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DESCRIPCIÓN

Genes reguladores de la angiogénesis, preparaciones farmacéuticas que los contienen y sus aplicaciones

La presente invención pertenece al dominio de las composiciones farmacéuticas útiles para el tratamiento de 
patologías que resultan de una desregulación del mecanismo de la angiogénesis.

Se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden por una parte secuencias de nuevos genes, cuya función 5
no ha sido identificada hasta la fecha y cuya implicación en el mecanismo de la angiogénesis ha sido demostrada 
por primera vez por el solicitante y por otra parte secuencias de genes, de los cuales al menos una de sus funciones 
ha sido identificada previamente, pero cuya implicación como genes que codifican los constituyentes celulares de la 
célula endotelial en el mecanismo de la angiogénesis, ha sido demostrada por primera vez en los trabajos realizados 
por el solicitante en el marco de la presente invención. Estos genes se identifican por sus secuencias nucleotídicas 10
en la lista de secuencias adjunta. La presente invención se refiere también a las secuencias polipeptídicas de los 
factores codificados por dichos genes que encuentran aplicación en el estudio clínico del proceso de la 
angiogénesis, en el pronóstico, diagnóstico y tratamiento de patologías ligadas a este proceso, así como en la 
realización de ensayos farmacológicos, farmacogenómicos, o farmacosignalíticos.

La angiogénesis es un proceso fundamental por el cual se forman nuevos vasos sanguíneos. Este proceso es 15
esencial en varios fenómenos fisiológicos normales tales como la reproducción, el desarrollo o incluso la 
cicatrización. En estos fenómenos biológicos normales, la angiogénesis está bajo estricto control, es decir, que se 
desencadena durante un breve período, algunos días, y después se inhibe completamente. Sin embargo, diversas 
patologías están relacionadas con una angiogénesis invasiva e incontrolada. La artritis, por ejemplo, es una 
patología debida al daño causado a los cartílagos por los neovasos invasivos. En la retinopatía diabética, la invasión 20
de la retina por los neovasos lleva a la ceguera de los enfermos; la neovascularización del aparato ocular es la 
principal causa de ceguera y esta neovascularización es predominante en una veintena de enfermedades oculares. 
Por último, el crecimiento y la metástasis de los tumores están directamente relacionados con la neovascularización 
y son dependientes de la angiogénesis. El tumor estimula el crecimiento de los nuevos vasos sanguíneos para su 
propio crecimiento. Además, estos neovasos son las vías de escape de los tumores para alcanzar el sistema 25
circulatorio sanguíneo y provocar las metástasis en sitios remotos tales como el hígado, el pulmón o los huesos.

En otras patologías tales como las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades de las arterias periféricas y 
las lesiones vasculares o cerebrales, la angiogénesis puede presentar una base terapéutica importante. En efecto, la 
promoción de la angiogénesis en las áreas dañadas puede llevar a la formación de nuevos vasos sanguíneos 
laterales y alternativos a los vasos dañados, suministrando de este modo la sangre y por lo tanto el oxígeno y otros 30
factores nutrientes y biológicos necesarios para la supervivencia de los tejidos afectados.

La formación de nuevos vasos sanguíneos por las células endoteliales implica la migración, el crecimiento, y la 
diferenciación de las células endoteliales. La regulación de estos fenómenos biológicos está directamente 
relacionada con la expresión genética. En términos de angiogénesis, un número creciente de estudios demuestran 
que la regulación de la angiogénesis se realiza a través de un equilibrio entre los factores que actúan directamente 35
sobre las células endoteliales. Estos factores pueden ser estimulantes, por una parte, tales como, entre otros, el 
VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), el FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), la IL-8 (interleucina 
8), el HGF/SF (factor de crecimiento de hepatocitos/factor disperso), el PDGF (factor de crecimiento derivado de 
plaquetas). Los factores también pueden ser inhibidores, tales como, entre otros, IL-10, IL-12, gro-α y gro-β, el factor 
plaquetario 4, la angiostatina, el inhibidor derivado de condrocitos humanos, la trombospondina, el factor inhibidor de 40
la leucemia. (Jensen, 1998, Surg. Neural., 49, 189-195; Tamatani et al., 1999, Carcinogenesis, 20, 957-962; Tanaka 
et al., 1998, Cancer Res., 58, 3362-3369; Ghe et al., 1997, Cancer Res., 57, 3733-3740; Kawahara et al., 1998, 
Hepatology, 28, 1512-1517; Chandhuni et al., 1997, Cancer Res., 57, 1814-1819; Jendraschak and Sage, 1996, 
Semin. Cancer Biol., 7, 139-146; Majewski et al., 1996, J. Invest. Dermatol., 106, 1114-1119).

La regulación de la angiogénesis tal como se describe actualmente se realiza a través de un equilibrio de dos tipos 45
de factores:

- los factores angiogénicos (polipéptidos extracelulares, en su mayoría mitógenos) que actúan directamente sobre 
las células endoteliales induciendo la angiogénesis.

- los factores angiostáticos (polipéptidos extracelulares, también en su mayoría mitógenos o que actúan sobre la 
mitogénesis) que actúan también directamente sobre las células endoteliales para inhibir la angiogénesis.50

El equilibrio entre estos dos tipos de factores extracelulares regula la angiogénesis. Se observa en este punto, que el
control de la angiogénesis se realiza por la producción de factores angiogénicos y factores angiostáticos. Por 
ejemplo, ya se ha demostrado que la estimulación de las células endoteliales por un factor angiogénico induce la 
expresión 1) del activador del plasminógeno tipo urocinasa (uPA) y de su inhibidor PAI-I (Pepper et al., 1990, J. Cell 
Biol. 111(2), 743-55; Pepper et al., 1996, Enzyme Protein, 49(1-3), 138-62), 2) de las metaloproteinasas de la matriz 55
(las MMP) y de inhibidores fisiológicos de la actividad de estas MMP (TIMPs) (Cornelius et al., 1995, J. Invest. 
Dermatol., 105(2), 170-6; Jackson and Nguyen, 1997, Int. J. Biochem. Cell Biol. 29(10), 1167-1177), 3) de los 
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inhibidores tales como la angiopoyetina-2 (Ang-2) o la trombospondina-1 (TSP-1) (Mandriota and Pepper, 1998, Circ. 
Res. 83, 852-859; Oh et al., 1999, J. Biol. Chem., 274(22), 15732-9; Suzuma et al., 1999, American Journal of 
Pathology, 154, 343-354). Por lo tanto, parece que normalmente una célula endotelial en el estado angiogénico 
produce factores angiogénicos, pero también factores angiostáticos. La producción de estos últimos permite 
controlar la angiogénesis.5

En paralelo a esta operación, las células endoteliales estimuladas por un factor angiostático producen factores 
angiostáticos pero también factores angiogénicos para controlar el estado angiostático. Este fenómeno ha sido ya 
descrito en otros tipos de células productoras de factores implicados en la angiogénesis, que cuando son 
estimuladas por un factor angiostático tal como el interferón-gamma producen factores angiogénicos y factores 
angiostáticos (Kobayashi et al, 1995, Immunopharmacology 31(1), 93-101; Arkins et al., 1995, Mol. Endocrinol., 9(3), 10
350-60; Kodelja et al., 1997, Immunobiology, 197(5), 478-93).

En la presente invención, el solicitante ha demostrado que la estimulación de las células endoteliales por un factor 
angiostático lleva a la expresión de genes que codifican los constituyentes celulares implicados en la promoción de 
la angiogénesis.

Por lo tanto, la estimulación de las células endoteliales por un factor angiogénico o por un factor angiostático puede 15
inducir tanto una como otra, la expresión de reguladores positivos y negativos de la angiogénesis.

El control de la angiogénesis representa por tanto un eje estratégico, a la vez que una investigación fundamental, 
con el fin de mejorar la comprensión de numerosos fenómenos patológicos asociados con la angiogénesis, es 
también una base para el desarrollo de nuevas terapias destinadas a tratar las patologías asociadas con la 
angiogénesis.20

Con el fin de controlar la angiogénesis, varios grupos farmacéuticos han desarrollado estrategias terapéuticas 
basadas directamente en el uso de señales paracrinas, los factores estimuladores e inhibidores, como agentes para 
promover o inhibir la angiogénesis. Estas estrategias se basan esencialmente en el uso de estos factores bajo su 
forma polipeptídica como agentes estimuladores o inhibidores de la angiogénesis, o incluso más recientemente, bajo 
la forma de vectores de expresión que codifican los factores seleccionados.25

Se ha desarrollado un procedimiento que permite la identificación de nuevos genes implicados en la regulación de la 
angiogénesis. Dicho procedimiento ha sido objeto de una solicitud de patente francesa publicada con el número 
FR2798674 y de una solicitud de patente internacional PCT publicada con el número WO01/21831. Este método 
tiene la particularidad de traducir fielmente el mecanismo íntimo que regula la angiogénesis teniendo en cuenta 
todos los factores extracelulares descritos como agentes reguladores de la angiogénesis, es decir, los factores 30
angiogénicos, los factores angiostáticos, así como los diferentes componentes de la matriz extracelular. Esta 
metodología consiste en emplear estos diferentes factores extracelulares a través de cuatro condiciones 
experimentales bien definidas. Las células endoteliales se cultivan sobre un componente y/o una mezcla bien 
definida de varios componentes de la matriz extracelular y se ponen bajo las cuatro condiciones experimentales, a 
saber:35

Una condición de control en la que las células endoteliales no son estimuladas.

Una condición angiogénica en la que las células endoteliales son estimuladas por uno o más factores angiogénicos.

Una condición de inhibición de la angiogénesis, en la que las células endoteliales son estimuladas por uno o más 
factores angiogénicos y puestas en presencia de uno o más factores angiostáticos.

Otra condición de control en la que las células endoteliales son estimuladas por uno o más factores angiostáticos.40

Estas cuatro condiciones permiten obtener preparaciones de ARNm específicas de la angiogénesis a saber, del 
estado angiogénico y/o la inhibición de la angiogénesis y permiten detectar los genes que codifican los 
constituyentes celulares implicados en la regulación de la angiogénesis, incluyendo los reguladores positivos y los 
reguladores negativos. Así pues, el procedimiento descrito antes permite el cribado sistemático de todos los factores 
angiogénicos y angiostáticos así como de los diferentes componentes de la matriz extracelular con el fin de revelar e 45
identificar los genes que codifican los constituyentes celulares implicados en la regulación de la angiogénesis. 
Además, dado que la expresión génica se puede analizar a lo largo de la cinética de la formación de nuevos vasos 
sanguíneos por las células endoteliales, este enfoque constituye una metodología in vitro que permite relacionar la 
expresión génica con los parámetros funcionales biológicos de la angiogénesis.

La identificación de los cinco genes descritos más adelante se ha llevado a cabo según la metodología descrita 50
anteriormente, utilizando los factores angiogénicos y angiostáticos, así como el colágeno tipo I como componente de 
la matriz extracelular para reproducir las cuatro condiciones experimentales.

El solicitante ha demostrado la implicación de estos cinco nuevos genes identificados por las secuencias SEQ ID Nº 
1 a SEQ ID Nº 5 de la lista de secuencias adjunta, en el mecanismo de regulación de la angiogénesis.
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Según un modo particular de realización, la composición farmacéutica de la invención comprende como compuesto 
activo al menos una secuencia nucleotídica tal como la descrita en la reivindicación 1.

Según la presente invención, se deben considerar como secuencias equivalentes, las secuencias nucleotídicas que 
presentan modificaciones estructurales menores, que no modifican su función, tales como deleciones, mutaciones o 
adiciones de bases, cuya identidad es al menos del 90 % con las secuencias nucleotídicas identificadas con los 5
números SEQ ID Nº 1 a SEQ ID Nº 5 y SEQ ID Nº 27 a SEQ ID Nº 30 en la lista de secuencias adjunta.

Según otro modo particular de realización, la composición farmacéutica, reguladora de la angiogénesis, comprende 
al menos una secuencia inhibidora de la angiogénesis.

Según un modo particular de realización, la composición farmacéutica de la invención comprende una o más 
secuencias inhibidoras de la angiogénesis tal como la descrita en la reivindicación 2.10

Preferiblemente, la composición farmacéutica de la invención comprende una secuencia antisentido seleccionada de 
la SEQ ID Nº 11, en la lista de secuencias adjunta.

La invención tiene también por objeto una composición farmacéutica destinada al diagnóstico, al pronóstico y/o al 
tratamiento de patologías asociadas con la angiogénesis, caracterizada porque comprende al menos una secuencia 
polipeptídica tal como la descrita en la reivindicación 1.15

Según la presente invención, se deben considerar como secuencias equivalentes, las secuencias polipeptídicas que 
presentan modificaciones estructurales menores, que no modifican su función, tales como deleciones, mutaciones o 
adiciones de residuos de aminoácidos, cuya identidad es al menos del 85 %, preferiblemente al menos del 90 % con 
las secuencias polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 6 a SEQ ID Nº10 o con las secuencias 
polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 31 a SEQ ID Nº 34 en la lista de secuencias adjunta.20

Otro objeto de la invención se refiere a las secuencias nucleotídicas antisentido de las secuencias nucleotídicas 
identificadas con los números SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ ID Nº 25 en la lista de secuencias adjunta.

En el marco de la presente invención, se comprende por secuencia antisentido: toda secuencia de ADN de al menos 
10 meros, complementaria de un ARNm que al hibridarse con una porción de la secuencia de ARNm inicial inhibe su 
expresión, es decir, su traducción en una proteína.25

Muy preferiblemente, la invención tiene por objeto las secuencias antisentido que tienen una identidad al menos del 
85 %, preferiblemente al menos del 95 % con una secuencia seleccionada entre las secuencias identificadas con los 
números SEQ ID Nº 11 a SEQ ID Nº 14 en la lista de secuencias adjunta.

La invención tiene también por objeto un vector de expresión de mamífero que comprende al menos una secuencia 
antisentido definida anteriormente.30

Según modos de realización preferidos, dicho vector de expresión de mamífero comprende al menos una secuencia 
antisentido de al menos una de las secuencias identificadas con los números SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ ID 
Nº 28 en la lista de secuencias adjunta, así como un promotor que permite la expresión de dicho ADN antisentido.

Más particularmente, dicho vector se selecciona entre el grupo de vectores GS-V1, identificados por su secuencia 
que lleva el número SEQ ID Nº 15 en la lista de secuencias adjunta.35

Además, la introducción de dicha secuencia antisentido identificada con el número SEQ ID N º 11 en la lista de 
secuencias adjunta, o de uno de sus homólogos en vectores de expresión de mamífero y la inserción posterior de 
dichos vectores en las células de mamífero permite la obtención de líneas celulares que sub-expresan los genes que 
intervienen en el mecanismo de la angiogénesis.

También, para la construcción de estos vectores, se diseñan cebadores específicos para cada una de las 40
secuencias identificadas. Estos cebadores comprenden en sus extremos los sitios de restricción no contenidos en el 
fragmento clonado y presentes en la región de multisitios del vector de expresión.

Los cebadores particularmente preferidos se indican en la Tabla I (véase Material y métodos) y se identifican con los 
números de secuencias SEQ ID Nº 19 a SEQ ID Nº 26 en la lista de secuencias adjunta.

La invención tiene también por objeto un vector de expresión de mamífero que comprende al menos una secuencia 45
nucleotídica seleccionada del conjunto de secuencias identificadas con los números SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y 
SEQ ID Nº 28 en la lista de secuencias adjunta, o uno de sus fragmentos.

Estas construcciones son útiles, por una parte para preparar composiciones terapéuticas destinadas al tratamiento, 
por terapia celular, de trastornos angiogénicos, y por otra parte para verificar la eficacia de un tratamiento de un 
trastorno angiogénico en un mamífero, especialmente en un ser humano, o incluso para verificar la funcionalidad de 50
los genes eventualmente implicados en el mecanismo de la angiogénesis, en dicho mamífero.
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Otro objeto de la invención es un método de preparación de una proteína codificada por al menos uno de los genes 
cuyas secuencias se identifican con los números SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ ID Nº 28 en la lista de 
secuencias adjunta o uno de sus fragmentos.

Estas proteínas identificadas por las secuencias SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 en la lista de 
secuencias adjunta, o sus fragmentos, se pueden producir bajo la forma de proteínas recombinantes in vitro,5
introduciendo en un hospedante adecuado un vector de expresión correspondiente adecuado, y después se 
purifican y se utilizan a continuación como un agente terapéutico.

Dicho método de preparación de una proteína recombinante comprende las etapas de:

a) la construcción de un vector de expresión que comprende al menos una secuencia entre las identificadas con los
números SEQ ID Nº 1 a SEQ ID Nº 5 y SEQ ID Nº 27 a SEQ ID Nº 30 en la lista de secuencias adjunta o uno de sus 10
fragmentos.

b) la introducción de dicho vector en un hospedante celular,

c) el cultivo de dichas células en un medio adecuado,

d) la purificación de las proteínas expresadas o de uno de sus fragmentos.

La invención se refiere también a una proteína recombinante obtenida por el método anterior.15

La invención tiene también por objeto una composición terapéutica que comprende dicha proteína recombinante.

A título de ejemplo, los sistemas de expresión de proteínas recombinantes en bacterias tales como E. coli se pueden 
utilizar para expresar proteínas o polipéptidos no glucosilados.

La secuencia codificante o una secuencia parcial del gen de interés se amplifica por PCR utilizando cebadores 
específicos de este gen que tienen en los extremos sitios de enzimas de restricción con preferencia diferentes para 20
permitir la orientación del gen en el vector de expresión. El ADN amplificado se purifica y después se digiere por las 
enzimas de restricción y a continuación se inserta mediante unión al vector de expresión previamente digerido por 
las mismas enzimas de restricción. Se pueden utilizar un gran número de vectores, tales como el vector pBR322 
(Bolivar et al., Gene 2 (1977) 95-113) o sus derivados, que contienen, por ejemplo, el promotor de la ARN 
polimerasa del bacteriófago T7 para un alto nivel expresión, o como el plásmido pET3a (Studier and Moffatt, 1986, J. 25
Mol. Biol., 189(1): 113-30), que contiene preferiblemente las secuencias que codifican los marcadores de selección 
(resistencia a los antibióticos), un sitio múltiple de clonaciones que contiene los sitios de enzimas de restricción 
adecuados para la inserción del ADN, el sistema de célula/hospedante es con preferencia un sistema inducible tal 
como el utilizado para el radiomarcado in vivo del factor de crecimiento FGF2 (Colin et al., 1997, Eur. J. Biochem, 
249, 473-480), y previamente descrito por Patry et al (1994, FEBS Lett, 349 (1): 23-8), y puede contener también 30
una región que codifica una cola de polihistidina en el extremo del polipéptido de interés para facilitar la purificación.

El ADN amplificado se liga en el plásmido que se transforma en la bacteria según el método descrito por Sambrook 
et al. (1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY.). Las células transformadas se extienden sobre el medio agar LB que contiene los antibióticos, las 
colonias resistentes a los antibióticos se controlan entonces por PCR y después se analizan en gel. El ADN 35
plasmídico se puede aislar y después secuenciar para confirmar la construcción. La producción y la purificación de la 
proteína recombinante se pueden realizar como se ha descrito (Patry et al., 1994, FEBS Lett, 349(1): 23-8), 473-
480). Brevemente, una colonia aislada se inocula en el medio de cultivo líquido tal como el medio caldo LB con la 
adición de antibióticos. Después de una noche de incubación, se puede utilizar el pre-cultivo para sembrar un cultivo 
de mayor volumen. Se induce entonces la expresión del polipéptido, se desarrollan las células durante unas horas y 40
después se recogen por centrifugación. El sedimento celular se puede lisar por agentes químicos conocidos en la 
técnica o mecánicamente. por ejemplo. por sonicación. La proteína se puede purificar gracias a sus propiedades 
fisicoquímicas como se describe para la purificación de FGF2 recombinante (Colin et al 1997 Eur. J. Biochem., 249, 
473-480) o si la proteína está marcada con una cola de polihistidina, se puede purificar a través de esta cola por 
inmovilización sobre un soporte quelante de iones metálicos como se ha descrito previamente (Tang et al., Protein 45
Expr. Purif. 1997 Dec. 11(3): 279-83).

A título de ejemplo, se pueden utilizar sistemas de expresión de proteínas recombinantes para expresar polipéptidos 
que tienen modificaciones post-traduccionales como la glucosilación, tales como sistemas eucariotas (levaduras, 
plantas, insectos).

Así pues, la proteína recombinante se puede producir por ejemplo en la levadura Pichia pastoris como ha sido 50
descrito por Sreekrishna et al (1988, J. Basic Microbiol. 28(4): 265-78). El ADN amplificado será introducido de la 
misma forma después de digestión y ligación en un vector de expresión de Pichia pastoris, que contiene 
preferiblemente una secuencia que codifica un marcador de selección (Scorer et al., Biotechnology (NY) 1994 Feb; 
12(2): 181-4). La proteína puede ser o bien intracelular o bien secretada si el vector contiene introducida en el 
extremo del gen una secuencia que codifica una secuencia señal de secreción tal como por ejemplo el factor 55
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prepropéptido de Saccharomyces cerevisiae (Cregg et al., 1993; Scorer et al. 1993). Se puede añadir también una 
cola de histidina a uno de los extremos de la proteína recombinante para facilitar la purificación (Mozley et al., 1997, 
Photochem Photobiol, 66(5): 710-5).

Preferiblemente, dicho hospedante se selecciona entre: una bacteria, una levadura, una célula de insecto y una 
célula de mamífero, una célula vegetal.5

La administración de composiciones terapéuticas que comprenden dichas proteínas se puede hacer por ejemplo por 
vía tópica, oral, intradérmica, transdérmica, intravenosa.

Los fragmentos de dichas proteínas se pueden utilizar como antagonistas de la proteína de la que se derivan. Así 
pues, se recomienda la administración adecuada a un animal de una composición terapéutica que comprende 
dichos fragmentos, para inducir una disminución en la actividad de dicha proteína en el mecanismo de la10
angiogénesis en una patología dada.

La presente invención se refiere también a un método de diagnóstico y/o de pronóstico de una patología angiogénica 
en un mamífero, particularmente en un ser humano, que consiste en detectar en las células de dicho mamífero la 
sobreexpresión o la subexpresión de una o más secuencias nucleotídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 
1, SEQ ID Nº 27 y SEQ ID Nº 25 en la lista de secuencias adjunta.15

Dicho método de diagnóstico y/o de pronóstico comprende las siguientes etapas:

- la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias nucleotídicas SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ 
ID Nº 28 por una población celular de un mamífero,

- la detección de la expresión de la misma o mismas secuencias por una población celular de referencia cuyo 
estado angiogénico es conocido,20

- la identificación de posibles diferencias en el nivel de expresión de la misma o mismas secuencias por las dos 
poblaciones celulares.

La presente invención se refiere también a un método de diagnóstico y de pronóstico de una patología angiogénica 
en un mamífero, particularmente en un ser humano, que consiste en detectar en las células de dicho mamífero la 
sobreexpresión o la subexpresión de una o más secuencias polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 25
6, o con las secuencias polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 en la lista de 
secuencias adjunta.

Según un modo de realización preferido, dicho método comprende las siguientes etapas:

a) la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias polipeptídicas SEQ ID Nº 6 o con las secuencias 
polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 por una población celular de un 30
mamífero,

b) la detección de la expresión de la misma o mismas secuencias polipeptídicas por una población celular de 
referencia cuyo estado angiogénico es conocido,

c) la identificación de las posibles diferencias en el nivel de expresión de la misma o mismas secuencias 
polipeptídicas por las dos poblaciones celulares.35

Según un modo particular de realización, en el método de diagnóstico y de pronóstico de la invención, la detección 
de la expresión de las secuencias se lleva a cabo después de haber puesto en contacto las células endoteliales con 
un fluido biológico obtenido de un paciente.

La presente invención se refiere también a un método de verificación de la eficacia terapéutica de un tratamiento 
angiogénico en un mamífero, especialmente en un ser humano, por la identificación de una población celular en 40
dicho mamífero, capaz de sobreexpresar o de subexpresar una o más secuencias nucleotídicas identificadas con los 
números SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ ID Nº 28 en la lista de secuencias adjunta.

Dicho método de verificación de la eficacia terapéutica comprende las siguientes etapas:

- la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias nucleotídicas SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ 
ID Nº 28 por una población celular de un mamífero al que se ha administrado una composición terapéutica destinada 45
a tratar un trastorno angiogénico,

- la detección de la expresión de la misma o mismas secuencias nucleotídicas por una población celular de 
referencia cuyo estado angiogénico es conocido,

- la identificación de posibles diferencias en el nivel de expresión de la misma o mismas secuencias nucleotídicas 
por las dos poblaciones celulares.50
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Según modos de realización preferidos, el método de verificación se lleva a cabo sobre una población celular de un 
mamífero in vivo, ex vivo, o bien sobre una población celular aislada de dicho mamífero in vitro.

Según un modo particular de realización, en el método de verificación de la invención, la detección de la expresión 
de las secuencias se realiza después de haber puesto en contacto las células endoteliales con un fluido biológico 
obtenido de un paciente.5

La presente invención se refiere también a un método de cribado de compuestos útiles para el tratamiento 
angiogénico de un mamífero, especialmente de un ser humano.

Según un modo de realización preferido, dicho método de cribado comprende las siguientes etapas:

- la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias nucleotídicas SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ 
ID Nº 28 por una población celular puesta en contacto con un compuesto capaz de tener un efecto terapéutico sobre 10
un trastorno angiogénico,

- la detección de la expresión de la misma o mismas secuencias nucleotídicas por una población celular de 
referencia cuyo estado angiogénico es conocido,

- la identificación de posibles diferencias en el nivel de expresión de la misma o mismas secuencias nucleotídicas 
por las dos poblaciones celulares.15

Según otro modo de realización preferido, dicho método de cribado comprende también las siguientes etapas:

- la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias polipeptídicas identificadas con los números 
SEQ ID Nº 6 o con las secuencias polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 en la 
lista de de secuencias adjunta, por una población celular puesta en contacto con un compuesto capaz de tener un 
efecto terapéutico sobre un trastorno angiogénico,20

- la detección de la expresión de la misma o mismas secuencias polipeptídicas por una población celular de 
referencia cuyo estado angiogénico es conocido,

- la identificación de posibles diferencias en el nivel de expresión de la misma o mismas secuencias polipeptídicas 
por las dos poblaciones celulares.

Según un modo de realización particular, en el método de cribado de la invención, la detección de la expresión de 25
las secuencias se realiza después de haber puesto en contacto las células endoteliales con un fluido biológico 
obtenido de un paciente.

Entre los trastornos angiogénicos capaces de ser diagnosticados o tratados con las composiciones farmacéuticas de 
la invención se pueden citar: vascularización de tumores, retinopatías, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, 
ateroesclerosis, hiperestimulación ovárica, psoriasis, endometriosis asociada con neovascularización, reestenosis 30
debida a la angioplastia con globo, hiperproducción tisular debida a cicatrización, enfermedad vascular periférica, 
hipertensión, inflamación vascular, la enfermedad y el fenómeno de Raynaud, aneurisma, reestenosis arterial, 
tromboflebitis, linfagitis, linfedema, cicatrización y reparación de tejidos, isquemia, angina de pecho, infarto de 
miocardio, cardiopatía crónica, insuficiencias cardiacas tales como insuficiencia cardíaca congestiva, degeneración 
macular asociada a la edad y osteoporosis.35

En el marco de la presente invención se entiende por sonda cualquier fragmento de ADN de una sola hebra cuya 
secuencia es complementaria de una secuencia que se busca: esta secuencia puede ser detectada así por 
hibridación con la sonda marcada (por incorporación de átomos radiactivos o de grupos fluorescentes), que 
desempeña el papel de un "anzuelo" molecular.

Según los modos preferidos de realización, el soporte de dicho dispositivo se selecciona entre una membrana de 40
vidrio, una membrana metálica, una membrana polimérica, una membrana de sílice.

Tales dispositivos son por ejemplo chips de ADN que comprenden una o más secuencias nucleotídicas identificadas 
con los números SEQ ID Nº 1 a SEQ ID Nº 5 y SEQ ID Nº 27 a SEQ ID Nº 30 en la lista de secuencias adjunta.

La verificación de la implicación de los cinco genes identificados y de sus homólogos en el mecanismo de la 
angiogénesis se ha realizado según la metodología descrita en la sección Material y métodos.45

Esta implicación se ilustra con ayuda de la figura 1 adjunta, en la cual:

La figura 1 muestra los resultados obtenidos sobre la formación de tubos capilares sobre células endoteliales 
humanas bajo el efecto de la expresión de los vectores GS-V1, GS-V2, GS-V3, V4-GS, en la cual:

- la figura 1A muestra que la formación de los tubos capilares se inhibe en las células endoteliales transfectadas 
con el vector GS-V1 que codifica el transcrito antisentido específico de GS-N1,50
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- la figura 1B muestra que la formación de los tubos capilares se inhibe en las células endoteliales transfectadas 
con el vector GS-V2 que codifica el transcrito antisentido específico de GS-N2, 

- la figura 1C muestra que la formación de los tubos capilares se inhibe en las células endoteliales transfectadas 
con el vector GS-V3 que codifica el transcrito antisentido específico de GS-N3,

- la figura 1D muestra que la formación de los tubos capilares se inhibe en las células endoteliales transfectadas 5
con el vector GS-V4 que codifica el transcrito antisentido específico de GS-N4 y de su homólogo GS-N5 y

- la figura 1F muestra que la formación de los tubos capilares no se modifica en las células endoteliales 
transfectadas con el vector vacío (control).

Material y métodos

1. Cultivo de las células y ensayo de angiogénesis10

Las células endoteliales de venas umbilicales (HUVEC) en las cuatro condiciones de cultivo mencionadas se utilizan 
en este caso para identificar los genes que codifican los constituyentes celulares implicados en la regulación de la 
angiogénesis.

Las células endoteliales se mantienen en medio completo (EGM-2-MV de Clonetics).

Para la identificación de los genes implicados en la angiogénesis en los ensayos in vitro de la angiogénesis según el 15
modelo de Montesano et al. (1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83(19), 7297-301),  se siembran primero las células 
en un gel de colágeno tipo I en medio completo hasta confluencia. Después, las células HUVEC de referencia se 
cultivan en medio empobrecido en suero y sin factores de crecimiento: se añaden en las condiciones de ensayo 
EBM-2-MV + 2 % de suero y diferentes factores.

El FGF2: a concentraciones comprendidas entre 5 ng/ml y 60 ng/ml, preferiblemente entre 10 y 40 ng/ml; el VEGF: a 20
concentraciones comprendidas entre 10 ng/ml y 60 ng/ml, preferiblemente comprendidas entre 30 ng/ml y 50 ng/ml; 
el PF4: a concentraciones comprendidas entre 0,1 y 5 μg/ml, preferiblemente comprendidas entre 0,5 μg/ml y 1 
μg/ml; el TNF-alfa a concentraciones comprendidas entre 20 ng/ml y 100 ng/ml, preferiblemente comprendidas entre 
30 ng/ml y 60 ng/ml; el IFN-gamma: a concentraciones comprendidas entre 50 ng/ml y 200 ng/ml, preferiblemente 
comprendidas entre 80 ng/ml y 120 ng/ml.25

Las células endoteliales humanas puestas en las cuatro condiciones de cultivo previamente mencionadas se utilizan 
entonces para identificar los genes que codifican los constituyentes celulares implicados en la regulación de la 
angiogénesis.

2. Factores angiogénicos y angiostáticos.

Los factores angiogénicos y angiostáticos que tienen efecto sobre la expresión de los genes identificados en 30
correlación con la formación de nuevos vasos sanguíneos o con la inhibición de nuevos vasos sanguíneos 
respectivamente, utilizados a modo de ejemplo en el marco de la presente invención, se describen a continuación. 

VEGF = factor de crecimiento endotelial vascular. 

PF4 = factor plaquetario 4. 

TNF -α = factor alfa de necrosis tumoral 35

El TNF-alfa que es un regulador de la angiogénesis, puede inducir la angiogénesis in vivo pero también puede inhibir 
la formación de los vasos sanguíneos in vitro (Frater-Schroder et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84(15), 
5277 -81; Sato et al., 1987, J. Natl. Cancer Inst. 79(6), 1383-1391; Fajardo et al., 1992, Am. J. Pathol. Mar, 140(3), 
539-44; Niida et al., 1995, Neurol. Med. Chir. (Tokyo), 35(4), 209-14. En el modelo de angiogénesis in vitro utilizado 
aquí, el TNF-alfa se utiliza en condiciones de inhibición de la angiogénesis.40

3. Comparación de las expresiones génicas.

Las expresiones génicas se pueden comparar entonces utilizando los chips de ADN, el SAGE (análisis seriado de la 
expresión génica), una reacción de amplificación por PCR cuantitativa, los vectores virales para la construcción de 
bancos sustractivos, o también el análisis por visualización diferencial.

En el marco de los estudios experimentales que han llevado a la presente invención, el solicitante ha utilizado 45
preferentemente la técnica de visualización diferencial para la identificación de dichos genes.

Visualización diferencial
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Los ARN totales se preparan a partir de las células HUVEC cultivadas sobre un gel de colágeno en presencia de los 
diferentes factores utilizados, según el método RNeasy Mini Kit (Qiagen) mediante la integración de una etapa de 
digestión con ADNasa I según el protocolo recomendado por el fabricante.

La visualización diferencial a partir de los ARN totales se realiza según el método descrito por Liang and Pardee 
(1992, Science, 14: 257 (5072) 967-7) utilizando alfa_P33-ATP en dilución isotópica a lo largo de la amplificación por 5
PCR para la visualización de las bandas por autorradiografía de los geles de electroforesis.

Por lo tanto, los fragmentos de ADN diferencialmente presentes sobre el gel en función de las condiciones de cultivo 
analizadas, se cortan, se reamplifican, se clonan en un plásmido vector PGEM easy (Promega), se secuencian y se 
identifican mediante las preguntas del banco BLAST.

4. Verificación de la implicación de los genes identificados en el mecanismo de la angiogénesis.10

Ensayo de funcionalidad de los genes

En una segunda etapa, se ensaya la funcionalidad de cada secuencia identificada sobre el modelo de angiogénesis 
in vitro con las células endoteliales transfectadas con un vector de expresión que comprende un oligonucleótido 
antisentido de dicha secuencia.

Para la construcción de estos vectores, se diseñan cebadores específicos para cada una de las secuencias 15
identificadas. Estos cebadores se muestran en la Tabla I que sigue, y se identifican con los números de secuencias 
SEQ ID Nº 19 a SEQ ID Nº 26 en la lista de secuencias adjunta. 

Tabla I

SEQ ID. del gen identificado Nombre del cebador

SEQ ID Nº 1 (GS-N1)
GV1-1

GV1-2

SEQ ID Nº 2 (GS-N2)
GV2-1

GV2-2

SEQ ID Nº 3 (GS-N3)
GV3-1

GV3-2

SEQ ID Nº 4 (GS-N4)
GV4-1

GV4-2

SEQ ID Nº 5 (GS-N5)
GV4-1

GV4-2

Estos cebadores contienen en cada uno de sus extremos, un sitio de una enzima de restricción diferente (SalI: 
GTCGAC o MluI: ACGCGT).20

Los fragmentos amplificados de cada gen se obtienen por PCR a partir de los plásmidos bacterianos que contienen 
el fragmento del gen identificado utilizando dichos cebadores.

Estos fragmentos se purifican, se digieren con las enzimas de restricción SalI y MluI y se insertan en un vector de 
expresión en mamíferos del tipo vector PCI-neo (Promega), que ha sido digerido él mismo por estas dos enzimas de 
restricción.25

Cada fragmento se introduce en la orientación antisentido.

De una forma general, los vectores que se pueden utilizar para demostrar la funcionalidad de los genes identificados 
en la presente invención en el mecanismo de la angiogénesis, comprenden cualquier sistema de vectores de 
expresión en mamíferos que comprende un promotor que permite la expresión de un gen clonado, por ejemplo se 
puede citar el promotor "fuerte" del citomegalovirus humano (CMV).30

Los vectores de expresión constitutivos o inducibles que se pueden utilizar, se indican en la lista no exhaustiva 
detallada a continuación:

Los vectores, pCI Mammalian Expression Vector, cuyo número de acceso es U47120 en la base de datos EMBL. 
Expression Vector System cloning vector pALTER(R)*-MAX (Promega), vectores pcDNA3.1, -/hygro, -/Zeo, 
pcDNA4/HisMax, -E, pBudCE4, pRcRSV, pRcCMV2, pSecTag2 - vectores de secreción -/hygro, los vectores 35
pEBVHis A, B y C) (Invitrogen) los vectores de expresión en el mamífero pIRES, pIRES-EYFP pIRES2-EGFP, 
pCMV-Myc y pCMV-HA. La secuencia de CMV cuyo número de acceso es ABV26916 o AI953818 se describe en la 
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solicitud de patente WO01/60860. Epitope-Tagged pTRE, los vectores VP16 Minimal Domain (ptTA 2, ptTA 3 y ptTA 
4), los vectores de expresión Tet bidireccionales (pBI, pBI-EGFP, pBI-G, pBI-L), pRevTRE, pTRE2, pLEGFP-N1 
vector retroviral pLEGFP-C1, los sistemas de expresión adenovirales Adeno-X, PCMS-EGFP, pd1EGFP-N1, 
pd2ECFP-N1, pd2EYFP-N1, pEGFP (-C1, -C2, -C3, -N1, -N2, -N3), pEYFP-C1, -N1 (Clontech).

Cada vector que comprende dicho fragmento antisentido se produce entonces en E. coli, se extrae, se purifica y se 5
cuantifica. Se incuba 1 μg de cada vector en presencia de un agente transfectante (effectene, Qiagen) siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante con las células endoteliales. Veinticuatro horas después de la transfección, 
las células endoteliales se tripsinan y se extienden sobre la matriz extracelular que contiene los factores 
angiogénicos, en este caso Matrigel, según el modelo descrito por Grant et al., (1989, Cell, 58(5), 933-43). Después 
de 24 horas de incubación, se observa la formación de vasos sanguíneos y se compara con las células control 10
transfectadas con el vector de expresión de mamífero vacío.

5. Establecimiento del banco de líneas estables que expresan los vectores de expresión que contienen las 
secuencias de los genes o fragmentos de las mismas o las secuencias antisentido.

Los sistemas de expresión pueden comprender un marcador de selección para un antibiótico (un gen de resistencia 
a un antibiótico) para seleccionar las células transfectadas que expresan de forma estable el vector que comprende 15
el ácido nucleico clonado en dicho vector, ya sea en el mismo vector o ya sea en un segundo vector cotransfectado.

Este vector de expresión puede ser un sistema de expresión constitutivo o inducible.

En el ejemplo particular descrito más adelante, las líneas estables para la expresión del oligonucleótido antisentido 
correspondiente a cada gen identificado se han obtenido con un vector de expresión constitutivo y después de 
selección en presencia de antibiótico.20

Para ello, 24 horas después de la transfección efectuada en las condiciones descritas antes, las células endoteliales 
BAEC se tripsinan y se siembran a razón de 80.000 células/pocillo en placas de seis pocillos en presencia de 700 
μg/ml del antibiótico G418 (Promega). Se siembra un pocillo control con células no transfectadas. El medio se 
cambia cada tres días con una recarga de antibiótico. Se eliminan las células control después de 8 a 10 días, las 
células resistentes al antibiótico se recogen en la confluencia (después de dos a tres semanas) después se 25
transfieren a frascos de cultivo siempre en presencia del antibiótico. Las líneas celulares estables se ensayan a 
continuación para determinar su capacidad para formar o no vasos sanguíneos en el ensayo de angiogénesis in 
vitro.

6. Resultados

6.1 Identificación de los genes.30

La secuencia de ácidos nucleicos denominados GS-N1, y la proteína codificada por dicha secuencia de ácidos 
nucleicos GS-N1 identificada con el número SEQ ID Nº 6 denominada: angiopartnerina, no se ha identificado con 
anterioridad que tengan alguna función biológica, y todavía menos una función en el proceso de la angiogénesis o 
en la diferenciación de las células endoteliales en tubos capilares. Las secuencias de ácidos nucleicos denominados 
GS-N2 a GS-N5 identificadas con los números SEQ ID Nº 2 a SEQ ID Nº 5 en la lista de secuencias adjunta y 35
respectivamente las proteínas codificadas por dichos ácidos nucleicos, identificadas con los números SEQ ID Nº 7 a 
SEQ ID Nº 10 en la lista de secuencias adjunta, no se ha identificado previamente que tengan una función biológica 
en el proceso de la angiogénesis o en la diferenciación de las células endoteliales en tubos capilares. Estas 
secuencias se describen más adelante.

El método de visualización diferencial descrito antes ha permitido la identificación de los siguientes ARNm:40

- GS-N1: un ARNm de 6160 pares de bases (pb) identificado por la secuencia SEQ ID Nº 1 en la lista de 
secuencias adjunta. Una búsqueda utilizando BLAST sobre la base de secuencias GENBANK permite identificarlo 
con el número de acceso AB037857.

La secuencia de este ARNm tiene una secuencia codificante parcial del nucleótido 1 al nucleótido 2777. Ha sido por 
lo tanto identificada una proteína GS-P1, resultante de la traducción de este ARNm. Esta proteína se compone de 45
924 aminoácidos (aa), se identifica con el número SEQ ID N º 6 en la lista de secuencias adjunta y se llama 
angiopartnerina.

La angiopartnerina es homóloga con el regulador negativo del receptor de la prostaglandina F2 (PTGFRN) (número 
de acceso XM_040709, secuencia nucleica: 5975 pb, secuencia proteica: 560 aa) PTGFRN cuyo número de acceso 
es también BC022235 en la base de datos EMBL, está descrito en la patente US 7.747.660, con la proteína 6 50
asociada con la célula del músculo liso humano (SMAP6) (Número de acceso AB014734, secuencia nucleica: 2197 
pb, secuencia proteica parcial: 186 aa), identificadas con los números SEQ ID Nº 27 y SEQ ID Nº 28, 
respectivamente, en la lista de secuencias adjunta, siendo ella misma similar a la proteína reguladora del receptor de 
la prostaglandina F2 alfa (FPRP) llamada indistintamente CD9P-1-F y renombrada EWI-F por Stipp et al. (2001, J. 
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Biol. Chem., 276, 44, 40545 a 40554.). La secuencia GS-N1 comprende las secuencias SEQ ID Nº 27 y SEQ ID Nº 
28, presentando el 99 % de homología con ellas.

La FPRP es una glucoproteína transmembranal de tipo 1 que contiene 6 dominios de inmunoglobulinas 
extracelulares. Originalmente se  identificó y caracterizó por su capacidad de combinarse con la prostaglandina F2 
alfa e inhibir la unión de esta última con su receptor. También se puede combinar con otros receptores acoplados a 5
la proteína G que contienen 7 dominios transmembranales, y reducir la interacción ligando-receptor (Orlicky and 
Nordeen, 1996, Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids 55: 261-268; Orlicky et al., 1998 J. Lip. Res., Vol. 39, 
1152-1161). El aumento de la expresión de la FPLP ya ha sido asociado con la diferenciación celular, especialmente 
la de los adipocitos (Orlicky et al., 1998, J. Lip. Res., Vol. 39, 1152-1161). Diferentes estudios han demostrado que 
CD9P-1 o FPLP es un importante socio de dos miembros de la familia de las tetraspaninas (llamada también 10
TM4SF), CD9 y CD81 en complejos proteicos, combinándose específicamente o bien con CD81 o bien con CD9 y 
CD81 (Charrin S et al., 2001, J. Biol. Chem; Stipp et al (2001, J. Biol. Chem., 276, 7, 4853-4862). Los tetrapaninas 
han sido implicadas en muchas funciones celulares tales como la adhesión, la migración, la co-estimulación, la 
transducción de señales y la diferenciación, pudiendo estar ligadas las diversas funciones atribuidas a las 
tetraspaninas a su combinación específica con las moléculas asociadas  (partenaires) específicas; (Le Naour et al., 15
2000, Science, 287, 319-321).

La proteína CD9 tiene una amplia distribución tisular, se ha encontrado especialmente en varios tipos de tumores (Si 
and Hersey, 1993 Int J. Cancer, 54: 37-43; Miyake et al., 1996, Cancer Res. 56: 1244-1249) así como en los vasos 
sanguíneos formados por las células endoteliales (Zola et al., 1989, Immunol Cell Biol., 67: 63-70). Esta proteína ha 
sido implicada en funciones tales como la transducción de señales, la adhesión celular, la motilidad, la evolución de 20
los tumores (Ozaki et al., 1995, J. Biol. Chem. 270: 15.119-15.124, Forsyth, 1991 Immunology, 72: 292-296; Anton et 
al., 1995, J. Neurosci., 15: 584-595; Shaw et al., 1995, J. Biol. Chem., 270: 24092-24099; Ikeyama et al., 1993, J. 
Exp. Med. 177: 1231-1237) y especialmente en la adhesión y migración de las células endoteliales a lo largo de la 
angiogénesis (Klein-Soyer et al., 2000, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 20: 360-9). La sobreexpresión de CD9 en 
células de adenocarcinoma suprime su motilidad y potencial metastásico (Ikeyama et al., 1993, J. Exp. Med., 177: 25
1231-1237), su expresión está inversamente correlacionada con los tumores primarios y con la aparición de 
metástasis en melanomas, y cánceres de pulmón, de colon y de mama (Si and Hersey, 1993 Int. J. Cancer, 54, 37-
43; Miyake et al., 1995, Cancer Res., 55. 4127-4131; Adachi et al., 1998; J. Clin. Oncol., 16, 1397-1406; Mori et al., 
1998, Clin. Cancer Ress., 4, 1507-1510).

La proteína CD9P-1 (o FPLP) ha sido identificada como la principal molécula asociada de CD9 en las líneas 30
cancerosas (Serru et al., 1999, Biochem. J., 340, 103-111).

También se ha descrito que la proteína CD81 está implicada en diversas funciones tales como la señalización 
celular y la activación de los linfocitos B (Fearon and Carter, 1995), la regulación de la proliferación de los linfocitos T 
(Miyazaki et al., 1997, EMBO J., 16, 4217-4225), también puede desempeñar un papel en el cáncer porque la CD81 
es un posible receptor para el virus de la hepatitis C, una causa importante del carcinoma hepático (Pileri et al., 35
1998, Science, 282, 938-941).

Aunque el papel exacto de CD9P-1 o FPRP aún no está definido, su asociación con CD9 o CD81 puede dar a 
entender un papel en las funciones de regulación de los receptores CD9 o CD81. Sin embargo, hasta la fecha, no se 
ha descrito ningún papel en la regulación de la angiogénesis ni para la proteína llamada angiopartnerina, identificada 
con el número SEQ ID Nº 6 en la lista de secuencias adjunta, ni para las proteínas PTGFRN, CD9P-1/FPRP.40

- GS-N2: un ARNm de 3266 pb, identificado por la secuencia SEQ ID Nº 2 en la lista de secuencias adjunta. Una 
búsqueda utilizando BLAST sobre la base de secuencias GENBANK permite identificarlo con el número de acceso 
AF247704.

La secuencia de este ARNm tiene una secuencia codificante del nucleótido 49 al nucleótido 753. Ha sido por tanto 
identificada una proteína GS-P2, resultante de la traducción de este ARNm. Esta proteína se compone de 234 aa, se 45
identifica con el número SEQ ID Nº 7 en la lista de secuencias adjunta y se llama proteína homeobox NKX3.1

La proteína NKX3.1 es un miembro de la clase NK de las proteínas homeobox, estrechamente ligada a la proteína 
NK-3 de la Drosophila (Kim, Y and Nirenberg, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 7716-7720; He et al., 1997, 
Genomics, 43, 69-77). Los estudios en el ratón, han permitido demostrar la expresión del gen Nkx3.1 en el feto y en 
el embrión en desarrollo en una variedad de tipos de tejidos tales como el mesodermo, el músculo liso vascular, el 50
epitelio y regiones del sistema nervioso central (Kos et al., 1998, Mech. Dev., 70, 25-34; Tanaka et al., 1999, Mech. 
Dev., 85, 179-182; Bhatia-Gaur et al., 1999, Genes Dev., 13, 966-977). En el adulto, la proteína NKX3.1 está 
localizada de forma predominante en la próstata, más particularmente en las células epiteliales y su expresión está 
regulada por los andrógenos (He et al., 1997, Genomics, 43, 69-77; Prescott et al., 1998, Prostate, 35, 71-80; 
Sciavolino et al., 1997, Dev. Dyn., 209, 127-138; Ornstein et al., 2001, J. Urol., 165(4): 1329-34). Parece jugar un 55
papel esencial en la función de la próstata y regula la proliferación de las células epiteliales de la próstata; se ha 
sugerido que el gen NKX3.1 es un gen supresor de los tumores específicos de la próstata (Bhatia-Gaur et al., 1999, 
Genes Dev., 13 (8): 966-977). La pérdida de expresión de NKX3.1 en los cánceres humanos de próstata ha sido 
correlacionada recientemente con la evolución de los tumores (Bowen et al., 2000, Cancer Res., 60 (21): 6111-5). 
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Además, ya se ha informado de que las proteínas homeobox están implicadas en la regulación de la angiogénesis 
(revisión: Gorski and Walsh, 2000, Circulation Research, 87: 865-872).

Sin embargo, no se ha descrito hasta ahora, ningún papel para la proteína homeobox NKX3.1 en la regulación de la 
angiogénesis.

- GS-N3: un ARNm de 6771 pb, identificado por la secuencia SEQ ID Nº 3 en la lista de secuencias adjunta. Una 5
búsqueda utilizando BLAST sobre la base de secuencias GENBANK permite identificarlo con el número de acceso 
U91543.

La secuencia de este ARNm tiene una secuencia codificante del nucleótido 151 al nucleótido 6153. Por lo tanto, se 
ha identificado una proteína GS-P3 resultante de la traducción de este ARNm. Esta proteína se compone de 2000 
aa, se identifica con el número SEQ ID Nº 8 en la lista de secuencias adjunta, y se llama helicasa con dedo de zinc.10

La proteína hZFH (helicasa con dedo de zinc, humana) pertenece a la familia de las helicasas tipo Snf2, conocidas 
por actuar como reguladores transcripcionales para múltiples genes (Aubry et al., 1998, Eur. J. Biochem. 254(3): 
558-64). Contiene también un cromodominio y es homóloga con la proteína CHD3 ("chromodomain helicase DNA 
binding protein 3") identificada por la secuencia SEQ ID Nº 29 y SEQ ID Nº 30 en la lista de secuencias adjunta. Las 
proteínas CHD3 están descritas como capaces de regular la expresión de los genes reprimiendo la transcripción a 15
través de una alteración de la estructura de la cromatina (Zhang et al., 1998, Cell, 95, 279-289; Kehle et al., 1998, 
Science, 282, 1897-1900). Hasta la fecha, no se ha descrito ningún papel en la regulación de la expresión de los 
genes implicados en la angiogénesis ni para la proteína hZFH ni para la proteína CHD3.

- GS-N4: un ARNm de 3041 pb identificado por la secuencia SEQ ID Nº 4 en la lista de secuencias adjunta. Una 
búsqueda utilizando BLAST sobre la base de secuencias GENBANK permite identificarlo con el número de acceso 20
BC001571.

La secuencia de este ARNm tiene una secuencia codificante del nucleótido 67 al nucleótido 2808. Por lo tanto, se ha 
identificado una proteína GS-P4, resultante de la traducción de este ARNm. Esta proteína se compone de 913 aa, se 
identifica con el número SEQ ID Nº 9 en la lista de secuencias adjunta y se llama factor de iniciación de la traducción 
eucariota, subunidad 8 (110 kD) (EIF3S8).25

Esta secuencia de GS-N4 presenta homología con la siguiente secuencia:

- GS-N5: un ARNm de 1507 pb identificado por la secuencia SEQ ID Nº 5 en la lista de secuencias adjunta. Una 
búsqueda utilizando BLAST sobre la base de secuencias GENBANK permite identificarlo con el número de acceso 
BC000533.

La secuencia de este ARNm tiene una secuencia codificante del nucleótido 407 al nucleótido 1384. Por lo tanto, se 30
ha identificado una proteína GS-P5 resultante de la traducción de este ARNm. Esta proteína se compone de 325 aa, 
se identifica con el número SEQ ID Nº 10 en la lista de secuencias adjunta y se llama proteína similar al factor de 
iniciación de la traducción eucariota, subunidad 8 (110 kD).

El factor 3 de iniciación de la traducción eucariota (EIF3), el factor más grande de iniciación de la síntesis proteica 
con un tamaño de 650 kDa se compone de al menos nueve subunidades peptídicas (Hershey et al., 1996, 35
Biochimie, 78, 903-907), incluyendo la subunidad 8 (p110) (Asano et al., 1997, J. Biol. Chem., 272, 1101-1109). El 
EIF3 desempeña un papel central en el proceso de iniciación de la biosíntesis proteica especialmente en la unión del 
iniciador metionil-ARNt y el ARNm en la subunidad ribosómica 40S para formar un complejo de iniciación 40S 
(Merrick and Hershey, 1996, The pathway and mechanism of eukaryotic protein synthesis. In: Hershey JWB, 
Mathews MB, Sonenberg N, eds Traslational Control. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Press, 1996: 31-40
67). El EIF3 parece jugar un papel central en la iniciación por interacción con otros muchos componentes del 
sistema de traducción (Vornlocher et al., 1999, J. Biol. Chem., Vol. 274, Issue 24, 16802-16812). Las funciones de 
cada subunidad son todavía poco conocidas. Se detecta en los tumores un alto nivel de expresión de ciertas 
subunidades tales como la p150, la p170; se sugiere que la p170 desempeña otro papel además de sus funciones 
en la iniciación de la traducción (Lin et al., 2001, J. Cell Biochem., 80(4): 483-90; Pincheira et al., 2000, Eur. J. Cell 45
Biol., 80(6): 410-8). La sobreexpresión de la subunidad 8 (p110) también ha sido demostrada en un tumor de las 
células germinales por Roche et al (2000, American Journal of Pathology, 157: 1597-1604), lo que sugiere un papel 
de esta subunidad en el desarrollo del tumor aumentando la traducción y en general, llevando a un aumento del 
crecimiento y de la división celular.

Hasta la fecha, no se ha descrito nunca ninguna implicación ni de la subunidad 8 del EIF3, ni de su proteína similar, 50
en la regulación de la angiogénesis.

La expresión de los ARNm identificados antes se observa en las células endoteliales humanas cuando la formación 
de tubos capilares, sinónimo de la angiogénesis, es inhibida debido a la acción de un factor angiostático.

El solicitante ha demostrado que el aumento de la expresión del gen correspondiente a cada uno de estos ARNm 
acompaña a la inhibición de la formación de nuevos vasos sanguíneos por las células endoteliales.55
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En efecto, las células endoteliales humanas que forman nuevos vasos sanguíneos como consecuencia de la 
estimulación por un factor angiogénico muestran una expresión muy baja de este ARNm, mientras que las mismas 
células endoteliales humanas estimuladas por el mismo factor angiogénico y puestas en contacto con un factor 
angiostático (donde la angiogénesis se inhibe) y/o incluso las mismas células endoteliales estimuladas únicamente 
por el factor angiostático, muestran una expresión elevada de este gen (como se indica en la tabla II).5

Estos resultados prueban la existencia de una correlación directa entre la expresión de cada uno de estos genes y el 
estado angiostático (es decir, la inhibición de la angiogénesis) de las células endoteliales humanas. 

Tabla II

SEQ. ID Inductores de la expresión

SEQ ID Nº 1 (GS-N1) TNF-alfa

SEQ ID Nº 2 (GS-N2) TNF-alfa

SEQ ID Nº 3 (GS-N3) TNF-alfa

SEQ ID Nº 4 (GS-N4) PF4

SEQ ID Nº 5 (GS-N5) PF4

6.2 Verificación del papel de los genes identificados en la regulación de la angiogénesis.

Además, se ha demostrado también el papel funcional de estos genes en la formación de nuevos vasos sanguíneos 10
por las células endoteliales humanas.

En efecto, una secuencia nucleotídica específica de cada uno de los genes identificados, seleccionada entre las 
secuencias nucleotídicas identificadas por las secuencias SEQ ID Nº 11 a SEQ ID: 14 en la lista de secuencias 
adjunta, se ha introducido en el vector de expresión Vector pCI-neo en la orientación antisentido.

Los vectores resultantes deominados GS-V1 a GS-V4 identificados por sus secuencias SEQ ID Nº 15 a SEQ ID Nº 15
18 en la lista de secuencias adjunta, han sido utilizados para reprimir la expresión del gen que codifica este ARNm 
en las células endoteliales humanas después de la transfección de estas últimas por este vector.

Las células endoteliales humanas han sido estimuladas entonces por factores angiogénicos. Los resultados 
obtenidos, para cada una de las secuencias GS-N1 a GS-N5 utilizando las secuencias antisentido y los vectores 
correspondientes, demuestran que:20

la represión de la expresión de los genes identificados con los números de secuencias SEQ ID Nº 1 a SEQ ID Nº 5, 
inhibe la formación de nuevos vasos sanguíneos por las células endoteliales humanas.

Los resultados obtenidos, para cada una de las secuencias, utilizando las secuencias antisentido y los vectores 
correspondientes, indicados en la tabla III que sigue, se ilustran en la figura 1 (Figuras 1A a 1E) adjunta. 

Tabla III25

NOMBRE Genes SEQ. ID Proteína SEQ. ID
Secuencias 
antisentido

Vector con el 
antisentido
insertado

Fig. Fig. control

1
SEQ ID Nº 1 

(GS-N1)
SEQ ID Nº 6 (GS-P1) 

angiopartnerina
SEQ ID Nº 11 

(392 pb)
SEQ ID Nº 15 

(GS-V1)
1A 1F

2
SEQ ID Nº 2 

(GS-N2)
SEQ ID Nº 7 (GS-P2) 

Nkx3.1 homeobox
SEQ ID Nº 12 

(250 pb)
SEQ ID Nº 16 

(GS-V2)
1B 1F

3
SEQ ID Nº 3 

(GS-N3)
SEQ ID Nº 8 (GS-P3) 
helicasa dedo de zinc

SEQ ID Nº 13 
(pb)

SEQ ID Nº 17 
(GS-V3)

1C 2C

4
SEQ ID Nº 4 

(GS-N4)

SEQ ID Nº 9 (GS-P4) 
factor de iniciación de la 

traducción, subunidad 8 e

SEQ ID Nº 14 
(167 pb)

SEQ ID Nº 18 
(GS-V4)

1D 1F

5
SEQ ID Nº 5 

(GS-N5)

SEQ ID Nº 10 (GS-P5) 
factor de iniciación de la 

traducción eucariota, 
subunidad 8

SEQ ID Nº 14 
(167 pb)

SEQ ID Nº 18 
(GS-V4)
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> GENE SIGNAL Salman Al-Mahmood Colin, Sylvie Schneider, Christophe Al-Mahmood, Salman

<120> Genes reguladores de la angiogénesis, preparaciones farmacéuticas que los contienen y sus aplicaciones

<130> 25599 GENE SIGNAL

<140> PCT/FR03/XXXXX5
<141> 21-03-2003

<150> FR02/03655
<151> 22-03-2002

<160> 34

<170> PatentIn versión 3.110

<210> 1
<211> 6160
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>15
<221> característica_,miscelánea
<223> secuencia llamada GS-N1

<300>
<308> GenBank/AB037857
<309> 14-03-200020
<313> (1)..(6160)

<400> 1
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<210> 2
<211> 3266
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia llamada GS-N2

<300>
<308> GenBank/AF24770410
<309> 02-09-2000
<313> (1)..(3266)

<400> 2
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<210> 3
<211> 6771
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia llamada GS-N3

<300>10
<308> GenBank/U91543
<309> 04-08-1998
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<313> (1)..(6771)

<400> 3
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<210> 4
<211> 3041
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia llamada GS-N4

<300>5
<308> GenBank/BC001571
<309> 29-10-2001
<313> (1)..(3041)

<400> 4

10

<210> 5
<211> 1507
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia llamada GS-N5

<300>5
<308> GenBAnk/BC000533
<309> 12-07-2001
<313> (1)..(1507)

<400> 5

10

<210> 6
<211> 924
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>15
<221> característica_miscelánea
<223> CDS parcial de la secuencia GS-N1:
<1..2777

<220>
<221> característica_miscelánea20
<223> secuencia llamada GS-P1: Angiopartnerina

<400> 6
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<210> 7
<211> 234
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la secuencia GS-N2: 49..753

<220>
<221> característica_miscelánea10
<223> secuencia llamada GSP2: proteína homeobox NKX3.1

<400> 7
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<210> 8
<211> 2000
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la secuencia GS-N3: 151..6153

<220>10
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia llamada GS-P3: helicasa con dedo de Zinc

<400> 8
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<210> 9
<211> 913
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la secuencia GS-N4:67..2808

<220>
<221> característica_miscelánea10
<223> secuencia llamada GS-P4: factor de iniciación de la traducción eucariota, subunidad 8 (110 kD) (EIF3S8).

<400> 9
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<210> 10
<211> 325
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>5
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la secuencia GS-N5:407..1384

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia llamada GS-P5: proteína similar al factor de iniciación de la traducción eucariota, subunidad 8 10
(110 kD).

<400> 10
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<210> 11
<211> 392
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia nucleica antisentido de GS-N1:4369... 3978

<400> 11

10

<210> 12
<211> 250
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>15
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia nucleica antisentido de GS-N2: 2859...2619

<400> 12

<210> 1320
<211> 359
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea25
<223> secuencia nucleica antisentido de GS-N3: 3980...3622

<400> 13

<210> 14
<211> 16730
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia nucleica antisentido de GS-N4: 2832...26665

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> secuencia nucleica antisentido de GS-N5:1408...1242

<400> 14

10

<210> 15
<211> 5852
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>15
<221> característica_miscelánea
<223> vector de expresión llamado GS-V1 que contiene la secuencia antisentido GS-N1; antisentido:1108...1499

<400> 15
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<210> 16
<211> 5710
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<222> (1).. (5710)
<223> vector de expresión llamado GS-V2 que contiene la secuencia antisentido de GS-N2; 
antisentido:2859...261910

<400> 16
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<210> 17
<211> 5819
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> vector de expresión llamado GS-V3 que contiene la secuencia antisentido de GS-N3; 
antisentido:1108...1466

<400> 1710
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<210> 18
<211> 5627
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> vector de expresión llamado GS-V4 que contiene la secuencia antisentido de GS-N4; 5
antisentido:1108...2606

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> vector de expresión llamado GS-V4 que contiene la secuencia antisentido de GS-N5; 
antisentido:1108...260610

<400> 18
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<210> 19
<211> 29
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> cebador sentido: GV1-1

<400> 19

cgggtcgaca ggtccactgc agggggtta 2910

<210> 20
<211> 31
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>15
<221> característica_miscelánea
<223> cebador inverso: GV1-2

<400> 20

cgcacgcgtt tcccctttgg aagagagagc a 31
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<210> 21
<211> 29
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>5
<221> característica_miscelánea
<223> cebador sentido: GV2-1

<400> 21

cgggtcgacg ggccagctta ctgttggtg 29

<210> 2210
<211> 32
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea15
<223> cebador inverso: GV2-2

<400> 22

cgcacgcgtt tcagaggagg ggagagaaag ag 32

<210> 23
<211> 3120
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> cebador sentido: GV3-125

<400> 23

cgggtcgact ggaaccccca taatgacatc c 31

<210> 24
<211> 31
<212> ADN30
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> cebador inverso: GV3-2

<400> 2435

cgcacgcgtt gcacgtcagt gtcctcagtt g 31

<210> 25
<211> 30
<212> ADN
<213> Homo sapiens40

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> cebador sentido: GV4-1

<400> 25

cgggtcgact ggagaacaac gaacgggtgt 3045

<210> 26
<211> 29
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> característica_miscelánea
<223> cebador inverso: GV4-2

<400> 26

cgcacgcgtc aggcgggaaa cagagtgga 295

<210> 27
<211> 5975
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<300>10
<308> GenBank/XM_040709
<309> 07-02-2002
<313> (1)..(5975)

<400> 27
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<210> 28
<211> 2197
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<222> (1037)..(1037)
<223> n es un residuo que se puede seleccionar entre los nucleótidos a, t, c o g

<220>10
<221> característica_miscelánea
<222> (1236)..(1236)
<223> n es un residuo que se puede seleccionar entre los nucleótidos a,t, c o g.

<300>
<308> GenBank/AB01473415
<309> 06-01-2001
<313> (1)..(2197)

<400> 28
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<210> 29
<211> 6331
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<300>
<308> GenBank/AF006515
<309> 27-11-1997
<313> (1)..(6331)

<400> 2910
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<210> 30
<211> 6331
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<300>
<308> GenBank/NM_001272
<309> 03-02-2001
<313> (1)..(6331)

<400> 3010
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<210> 31
<211> 560
<212> PRT
<213> Homo sapiens5
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<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la seq ID 27, n° de acceso GenBank/XM_040709:910..2592

<220>
<221> característica_miscelánea5
<223> nombre: regulador negativo del receptor de la prostaglandina F2 (PTG FRN)

<400> 31
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<210> 32
<211> 186
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS parcial de la seq ID 28, n° de acceso GenBank/AB014734: <1.
.561

<220>10
<221> característica_miscelánea
<223> nombre: proteína 6 asociada con la célula del músculo liso humano (SM AP-6)

<400> 32
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<210> 33
<211> 1944
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la seq ID 29, n° de acceso GenBank/AF006515: 211..6045

<220>
<221> característica_miscelánea10
<223> nombre: proteína CHD3

<400> 33
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<210> 34
<211> 1944
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> característica_miscelánea
<223> CDS de la seq ID 30, n° de acceso GenBank/NM_001272: 211..6045

<220>
<221> característica_miscelánea10
<223> nombre: proteína 3 que une la helicasa de ADN con el cromodominio CHD3

<400> 34
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REIVINDICACIONES

1. Una composición farmacéutica que comprende como agente activo al menos una sustancia seleccionada entre:

(i) una molécula de ácido nucleico de un gen de una célula endotelial, de secuencia identificada con el número SEQ 
ID N º 1, SEQ ID N º 27 o SEQ ID N º 28 en la lista de secuencias adjunta,

(ii) una molécula polipeptídica codificada por dicha molécula de ácido nucleico identificada con el número SEQ ID Nº 5
6, SEQ ID Nº 31 o SEQ ID Nº 32 en la lista de secuencias adjunta,

para el diagnóstico in vivo, el pronóstico in vivo y/o el tratamiento de una patología angiogénica.

2. Una composición que comprende como agente activo al menos una molécula seleccionada entre una molécula de 
ácidos nucleicos antisentido de al menos una molécula seleccionada entre las SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ ID 
Nº 28 en la lista de secuencias adjunta, para el diagnóstico in vivo, el pronóstico in vivo y/o el tratamiento de una 10
patología angiogénica.

3. La composición farmacéutica para el diagnóstico in vivo, el pronóstico in vivo y/o el tratamiento de una patología 
angiogénica según la reivindicación 2, en donde dicha patología angiogénica comprende la enfermedad vascular 
periférica, cicatrización y reparación de tejidos, osteoporosis, vascularización de tumores, retinopatías, artritis 
reumatoide, enfermedad de Crohn, ateroesclerosis, hiperestimulación ovárica, psoriasis, endometriosis asociada con 15
neovascularización, reestenosis debida a la angioplastia con globo, hiperproducción tisular debida a cicatrización, 
hipertensión, inflamación vascular, la enfermedad y el fenómeno de Raynaud, aneurisma, reestenosis arterial, 
tromboflebitis, linfagitis, linfedema, isquemia, angina de pecho, infarto de miocardio, cardiopatía crónica, 
insuficiencias cardiacas tales como insuficiencia cardíaca congestiva, degeneración macular asociada a la edad.

4. Una composición para el diagnóstico in vivo, el pronóstico in vivo y/o el tratamiento de una patología angiogénica 20
según la reivindicación 2 o 3, caracterizada porque comprende la molécula de ácidos nucleicos antisentido 
identificada con el número SEQ ID Nº 11 en la lista de secuencias adjunta.

5. Una molécula de ácidos nucleicos antisentido identificada con el número SEQ ID Nº 11 en la lista de secuencias 
adjunta o una molécula de ácidos nucleicos antisentido que tiene una identidad al menos del 85 %, preferiblemente 
al menos del 95 % con la secuencia identificada con el número SEQ ID Nº 11 en la lista de secuencias adjunta.25

6. Un vector de expresión de mamífero que comprende al menos una secuencia antisentido definida en la 
reivindicación 5.

7. El vector según la reivindicación 6, caracterizado porque es el vector GS-V1, identificado por la SEQ ID Nº 15 en 
la lista de secuencias adjunta.

8. Un método de diagnóstico y/o de pronóstico de una patología angiogénica en un mamífero, particularmente en un 30
ser humano, caracterizado porque se detecta in vitro en las células de dicho mamífero la sobreexpresión o la 
subexpresión de una o más secuencias nucleotídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y 
SEQ ID Nº 28 en la lista de secuencias adjunta, o la sobreexpresión o la subexpresión de una o más secuencias 
polipeptídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 en la lista de secuencias 
adjunta, 35

en donde dicha patología angiogénica comprende la vascularización de tumores, retinopatías, artritis reumatoide, 
enfermedad de Crohn, ateroesclerosis, hiperestimulación ovárica, psoriasis, endometriosis asociada con 
neovascularización, reestenosis debida a la angioplastia con globo, hiperproducción tisular debida a cicatrización, 
enfermedad vascular periférica, hipertensión, inflamación vascular, la enfermedad y el fenómeno de Raynaud, 
aneurisma, reestenosis arterial, tromboflebitis, linfagitis, linfedema, cicatrización y reparación de tejidos, isquemia, 40
angina de pecho, infarto de miocardio, cardiopatía crónica, insuficiencias cardiacas tales como insuficiencia cardíaca 
congestiva, degeneración macular asociada a la edad y osteoporosis.

9. El método según la reivindicación 8, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

- la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias nucleotídicas SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ 
ID Nº 28 o de una o más de dichas secuencias polipeptídicas SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 por una 45
población celular de un mamífero,

- la detección de la expresión de una o más de estas mismas secuencias nucleotídicas o polipeptídicas por una 
población celular de referencia cuyo estado angiogénico es conocido,

- la identificación de las posibles diferencias del nivel de expresión de estas mismas secuencias por las dos 
poblaciones celulares.50
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10. El método de diagnóstico y/o de pronóstico según una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, caracterizado 
porque la detección de la expresión de las secuencias se realiza después de haber puesto en contacto las células 
endoteliales con un fluido biológico obtenido de un paciente.

11. Un método de verificación de la eficacia terapéutica de un tratamiento angiogénico en un mamífero, 
particularmente en un ser humano, caracterizado porque comprende la identificación in vitro en una población celular 5
de dicho mamífero de la sobreexpresión o de la subexpresión de al menos un gen implicado en un trastorno 
angiogénico identificado por una de las secuencias nucleotídicas identificadas con los números SEQ ID Nº 1, SEQ 
ID Nº 27 y SEQ ID Nº 28 en la lista de secuencias adjunta.

12. El método de verificación de la eficacia terapéutica según la reivindicación 11, caracterizado porque comprende 
las siguientes etapas:10

- la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias nucleotídicas SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ 
ID Nº 28 por una población celular aislada de un mamífero al que se administra una composición terapéutica 
destinada a tratar un trastorno angiogénico que comprende la vascularización de tumores, retinopatías, artritis 
reumatoide, enfermedad de Crohn, ateroesclerosis, hiperestimulación ovárica, psoriasis, endometriosis asociada con 
neovascularización, reestenosis debida a la angioplastia con globo, hiperproducción tisular debida a cicatrización, 15
enfermedad vascular periférica, hipertensión, inflamación vascular, la enfermedad y el fenómeno de Raynaud, 
aneurisma, reestenosis arterial, tromboflebitis, linfagitis, linfedema, cicatrización y reparación de tejidos, isquemia, 
angina de pecho, infarto de miocardio, cardiopatía crónica, insuficiencias cardiacas tales como insuficiencia cardíaca 
congestiva, degeneración macular asociada a la edad y osteoporosis,

- la detección de la expresión de estas mismas secuencias nucleotídicas por una población celular de referencia 20
cuyo estado angiogénico es conocido, 

- la identificación de las posibles diferencias del nivel de expresión de estas mismas secuencias por las dos 
poblaciones celulares.

13. El método de verificación de la eficacia terapéutica según la reivindicación 12, caracterizado porque la detección 
de la expresión de una o más secuencias nucleotídicas se realiza sobre una población celular aislada de dicho 25
mamífero.

14. El método de verificación según una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, caracterizado porque la 
detección de la expresión de las secuencias se realiza después de haber puesto en contacto las células endoteliales 
con un fluido biológico obtenido de un paciente.

15. Un método de cribado in vitro de compuestos útiles para el tratamiento de un trastorno angiogénico en un 30
mamífero, especialmente un ser humano, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) la detección de la expresión de una o más de dichas secuencias nucleotídicas SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 27 y SEQ 
ID Nº 28 o de dichas secuencias polipeptídicas SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 31 y SEQ ID Nº 32 por una población 
celular aislada de un mamífero puesta en contacto con un compuesto capaz de tener un efecto terapéutico sobre un 
trastorno angiogénico que comprende la vascularización de tumores, retinopatías, artritis reumatoide, enfermedad de 35
Crohn, ateroesclerosis, hiperestimulación ovárica, psoriasis, endometriosis asociada con neovascularización, 
reestenosis debida a la angioplastia con globo, hiperproducción tisular debida a cicatrización, enfermedad vascular 
periférica, hipertensión, inflamación vascular, la enfermedad y el fenómeno de Raynaud, aneurisma, reestenosis 
arterial, tromboflebitis, linfagitis, linfedema, cicatrización y reparación de tejidos, isquemia, angina de pecho, infarto 
de miocardio, cardiopatía crónica, insuficiencias cardiacas tales como insuficiencia cardíaca congestiva, 40
degeneración macular asociada a la edad y osteoporosis,

b) la detección de la expresión de estas mismas secuencias nucleotídicas o polipeptídicas por una población celular 
de referencia cuyo estado angiogénico es conocido,

c) la identificación de las posibles diferencias del nivel de expresión de estas mismas secuencias por las dos 
poblaciones celulares.45

16. El método de cribado según la reivindicación 15, caracterizado porque la detección de la expresión de las 
secuencias se realiza después de haber puesto en contacto las células endoteliales con un fluido biológico obtenido 
de un paciente.
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Figura 1

1E) Control
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