrementada de las células CHO-TEM1 a través de MATRIGEL y camaras Transwell revestidas con FN demostrada
en la presente memoria.

Ejemplo 15
La Endosialina incrementa la Actividad de B-integrina

Las integrinas (p.ej., a4 1, a5B1) son receptores bien caracterizados que median en la adhesién celular dependiente
de FN (Wierzbicka-Patynowski y Schwarzbauer 2003; Magnusson y Mosher 1998). Ademas, se ha descrito
funcionalmente un receptor celular sin identificar que se une a la region de 70 kDa N-terminal de FN (McKeown-
Longo y Mosher (1983) J. Cell Biol., 97:466-472) y es necesario para exponer el sitio de union criptico a integrina
(motivo RGD) del FN soluble implicado en las interacciones FN-integrina y FN-FN (Tomasini-Johansson et al. (2006)
Matrix Biol., 25:282-293; McKeown-Longo y Mosher (1985) J. Cell Biol., 100:364-374). Se identifica endosialina en la
presente memoria como un receptor nuevo que interacciona con la region de FN de 70 kDa N-terminal y aumenta la
adhesioén celular dependiente de FN. La uniéon de FN incrementada medida en estos sistemas celulares in vitro
podria ser el resultado de la interaccion secuencial con endosialina e integrinas.

Se transfectaron células de rifion embrionario humano 293 (HEK293) con un vector que expresaba endosialina o un
cADN simulado. Se confirmé que las células expresaban endosialina en la superficie celular (293TEM1), mientras las
transfectadas con la molécula simulada (293T) no la expresaban. Las células se ensayaron con respecto a la
capacidad de estimular la expresioén y actividad de integrinas en presencia del anticuerpo M4. La Figura 14B muestra
que la sobre-expresion de endosialina da como resultado una actividad incrementada de integrina 31 respecto de las
células de control. La Figura 14A muestra que la expresion de integrina B1 en la superficie celular no cambia. El
tratamiento de las células con el inhibidor de endosialina M4 dio como resultado una actividad inhibida de integrinas,
mientras no se observé ningun efecto sobre los niveles de la superficie celular (Figura 14B). Aunque no se desea
limitarse a ninguna teoria, la interaccion entre endosialina y el fragmento de 70 kDa N-terminal de FN soluble puede
ser responsable de iniciar el ensamblaje de FN hasta una forma multimérica de afinidad elevada capaz de unirse a
las integrinas.

Ejemplo 16
M4.1 reconoce TEM-1 humano sin reducir, pero no TEM-1 murino

Se cultivaron células CHO-TEM-1, células 2H11 de ratén, células CHO-K1 originarias, células NSO de ratén, y
células MS1 de ratén en RPMI1640 completo (RPMI1640; piruvato sédico; aminoacidos no esenciales; L-glutamina,
y FBS; Invitrogen Corp.). Se cultivaron pericitos primarios humanos en Medio de Pericitos (500 ml de medio basal (n°
de cat. 1201), 10 ml (2%) de suero bovino fetal (FBS, n° de cat. 0025), 5 ml de suplemento de crecimiento de
pericitos (PGS, n° de cat. 1252) y 5 ml de disolucion de penicilina/estreptomicina (P/S, n® de cat. 0503); Invitrogen
Corp.). Las células se cultivaron a 37°C y un 5% de CO- en un incubador humidificado. Las células se desprendieron
con TrypLE™ Select (Invitrogen Corp., n° de catalogo 12563-011), se lavaron y se contaron. Las células se lisaron a
2 x 10" células en tampon de lisis RIPA que contenia inhibidores de proteasas y se incubaron en hielo durante 10
minutos. El material insoluble se sedimenté a 10.000xG durante 10 minutos a 4°C, y los sobrenadantes se
transfirieron a tubos nuevos. Se mezclaron alicuotas con un volumen igual de tampon de carga de proteinas 2X con
o sin un 10% de 2-mercaptoetanol (agente reductor). Se cargaron 15 uL (1,5x10° células) de lisado en un gel de
SDS-PAGE de un 4-12% de Bis/Tris de 15 pocillos y se sometieron a electroforesis durante 30 minutos a 200 V en
tampon de electroforesis MES. El gel se electrotransfirio a PVDF, después se bloqued durante 1 hora a temperatura
ambiente con balanceo en un 5% de leche-TBST (5% de M-TBST). Las transferencias de M4.1 se analizaron con
una sonda de M4.1 en un 5% de M-TBST a 3,3 ug/mL durante la noche a 4°C.

Las transferencias con anticuerpo policlonal anti-tem-1 de conejo se analizaron con sonda a una dilucion 1:300 (4,5
mg/ml de lote de reserva n° NB487-76) de anticuerpo en un 5% de M-TBST durante la noche a 4°C. El anticuerpo
M4.1, como el anticuerpo M4, es un anticuerpo humanizado hacia endosialina humana. Las membranas se lavaron 5
veces durante 5 minutos cada una con 30 mL de TBST a temperatura ambiente. Se diluyé anti-IgG (H+L) humana de
cabra conjugado a HRP (Jackson Immuno, reserva de 1 mg/mL) 1:20.000 en un 5% de M-TBST como anticuerpo
secundario para analizar las transferencias de M4.1 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se usé anticuerpo
secundario anti-(H+L) de conejo de cabra conjugado a HRP para analizar las transferencias de anti-TEM-1 policlonal
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron 5 veces durante 5 minutos cada una con 30
mL de TBST a temperatura ambiente. La sefial se detect6 mediante quimioluminiscencia mediante el uso del
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sistema de deteccion Femto Western Blot (Pierce) de acuerdo con el manual.

Como se ilustra en la Figura 15, M4.1 reconoce TEM-1 humana sin reducir en células CHO-TEM-1 y pericitos
primarios humanos pero no TEM-1 murino (SEQ ID N°2) en células 2H11 de ratén (Figura 15). El anticuerpo
policlonal de conejo hacia TEM-1 humano (rabPAb TEM-1) reconoce TEM-1 humano en células CHO-TEM-1 y
pericitos humanos, pero también TEM-1 murino en células 2H11 de ratén. Ni M4.1 ni rabPAb TEM-1 reaccioné hacia
los lisados de células CHO-K1 originarias o células NSO y MS1 de ratén debido a la ausencia de expresion de TEM-
1 en estas células. Solamente rabPAb TEM-1 reaccion6 con TEM-1 humano reducido, aunque en menor grado en
comparacion con TEM-1 sin reducir.

La presente invencion no se limita a las realizaciones descritas y ejemplificadas anteriormente, sino que es
susceptible de variaciones y modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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ccceectcac
agatgctcca
tcttectace
cccagecette
cagccctaca
caaatcagtg
gtcaggtctt
gccaacatgt
tggctcccac
gaacaagagc
tagaaccagt
tttggacaca
ggttctgtte
aggggtgggt
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2660



Met

Gly

Ser

Arg

Glu

65

Gly

Gln

Ala

Gln

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Ala

Leu
Gln
Cys
Ala
50

Glu
Leu
Arg
Phe
Arg
130
Ser
Gly
Val
Pro

Ser
210

Leu

val

Tyr

35

Cys

Ala

Leu

Pro

Thr

115

Cys

Cys

Ala

Tyr

Phe

195

Leu

Arg

Pro

20

Ala

Arg

Gln

Trp

Leu

100

Asn

Ala

Thr

Cys

Thr

180

Gly

Leu

Leu

Trp

Leu

Glu

Arg

Ile

85

Arg

Trp

Ala

Leu

Pro

165

Thr

Ser

Cys

Leu

Thr

Phe

Leu

Val

70

Gly

Gly

Ala

Leu

Ala

150

Ala

Pro

Val

Val

Leu

Pro

Pro

Gly

Asp

Leu

Phe

Gln

Glu

135

Val

Leu

Phe

Ala

Lys
215

Ala

Glu

Arg

40

Gly

Ser

Gln

Ile

Pro

120

Ala

Asp

Pro

Asn

Ala

200

Gln

ES 2452929 T3

Trp

Pro

25

Arg

Asn

Leu

Arg

Trp

105

Ala

Ser

Gly

Leu

Leu

185

Val

Pro

Val

10

Arg

Arg

Leu

Val

Gln

90

Thr

Thr

Gly

Tyr

Glu

170

val

Gln

Ser

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

75

Ala

Thr

Glu

Glu

Leu

155

Val

Ser

Cys

Gly

Ala

Ala

Phe

Thr

Val

Arg

Gly

Gly

His

140

Cys

Gly

Ser

Gln

Gly
220

31

Val

Cys

Leu

45

Pro

Gly

Gln

Asp

Pro

125

Arg

Gln

Gln

Glu

Ala

205

Val

Pro
Gly
30

Glu
Arg
Pro
Cys
Gln
110
Cys
Trp
Phe
Ala
Phe
190

Gly

Gly

Ala

15

Pro

Ala

Thr

Ala

Gln

95

Asp

Pro

Leu

Gly

Gly

175

Glu

Arg

Trp

Leu

Ser

Trp

Pro

Asn

80

Pro

Thr

Ala

Glu

Phe

160

Pro

Trp

Gly

Ser



ES 2452929 T3

Gln Thr Gly Pro Leu Cys Pro Gly Thr Gly Cys Gly Pro Asp Asn Gly
225 230 235 240

Gly Cys Glu His Glu Cys Val Glu Glu Val Asp Gly Ala Val Ser Cys
245 250 255

Arg Cys Ser Glu Gly Phe Arg Leu Ala Ala Asp Gly His Ser Cys Glu
260 265 270

Asp Pro Cys Ala Gln Ala Pro Cys Glu Gln Gln Cys Glu Pro Gly Gly
275 280 285

Pro Gln Gly Tyr Ser Cys His Cys Arg Leu Gly Phe Arg Pro Ala Glu
290 295 300

Asp Asp Pro His Arg Cys Val Asp Thr Asp Glu Cys Gin Ile Ala Gly
305 310 315 320

Val Cys Gln Gln Met Cys Val Asn Tyr Val Gly Gly Phe Glu Cys Tyr
325 330 335

Cys Ser Glu Gly His Glu Leu Glu Ala Asp Gly Ile Ser Cys Ser Pro
340 345 350

Ala Gly Ala Met Gly Ala Gln Ala Ser Gln Asp Leu Arg Asp Glu Leu
355 360 365

Leu Asp Asp Gly Glu Glu Gly Glu Asp Glu Glu Glu Pro Trp Glu Asp
370 375 380

Phe Asp Gly Thr Trp Thr Glu Glu Gln Gly Ile Leu Trp Leu Ala Pro
385 390 395 400

Thr His Pro Pro Asp Phe Gly Leu Pro Tyr Arg Pro Asn Phe Pro Gln
405 410 415

Asp Gly Glu Pro Gln Arg Leu His Leu Glu Pro Thr Trp Pro Pro Pro
420 425 430

Leu Ser Ala Pro Arg Gly Pro Tyr His Ser Ser Val val Ser Ala Thr
435 440 445

Arg Pro Met Val Ile Ser Ala Thr Arg Pro Thr Leu Pro Ser Ala His
450 455 460

Lys Thr Ser Val Ile Ser Ala Thr Arg Pro Pro Leu Ser Pro Val His

32



ES 2452929 T3

465 470 475 480

Pro Pro Ala Met Ala Pro Ala Thr Pro Pro Ala Val Phe Ser Glu His
485 490 495

Gln Ile Pro Lys Ile Lys Ala Asn Tyr Pro Asp Leu Pro Phe Gly His
500 505 510

Lys Pro Gly Ile Thr Ser Ala Thr His Pro Ala Arg Ser Pro Pro Tyr
515 520 525

Gln Pro Pro Ile Ile Ser Thr Asn Tyr Pro Gln Val Phe Pro Pro His
530 535 540

Gln Ala Pro Met Ser Pro Asp Thr His Thr Ile Thr Tyr Leu Pro Pro
545 550 555 560

Val Pro Pro His Leu Asp Pro Gly Asp Thr Thr Ser Lys Ala His Gln
565 570 575

His Pro Leu Leu Pro Asp Ala Pro Gly Ile Arg Thr Gln Ala Pro Gln
580 585 590

Leu Ser Val Ser Ala Leu Gln Pro Pro Leu Pro Thr Asn Ser Arg Ser
595 600 605

Ser Val His Glu Thr Pro Val Pro Ala Ala Asn Gln Pro Pro Ala Phe
610 615 620

Pro Ser Ser Pro Leu Pro Pro Gln Arg Pro Thr Asn Gln Thr Ser Ser
625 630 635 640

Ile Ser Pro Thr His Ser Tyr Ser Arg Ala Pro Leu Val Pro Arg Glu
645 650 655

Gly Val Pro Ser Pro Lys Ser Val Pro Gln Leu Pro Ser Val Pro Ser
660 665 670

Thr Ala Ala Pro Thr Ala Leu Ala Glu Ser Gly Leu Ala Gly Gln Ser
675 680 685

Gln Arg Asp Asp Arg Trp Leu Leu Val Ala Leu Leu Val Pro Thr Cys
690 695 700

Val Phe Leu Val Val Leu Leu Ala Leu Gly Ile Val Tyr Cys Thr Arg
705 710 715 ' 720

33



Cys Gly Ser His Ala Pro Asn Lys

725

Val Thr His Ala Gly Asn Lys Ser

740

Gly Ser Leu Thr Gly Val Gln Thr
755

<210> 3

<211> 2576
<212> ADN
<213>

<400> 3
agtccggggg

cactgggcca
acgctctett
ggggcgacct
gtgcgggccee
agctgcagcg
ccaactgggce
aggcaagtgg
tgtgccagtt
gcccagceegt
tcggetctgt
agcagcctga
gcagccctga
cctgecgetg
gtgcccagge
actgtcgcect
agtgccagat
gttattgtag
ccatgggtagc
aggaagatga

tcctgtggat

Homo sapiens

catcgcgatg
ggacccctgg
cccacggege
ggccactcect
agccagccgg
cccactgcege
ccagccagcee
cgagcaccgc
tggcttegag
gtataccacg
ggccgctgtg
gggaggtgtg
caacgggggc
cactgagggc
tccgtgegag
gggtttcegg
tgcecggtgtg
cgagggacat
ccaggcttcc
agacgaggcce

ggagcctacg

760

ctgctgegee
gctgctgage
cgcaccttec
cggacccecyg
ctgctgtgga
ggcttcacgt
tctggaggece
tggctggagg
ggcgectgece
cccttecace
cagtgccagg
ggctggtcac
tgcgaacacg
ttcecggetgg
cagcagtgtg
ccagcggagyg
tgccagcaga
gagctggagg
caggacctcg
tggaaggcct

cagccgectg

ES 2452929 T3

Arg Ile Thr Asp Cys Tyr Arg Trp

730

735

Ser Thr Glu Pro Met Pro Pro Arg
750

745

Cys Arg Thr Ser Val

tgttgctgge
ccegtgeege
tggaggcctg
aggaggccca
tcgggetgea
ggaccacagg
cctgeeegge
gctcgtgceac
cggcgetgea
tggtctcecac
ctggcagggyg
gggctgggcece
aatgtgtgga
cagcagacgg
agcccggtgg
atgatccgcea
tgtgtgtcaa
ctgatggcat
gagatgagtt
tcaacggtgg

actttgcect

765

ctgggeggee
ctgcggeeee
gcgggeetge
gcgtgtggac
gcggcaggcee
ggaccaggac
ccagcgetgt
gctggetgte
agatgaggcg
agagtttgag
agcctctetg
cctgtgectg
ggaggtggat
gcgcagttge
gccacaaggc
ccgetgtgtg
ctacgttggt
cagctgcagce
gctggatgac
ctggacggag

ggcctataga

34

gcagggcecca
agcagctgcet
cgcgagetgg
agcctggtgg
cggcaatgcce
acggctttca
gtggcecetgg
gacggctacc
ggccaggecyg
tggctgecct
ctctgegtga
gggactggcet
ggtcacqgtgt
gaggacccct
tacagctgce
gacacagatg
ggcttcgagt
cctgcagggyg
ggggaggatg
atgcctggga

ccgagcttce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260



cagaggacag
ccceccagggt
ccacgcatcc
ctttgtceccg
cctaccaacc
ctatgatctc
acacccgggt
ccectetggt
tcagaaccca
cctccaggtce
cagccctecce
ctacacatcc
tggccctgtg
gtcttgccga
cgtgtgtctt
cccatgeacc
agagcccaac
ccagegtgtg
gggctgcacc
gccecageeag
ccagcgctcyg
gtcttetcca
<210> 4
<211> 757
<212> PRT
<213>
<400> 4

agagccacag
ccectaccac
cacactgcect
tgaccaccag
cggtattctce
aaccaaatat
cgctggcacce
caccaccctce
ggccacccag
ccectgtgtet
caccctcectg
ccattccaaa
gctgecectcea
gcacagccag
tttggtggtce
caacaagcgc
agaacccatg
atggggtgca
agggacccat
ggtcctetcet
tgaccaagga

ataaatgggg

Homo sapiens

ataccctacc
tcctecagtge
tctgeccace
atccecegtga
tctgtctctc
ccggagetcet
cagaccacca
ggtgcccage
cttcccatta
cctgcecate
ccctctcaga
gcecccccaaa
ccagctccca
agggatgacc
ctgcttgcac
atcactgact
ccceccaggg
gaccccccte
gggggctgee
caaccactag
tacaccaaag

tgtcaacctt

ES 2452929 T3

cggagcccac
tctcegtceac
agcctceccetgt
tcgcagccaa
attcagcaca
tcecectgecca
ctcatttgee
taccccectca
tcccaactge
aaatctctgt
gcccecactaa
tcccaaggga
cagcagccec
ggtggctgct
tgggcatcgt
gctatcgctg
gcagcctcac
atggagtatg
cagctggaca
acttggctct
cccttaagac

acccaaggaa

ctggccacce
ccggcctgtg
gatccctgec
ctatccagat
gcctectgee
ccagtccece
tggaatccca
agccccagat
ccagccctcet
gcectgetgee
ccagacctca
agatggcccce
aacagccctg
ggtggcactc
gtactgcacc
ggtcatccat
aggggtgcag
gggcgetgga
gatggcttcce
caggaactct

ctcagggggc

aaaaaaaaaa

Met Leu Leu Arg Leu Leu Leu Ala Trp Ala Ala Ala Gly Pro

1

5

10

Gly Gln Asp Pro Trp Ala Ala Glu Pro Arg Ala Ala Cys Gly
25

20

30

35

ccgctcagtg
gtggtctetg
acacacccag
ctgeecttcetg
caccagcccc
atgtttccag
cctaaccatg
gceccecttgtece
ctgaccacca
acccageecyg
cccatcagece
agtcccaagt
ggggaggctg
ctggtgecaa
cgctgtggece
gctgggagca
acctgcagaa
cacatggecg
tgctcecccag
gcttectgge

gggtgctggyg

aaaaaa

Thr Leu
15

Pro Ser

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2576



Ser

Arg

Glu

65

Arg

Gln

Ala

Gln

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Ala

Arg

225

Gly

Arg

Asp

Cys

Ala

50

Glu

Leu

Arg

Phe

Arg

130

Ser

Gly

Val

Pro

Ser

210

Ala

Cys

Cys

Pro

Tyr

35

Cys

Ala

Leu

Pro

Thr

115

Cys

Cys

Ala

Tyr

Phe

195

Leu

Gly

Glu

Thr

Cys

Ala

Arg

Gln

Trp

Leu

100

Asn

vVal

Thr

Cys

Thr

180

Gly

Leu

Pro

His

Glu

260

Ala

Leu

Glu

Arg

Ile

85

Arg

Trp

Ala

Leu

Pro

165

Thr

Ser

Cys

Leu

Glu

245

Gly

Gln

Phe

Leu

Val

70

Gly

Gly

Ala

Leu

Ala

150

Ala

Pro

Val

val

Cys

230

Cys

Phe

Ala

Pro

Gly

55

Asp

Leu

Phe

Gln

Glu

135

val

Leu

Phe

Ala

Lys

215

Leu

Val

Arg

Pro

Arg

40

Gly

Ser

Gln

Thr

Pro

120

Ala

Asp

Gln

His

Ala

200

Gln

Gly

Glu

Leu

Cys

ES 2452929 T3

Arg

Asp

Leu

Arg

Trp

105

Ala

Ser

Gly

Asp

Leu

185

val

Pro

Thr

Glu

Ala

265

Glu

Arg

Leu

val

Gln

20

Thr

Ser

Gly

Tyr

Glu

170

Val

Gln

Glu

Gly

Val

250

Ala

Gln

Thr Phe

Ala Thr
60

Gly Ala
75

Ala Arg

Thr Gly

Gly Gly

Glu His

140

Leu Cys

155

Ala Gly

Ser Thr

Cys Gln

Gly Gly

220

Cys Ser

235

Asp Gly

Asp Gly

Gln Cys

36

Leu

45

Pro

Gly

Gln

Asp

Pro

125

Arg

Gln

Gln

Glu

Ala

205

val

Pro

His

Arg

Glu

Glu

Arg

Pro

Cys

Gln

110

Cys

Trp

Phe

Ala

Phe

190

Gly

Gly

Asp

‘Val

Ser
270

Pro

Ala

Thr

Ala

Gln

95

Asp

Pro

Leu

Gly

Gly

175

Glu

Arg

Trp

Asn

Ser

255

Cys

Gly

Trp

Pro

Ser

80

Leu

Thr

Ala

Glu

Phe

160

Pro

Trp

Gly

Gly

240

Cys

Glu

Gly



Pro

Asp

305

vVal

Cys

Ala

Leu

Phe

385

Thr

Asp

Leu

Arg

Gln

465

Gln

Gln

Gln

Gln

290

Asp

Cys

Ser

Gly

Asp

370

Asn

Gln

Arg

Ser

Pro

450

Pro

Ile

Pro

Pro

275

Gly

Pro

Gln

Glu

Ala

355

Asp

Gly

Pro

Glu

Ala

435

val

Pro

Pro

Gly

Pro
515

Tyr

His

Gln

Gly

340

Met

Gly

Gly

Pro

Pro

420

Pro

val

Val

val

Ile

500

Met

Ser

Arg

Met

325

His

Gly

Glu

Trp

Asp

405

Gln

Arg

val

Ile

Ile

485

Leu

Iie

Cys

Cys

310

Cys

Glu

Ala

Asp

Thr

390

Phe

Ile

Val

Ser

Pro

470

Ala

Ser

Ser

His

295

Val

Val

Leu

Gln

Glu

375

Glu

Ala

Pro

Pro

Ala

455

Ala

Ala

Val

Thr

280

Cys

Asp

Asn

Glu

Ala

360

Glu

Met

Leu

Tyr

Tyr

440

Thr

Thr

Asn

Ser

Lys
520

ES 2452929 T3

Arg

Thr

Tyr

Ala

345

Ser

Asp

Pro

Ala

Pro

425

His

His

His

Tyr

His

505

Tyr

Leu

Asp

Val

330

Asp

Gln

Glu

Gly

Tyr

410

Glu

Ser

Pro

Pro

Pro

490

Ser

Pro

285

Gly Phe
300

Glu Cys
315

Gly Gly

Gly Ile

Asp Leu

Asp Glu

380

Ile Leu

395

Arg Pro

Pro Thr

Ser Vval

Thr Leu
460

Ala Leu
475
Asp Leu

Ala Gln

Glu Leu

37

Arg

Gln

Phe

Ser

Gly

365

Ala

Trp

Ser

Trp

Leu

445

Pro

Ser

Pro

Pro

Phe
525

Pro

Ile

Glu

Cys

350

Asp

Trp

Met

Phe

Pro

430

Ser

Ser

Arg

Ser

Pro

510

Pro

Ala

Ala

Cys

335

Ser

Glu

Lys

Glu

Pro

415

Pro

Val

Ala

Asp

Ala

495

Ala

Ala

Glu

Gly

320

Tyr

Pro

Leu

Ala

Pro

400

Glu

Pro

Thr

His

His

480

Tyr

His

His



Gln

Thr

545

Leu

Thr

Thr

Pro

Ser

625

Lys

Leu

Glu

Val

Leu

705

Arg

Pro

Cys

Ser

530

His

Gly

Gln

Thr

Ala

610

Pro

Ala

Trp

Ala

Ala

690

Gly

Ile

Thr

Arg

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<400> 5

Pro

Leu

Ala

Ala

Thr

595

Ala

Thr

Pro

Leu

Gly

675

Leu

Ile

Thr

Glu

Thr
755

2397
ADN
Rattus rattus

Met

Pro

Gln

Thr

580

Ser

Thr

Asn

Gln

Pro

660

Leu

Leu

Val

Asp

Pro

740

Ser

Phe

Gly

Leu

565

Gln

Arg

Gln

Gin

Ile

645

Ser

Ala

Vval

Tyr

Cys

725

Met

Val

Pro

Ile

550

Pro

Leu

Ser

Pro

Thr

630

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys

710

Tyr

Pro

Asp

535

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

615

Ser

Arg

Ala

His

Thr

695

Thr

Arg

Pro

Thr

Pro

Gln

Ile

Val

600

Ala

Pro

Glu

Pro

Ser

680

Cys

Arg

Trp

Arg

ES 2452929 T3

Arg

Asn

Ala

Ile

585

Ser

Leu

Ile

Asp

Thr

665

Gln

val

Cys

Val

Gly
745

Val

His

Pro

570

Pro

Pro

Pro

Ser

Gly

650

Ala

Arg

Phe

Gly

Ile

730

Ser

Ala Gly
540

Ala Pro
555

Asp Ala

Thr Ala

Ala His

Thr Leu

© 620

Pro Thr
635

Pro Ser

Ala Pro

Asp Asp

Leu Val

700

Pro His
715

His Ala

Leu Thr

38

Thr

Leu

Leu

Gln

Gln

605

Leu

His

Pro

Thr

Arg

685

Val

Ala

Gly

Gly

Gln

Val

Val

Pro

590

Ile

Pro

Pro

Lys

Ala

670

Trp

Leu

Pro

Ser

val
750

Thr
Thr
Leu
575
Ser

Ser

Ser

His

Leu

655

Leu

Leu

Leu

Asn

Lys

735

Gln

Thr

Thr

560

Arg

Leu

Val

Gln

Ser

640

Ala

Gly

Leu

Ala

Lys

720

Ser

Thr



atgctgetge
tggacgccgg
cgcecgcacat
ccgaggaccce
gggctgctat
cggggcttca
gctacggaag
cgctggcetcg
gagggtgcct
acacccttca
gtgcagtgcce
gttggctggt
ggttgcgaac
ggcttcegtce
gagcagcagt
cggcecagetyg
gtgtgccage
catgagcttg
tcccaggatc
cectgggagg
acacatccgce
cagagattgc
cactcctcag
ccttctgeee
ccacctgccc
atcaaggcca

cacccagcac

gcctgetget
agcctagagce
tcctggaggce
cggaggaggc
ggattgggtt
tatggaccac
gaccctgcecc
aaggctcgtg
gtcctgectt
acctggtttce
aagctggcag
cccagactgg
atgaatgtgt
tagcagcaga
gtgagcctgg
aggatgagcc
agatgtgtgt
aggcagatgg
ttagagacga
acttcgatgg
ctgactttgg
acctggagcec
tggtgtctge
gaaagacctce
tagcccctac
gttatccaga

agcctcectee

ggeetgggeg
cgecectgeggce
ttggcggteg
ccgacgtgtg
gcagcggcag
gggagaccag
ggcccagcege
cacactggct
gcecgettgag
cagtgagttc
gggaacgtct
cccactgtgt
ggaagagttg
tgggcacagt
tgggccacaa
acaccgctge
caactatgtt
tatcagttgt
gttgctggat
cacctggaca
cctgcectat
tacctggcca
cacacggcec
tgttatttca
cacacctcca
cttgectttt

tcaccagccce

ES 2452929 T3

gcegeggtge
cccagcagcet
tgccgcgaat
gacagcctgg
gctcggcaat
gacaccgcect
tgtgctgecce
gtcgatggcet
gtgggccaag
gaatggctac
ctgttgtgtg
ccagggactg
gatggcggta
tgtgaagacc
ggctacagct
gtggacacygg
ggtggctttg
agccctgeag
gatggagaag
gaggagcagg
aggcccaact
cccccactta
atggtaatct
gccacacacce
gcecgtgcetcece
ggccacaagce

cccatcatcet

ccgcactggg
gctacgetcet
tggggggcaa
tgggegtcgg
gccagccaca
tcactaactg
ttgaggccag
acctctgcecea
ccggtceccage
cctttggcete
tgaaacaacc
getgtggtce
tgtcctgecg
cttgtgccca
gccactgtceg
atgagtgceca
agtgttactg
gagctatggg
aaggggagga
ggaccctatg
tcccacagga
gcgeccecag
ctgccactcg
taccccttaa
ctgagcacca
ctgggataac

caacgaaata

39

ccaggecccc
ctttcceegg
cctggecaca
acccgcecaac
gcgceccactg
ggccecageceg
cggagaacat
gtttggtttt
tatctacacc
cgtggcaget
ttcaggtggce
tgacaatggg
ctgcagtgaa
ggcccectgt
cctaggcttc
gattgctggt
cagggagggt
tgcccagget
tgaagaggag
gatggcacct
tggagagcct
gggccecctac
acccacacaa
ccctgtecac
gatccccaaa
ctcagccact

tccccaagte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ttcectcecce
atcccatctce
ccagatgttc
tctctgecta
ccceccagect
agccctacac
aaatcagtgce
ttgggtcttg
ccaacgtgtg
ggctcccata
aacaagagct
cccageattce
ggatcttctc
<210> 6

<211> 798
<212> PRT
<213>
<400> 6

Met Leu Leu
1 .

Gly Gln Ala

Ser Cys Tyr

35

Arg Ser Cys

Glu
65

Glu Ala

Gly Leu Leu

Gln Arg Pro

agcaggcccc
accttgaccc
caggtatcag
ccaactccag
tececttcetee
actcctattc
caaggctgca
caggccaaag
tcttettggt
cgcccaacaa
caacagaacc
atggcaaagg

caataaatgg

Rattus rattus

Arg Leu
5

Pro
20

Trp
Ala Leu
Arg Glu
Arg

Arg

Ile
85

Trp

Leu
100

Arg

Leu

Thr

Phe

Leu

Val

70

Gly

Gly

tatgtctcca
tggggatacc
aacccaggct
gtcttetgte
cctgeecect
cagagcccect
ctcagtggcec
ccagagagat
ggtcctgete
gcgtatcact
catgccccec
acacactgaa

cgtgccaacc

Leu Ala

Pro Glu

Trp

Pro

ES 2452

gacacccaca
acttcccaag
ccccaggttt
catgaacccc
cagagccceca
caggtcccaa
cccacagcag
gaccgatggce
gcattgggca
gactgctatc
agatggacag
ggactccagg

tcacccaaag

Ala Ala

10

Arg Ala

25

Pro Arg

40

Gly
55

Gly
Asp Ser
Gln

Leu

Phe Ile

Arg

Asn

Leu

Arg

Trp

Arg Thr

Leu Ala

Val Gly

75

Gln

Ala
90 :

Thr Thr

105

929 T3

ctatcactaa
ccggtcacca
ctgtctcage
ctgtgcctac
ttaaccagac
gggaaggagc
ctccaacage
tgctggtgge
ttgtgtactg
gctgggtcac
agaaggttct
acctcaaggg

tcegtgatece

Ala Vval Pro

Ala Cys Gly

Phe Leu Glu

45

Thr
60

Pro Arg

Val Gly Pro

Arg Gln Cys

Gln
110

Gly Asp

40

tttgcctcta
tcctttgcecte
tctccagece
tgccaaccag
ctcatctatc
tcccagtece
cctggcagag
actcttggta
cactcgcetgt
gcatgctggg
gttccttgaa
gtgggtgctg

ccgctga

Ala
15

Leu

Pro Ser

Ala Trp

Thr Pro

Ala Asn

80

Gln
95

Pro

Asp Thr

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2397



Ala

Gln

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Thr

Gln

225

Gly

Arg

Asp

Pro

Asp

305

Val

Cys

Phe

Arg

130

Ser

Gly

Ile

Pro

Ser

210

Thr

Cys

Cys

Pro

Gln

290

Glu

Cys

Arg

Thr

115

Cys

Cys

Ala

Tyr

Phe

195

Leu

Gly

Glu

Ser

Cys

275

Gly

Pro

Gln

Glu

Asn

Ala

Thr

Cys

Thr

180

Gly

Leu

Pro

His

Glu

260

Ala

Tyr

His

Gln

Gly
340

Trp

Ala

Leu

Pro

165

Thr

Ser

Cys

Leu

Glu

245

Gly

Gln

Ser

Arg

Met

325

His

Ala

Leu

Ala

150

Ala

Pro

Val

val

Cys

230

Cys

Phe

Ala

Cys

Cys

310

Cys

Glu

Gln
Glu
135
Val
Leu
Phe
Ala
Lys
215
Pfo
Val
Arg
Pro
His
295
Val

val

Leu

Pro

120

Ala

Asp

Pro

Asn

Ala

200

Gln

Gly

Glu

Leu

Cys

280

Cys

Asp

Asn

Glu

ES 2452929 T3

Ala

vSer

Gly

Leu

Leu

185

val

Pro

Thr

Glu

Ala

265

Glu

Arg

Thr

Tyr

Ala
345

Thr

Gly

Tyr

Glu

170

Val

Gln

Ser

.Gly

Leu

250

Ala

Gln

Leu

Asp

Val

330

Asp

Glu

Glu

Leu

155

Val

Ser

Cys

Gly

Cys

235

Asp

Asp

Gln

Gly

Glu

315

Gly

Gly

Gly

His

140

Cys

Gly

Ser

Gln

Gly

220

Gly

Gly

Gly

Cys

Phe

300

Cys

Gly

Ile

41

Pro
125
Arg
Gln
Gln
Glu
Ala
205
val
Pro
Gly
His
Glu
285
Arg
Gln

Phe

Ser

Cys

Trp

Phe

Ala

Phe

190

Gly

Gly

Asp

Met

Ser

270

Pro

Pro

Ile

Glu

Cys
350

Pro Ala

Leu Glu

Gly Phe
160

Gly Pro
175

Glu Trp

Arg Gly

Trp Ser

Asn Gly
240

Ser Cys
255

Cys Glu

Gly Gly

Ala Glu

Ala Gly
320

Cys Tyr
335

Ser Pro



Ala

Leu

Phe

385

Thr

Asp

Leu

Arg

Lys

465

Pro

Gln

Lys

Gln

Gln

545

Ile

His

Val

Gly

Asp

370

Asp

His

Gly

Ser

Pro

450

Thr

Pro

Ile

Pro

Pro

530

Ala

Pro

Pro

Ser

Ala
355

Asp

Gly

Pro

Glu

Ala

435

Met

Ser

Ala

Pro

Gly

515

Pro

Pro

Ser

Leu

Val

Met

Gly

Thr

Pro

Pro

420

Pro

Val

Val

Leu

Lys

500

Ile

Ile

Met

His

Leu

580

Ser

Gly
Glu
Trp
Asp
405
Gln
Arg
Ile
Ile
Ala
485
Ile

Thr

Ile

Ser

Leu
565

Pro

Ala

Ala

Glu

Thr

390

Phe

Arg

Gly

Ser

Ser

470

Pro

Lys

Ser

Ser

Pro

550

Asp

Asp

Leu

Gln

Gly

375

Glu

Gly

Leu

Pro

Ala

455

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

535

Asp

Pro

Val

Gln

Ala

360

Glu

Glu

Leu

His

Tyr

440

Thr

Thr

Thx

Ser

Thx

520

Lys

Thr

Gly

Pro

Pro

ES 2452929 T3

Ser

Asp

Gln

Pro

Leu

425

His

Arg

His

Pro

Tyr

505

His

Tyr

His

Asp

Gly

585

Ser

Gln

Glu

Gly

Tyr

410

Glu

Ser

Pro

Leu

Pro

490

Pro

Pro

Pro

Thr

Thr

570

Ile

Leu

Asp

Glu

Thr

395

Arg

Pro

Ser

Thr

Pro

475

Ala

Asp

Ala

Gln

Ile

555

Thr

Arg

Pro

Leu
Glu
380
Leu
Pro
Thr
Val
Gln
460
Leu
val
Leu
Gln
Val
540
Thr
Ser

Thr

Thr

42

Arg

365

Pro

Trp

Asn

Trp

val

445

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro

525

Phe

Asn

Gln

Gln

Asn

Asp

Trp

Met

Phe

Pro

430

Ser

Ser

Pro

Pro

Phe

510

Pro

Pro

Leu

Ala

Ala

590

Ser

Glu

Glu

Ala

Pro

415

Pro

Ala

Ala

val

Glu

495

Gly

Pro

Pro

Pro

Gly

575

Pro

Arg

Leu

Asp

Pro

400

Gln

Pro

Thr

Arg

His

480

His

His

His

Gln

Leu

560

His

Gln

Ser



ES 2452929 T3

595 600 605

Ser Val His Glu Pro Pro Val Pro Thr Ala Asn Gln Pro Pro Ala Phe
610 615 620

Pro Ser Pro Leu Pro Pro Gln Ser Pro Ile Asn Gln Thr Ser Ser Ile

625 630 635 640

Ser Pro Thr His Ser Tyr Ser Arg Ala Pro Gln Val Pro Arg Glu Gly
645 650 655

Ala Pro Ser Pro Lys Ser Val Pro Arg Leu His Ser Val Ala Pro Thr
660 665 670

Ala Ala Pro Thr Ala Leu Ala Glu Leu Gly Leu Ala Gly Gln Ser Gln
675 680 685

Arg Asp Asp Arg Trp Leu Leu Val Ala Leu Leu Val Pro Thr Cys Val
690 695 700

Phe Leu Val Val Leu Leu Ala Leu Gly Ile Val Tyr Cys Thr Arg Cys
705 710 715 720

Gly Ser His Thr Pro Asn Lys Arg Ile Thr Asp Cys Tyr Arg Trp Val
: 725 730 735

Thr His Ala Gly Asn Lys Ser Ser Thr Glu Pro Met Pro Pro Arg Trp
740 745 750

Thr Glu Lys Val Leu Phe Leu Glu Pro Ser Ile His Gly Lys Gly His
755 760 765

Thr Glu Gly Leu Gln Asp Leu Lys Gly Trp Val Leu Gly Ser Ser Pro
770 775 780

Ile Asn Gly Val Pro Thr Ser Pro Lys Val Arg Asp Pro Arg

785 790 795
<210> 7

<211> 705

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de Acido Nucleico que codifica la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1 con la secuencia
lider

<400> 7

43



atgggatgga
atccagatga
acctgtagag
aaggctccaa
ttcagcggta
gacatcgcca
gggaccaagg
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
<210> 8

<211> 1422
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 8
atgggatgga

gtccaactgce
tgcaccgegt
ggacgaggtc
cagaagttca
agactcagca
tcctatgatg
gtctecctecag
acctectgggg
acggtgtegt
cagtcctcag
acccagacct

gttgagccca

gctgtatcat
cccagagcecc
ccagccagaa
agctgctgat
gcggtagegy
cctactactg
tgcaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Secuencia Atrtificial

gctgtatcat
aggagagcgyg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcagagt
gcgtgacage
gttactttga
cctccaccaa
gcacagcggce
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa

aatcttgtga

cctettettg
aagcagcctg
tgtgggtact
ctactcggca
taccgactac
ccagcaatat
acgaactgtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

cctettettyg
tccaggtctt
cttcactgac
tggatatatt
gacaatgctg
cgaggacacc
ctactctatg
gggcccatceg
cctgggetge
cgcectgacce
cctcagcagce
cgtgaatcac

caaaactcac

ES 2452929 T3

gtagcaacag
agcgecageg
gctgtageect
tcgaatcggt
accttcacca
accaactatc
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccce
agcacctaca
gtctacgecet

aggggagagt

gtagcaacag
gtgagaccta
tatgttatac
aatccttatg
gtagacacca
gcggtctatt
gactactggg
gtcttcecece
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccg
aagcccagca

acatgcccac

ctacaggtgt
tgggtgacag
ggctacagca
acactggtgt
tcagcagcct
ccatgtacac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagcecag
gcgaagtcac

gttaa

ctacaggtgt
gccagaccct
actgggtgaa
atgatgatac
gctccaacac
attgtgcaag
gatccgggac
tggcaccctc
actacttccc
acacctteccce
tgccctccag
acaccaaggt

cgtgcceccage

44

ccactccgac
agtgaccatc
gaccccaggt
gccaagcaga
ccagccagag
gttcggccaa
cttceecgececa
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggce

ccactccecag
gagcctgacce
acagécacct
tacctacaac
agcctacctg
aagggggaat
cceggtcacc
ctccaagagce
cgaaccggtyg
ggctgtecta
cagcttgggc
ggacaagaaa

acctgaactc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705

Secuencia de acido nucleico que codifica la cadena pesada del anticuerpo M4 con la secuencia lider

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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ctggggggac cgtcagtctt cctcttcccc ccaaaaccca aggacaccct catgatctcee 840
cggaccectg aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag 900
ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc gcgggaggag 960
cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca ggactggetg 1020
aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccagcccc catcgagaaa 1080
accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct gccéccatcc 1140
cgggatgagc tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgcc tggtcaaagg cttctatccce 1200
agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat gggcagccgg agaacaacta caagaccacg 1260
cctceegtge tggactccga cggctectte ttceectctaca gcaagctcac cgtggacaag 1320
agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgagge tctgcacaac 1380
cactacacgc agaagagcct ctccctgtcect cccgggaaat ga 1422
<210> 9
<211> 234
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1 con la secuencia lider
<400> 9
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
20 25 30
Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Val
35 : 40 45
Gly Thr Ala Val Ala Trp Leu Gln Gln Thr Pro Gly Lys Ala Pro Lys
50 55 60
Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg
65 70 75 80
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser
85 90 95
Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Thr Asn
100 105 110

45



10

15

Met
115

Tyr Pro

Thr Val Ala

130

Leu Ser

145

Lys

Pro Arg Glu

Gly Asn Ser

Leu
195

Tyr Ser

His Lys Val

210

Val Thr
225

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

10
648
ADN

<220>
<223>

<400> 10

Tyr Thr

Ala

Pro

Gly Thr

Phe

Ser

Ala

Gln
120

Gly

Val
135

Phe

Ser Val

150

Ala Lys

165

Gln
180

Glu
Ser Ser
Ala

Tyr

Ser Phe

vVal

Ser

Thr

Cys

Asn

Gln Trp

Val Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

ES 2452

Thr Lys

Phe

Pro

Leu
155

Cys

Val
170

Asp

Gln Asp

185

Thr
200

Leu

Glu
215

Val

Arg Gly

230

Secuencia Atrtificial

gacatccaga tgacccagag cccaagcagce

atcacctgta
ggtaaggctc
agattcagcg
gaggacatcg
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagea
ggcctgaget
<210> 11

<211> 215
<212> PRT
<213>
<220>

gagccagceca
caaagctgct
gtagcggtag
ccacctacta
aggtgcaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca

aagcagacta

cgcecgteac

Secuencia Atrtificial

gaatgtgggt
gatctactcg
cggtaccgac
ctgccagcaa
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Leu

Thr

Glu

Ser Lys

His Gln

Cys

ctgagcgceca
actgctgtag
gcatcgaatc
tacaccttca
tataccaact
gtggctgecac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct

aaagtctacg

aacaggggag

4

929 T3

val Gln

125

Ile

Pro Ser

140

Asp

Leu Asn Asn

Asn Ala Leu

Ser Lys Asp

190

Ala Asp

205

Tyr

Gly Leu Ser

220

gcgtgggtga
cctggctaca
ggtacactgg
ccatcagcag
atcccatgta
catctgtctt
tgtgcectget
ccctccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt

agtgttaa

6

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr.

160

Gln
175

Ser

Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro

cagagtgacc
gcagacccca
tgtgccaagc
cctccageeca
cacgttcgge
catcttceccg
gaataacttc
gggtaactcc

cagcaccctg

cacccatcag

Secuencia de nucledtido que codifica la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1 sin la secuencia lider

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

648
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<223> Secuencia de aminoacido de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1 sin la secuencia lider
<400> 11

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Leu Gln Gln Thr Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Thr Asn Tyr Pro Met
85 90 95

Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Gln Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 190

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
195 200 205

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 12
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de acido nucleico que codifica la CDR1 de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 12
agagccagcc agaatgtggg tactgctgta gcc 33

47



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2452929 T3

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacido de CDR1 de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 13

Arg Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Ala Val Ala

1 5 ' 10

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtido que codifica la CDR2 de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 14

tcggcatcga atcggtacac t 21

<210> 15

211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de CDR2 de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 15

Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr

1 5

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtido que codifica la CDR3 de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 16

cagcaatata ccaactatcc catgtacacg 30

<210> 17

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacido de CDR3 de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 17

Gln Gln Tyr Thr Asn Tyr Pro Met Tyr Thr

1 5 10

<210> 18

<211> 294

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtido que codifica el dominio variable de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 18

48
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gacatccaga tgacccagag cccaagcagc ctgagcgcca gegtgggtga cagagtgacc 60
atcacctgta gagccagcca gaatgtgggt actgcectgtag cctggctaca gcagacccca 120
ggtaaggctc caaagctgct gatctactcg gcatcgaatc ggtacactgg tgtgccaage 180
agattcagcg gtagcggtag cggtaccgac tacaccttca ccatcagcag cctceccageca 240
gaggacatcg ccacctacta ctgccagcaa tataccaact atcccatgta cacg 294
<210> 19
<211> 98
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos del dominio variable de la cadena ligera de los anticuerpos M4 y M4.1
<400> 19
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Ala
' 20 25 30
Val Ala Trp Leu Gln Gln Thr Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 : 75 80
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Thr Asn Tyr Pro Met
85 90 95
Tyr Thr
<210> 20
<211> 473
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacido de la cadena pesada del anticuerpo M4 mas la secuencia lider
<400> 20

49



Met

Val

Pro

Thr

Glu

Gly

His

Ser

Asp

50

Trp

Trp

Ser

Gln

35

Tyr

Ile

Ser Cys

Gln Val

20

Thr Leu

val Ile

Gly Tyr

Ile

Gln

Ser

His

Ile

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Leu

Gln

Thr

40

val

Pro

ES 2452929 T3

Phe

Glu

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

10

Ser

Thr

Gln

Asp

Val

Gly

Ala

Pro

Asp

50

Ala

Pro

Ser

Pro

60

Asp

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Ala

Leu

30

Tyr

Arg

Thr

Thr Gly

15

val Arg

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Asn
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65 70 75 80

Gln Lys Phe Lys Gly Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Ser Asn

Thr Ala Tyr Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Gly Asn Ser Tyr Asp Gly Tyr Phe Asp Tyr
115 120 125

Ser Met Asp Tyr Trp Gly Ser Gly Thr Pro Val Thr Val Ser Ser Ala
130 v 135 140

Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser
145 150 155 160

Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
165 170 175

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
180 185 190

Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
1395 200 205

Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
210 215 220

Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys. val Asp Lys Lys
225 230 1235 240

Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
245 250 253

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
260 265 270

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
275 280 285

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
230 295 300

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
305 310 . 315 320

51
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Thr Val

325

Val Ser vVal Leu Thr Val His

330

Gln Asn Ser Leu

335

Tyr Tyr Arg

Gln Glu Val Ser

350

Leu Asn

340

Tyr
345

Asp Trp Gly Lys Lys Cys Lys Asn Lys

Ala Ile Glu Thr Ile Ala

365

Pro Pro Ser Gln

355

Ala Leu Lys

360

Lys Lys Gly

Glu Gln Vval Thr Ser Glu

380

Pro Arg Pro Leu Pro Pro Leu

370

Tyr
375

Arg Asp

Thr Thr

385

Gln Val

395

Asn Val Leu Phe Pro

400

Ser Leu

390

Lys Cys Lys Gly Tyr

Ile Ala Val Glu Ser

405

Ser Glu Asn Gln Pro Glu Asn

410

Asp Trp Gly Asn

415

Thr Thr

420

Val Phe

430

Tyr Lys Pro Pro Leu Asp Ser Gly Ser Phe Leu

425

Asp

Gln Gln

445

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Ser Asn Val

435

Asp Lys

440

Arg Trp Gly

Glu Ala Asn His Thr Gln

460

His Leu His

455

Phe Ser Ser Val

450

Cys Met Tyr

Ser Ser Pro

470

Lys Ser Leu Leu Gly

465

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

21

1365

ADN

Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtido que codifica la cadena pesada del anticuerpo M4 sin la secuencia lider

<400> 21

caggtccaac
acctgcaccg
cctggacgag
aaccagaagt

ctgagactca

tgcaggagag cggtccaggt

cgtctggeta caccttcact

gtcttgagtg gattggatat

tcaagggcag agtgacaatg

gcagcgtgac agccgaggac

cttgtgagac
gactatgtta
attaatcctt
ctggtagaca

accgcggtct

ctagccagac
tacactgggt
atgatgatga
ccagctccaa

attattgtge

52

cctgagectg
gaaacagcca
tactacctac

cacagcctac

aagaaggggg

60

120

180

240

300



aattcctatg
accgtctect
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
aaagttgagce
cteetggygyg
tceeggaccee
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tccegggatyg
cccagcgaca
acgcctecccg
aagagcaggt
aaccactaca

<210>
<211>
<212>
<213>

22
454
PRT

<220>
<223>

<400> 22

atggttactt
cagcctccac
ggggcacagce
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg
ccaaatcttg
gaccegtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgcegtgga
tgctggactc
ggcagcaggyg

cgcagaagag

Secuencia Atrtificial

tgactactct
caagggccca
ggcectggge
aggcgcectg
ctcectcage
caacgtgaat
tgacaaaact
cttectcette
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctece
gaacgtcttce

cctetecectg

ES 2452929 T3

atggactact
tcggtcttee
tgcctggtea
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacatgcec
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctea
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectet
tcatgctcecg

tctcecggga

ggggatccgyg
ccctggeacce
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgeectce
gcaacaccaa
caccgtgecee
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgea
cccteeccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga

aatga

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg

1

5

10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe

20

25

Val Ile His Trp Val Lys Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu

35

40

45

53

gaccceggtce
ctcctceccaag
ccccgaacceg
ceceggetgte
cagcagcttyg
ggtggacaag
agcacctgaa
cctecatgatc
ccctgaggtce
gccgegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccecca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac

ggctctgecac

Pro Ser Gln
15

Thr Asp Tyr
30

Glu Trp Ile

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo M4 sin la secuencia lider



Gly Tyr

50

Lys Gly

Leu Arg

Ala Arg

Tyr Trp

Gly Pro

130

Gly Thr

145

val Thr

Phe Pro

val Thr

val Asn

210

Lys Ser

225

Leu Leu

Thr Leu

Val Ser

Val Glu

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

115

Ser

Ala

Val

Ala

Val

195

His

Cys

Gly

Met

His

275

Val

Asn

Val

Ser

Gly
100

Ser

val

Ala

Ser

val

180

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

260

Glu

His

Pro

Thr

Ser

85

Asn

Gly

Phe

Leu

Trp

165

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

245

Ser

Asp

Asn

Tyr

Met

70

vVal

Ser

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

230

Ser

Arg

Pro

Ala

Asp

55

Leu

Thr

Tyr

Pro

Leu

135

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

215

His

Val

Thr

Glu

Lys

Asp

val

Ala

Asp

Val

120

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

200

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

280

Thr

ES 2452929 T3

Asp

Asp

Glu

Gly

105

Thr

Pro

val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

265

Lys

Lys

Thr

Thr

Asp

Tyr

Val

Ser

Lys

Leu

170

Leu

Thr

vVal

Prao

Phe

250

Val

Phe

Pro

Thr
Ser
75

Thr
Phe
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr

Asn

Arg

54

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Ser

Lys

140

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

220

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Asn

Asn

val

Tyr

Ala

125

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

205

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

285

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

190

Ile

Val

Ala

Pro

Val

270

Val

Gln

Lys

Ala

Tyr

95

Met

Thr

Ser

Glu

His

175

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

255

Val

Asp

Tyr

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Lys

Gly

Pro

160

Thr

Vval

Asn

Pro

Glu

240

Asp

Asp

Gly

Asn
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290 295 300

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
305 310 315 320

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
325 330 335

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
340 345 350

Pro Gln Val Tyf Thr Leéu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
355 360 365

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375 380

Ala vVal Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 390 395 400

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
405 410 415

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
420 425 430

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
435 440 445

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

450
<210> 23
<211> 1422
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de nucledtido que codifica la cadena pesada del anticuerpo M4.1 con la secuencia lider
<400> 23
atgggatgga gctgtatcat cctcttecttg gtagcaacag ctacaggtgt ccactcccag 60
gtccaactgc aggagagcgg tccaggtctt gtgagaccta gccagaccct gagectgacce 120
tgcaccgcgt ctggctacac cttcactgac tatgttatac actgggtgaa acagccacct 180
ggacgaggtc ttgagtggat tggatatatt aatccttatg atgatgatac tacctacaac 240

55
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cagaagttca agggcagagt gacaatgctg gtagacacca gctccaacac agcctacctg 300
agactcagca gcgtgacagc cgaggacacc gcggtctatt attgtgcaag aagggggaat 360
tcctatgatg gttactttga ctactctatg gactactggg gatccgggac cccggtcacce 420
gtctcctcag cctccaccaa gggceccatcg gtcttccece tggcacccte ctccaagage 480
acctctgggg gcacageggce cctgggctgce ctggtcaagg actacttccc cgaaccggtg 540
acggtgtcgt ggaactcagg cgccctgacc agcggcgtge acaccttcce ggctgtcecta 600
cagtcctcag gactctactce cctecagecage gtggtgaccg tgccctccag cagettggge 660
acccagacct acatctgcaa cgtgaatcac aagcccagca acaccaaggt ggacaagaaa 720
gttgagccca aatcttgtga caaaactcac acatgecccac cgtgeccage acctgaacte 780
ctggggggac cgtcagtctt cctcttccecc ccaaaaccca aggacaccct catgatctcce 840
cggacccctg aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag 900
ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc gcgggaggag 960
cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca ggactggetg 1020
aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccageccce catcgagaaa 1080
accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct geccccatce 1140
cgggatgagc tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgec tggtcaaagg cttctatcce 1200
agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat gggcagécgg agaacaacta caagaccacg 1260
cctecegtge. tggactccga cggettette ttectctaca gcaagetcac cgtggacaag 1320
agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgaggce tctgcacaac 1380
cactacacgc agaagagcct ctcecctgtet cccgggaaat ga 1422
<210> 24

<211> 473

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacido de la cadena pesada del anticuerpo M4.1 con la secuencia lider
<400> 24

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg
20 25 30

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe

56



Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Ser

Ser

145

Thr

Pro

vVal

Ser

Ile

225

val

Ala

Pro

Asp

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Met

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Pro

Lys

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

195

Val

Asn

Pro

Glu

Asp
275

vVal

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Tyr

Gly

Gly

Val

180

Phe

Val

vVal

Lys

Leu

260

Thr

Ile

Tyr

Gly

Arg

Arg

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

245

Leu

Leu

His

Ile

70

Arg

Leu

Arg

Gly

Ser

150

Ala

Val

Ala

Val

His

230

Cys

Gly

Met

Trp

55

Asn

val

Ser

Gly

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Asn

120

Gly

135

Val

Ala

Ser

val

Pro

215

Lys

Asp

Gly

Ile

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser
280

ES 2452929 T3

Lys

Tyr

Met

Val

105

Ser

Thr

Pro

Gly

Asn

185

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

265

Arg

Gln

Asp

Leu

90

Tyr

Pro

Leu

Cys

170

Ser

Ser

Ser

Asn

His

250

Val

Thrx

Pro

Asp

75

Val

Ala

Asp

val

Ala

155

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

235

Thr

Phe

Pxo

57

Pro

60

Asp

Asp

G1lu

Gly

Thr

140

Pro

val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

Cys

Leu

Glu

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

125

vVal

Ser

Lys

Leu

Leu

205

Thr

Val

Pro

Phe

Val
285

Arg

Thr

Ser

Thr

110

Phe

Ser

Ser

Asp

Thr

190

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

270

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Asp

Ser

Lys

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

255

Pro

Cys

Leu

Asn

80

Asn

val

Tyr

Ala

Ser

160

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

240

Pro

Lys

Val



ES 2452929 T3

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
290 295 300

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
305 310 315 320

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
325 330 335

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
340 345 350

Ala Leu'Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
355 360 365

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
370 375 380

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
385 390 395 400

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
405 410 415

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Phe Phe Phe Leu
420 425 430

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
435 440 445

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
450 455 460

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 25

<211> 1365

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétido que codifica la cadena pesada del anticuerpo M4.1 sin la secuencia lider

<400> 25
caggtccaac tgcaggagag cggtccaggt cttgtgagac ctagccagac cctgagectg 60

58



acctgcaccg
cctggacgag
aaccagaagt
ctgagactca
aattcctatg
accgtctcect
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
aaagttgagc
ctcctggggyg
tceceggaccec
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tccecgggatg
cccagcgaca
acgccteeceg
aagagcaggt
aaccactaca

<210>
<211>
<212>
<213>

26
454
PRT

<220>
<223>

<400> 26

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg Pro Ser Gln

1

cgtctggeta
gtcttgagtg
tcaagggcag
gcagcgtgac
atggttactt
cagcctcecac
ggggcacagc
cgtggaacte

caggactcta

cctacatctg

ccaaatcttg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgeegtgga
tgctggactc
ggcagcaggg

cgcagaagag

Secuencia Atrtificial

5

caccttcact
gattggatat
agtgacaatg
agccgaggac
tgactactct
caagggccca
ggccetggge
aggcgecectg
ctcectecage
caacgtgaat
tgacaaaact
cttcctcette
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccec
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggcttc
gaacgtcttc

cctctcectg

ES 2452929 T3

gactatgtta
attaatcctt
ctggtagaca
accgecggtcet
atggactact
tcggtcttee
tgcctggtca
accagcggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacatgcc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctcea
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectet
tcatgctccg

tctceecggga

10

tacactgggt
atgatgatga
ccagctccaa
attattgtge
ggggatccgg
ccctggcacc
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgecectce
gcaacaccaa
caccgtgccc
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
cccteccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga

aatga

59

gaaacagcca
tactacctac
cacagcctac
aagaaggggy
gaccceggtce
ctcctccaag
ccccgaaccg
cccggetgte
cagcagcttg
ggtggacaag
agcacctgaa
cctcatgatc
ccctgaggte
gccgcgggag
ccaggactgg
ccccategag
cctgeccecca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac

ggctctgecac

15

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365

Secuencia de aminoacido de la cadena pesada del anticuerpo M4.1 sin la secuencia lider



Thr

val

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Tyr

Gly

Gly

145

Val

Phe

Val

Val

Lys

225

Leu

Thr

Leu

Ile

Tyr

50

Gly

Arg

Arg

Trp

Pro

130

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

210

Ser

Leu

Leu

Ser
His
35

Ile
Arg
Leu
Arg
Gly
115
Ser
Ala
val
Ala
Val
195
His
Cys

Gly

Met

Leu

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Ser

Val

Ala

Ser

val

180

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Thr

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asn

Gly

Phe

Leu

Trp

Cys

Lys

Tyr

Met

70

Val

Ser

Thr

Pro

Gly

150

Asn

165

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

245

Ser

Gln

Ser

Ser

Thr

230

Ser

Arg

Thr

Gln

Asp

Leu

Thr

Tyr

Pro

Leu

135

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

215

His

Val

Thr

Ala

Pro

40

Asp

Val

Ala

Asp

Val

120

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

200

Thr

Thr

Phe

Pro

ES 2452929 T3

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly

105

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

185

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
920

Tyr
vVal
Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
vVal
Pro
Phe

250

val

Tyr

Arg

Thr

Ser

15

Thr

Phe

Ser

Ser

Asp

155

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

235

Pro

Thr

60

Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala
Asp
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro

Cys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Tyr

Ala

125

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr
30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ser

110

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

190

Ile

205

Lys

Pro

Lys

Val

vVal

Ala

Pro

Val

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Met

Thr

Ser

Glu

His

175

Ser

Glu

Pro

Lys

255

Val

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Lys

Gly

Pro

160

Thr

val

S Asn

Pro

Glu

~240

Asp

Asp
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260 265 270

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
275 280 285

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
290 295 300

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
305 310 315 320

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
325 330 335

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
340 345 350

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
355 360 365

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375 380

Ala vVal Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 390 395 400

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Phe Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
405 410 415

Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
420 425 430

Ser vVal Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
435 440 445

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido que codifica la CDR1 de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1

<400> 27
ggctacacct tcactgacta tgttatacac 30

<210> 28

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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10

15

20

25

30

35

40
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<223> Secuencia de aminoacido de CDR1 de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1

<400> 28
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Val Ile His
1 5 10

<210> 29

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido que codifica la CDR2 de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1

<400> 29
tatattaatc cttatgatga tgatactacc tacaaccaga agttcaaggg c 51

<210> 30

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacido de CDR2 de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1

<400> 30
Tyr Ile Asn Pro Tyr Asp Asp Asp Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 31

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido que codifica CDR3 de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1

<400> 31
gcaagaaggg ggaattccta tgatggttac tttgactact ctatggacta c 51

<210> 32

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CDR3 de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1

<400> 32
Ala Arg Arg Gly Asn Ser Tyr Asp Gly Tyr Phe Asp Tyr Ser Met Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 33

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de nucledtido que codifica el dominio variable de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y
M4.1

<400> 33

62



10

15

caggtccaac
acctgcaccg
cctggacgag
aaccagaagt
ctgagactca

aattcctatg

<210>
<211>
<212>
<213>

34
113
PRT

<220>
<223>

<400> 34

tgcaggagag
cgtctggcta
gtcttgagtg
tcaagggcag
gcagcgtgac

atggttactt

Secuencia Atrtificial

Gln Val Gln Leu Gln

1

Thr Leu

val Ile
35

Gly Tyr

50

Lys
65

Gly

Leu Arg

Ala Arg

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

35
2477
PRT

<400> 35

Ser

His

Ile

Arg

Leu

Arg

5

Leu Thr

20

Trp Val

Asn Pro
val

Thr

Ser
85

Ser

Gly Asn

100

Homo sapiens

cggtccaggt
caccttcact
gattggatat
agtgacaatg
agccgaggac

tgactactct

Glu Ser Gly

Cys Thr Ala

Gln Pro

40

Lys

Tyr Asp

55

Asp

Met val

70

Leu

Val Thr Ala

Ser Tyr Asp

ES 2452929 T3

cttgtgagac
gactatgtta
attaatcctt
ctggtagaca
accgcggtct

atggactac

Pro Gly

10

Ser

25
Pro

Gly
Gly
Thr

Asp

Asp Thr

Leu

Tyr

Arg

Thr

Ser

ctagccagac
tacactgggt
atgatgatga
ccagctccaa

attattgtge

Val Arg

Thr Phe

Leu
45

Gly

Tyr Asn

60

Ser Asn

75

Glu Asp

90

Gly
105

Tyr

Thr

Phe

Ala Val

Asp Tyr

63

cctgageetyg
gaaacagcca
tactacctac
cacagcctac

aagaaggggyg

Pro Ser Gln
15

Thr

30
Glu

Asp Tyr

Trp Ile

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

80

TYr Tyr
95

Cys

Ser Met

110

Asp

60
120
180
240
300

339

Secuencia de aminoacido del dominio variable de la cadena pesada de los anticuerpos M4 y M4.1



Met

Leu

Ala

Trp

Gly

Cys

Glu

Leu

Gly

Gln

Pro

50

Glu

Ser

Phe

Arg

Arg

Thr

Gln

35

Gly

Arg

Arg

Asp

Pro

Gly

Ala

20

Met

Cys

Thr

Gly

Lys

100

Lys

Pro

val

val

Tyr

Tyr

Phe

85

Tyr

ASp

Gly

Pro

Gin

Asp

Leu

70

Asn

Thr

Ser

Pro

Ser

Pro

Asn

55

Gly

Cys

Gly

Met

Gly

Thr

Gln

40

Gly

Asn

Glu

Asn

Ile

ES 2452929 T3

Leu

Gly

25

Ser

Lys

Ala

Ser

Thr

105

Trp

Leu

Ala

Pro

His

Leu

Lys

90

Tyr

Asp

Leu

Ser

Val

Tyr

val

15

Pro

Arg

Cys

64

Leu

Lys

Ala

Cys

Glu

Val

Thr

Ala

Ser

vVal

45

Ile

Thr

Ala

Gly

Cys

Val

Lys
30

Ser

Asn

Cys

Glu

Asp

110

Ile

Gln

15

Arg

Gln

Gln

Tyr

Glu

95

Thr

Gly

Cys

Gln

Ser

Gln

Gly

80

Thr

Tyr

Ala



Gly

Gly

145

Gly

Trp

Thr

Met

Cys

225

Arg

Gln

His

Val

Tyr

305

Gln

Gly

Gly

Arg

130

Gln

Gly

Thr

Ser

Met

210

Thr

Ile

Cys

Thr

Arg

290

Gly

Trp

Asn

Asn

115

Gly

Ser

Tyr

Cys

Tyr

195

Val

Ser

Gly

Ile

Ser

275

Ala

His

Leu

Gly

Ser
355

Arg

Tyr

Met

Lys

180

val

Asp

Arg

Asp

Cys

260

Val

Ala

Cys

Lys

Val

340

Asn

Ile

Lys

Leu

165

Pro

val

Cys

Asn

Thr

245

Thr

Gln

Val

val

Thr

325

Ser

Gly

Ser
Ile
150
Glu
Ile
Gly
Thr
Arg
230
Trp
Gly
Thr
Tyr
Thr
310
Gln

Cys

Glu

Cys

135

Gly

Cys

Ala

Glu

Cys

215

Cys

Ser

Asn

Thr

Gln

295

Asp

Gly

Gln

Pro

120

Thr

Asp

vVal

Glu

Thr

200

Leu

Asn

Lys

Gly

Ser

280

Pro

Ser

Asn

Glu

Cys

360
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Ile

Thr

Cys

Lys

185

Trp

Gly

Asp

Lys

Arg

265

Ser

Gln

Gly

Lys

Thr

345

Val

Ala

Trp

Leu

170

Cys

Glu

Glu

Gln

Asp

250

Gly

Gly

Pro

val

Gln

330

Ala

Leu

Asn

Arqg

155

Gly

Phe

Lys

Gly

Asp

235

Asn

Glu

Ser

His

val

315

Met

Val

Pro

65

Arg

140

Arg

Asn

Asp

Pro

Ser

220

Thr

Arg

Trp

Gly

Pro

300

Tyr

Leu

Thr

Phe

125

Cys

Pro

Gly

Tyr

205

Gly

Arg

Gly

Lys

Pro

285

Gln

Ser

Cys

Gln

Thr
365

His

His

Lys

Ala

190

Gln

Arg

Thr

Asn

Cys

270

Phe

Pro

val

Thr

Thr

350

Tyr

Glu

Gly

175

Ala

Gly

Ile

Ser

Leu

255

Glu

Thr

Pro

Gly

Cys

335

Tyr

Asn

Gly

1 Thr

160

Glu

Gly

Trp

Thr

Tyr

240

Leu

Arg

Asp

Pro

Met

320

Leu

Gly

Gly



Arg

Trp

385

Cys

Gly

Asp

Thr

Ala

465

Gly

Thr

Gln

Asp

Cys

545

Cys

Glu

Gly

Thr

370

Cys

Thr

Ala

Cys

Gln

450

His

Asp

Cys

Leu

Thr

530

Phe

Gln

Lys

Ile

Phe

Ser

Asp

Leu

Thr

435

Asn

Glu

Gln

Val

Arg

515

Phe

Gly

Asp

Tyr

Gly
595

Tyr
Thr
His
Cys
420
Ser
Tyr
Glu
Trp
Gly
500
Asp
His
Gln
Ser
Val

580

Glu

Ser

Thr

Thr

405

His

Glu

Asp

Ile

Asp

485

Asn

Gln

Lys

Gly

Glu

565

His

Trp

Cys

Ser

390

Val

Phe

Gly

Ala

Cys

470

Lys

Gly

Cys

Arg

Arg

550

Thr

Gly

His

Thr

375

Asn

Leu

Pro

Arg

Asp

455

Thr

Gln

Arg

Ile

His

535

Gly

Gly

Val

Cys

Thr

Tyr

vVal

Phe

Arg

440

Gln

Thr

His

Gly

Val

520

Glu

Arg

Thr

Arg

Gln
600

ES 2452929 T3

Glu

Glu

Gln

Leu

425

Asp

Lys

Asn

Asp

Glu

505

Asp

Glu

Trp

Phe

Tyr

585

Pro

Gly

Gln

Thr

410

Tyr

Asn

Phe

Glu

Met

490

Trp

Asp

Gly

Lys

Tyr

570

Gln

Leu

Arg

Asp

395

Arg

Asn

Met

Gly

Gly

475

Gly

Thr

Ile

His

Cys

555

Gln

Cys

Gln

66

Gln

380

Gln

Gly

Asn

Lys

Phe

460

Val

His

Cys

Thr

Met

540

Asp

Ile

Tyr

Thr

Asp

Lys

Gly

His

Trp
445

Cys

Met

Met

Ile

Iyr

525

Leu

Pro

Gly

Cys

Tyr
605

Gly

Tyr

Asn

Asn

430

Cys

Pro

Tyr

Met

Ala

510

Asn

Asn

Val

Asp

Tyr

590

Pro

His

Ser

Ser

415

Tyr

Gly

Met

Arg

Arg

495

Tyr

val

Cys

Asp

Ser

575

Gly

Ser

Leu

Phe

400

Asn

Thr

Thr

Ala

Ile

480

Cys

Ser

Asn

Thr

Gln

560

Trp

Arg

Ser



Ser

Ser

625

Tyr

Ala

Pro

His

Pro

705

Leu

Val

Glu

Pro

Lys

785

Leu

Pro

Arg

Gly

610

His

Ile

Thr

Gly

Gln

690

Val

Val

Val

Tyr

Ser
770

Tyr

Ile

Thr

Pro

Pro

Pro

Leu

Ile

Val

675

Glu

Thr

Ala

Ser

Glu

755

Thr

Ile

Leu

Val

Gln
835

Val

Ile

Arg

Pro

660

Val

Val

Ser

Thr

Trp

740

Leu

Ala

Val

Ser

Asp

820

Ala

Glu
Gln
Trp
645
Gly
Tyr
Thr
Asn
Ser
725
Val
Ser
Thr
Asn
Thr
805

Gln

Pro

val

Trp

630

Arg

His

Glu

Arg

Thr

710

Glu

Ser

Glu

Ser

Val

790

Ser

Val

Ile

Phe

615

Asn

Pro

Leu

Gly

Phe

695

Val

Ser

Ala

Glu

val

775

Tyr

Gln

Asp

Thr

Ile

Ala

Lys

Asn

Gln

680

Asp

Thr

Val

Ser

Gly

760

Asn

Gln

Thr

Asp

Gly
840
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Thr

Pro

Asn

Ser

665

Leu

Phe

Gly

Thr

Asp

745

Asp

Ile

Ile

Thr

Thr

825

Tyr

Glu

Gln

Ser

650

Tyr

Ile

Thr

Glu

Glu

730

Thr

Glu

Pro

Ser

Ala

810

Ser

Arg

Thr

Pro

635

Val

Thr

Ser

Thr

Thr

715

Ile

Val

Pro

Asp

Glu

795

Pro

Ile

Ile

67

Pro

620

Ser

Gly

Ile

Ile

Thr

700

Thr

Thr

Ser

Gln

Leu

780

Asp

Asp

Val

Val

Ser
His
Arg
Lys
Gln
685
Ser
Pro
Ala
Gly
Tyr
765
Leu
Gly
Ala

Val

Tyr
845

Gln

Ile

Trp

Gly

670

Gln

Thr

Phe

Ser

Phe

750

Leu

Pro

Glu

Pro

Arg

830

Ser

Pro

Ser

Lys

655

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ser

735

Arg

Asp

Gly

Gln

Pro

815

Trp

Pro

Asn

Lys

640

Glu

Lys

Gly

Thr

Pro

720

Phe

Val

Leu

Arg

Ser

800

Asp

Ser

Ser
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Val Glu Gly Ser Ser Thr Glu Leu Asn Leu Pro Glu Thr Ala Asn Ser
850 855 . 860

val Thr Leu Ser Asp Leu Gln Pro Gly Val Gln Tyr Asn Ile Thr Ile
865 870 875 880

Tyr Ala Val Glu Glu Asn Gln Glu Ser Thr Pro Val Val Ile Gln Gln
885 890 895

Glu Thr Thr Gly Thr Pro Arg Ser Asp Thr Val Pro Ser Pro Arg Asp
900 905 910

Leu Gln Phe Val Glu Val Thr Asp Val Lys Val Thr Ile Met Trp Thr
915 920 925

Pro Pro Glu Ser Ala Val Thr Gly Tyr Arg Val Asp Val Ile Pro Val
930 935 9240

Asn Leu Pro Gly Glu His Gly Gln Arg Leu Pro Ile Ser Arg Asn Thr
945 950 955 960

Phe Ala Glu Val Thr Gly Leu Ser Pro Gly Val Thr Tyr Tyr Phe Lys
965 970 975

Val Phe Ala Val Ser His Gly Arg Glu Ser Lys Pro Leu Thr Ala Gln
980 985 990

Gln Thr Thr Lys Leu Asp Ala Pro Thr Asn Leu Gln Phe Val Asn Glu
995 1000 1005

Thr Asp Ser Thr vVal Leu Val Arg Trp Thr Pro Pro Arg Ala Gln
1010 1015 1020

Ile Thr Gly Tyr Arg Leu Thr Val Gly Leu Thr Arg Arg Gly Gln
1025 1030 ' 1035

Pro Arg Gln Tyr Asn Val Gly Pro Ser Val Ser Lys Tyr Pro Leu
1040 1045 1050

Arg Asn Leu Gln Pro Ala Ser Glu Tyr Thr VvVal Ser Leu Val Ala
1055 1060 1065

Ile Lys Gly Asn Gln Glu Ser Pro Lys Ala Thr Gly Val Phe Thr
1070 1075 1080

Thr Leu Gln Pro Gly Ser Ser Ile Pro Pro Tyr Asn Thr Glu Val

68



Thr
>
Arg
Thr
Gly
Leu
Gly
Thr
Asn
Phe
Thr
Ile
Thr
Thr

Ile

1085

Glu
1100

Phe
1115

Glu
1130

Pro
1145

Gln

1160

Ser
1175

val
1190

Gly
1205

Ser
1220

Asp
1235

val
1250

Pro
1265

Asp
1280

Ile

1295

Pro
1310

Thr

Lys

val

Gly

Glu

Pro

Leu

Tyr

Leu

Asn

Lys

Glu

Ser

Ile

Ile

Thr

Leu

Thr

Val

Arg

Pro

Thr

Arg

Glu

Leu

Asp

Val

Ser

Gly

Phe

Ile

Gly

Ser

Glu

aAsp

Thr

Val

Ile

Glu

Ser

Asp

Pro

Ile

Tyr

Glu

Val

Val

Asp

Tyr

Ala

Asn

Ser

Thr

vVal

Pro

Lys

Gln

Gly

Arg

Asp

1090

Ile
1105

Arg
1120

Ser
1135

Val
1150

Pro
1165

Leu
1180

Trp
1195

Thr
1210

val
1225

Gly
1240

Glu
1255

Leu
1270

Leu
1285

Ile
1300

Phe
1315
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Thr

Pro

Gly

Tyr

Ile

His

Glu

Thr

His

Leu

Ser

Thr

Arg

Thr

Val

Trp

Ser

Ser

Thr

Val

Leu

Arg

Pro

Ala

Glu

Val

Asp

Trp

val

Asp

Thr

Gln

Ile

Ile

Asn

Glu

Ser

Thr

Asp

Tyr

Pro

Leu

Thr

val

Ser

69

Pro

Gly

Val

Gln

Lys

Ala

Thr

Asn

Gln

Asn

Ile

Ser

Pro

Ala

Ser

1095

Ala
1110

Gly
1125

Val
1140

Val
1155

Val
1170

Asn
1185

Thrx
1200

Gly
1215

Ser
1230

Val
1245

Ser
1260

Phe
1275

Leu
1290

Ala
1305

Val
1320

Pro

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

Pro

Gln

Ser

Serxr

Asp

Val

Asn

Gly

Gly

Arg

Ala

Gly

Arg

Thr

Asp

Asp

Gln

Cys

Val

Thr

Asp

Ser

Glu

Tyr

Ile

Pro

Leu

Asp

Pro

Thr

Ile

Gly

Thr

Tyr

Ile

Ile

Ser

Gly

Tyr



Thr

Ile

Gln

Ile

Ile

Glu

Val

Val

Arg

Asp

Ala

Ser

Ile

Ile

Gln

val
1325

Thr
1340

Gln
1355

Gly
1370

Asp
1385

Glu
1400

Val
1415

Ser
1430

Gln
1445

Ile
1460

Thr
1475

Gly
1490

Thr
1505

Val
1520

Gln
1535

Thr

Leu

Thr

Pro

Leu

Asp

Leu

Ser

Lys

Thr

Ile

Arg

Leu

Ala

Ser

Gly

Ile

Ala

Asp

Thr

val

Thr

vVal

Thr

Ala

Thr

Pro

Thr

Leu

Thr

Leu

Asn

val

Thr

Asn

Ala

Asn

Tyr

Gly

Asn

Gly

Arg

Asn

Asn

Val

Glu

Gly

Pro

Met

Phe

Glu

Leu

Glu

Leu

Ser

Tyr

Glu

Leu

Gly

Ser

Pro
1330

Gly
1345

Pro
1360

Arg
1375

Leu
1390

Leu
1405

Leu
1420

Gln
1435

Asp
1450

Phe
1465

Arg
1480

Asp
1495

Thr
1510

Arg
1525

Asp
1540
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Gly

Glu

Pro

Val

Val

Ser

Pro

His

Ser

Thr

Ile

Arg

Pro

Glu

Val

Ile

Ser

Thr

Thr

Arg

Ile

Gly

Glu

Pro

Val

Arg

Val

Gly

Glu

Pro

Asp Tyr

Ala Pro

Asp Leu

Trp Ala

Tyr Ser

Ser Pro

Thr Glu

Ser Thr

Thr Gly

His Trp

His His

Pro His

Thr Glu

Ser Pro

Arg Asp

70

Asp
1335

Thr
1350

Arg
1365

Pro
1380

Pro
1395

Ser
1410

Tyr
1425

Pro
1440

Ile
1455

Ile
1470

Pro
1485

Ser
1500

Tyr
1515

Leu
1530

Leu
1545

Ile

Thr

Phe

Pro

vVal

Asp

val

Leu

Asp

Ala

Glu

Arg

val

Leu

Glu

Ser

Leu

Thr

Pro

Lys

Asn

Val

Arg

Phe

Pro

His

Asn

Val

Ile

Val

val

Thr

Asn

Ser

Asn

Ala

Ser

Gly

Ser

Arg

Phe

Ser

Ser

Gly

Val



Ala

Val

Asn

Ala

val

Pro

Met

Leu

Pro

Asp

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

Ala
1550

Thr
1565

Ser
1580

Thr
1595

TIyr
1610

Ile
1625

Gln

-1640

Pro
1655

Lys
1670

Gln
1685

vVal
1700

Leu
1715

Ala
1730

Ser
1745

Pro
1760

Thr

Val

Pro

Ile

Ala

Ser

vVal

Ser

Asn

Thr

Val

Val

Phe

Pro

Glu

Pro

Arg

val

Ser

vVal

Ile

Thr

Ser

Gly

Glu

Ser

Gln

Thr

Gln

Asp

Thr

Tyr

Gln

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Pro

Met

Val

Thr

Asp

Gly

Gly

Ser

Tyr

Glu

Leu

Gly

Tyr

val

Pro

Gly

Thr

Tyr

Ala

vVal

Gln

Ile

Leu
1555

Arg
1570

Phe
1585

Lys
1600

Arg
1615

Arg
1630

Gln
1645

Val
1660

Pro
1675

Ile
1690

Ala
1705

Val
1720

Asp
1735

Val
1750

His
1765
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Leu

Ile

Thr

Pro

Gly

Thr

Asp

Thr

Thr

Glu

Gln

Thr

vVal

Ser

Glu

Ile

Thr

val

Gly

Asp

Glu

Asn

Gly

Lys

Gly

Asn

Asn

Asp

Arg

Leu

Ser

Tyr

Pro

Val

Ser

Ile

Ser

Tyr

Thr

Leu

Pro

Ile

Ser

Tyr

Phe

Trp

Gly

Gly

Asp

Pro

Asp

Ile

Arg

Lys

Gln

Ser

Asp

Ile

Arg

Pro

71

Asp
1560

Glu
1575

Ser
1590

Tyr
1605

Ala
1620

Lys
1635

Ser
1650

Val
1665

Thr
1680

Pro
1695

Gly
1710

Arg
1725

Lys
1740

Val
1755

Ala
1770

Ala

Thr

Lys

Thr

Ser

Pro

Val

Thr

Ala

Thr

Glu

Pro

Ile

Thr

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo que se une de manera especifica a endosialina y
que inhibe la interaccion de la endosialina expresada en la superficie de una célula con el colageno o la fibronectina,
para el uso en la inhibicién de la neovascularizacion o la angiogénesis en una neoplasia en un sujeto.

2. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun la reivindicacion 1, en el que
dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno no se une a la endosialina murina.

3. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun cualquier reivindicacion
precedente, en el que el valor de la afinidad de unién de dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno para
endosialina es menor de 1 x 107 M.

4. Un anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo para el uso segun cualquier reivindicacion
precedente, en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién al antigeno es un anticuerpo quimérico o fragmento de
union al antigeno, o es un anticuerpo humanizado o fragmento de unién al antigeno.

5. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun cualquier reivindicacion
precedente, en el que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno comprende una cadena pesada que
comprende la CDR1 de SEQ ID N°:28, CDR2 de SEQ NO:30 y CDR3 de SEQ ID N°:32, y una cadena ligera que
comprende la CDR1 de SEQ ID N°:13, CDR2 de SEQ ID N°:15 y CDR3 de SEQ ID N°:17.

6.  Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun la reivindicacion 5, en el que el
anticuerpo o fragmento de unién al antigeno comprende una cadena pesada que comprende un dominio variable de
SEQ ID N°: 34 y una cadena ligera que comprende un dominio variable de SEQ ID N°: 19.

7. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun la reivindicacion 6, en el que el
anticuerpo o fragmento de union al antigeno comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N°:22 6 26 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:
1.

8. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun cualquier reivindicacion
precedente, en el que el anticuerpo es producido por células que tienen el n° de acceso de la ATCC PTA-7554 o el
n° de acceso de la ATCC PTA-9017.

9. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun cualquier reivindicacion
precedente, en el que dicha célula es una célula de mamifero.

10. Un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo para el uso segun cualquier reivindicacion
precedente, en el que dicha célula es una célula neoplasica.
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Fluorescencia media

ES 2452929 T3

Expresion de integrina g1 total en células 293T y 293T/TEM1 +/- M4

250
2001--F===g-———-—-—————-—— - —————— -
604-—  foo-— T pome]  foe -
100+-—-+4 F-——-——"1 1 -1 -——1

50— oo beoeef  pee— -

0 T T l
2037 2031 /TEM 20T 2931/ TEM
“ w4 - ¥ M4 -

715 1A

90



Fluorescencia media
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